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US3 - a multifunctional serine-threonine kinase of alphaherpesviruses

Abstract: Phosphorylation by protein kinases modulates the function of target proteins by interfering with their enzymatic activity,
cellular location and/or association with other proteins. Viruses have evolved complex interactions with their hosts and often mimic
cellular proteins in order to usurp the cellular machinery for their own benefit, so it is not surprising that vast number of viruses encode
protein kinases. Alphaherpesvirus kinase US3 is a conserved multifunctional protein, regulating the egress of viral particles, but also
responsible for alterations in cell morphology resulting from the breakdown of actin stress fibers and formation of cell projections. US3
homologs control the trafficking of viral and cellular proteins and inhibit apoptosis. The current review provides an overview of the
properties and functions of alphaherpesvirus US3 protein kinase orthologues.
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5. Role of US3 in the blocking of apoptosis. 6. Inmunomodulatory properties of US3. 6.1. Interactions with the interferon systems.
6.2. Effect on the MHC class I-restricted antigen presentation and inactivation of cytotoxic T lymphocytes. 6.3. Reduction in the cell
surface expression of viral antigens. 6.4. Effect on the activation of NKT lymphocytes. 7. Other functions of US3 kinase. 8. Summary

Stowa kluczowe: US3, herpeswirus, kinaza serynowo-treoninowa

Key words: US3, herpesvirus, serine-threonine kinase

1. Wstep

Rodzina Herpesviridae obejmuje ponad dwiedcie
gatunkéw wiruséw o bardzo szerokim spektrum gospo-
darzy, gléwnie kregowcow. Wedtug najnowszej systema-
tyki herpeswirusow rodzina Herpesviridae wspottworzy
rzad Herpesvirales wraz z dwiema innymi rodzinami:
Alloherpesviridae, ktéra skupia wirusy zakazajace ryby
i plazy, oraz Malacoherpesviridae, skupiajaca wirusy
infekujace migczaki [17]. Osiem sposrdd zidentyfiko-
wanych dotychczas gatunkéw herpeswiruséw stanowia
wirusy patogenne dla ludzi. Herpeswirusy majg wiele
cech wspélnych. Sa to duze wirusy posiadajace ostonke,
tegument i ikozaedralny kapsyd, a ich material gene-
tyczny wystepuje w formie dwuniciowego DNA o wiel-
kosci 125-290 tysigcy par zasad [79]. Na podstawie
istniejacych réznic w tropizmie, sktadzie i organizacji
genomu rodzina Herpesviridae zostata podzielona na
trzy podrodziny: Alphaherpesvirinae, Betaherpesvirinae
i Gammaherpesvirinae [17].

Najwicksza podrodzing herpeswiruséw sa alfaherpes-
wirusy. Tak jak inne wirusy z tej rodziny, s3 one zdolne
do przechodzenia w stan latencji, czyli infekeji utajone;j
w organizmie swojego naturalnego gospodarza. Reak-
tywacja ze stanu latencji pod wplywem specyficznego
czynnika, czgsto zwigzanego ze stresem oraz/lub osta-
bieniem systemu odporno$ciowego, moze doprowadzi¢
do nawrotu objawéw chorobowych [3]. Zidentyfiko-
wano trzy alfaherpeswirusy ludzkie: ludzki herpeswi-
rus 1 (HHV-1; nazwa zwyczajowa: wirus opryszczki
typu 1, herpes simplex virus type 1, HSV-1), ludzki
herpeswirus 2 (HHV-2; nazwa zwyczajowa: wirus
opryszczki typu 2, herpes simplex virus type 2, HSV-2)
oraz ludzki herpeswirus 3 (HHV-3; nazwa zwyczajowa:
wirus ospy wietrznej i pétpasca, varicella zoster virus,
VZV) [17]. Wirusy HSV-1 i HSV-2 s3 kojarzone glow-
nie z opryszczka wargowa i narzadéw plciowych, ale
czasem moga réwniez prowadzi¢ do powiktfan, w tym
zapalenia modzgu, zapalenia rogéwki i §lepoty. Wirus
VZV jest czynnikiem wywolujacym ospg wietrzna,
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Tabela I

Ogolne cechy budowy ortologéw kinazy US3 alfaherpeswiruséw
[na podstawie sekwencji bialek z bazy NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/].

Cecha Numer Liczba reszt Pozyc]z} dome.ny Liczba 1?0form,
. . katalitycznej w ktorych
. referencyjny NCBI | aminokwasowych . I

Wirus w sekwencjiaa | wystepuje biatko
HSV-1 NP_044665.1 481 200-374 2
HSV-2 NP_044533.1 481 200-398 1
PRV YP_068384.2 390 59-233 2
\AY% NP_040188.1 393 102-275 1
BHV-1 | NP_045368.1 468 165-463 1
BHV-5 | YP_003662531.1 444 153-325 1
MDV YP_001034009.1 402 108-318 1

a podczas reaktywacji ze stanu latencji moze powodo-
wac pétpasca. Do podrodziny alfaherpeswiruséw nalezy
réwniez kilka patogenéw o znaczeniu weterynaryjnym,
bardzo waznych z ekonomicznego punktu widzenia.
Wirus pseudowscieklizny (pseudorabies virus, PRV)
jest czynnikiem zakaznym wywotujacym u §win cho-
robe¢ Aujeszkyego. Bydlecy herpeswirus typu 1 (bovine
herpesvirus type 1, BHV-1) powoduje zakazne zapale-
nie nosa i tchawicy lub narzadéw plciowych u bydta,
a takze moze by¢ przyczyna poronien.. Konski herpes-
wirus typu 1 (equine herpesvirus type 1, EHV-1) moze
powodowa¢ u zakazonych zwierzat choroby ukladu
oddechowego, paraliz i poronienia. Wirus choroby
Mareka (Marek’s disease virus, MDV) powoduje §mier-
telne infekcje u drobiu i, co jest dos¢ nietypowe dla alfa-
herpeswirusow, nalezy do wiruséw onkogennych [65].

Biatka herpeswiruséw moga ulega¢ réznorodnym
modyfikacjom ko- i posttranslacyjnym, takim jak gli-
kozylacja, acylacja, sumoilacja, jednak najczestsza
spotykana modyfikacja jest fosforylacja. Procesy fos-
forylacji-defosforylacji kontrolujg prawie wszystkie
aspekty funkcjonowania komérki: odgrywaja kluczowa
role w kaskadach przekazywania sygnatu oraz reguluja
wiele proceséw komdrkowych, m.in. wzrost, prolifera-
cje, réznicowanie, ekspresj¢ gendw, zmiany morfologii,
czy apoptozg. Na poziomie molekularnym fosforylacja
moze zmienia¢ aktywno$¢ enzymatyczna modyfiko-
wanego biatka oraz jego strukture przestrzenng, moze
réwniez wplywa¢ na transport biatka do konkretnego
kompartmentu komoérkowego lub regulowa¢ oddzia-
tywania z partnerami bialkowymi i niebiatkowymi
[14]. Proces fosforylacji katalizowany jest przez enzy-
my zwane kinazami. Nieprawidlowe funkcjonowanie
kinaz moze prowadzi¢ do powstawania choréb immu-
nologicznych, nowotworéw, zaburzenn metabolicznych
i nnych schorzen.

Genomy herpeswiruséw koduja jedna kinaze bial-
kowa konserwowang w obrebie calej rodziny, jej ortologi
nosza nazwy: UL13 u alfaherpeswiruséw, UL97 u beta-
herpeswirusa - ludzkiego cytomegalowirusa (human

cytomegalovirus, HCMV), BGLF4 u nalezacego do
gammaherpeswirusow wirusa Epsteina-Barr (EBV).
Oprdcz tej kinazy w poszczegolnych podrodzinach Her-
pesviridae wystepuja inne enzymy wirusowe o aktyw-
nosci kinazowej. W latach osiemdziesigtych XX wieku
w genomach réznych alfaherpeswiruséw zidentyfiko-
wano gen kodujacy biatko o sekwencji homologicznej
do kinaz bialkowych organizméw eukariotycznych
i retrowiruséw [59]. Homologi te w istocie okazaly si¢
posiada¢ aktywnos¢ kinazy serynowo-treoninowej, sil-
nie konserwowang w obr¢bie podrodziny Alphaherpes-
virinae [31]. U wigkszo$ci alfaherpeswiruséw ortologi
tego biatka noszg nazwe US3, ktdra odnosi si¢ do pozycji
kodujacego je genu w rejonie unikalnym krétkim (uni-
que short, Us) genomu wirusa HSV-1. Wyjatek stanowi
wirus VZV, u ktdérego biatko to okresla si¢ jako ORF66.
Co ciekawe, nie zaobserwowano istnienia homologéw
kinazy US3 w genomach podrodzin Beta- i Gammaher-
pesvirinae. W genomie betaherpeswiruséw wystepuje
biatko o nazwie US3, jednak jest to biatko blonowe, nie
wykazujace homologii do kinazy alfaherpeswiruséw
i posiadajace inne wlasciwosci [41].

Geny kodujace biatko US3 u wiruséw HSV-1i PRV
posiadaja dwa miejsca startu transkrypcji, co za tym
idzie, biatko US3 wystepuje u nich w postaci dwoch
izoform, okreslanych jako US3/US3.5 u HSV-11i US3a/
US3bu PRV (TabelaI) [11, 71]. Obie postaci biatka US3
posiadaja aktywno$¢ kinazowa, ale wydaja si¢ réznic
swoim udziatem w niektérych procesach komérkowych
i cyklu zyciowym wiruséw [69]. U HSV-1 dominuje
diuzsza forma kinazy, natomiast u wirusa PRV US3a
stanowi jedynie 5% bialka, a obie izoformy réznig si¢
lokalizacjg wewnatrzkomorkowa [11].

Ortologi kinazy US3 posiadaja domeng kinazowa
o dlugosci 280-300 reszt aminokwasowych (Tabela I),
o architekturze charakterystycznej dla eukariotycznych
kinaz bialkowych. Domena ta, w ktérej wystepuja cha-
rakterystyczne, silnie konserwowane reszty aminokwa-
sowe, zbudowana jest z dwunastu mniejszych subdo-
men zawierajacych miejsce wigzania ATP oraz miejsce
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aktywne katalitycznie. W wigzaniu ATP kluczowa role
petni konserwowana reszta lizyny w subdomenie II,
natomiast konserwowana reszta kwasu asparaginowego
znajdujaca si¢ w subdomenie VIB jest krytyczna dla
aktywnosci katalitycznej [34]. Podobienstwo sekwen-
cji aminokwasowej domen kinazowych wsréd ortolo-
goéw US3 jest znacznie wyzsze niz w przypadku pelnej
sekwencji biatka US3 [19].

Mutacje wyzej wspomnianych konserwowanych
reszt aminokwasowych powoduja zniesienie aktyw-
noséci kinazowej biatka. Dla aktywnosci kinazy US3
BHV-1 kluczowe s3 dwie reszty lizyny, K282 w miejscu
aktywnosci katalitycznej [10, 52] oraz K195 w obr¢bie
petli wiazacej ATP [52]. Dla BHV-5 istotna jest reszta
lizyny 261 [53], dla HSV-1 reszta lizyny K220 [46, 80],
a dla HSV-2 réwniez reszta lizyny K220 [60] oraz reszta
kwasu asparaginowego D305 [30]. U MDYV, podobnie
jak u wiruséw HSV-1 i HSV-2, wazna katalitycznie jest
reszta lizyny K220 [82], a dla PRV lizyna K136 i reszta
kwasu asparaginowego D223 [95]. Poznanie tych reszt
pozwolito na skonstruowanie mutantéw kinazowo-
-nieczynnych (kinase-dead), u ktérych poprzez wpro-
wadzenie mutacji punktowych w miejscach kodujacych
wymienione reszty aminokwasowe biatko traci swoje
wlasciwosci kinazowe.

Opisano minimalng sekwencj¢ konsensusowg, ktora
powinna znajdowac si¢ w obrebie substratu kinazy US3
i przedstawia si¢ ja jako: (R) -X-(S/T)-Z-Z, gdzie n>2,
»5I'T” oznacza fosforylowana reszte seryny lub treoniny,
X moze by¢ reszta dowolnego aminokwasu, cho¢ prefe-
rencyjnie to reszta argininy, alaniny, waliny, proliny lub
seryny (aminokwas ten moze by¢ w ogdle nieobecny),
a Z moze by¢ reszta dowolnego aminokwasu oprocz
proliny i reszty aminokwaséw kwasnych. W sekwen-
cji optymalnej aminokwas X musi by¢ obecny, a liczba
n=3. Rozpoznawana sekwencja docelowa jest bar-
dzo podobna dla wiruséw PRV, HSV-1, HSV-2 i VZV,
a takze komoérkowej kinazy biatkowej A (PKA) [19].

Biatko US3, cho¢ nie jest niezbedne do replika-
¢ji wirusa w hodowlach komérkowych in vitro [72,
88], pelni bardzo istotne funkcje w wirusowym cyklu
zyciowym, miedzy innymi wlasnie poprzez fosforylacje
specyficznych substratéw wirusowych i komérkowych.
Wykazano istnienie wielu mozliwych substratéw fosfo-
rylacji przez US3, jednak tylko dla kilku z nich pokazano
istotne znaczenie biologiczne tej modyfikacji. Biatko
US3 wirusa HSV-1 zdolne jest do bezposredniej fosfo-
rylacji komérkowego biatka Bad [12, 46], laminy A/C
i emeryny [61, 62], a takze wirusowych bialek ICP22
[46, 73] i gB [37, 94]. Wirusowe biatka UL31 i UL34
sa fosforylowane przez kinaze US3 HSV-11i PRV [46,
49, 63, 74], a biatko UL47 jest fosforylowane przez US3
HSV-1 [44] oraz BHV-1 [51]. Ponadto dla US3 wirusa
PRV pokazano, ze kinaza ta fosforyluje grupe A kinaz
aktywowanych przez biatko p21 (group A p21-activated
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kinases, PAKs) [96]. Potwierdzonym substratem US3
wirusa VZV jest biatko wirusowe IE62, bedace gtéwnym
biatkiem regulujagcym transkrypcje i gléwnym sktadni-
kiem tegumentu VZV [22].

Aktywnos¢ katalityczna US3 jest regulowana na dro-
dze fosforylacji przez inne kinazy lub przez autofosfo-
rylacje. Miejscem autofosforylacji US3 wirusa HSV-1
jest reszta seryny w pozycji 147. Pokazano, Ze mutacja
S147A (substytucja reszty seryny w pozycji 147 peptydu
US3 HSV-1 przez reszte alaniny) wptywa na lokalizacje
US3 w zainfekowanej komoérce oraz na jego funkcjo-
nalnos¢ [45]. W sekwengcji US3 wirusa HSV-2 reszcie
seryny 147 odpowiada reszta kwasu asparaginowego,
ktéra réwniez ma istotne znaczenie dla aktywnosci
kinazowej biatka [60]. Autofosforylacje zaobserwowano
jeszcze dla US3 wirusa BHV-1, jednak miejsce autofos-
forylacji nie zostato zdefiniowane [52, 88]. US3 HSV-1
jest substratem dla innej kinazy wirusowej — UL13 [47].

Kinaza US3 fosforyluje wiele bialek, zaréwno ko-
morkowych jak i wirusowych, o réznej lokalizacji w ko-
morce, co sugeruje, ze wewnatrzkomorkowa lokalizacja
kinazy musi determinowa¢ jej whasciwosci. Udalo sig
pokazad, ze podczas infekcji HSV-1 biatko US3 krazy
mie¢dzy jadrem a cytoplazma [62, 78, 96]. Réwniez US3
HSV-2 moze dociera¢ do swych substratéw znajduja-
cych si¢ zaréwno w jadrze, jak i w cytoplazmie, dzigki
swoistemu transportowi jadrowo-cytoplazmatycznemu
(nuclear shuttling). Obecny model tego transportu
zaklada, ze import US3 wirusa HSV-2 do jadra zacho-
dzi przez wewngtrzne niekanoniczne sygnaty lokaliza-
cji jadrowej (nuclear localization signal, NLS) lub przez
interakcje z biatkiem komoérkowym niosacym NLS.
Natomiast w eksporcie US3 z jadra posrednicza bogate
w reszty leucyny sygnaly NES (nuclear export signal),
ktére moga znajdowac si¢ w sekwencji aminokwasowej
w obrebie reszt 242-259 [30]. W sekwencjach innych
ortologéw US3 zlokalizowano obecno$¢ potencjalnych
regiondw NES i cho¢ ich sekwencja aminokwasowa jest
zmienna, hydrofobowe reszty aminokwasowe znajdu-
jace sie na poczatku pierwszego potencjalnego sygnatu
ina koncu drugiego potencjalnego NES sg wysoce kon-
serwowane [30, 53].

W przypadku US3 HSV-2 pokazano, ze zatrzymanie
biatka w jadrze ogranicza proces tworzenia wypustek
komoérkowych [29, 30]. Swiadczy to o tym, jak wazna
dla pemionych przez US3 funkgji jest jego lokalizacja
i mozliwo$¢ poruszania si¢ pomiedzy jadrem a cyto-
plazma komorki.

Jak wczesniej wspomniano, gen US3 wirusa PRV
koduje dwa biatka: forme dtuga US3a oraz forme krétka
US3b. Zasadnicza réznica migdzy tymi formami biatka
jest obecnos¢ fragmentu o dtugosci 54 reszt aminokwa-
sowych na N-konicu US3a. Cho¢ obie formy US3 PRV
posiadajg zaréwno sygnat lokalizacji jadrowej (NLS),
jak i btonowej, to w komorkach transfekowanych forma



332

dtuga lokalizuje si¢ gtéwnie w blonie komorkowej/
pecherzykach wewnatrzkomdérkowych a forma krétka
w jadrze. Wykazano, ze 6w fragment dodatkowych
54 reszt aminokwasowych US3a zawiera dodatkowy
sygnal lokalizacji mitochondrialnej (mitochondria
targeting sequence, MTS). Obecnos¢ MTS wplywa na
lokalizacje dtugiej formy biatka, natomiast w jego nie-
obecnodci znaczenie dominujace wydaje si¢ mie¢ NLS,
dlatego US3b znajdowane jest przede wszystkim w jadrze
komérkowym [11]. Lokalizacja obu form US3 ma zna-
czenie dla takich ich funkgji, jak blokowanie apoptozy
czy formowanie wypustek komérkowych [11, 27].

US3 jest biatkiem wielofunkcyjnym, wymaganym na
wielu etapach infekcji wirusowej, m.in. w czasie wyjs-
cia kapsydéw z jadra komorkowego. Ponadto US3 jest
zdolne do blokowania apoptozy, modulacji odpowie-
dzi immunologicznej gospodarza, a takze indukowania
zmian w cytoszkielecie komorki. Niektére funkcje sa
konserwowane w obrebie podrodziny Alphaherpesviri-
nae, podczas gdy inne zdaja si¢ by¢ unikalne dla poszcze-
g6lnych ortologéw. Aktywnos¢ kinazowa US3 wydaje si¢
by¢ kluczowa dla wigkszosci funkgji tego biatka.

2. US3 a uwalnianie kapsydow
z jadra komérkowego i morfogeneza wirionéw

Kinaza US3 pelni wazne funkcje na réznych etapach
$ciezki uwalniania wirionéw potomnych z jadra komér-
kowego do cytoplazmy. Zaobserwowano, ze procesy te
zachodza w nieobecnosci US3 z obnizong wydajnoscia.
Podejrzewa si¢, ze kinazy komodrkowe rekompensuja
nieobecno$¢ US3 w stopniu wystarczajacym do zajscia
wymienionych proceséw. Sam proces wyjscia wirionéw
alfaherpeswiruséw z jadra jest kilkuetapowy. Nukleokap-
sydy nabywaja ostonke pierwotna podczas tzw. wpacz-
kowywania do wewngtrznej blony jadrowej. Nastgpnie
zachodzi fuzja ostonki pierwotnej z zewnetrzng blona
jadrowa, co prowadzi do uwolnienia wirionéw potom-
nych do cytoplazmy. Aby tak si¢ stalo, kapsydy wirusowe
musza najpierw pokona¢ barierg, jaka stanowi jadrowa
sie¢ lamin A/Ci B ze zwigzang z nimi emeryng. Siec ta
jest zbyt gesta, aby wiriony mogly swobodnie przez nig
przenika¢. Te kluczowe elementy jadrowej sieci lamin
moga by¢ fosforylowane przez kinaz¢ US3 wirusa HSV-1.
Prowadzi to do zmiany ich lokalizacji i rozluznienia
tworzonej przez nie sieci, co pozwala nukleokapsydom
dotrze¢ do wewnetrznej blony jadrowej [54, 61, 62].

Podczas procesu wyjscia wirionéw z jadra komor-
kowego wazna role odgrywaja wirusowe biatka UL31
i UL34. Biatka te tworza kompleks zaangazowany
w kontakt wirionu z btona jadrowa poprzez jego wia-
zanie si¢ z laminami A/C oraz B. Fosforylacja obu tych
biatek przez kinazg US3 HSV-1 i PRV jest niezb¢dna
do wlasciwego rozmieszczenia kompleksu UL31/UL34
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w blonie jadrowej [47, 49, 76]. Jadrowa lokalizacja kom-
pleksu wydaje si¢ by¢ regulowana gtéwnie przez fosfory-
lacje N-konica biatka UL31 [63]. Pokazano, ze wazng rolg
w oddzialywaniu US3 na UL31/UL34 pelni fosforylacja
US3 przez wirusowa kinaz¢ UL13. W przypadku wirusa
PRV kinaza US3 nie fosforyluje UL34, a w przypadku
VZV nie udowodniono zadnej roli ORF66 w wyjsciu
wirionéw z jadra [81].

Biatka UL31, UL34 i US3 sa charakterystycznymi
sktadnikami tzw. wirionéw pierwotnych. US3 wiru-
sow HSV-1, PRV i MDYV, ale nie VZV, jest potrzebne
rowniez do utraty ostonki pierwotnej przez wiriony
podczas ich fuzji z zewngtrzng btona jadrowa (tzw. zja-
wiska de-envelopment) - tu réwniez bardzo wazna jest
aktywno$¢ kinazowa US3. Pokazano, ze skutkiem delecji
genu US3 tych wiruséw s3 nieprawidlowosci w postaci
akumulacji niedojrzatych wirionéw wirusowych w prze-
strzeni okolojadrowej [76, 80, 82, 83, 90], co sugeruje
konserwowana rol¢ US3 podczas wyjscia wirionow
z jadra. Jednak ilo$¢ zewnatrzkomoérkowych wirionow
jest tylko czedciowo zredukowana w nieobecnosci US3,
wigc ten defekt w eksporcie jadrowym nie jest catkowity.

Innymi bialkami wirusowymi, waznymi na etapach
wyjécia wirusa z jadra komorki, sa glikoproteiny gB
i gH. U HSV-1 biatka te prawdopodobnie sa zaangazo-
wane w fuzje pierwotnej ostonki wirusa znajdujacego
si¢ w przestrzeni okolojadrowej z zewnetrzna blona
jadrowa [25, 94]. W przypadku HSV-1 kinaza US3
fosforyluje domeng cytoplazmatyczng gB w miejscu
Thr 887, co najpewniej inicjuje proces fuzji [25, 37, 94].
Ta funkcja US3 moze nie by¢ konserwowana wérdd alfa-
herpeswiruséw, poniewaz u wirusa PRV zaréwno biatko
gB, jak i gH, nie sa wykrywane w blonach jadrowych
i raczej nie odgrywaja one roli w czasie wyjscia wirio-
néw z jadra [33, 48].

3. Wplyw US3 na ekspresje genéw

Deacetylazy histonowe 1 i 2 (HDAC1 i HDAC2)
odpowiadaja za procesy deacetylacji reszt lizyny w ogo-
nach histonéw rdzeniowych, co skutkuje zablokowaniem
rearanzacji struktur chromatynowych i zahamowaniem
ekspresji genéw. Inhibicja aktywnosci enzymatycznej
deacetylaz skutkuje hiperacetylacja histonéw i zmiana
konformacji nukleosomu, co umozliwia zwiazanie si¢
transkrypcyjnych bialek regulatorowych do matrycy
DNA i wydajna transkrypcje [87]. Herpeswirusy posia-
daja zdolnos¢ modyfikowania tej drogi regulacji ekspresji
genow. Dla ortologéw biatka US3 wiruséw HSV-1, HSV-2,
PRV oraz VZV odnotowano zdolnos¢ do hiperfosfo-
rylacji deacetylaz HDAC1 i HDAC2 [45, 60, 70, 92]. Ta
wlasciwo$¢ kinazy US3 pozwala na zahamowanie deace-
tylacji histonéw i wzmozona ekspresje¢ genéw wiruso-
wych. Jednak pomimo tej funkcjonalnej zgodnosci zaob-
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serwowano réwniez roznice pomiedzy ortologami US3.
Badania in vitro pokazaly, ze US3 wirusa VZV fosforyluje
HDACI i HDAC2 posrednio. Prawdopodobnie to kinaza
wirusowa aktywuje przez fosforylacj¢ kinazy komor-
kowe, ktore fosforyluja deacetylazy [91]. W przypadku
wirusa PRV hiperfosforylacjc HDAC2 obserwowano
réwniez podczas zakazenia komorek wirusem pozba-
wionym genu US3, odmiennie od obserwacji dla wiru-
séw HSV-1 i VZV, gdzie biatko US3 jest konieczne do
zajécia hiperfosforylacji deacetylaz histonowych. Wyniki
te sugeruja istnienie specyficznego dla PRV, US3-nieza-
leznego mechanizmu hiperfosforylacji HDAC. Ponadto
w przypadku mutantéw PRV i VZV nieposiadajacych
biatka US3 zahamowanie aktywnosci biatek HDAC skut-
kuje powstawaniem wigkszej liczby tysinek wirusowych.
Przeciwny efekt obserwujemy w przypadku zakazenia
mutantem HSV-1 AUS3. To podkre§la istnienie znacza-
cych funkcjonalnych réznic w modyfikacji HDAC przez
kinaz¢ US3 réznych wiruséw [91, 92].

Zbadano réwniez wplyw US3 VZV na wirusowe
biatko IE62 - gtéwne biatko tegumentu i czynnik regu-
lujacy transkrypcje. Kinaza US3 bezposrednio fosfory-
luje biatko IE62, regulujac wewnatrzkomorkowa loka-
lizacje tego biatka. Fosforylowane IE62 akumuluje sig
w cytoplazmie, gdzie zostaje wlaczone do nowopowsta-
tych wirionéw. W ten sposéb US3 zahamowuje import
IE62 do jadra, wplywajac na regulacje kaskady ekspresji
genow wirusowych [22, 24].

Wykazano, ze kinaza US3 wirusa PRV wplywa na
poziom ekspresji przynajmniej trzech genéw koduja-
cych biatka wirusowe. W komdrkach infekowanych
»dzikim” typem wirusa PRV obecnos$¢ US3 wpltywa na
zwigkszenie poziomu gtéwnego biatka wiazacego DNA
- UL29 oraz duzej podjednostki reduktazy rybonukle-
otydowej UL39, ale zmniejsza poziom UL42 - bialka
pomocniczego polimerazy DNA. Efektu tego nie obser-
wuje si¢ w komdrkach zakazonych mutantem pozbawio-
nym genu US3. Dane te moga wskazywac na rolg US3
w metabolizmie DNA wirusowego [85].

4. Wplyw kinazy US3 na cytoszkielet komorki

Jedna z najciekawszych wtasciwosci kinazy US3 jest
jej wptyw na cytoszkielet i morfologi¢ komorki. Kinaza
US3 wiruséw BHV-1, BHV-5, HSV-2, MDV i PRV indu-
kuje drastyczne zmiany w cytoszkielecie komoérkowym,
majace zwiagzek ze zwigkszonym rozprzestrzenianiem
si¢ wirusa pomiedzy komdérkami [10, 27, 30, 53, 82,
83, 98]. Podczas infekcji nastgpuje rozpad aktyno-
wych wtékien naprezeniowych, komdrka przyjmuje
zaokraglony ksztalt i formowane sg wypustki zbu-
dowane z aktyny i mikrotubul. W przypadku infekeji
wirusem PRV pokazano, ze obecno$¢ biatka US3 jest
kluczowa dla powstawania tych polaczen. Co wigcej,
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wirus wykorzystuje wytworzone polaczenia do zaka-
zania sasiednich komorek [27]. Obserwowane modyfi-
kacje cytoszkieletu sa konsekwencja oddziatywan US3
z biatkami z rodziny GTPaz Rho, regulujacych stopien
polimeryzacji i depolimeryzacji aktyny oraz poziom
fosforylacji miozyny. W pierwszym doniesieniu posta-
wiono hipotezg, ze US3 moze wplywac¢ na cytoszkielet
aktynowy oddziatujac na szlaki sygnalowe zalezne od
biatka p21 (Cdc42/Racl) [64]. W pézniejszym czasie
zidentyfikowano kinazy PAK1 i PAK2 (z grupy A kinaz
aktywowanych przez biatko p21, group A p21-activated
kinases, PAKs), jako krytyczne efektory szlaku sygnato-
wego Cdc42/Racl modyfikowane przez US3 [96]. Akty-
wagcja kinaz PAK indukuje podobne rearanzacje aktyny,
jakie obserwuje si¢ przy ekspresji genu biatka US3. US3
PRV fosforyluje i tym samym aktywuje zaréwno PAKI,
jak i PAK2. Fosforylacja PAK2 wplywa na zanik widkien
naprezeniowych i zaokraglanie komérek, podczas gdy
bezposrednia fosforylacja kinazy PAK1 przez US3 jest
zwigzana z tworzeniem wypustek komdérkowych [96].
Efekt reorganizacji cytoszkieletu i tworzenia si¢ wypustek
komérkowych pod wplywem US3 jest analogiczny do
uzyskiwanego w wyniku inhibicji kaskady sygnalowej
GTPazy Rho przez specyficzne syntetyczne inhibitory,
takie jak Y27632, w nieinfekowanych komorkach [38].
Z drugiej strony, stabilizacja F-aktyny przez jasplakinolid
zapobiega tworzeniu si¢ wypustek komdrkowych w trak-
cie zakazenia PRV i hamuje rozprzestrzenianie si¢ wirusa
[27]. Ostatnie doniesienie dotyczace wpltywu US3 wirusa
PRV na cytoszkielet pokazuje, ze biatko to przyczynia
si¢ do defosforylacji, i tym samym aktywacji, kofiliny
- niskoczasteczkowego biatka bedacego niezwykle waz-
nym regulatorem stabilnosci filamentéw aktynowych.
Obecnos¢ fosforylowanej kofiliny wigze si¢ z zahamo-
waniem zdolnos$ci US3 do posredniczenia w formowaniu
si¢ wypustek i zaokraglaniu komérki [39].

Aktywno$¢ kinazowa réznych ortologéw US3 jest
czynnikiem warunkujacym zajScie wyzej opisanych
zmian w komérce. Wyjatek stanowi biatko US3 wirusa
MDYV, ktérego zmutowana forma pozbawiona aktywno-
$ci kinazowej nadal jest zdolna do indukowania zmian
w cytoszkielecie komorki [82]. Natomiast w przypadku
BHV-5 aktywno$¢ kinazowa jest potrzebna do zain-
dukowania tworzenia wypustek, ale nie jest konieczna,
aby nastapila depolimeryzacja aktynowych wtékien
naprezeniowych [53].

5. Rola US3 w blokowaniu apoptozy

Apoptoza, czyli programowana $mier¢ komérkowa
typu [, jest jednym z podstawowych proceséw odpowie-
dzialnych za ograniczenie rozprzestrzeniania zakazen
wirusowych w organizmie. W odréznieniu od innych
proceséw niszczenia komdrek, apoptoza podlega $cistej
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kontroli i nie wywotuje odczynu zapalnego [100]. Pod-
czas infekcji wirusowej moze dojs¢ do apoptotycznej
$mierci komdrek na drodze bezposredniej odpowiedzi
na infekcje badz tez po rozpoznaniu zakazonych komo-
rek przez limfocyty T cytotoksyczne lub komérki NK.
Nie dziwi zatem fakt, ze w celu obrony przed odpo-
wiedzig antywirusowa komorki, wirusy wyksztalcily
mechanizmy blokowania procesu apoptozy.

Wrhadciwosci antyapoptotyczne zostaty potwierdzone
dla ortologéw kinazy US3 wiruséw HSV-1, HSV-2, PRV
i MDV [2, 32, 35, 40, 56, 66, 82]. Kinaza US3 wplywa
na proces apoptozy na wielu etapach. Najczesciej US3
fosforyluje bialka proapoptotyczne obecne w komérce
gospodarza, blokujac ich aktywno$¢ i tym samym zapo-
biegajac $mierci komorki. US3 HSV-1 fosforyluje pro-
kaspaze 3, ktdra jest gtéwnym egzekutorem apoptozy,
co skutkuje zablokowaniem jej cigcia proteolitycznego
do formy aktywnej [6, 66]. Wykazano réwniez, ze US3
fosforyluje bialka proapoptotyczne nalezace do rodziny
Bcl-2: Bad i Bid [6, 13].

Kinaza US3 HSV-1 wplywa réwniez na droge apop-
tozy zwigzang z granzymem B. Granzym B jest proteaza
serynowa syntetyzowana gtéwnie przez limfocyty cyto-
toksyczne i komdrki NK. Proteaza ta moze indukowac
$mier¢ komorki zainfekowanej wirusem poprzez akty-
wacje kaspazy 3 lub angazowanie bialek proapoptotycz-
nych z rodziny Bcl-2: Bid i Bax [89]. Na skutek cigcia
proteolitycznego biatka Bid przez granzym B powstaje
skrécona forma tego biatka, tzw. fragment tBid (trunca-
ted Bid, 14 kDa). tBid wnika do mitochondriéw i rekru-
tuje biatko Bax, co prowadzi do zmian konformacyjnych
w biatku Bax, wskutek ktérych dochodzi do depolary-
zacji bfony mitochondrialnej i uwolnienie cytochromu
c. Prowadzi to do dalszej aktywacji kaspaz i $mierci
komérki [36]. US3 wirusa HSV-1 fosforyluje biatko Bid,
chronigc je przed proteolityczna aktywacja przez gran-
zym B. Zapobiega to lizie zakazonych komorek przez
limfocyty cytotoksyczne [13]. Ponadto pokazano, ze
US3 HSV-1 chroni zakazone komoérki przed apoptoza
indukowana UV oraz cz¢sciowo przed apoptozg indu-
kowanag przez ligand Fas [40].

Jak wczesniej wspomniano, sekwencja aminokwa-
sowa kinazy US3 jest wysoce podobna do sekwencji
cAMP-zaleznej komérkowej kinazy biatkowej A (PKA)
[55], enzymu bardzo istotnego dla regulowania metabo-
lizmu komérki. Benetti i Roizman pokazali, ze
w komorkach zakazonych wirusem HSV-1 kinaza US3
moze fosforylowac¢ nie tylko czasteczki bedace wspol-
nymi substratami PKA i US3, ale takze reszty aminokwa-
sowe obecne w podjednostce regulatorowej typu II (RII)
PKA, co skutkuje zablokowaniem apoptozy komorek [4].

Stosunkowo niedawno wykazano, ze biatko US3
HSV-1 oddzialuje z komérkowym biatkiem PDCD4
(programmed cell death protein 4). W komorkach infe-
kowanych wirusem HSV-1 biatko PDCD4 jest potran-
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slacyjnie modyfikowane zar6wno w sposéb zalezny, jak
i niezalezny od kinazy US3. Ponadto na skutek zakaze-
nia nastepuje akumulacja PDCD4 w jadrze komorki,
podczas gdy w normalnych warunkach biatko to krazy
mie¢dzy jadrem a cytoplazma [93].

W przypadku US3 BHV-1 przez dlugi czas uwazano,
ze w odroéznieniu od swych ortologdw, biatko to nie jest
zdolne do blokowania apoptozy [88]. Chcac sprawdzic,
czy rzeczywiscie kinaza BHV-1 nie posiada tej waznej
funkcji, Brzozowska iwsp. zbadali, czy w komor-
kach zainfekowanych dzikim wirusem BHV-1 i wiru-
sem z delecja genu US3 wystepuje aktywna kaspaza
3 [9]. Obecno$¢ US3 hamowata aktywacje kaspazy 3
i indukcjg apoptozy wywolanej infekcja wirusowa oraz
czynnikami egzogennymi, takimi jak staurosporyna
czy sorbitol. Do$wiadczenia te pokazaty, ze biatko US3
BHV-1 réwniez posiada wlasciwosci chronigce komérki
przed $miercia apoptotyczna. Wtasciwosci antyapopto-
tyczne posiada réwniez biatko US3 blisko spokrewnio-
nego wirusa BHV-5. Doswiadczenia z wykorzystaniem
mutanta K261D US3 BHV-5 pokazaly, ze funkcja ta
zalezna jest od aktywnosci kinazowej biatka [53].

Zbadano réwniez, czy opisywane wczes$niej komor-
kowe kinazy PAKI1 i PAK2, oprécz roli w rearanzacji
cytoszkieletu, w czasie infekcji wirusowej maja zwiazek
z whasciwosciami antyapoptotycznymi US3. Obie kinazy
PAK biora udzial w regulacji apoptozy. Aktywna kinaza
PAK1 moze fosforylowac proapoptotyczne biatko Bad,
zaréwno in vivo jak i in vitro, co prowadzi do inakty-
wacji Bad [84]. Natomiast PAK2, w zaleznosci od
mechanizmu aktywacji, moze mie¢ wlasciwosdci anty-,
jak i proapoptotyczne. Chociaz zwigzek PAK1/2 i US3
wydaje si¢ by¢ oczywisty, poniewaz wszystkie trzy kinazy
fosforyluja Bad w zainfekowanych komoérkach, a US3
modyfikuje dodatkowo kinazy PAK, doswiadczenia
z inhibitorem kinaz PAK i liniami komérek z wyciszona
ekspresja genéw PAK wskazuja jedynie na umiarkowane
znaczenie tych kinaz dla pelnionych przez US3 funkgji
zwigzanych z blokowaniem $mierci komérki. Jedynie
obecnos¢ PAK1 sprzyja whasciwosciom antyapoptotycz-
nym US3, co tlumaczy si¢ raczej synergistycznym, ale
niezaleznym dziataniem obu kinaz na biatko Bad [97].

Podsumowujac, US3 poprzez swoja aktywnos¢ kina-
zowa blokuje apoptoze wywolang réznymi czynnika-
mi, w tym sama infekcja herpeswirusowa, dzialaniem
cytotoksycznych limfocytéw T, granzymem B, oraz
czynnikami zewnetrznymi, takimi jak staurosporyna
czy sorbitol.

6. Wlasciwosci immunomodulacyjne biatka US3
Przebieg infekcji wirusowej, w tym herpeswirusami,

zalezy od réwnowagi pomigdzy stanem immunokompe-
tencji zakazonego organizmu oraz zdolnosci hamowania
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przebiegu odpowiedzi immunologicznej przez patogen.
Herpeswirusy sa uwazane za mistrzéw ,,ucieczki” immu-
nologicznej; kodujg wiele bialek immunomodulacyjnych,
ktére potrafia hamowac zaréwno odpowiedZ wrodzona,
jak i nabyta, praktycznie na wszystkich etapach.

6.1. Oddzialywanie z systemami interferonéw

Produkcja interferonéw typu I (IFN-a, IFN- i IFN-w),
IT (IFN-y) i III (IFN-A) stanowi jeden z gtéwnych
mechanizméw wrodzonej odpowiedzi immunologicz-
nej. Sa to bialka sekrecyjne, ktére wiazac si¢ ze swo-
istymi receptorami na powierzchni komdrek wplywaja
na uruchomienie spokrewnionych ze soba kinazowych
szlakéw sygnatowych, okre§lanych jako JAK/STAT
(Janus activated kinase/signal transducer and activator

of transcription), indukujacych mechanizmy obrony
przeciwwirusowej. Aktywnos¢ interferonéw zalezy od
tzw. interferonowych czynnikéw regulacyjnych IRF
(interferon regulatory factors), dzialajacych poprzez
modulacje ekspresji okreslonych gendéw. Efekt antywi-
rusowy wywolywany dziataniem IFN moze by¢ bez-
posredni - przez indukcje stanu przeciwwirusowego
w sasiednich komorkach lub posredni - przez aktywacje
komérek uktadu odpornosciowego.

Delecja genu US3 wirusa HSV-1 ma zwigzek ze
wzrostem wrazliwosci wirusa na dziatanie IFN-. Poka-
zano, ze produkeja czastek wirusowych w komérkach
zakazonych mutantem HSV-1 z delecja genu US3 ulega
dramatycznej redukcji na skutek traktowania komoérek
IFN-a [68]. Wyniki te wskazuja na udziat kinazy US3
w omijaniu drogi odpowiedzi antywirusowej z udzia-
tem IFN-a (Rys.1). Ponadto US3 HSV-1 fosforyluje
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podjednostke a receptora interferonu-y, przez co moze
blokowac ekspresje gendw zalezna od tej cytokiny [58].
Prawdopodobnie kinaza US3 moduluje réwniez mecha-
nizmy przeciwwirusowe z udzialem IFN-p, poniewaz
zakazenie HSV-1AUS3 indukuje ekspresje IRF-3 i inter-
feronu p. Biatko US3 HSV-1 hamuje ekspresje receptora
toll-podobnego 3 (TLR3) oraz biatka MxA o wtasciwo-
$ciach antywirusowych (myxovirus resistance protein 1,
biatko o aktywnosci GTPazy warunkujace odporno$¢ na
zakazenie myksowirusami i wieloma innymi wirusami
o genomach w postaci RNA) [67].

6.2. Wplyw na prezentowanie antygenow
z udzialem czasteczek MHC klasy I
i aktywno$¢ cytotoksycznych limfocytéw T

Jednym z najbardziej efektywnych komponentéw
odpowiedzi antywirusowej sa cytotoksyczne limfo-
cyty T. Wykrywaja one infekcje wirusowa poprzez
rozpoznawanie bialek wirusowych prezentowanych
w kompleksach z biatkami gtéwnego uktadu zgodno-
$ci tkankowej klasy I (mmajor histocompatibility complex
class I, MHC) na powierzchni zainfekowanej komorki.
Niektére herpeswirusy potrafia modulowa¢ odpowiedz
antywirusowg na tym poziomie zmniejszajac ilo§¢ MHC
klasy I na powierzchni komoérek.

Do tej pory wlasciwosci immunomodulacyjne pole-
gajace na hamowaniu poziomu MHC klasy I wykazano
przede wszystkim dla ORF66 wirusa VZV. Biatko ORF66
VZV jest zdolne do hamowania MHC I na powierzchni
zainfekowanych komorek oraz komorek transfekowa-
nych plazmidami kodujacymi ORF66. Aktywno$¢
kinazowa ORF66 jest konieczna dla hamowania MHC
klasy I. Wykazano, ze ORF66 wplywa na opo6znienie
transportu kompleksu MHC I-peptyd z retikulum endo-
plazmatycznego do czedci trans aparatu Golgiego lub tez
na retencj¢ czasteczek MHC klasy I w samym aparacie
Golgiego [1, 23]. Ponadto ORF66 moze wpltywaé na
procesy majace miejsce w ER, takie jak asocjacja fan-
cucha cigzkiego MHC Klasy I z p2-mikroglobuling [23].
Przypuszczalnie wirus VZV koduje jeszcze inne biatko/
biatka wplywajace na obnizenie poziomu MHC klasy I
niezaleznie od US3 [23].

W przypadku kinazy US3 wirusa PRV pokazano, ze
biatko to réwniez moze wptywaé na poziom MHC I,
jednak wydaje si¢, ze jedynie w sposob posredni
i w okreslonym typie komérek. Obecno$¢ kinazy US3
PRV jest potrzebna, ale niewystarczajaca, aby obnizy¢
poziom MHC klasy I na powierzchni komérek ST (swine
testicle), natomiast zupelnie nie jest do tego potrzebna
w komorkach PK-15 (pig kidney) czy komérkach PAM
(porcine alveolar macrophages). W przeciwienstwie do
US3 VZV, w komorkach transfekowanych plazmidem
kodujacym US3 PRV (a wigc w nieobecnodci innych
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biatek wirusowych) nie nastgpuje zahamowanie MHC,
co moze sugerowa¢ rézny mechanizm dziatania tych
ortologéw. Doswiadczenia pokazuja, ze US3 PRV jest
zdolne do modulowania poziomu MHC klasy I jedy-
nie w obecnosci innych bialek wirusowych. Prawdo-
podobnie kinaza US3 PRV fosforyluje inne wirusowe
biatko/a oddziatujace z komérkowymi biatkami zwiaza-
nymi z prezentacja antygenu przez MHC I lub fosfory-
luje biatko/a komoérkowe zwigzane z dzialaniem MHC,
ktére w ufosforylowanej postaci moze by¢ blokowane
przez inne biatko wirusowe [20].

Wyniki do§wiadczen przeprowadzonych na komor-
kach transdukowanych wektorem bakulowirusowym
niosacym gen biatka wirusa US3 BHV-1 oraz na komor-
kach infekowanych wirusem BHV-1 pokazuja, ze biatko
US3 BHV-1 takze wplywa na poziom czastek MHC
klasy I na powierzchni komérek [57].

Podczas bezposredniej transmisji czastek wiruso-
wych migedzy komoérkami na zasadzie tzw. cell-to-cell
spread (bez uwalniania wirusa do $rodowiska zewna-
trzkomodrkowego) moga by¢ wysylane sygnaly, ktore
beda wplywac na komorki takie jak NK (natural killer
cells), LAK (lymphokine-activated killer cells) czy lim-
focyty T cytotoksyczne i hamowa¢ ich zdolno$¢ do
zabijania zakazonych komoérek [86, 99]. W komérkach
zakazonych wirusem HSV-1 i HSV-2 zaobserwowano
takg wiasnie inaktywacje komoérek CTL, a ekspresja
genu biatka US3 jest niezb¢dna do transmisji sygnatu
inaktywujacego [86].

6.3. Redukcja ekspresji antygenow wirusowych
na powierzchni komérek

Endocytoza immunogennych bialek, w tym gli-
koprotein wirusowych, z powierzchni zainfekowanej
komorki jest kolejnym sposobem unikania odpowiedzi
immunologicznej wykorzystywanym przez herpeswi-
rusy. Endocytozie ulega kilka biatek alfaherpeswiruséw,
w tym glikoproteiny gB, gD, gE/gl, gM, [8, 26]. Gliko-
proteina gB znajdujaca si¢ na powierzchni komdrki
stanowi potencjalny sygnal indukujacy odpowiedz
immunologiczng, np. komérek NK [7]. Jak wczesniej
wspomniano, kinaza US3 HSV-1 fosforyluje domeng
cytoplazmatyczng gB w miejscu Thr 887 [37, 94]. Fos-
forylacja ta wptywa nie tylko na lokalizacje glikoprote-
iny B wewnatrz komorki oraz patogeneze HSV-1, ale
takze wptywa na obnizenie poziomu gB na powierzchni
zainfekowanych komorek [43]. Podczas infekcji BHV-1
rowniez obserwuje si¢ zalezny od obecnodci kinazy
US3, obnizony poziom glikoproteiny gB, a takze gD,
na powierzchni komoérek [57]. Endocytoze gB oraz gD
zaobserwowano takze w przypadku infekcji PRV, gdzie
zjawiska te sprzyjaja usuwaniu komplekséw antygen-
-przeciwcialo z powierzchni zainfekowanych mono-
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cytow. Jednak rola US3 w tym procesie nie jest jasna,
poniewaz endocytoza glikoprotein gB i gD zachodzi
réwniez w nieobecnosci US3 [28].

6.4. Wplyw na aktywacje limfocytéw NKT

Komorki NKT (natural killer T cells) posiadaja na
swej powierzchni zaréwno receptory limfocytow T, jak
i receptory typowe dla komorek NK. Stanowia one jedna
z gléwnych sktadowych wrodzonej odpowiedzi immu-
nologicznej. Aktywowane podczas infekcji komorki
NKT wydzielajg duze ilosci cytokin aktywujacych limfo-
cyty CD4+ typu Thl i Th2. Komérkom NKT przypisuje
si¢ dzialanie przeciwnowotworowe, przeciwwirusowe,
antybakteryjne oraz przeciwpasozytnicze [50]. Komérki
NKT rozpoznaja antygeny glikolipidowe zwigzane z biat-
kiem powierzchniowym CD1d, ktére pod wzgledem
budowy przypomina biatka gtéwnego kompleksu zgod-
nosci tkankowej klasy I, ale nie wykazuje polimorfizmu.

Podczas zakazenia wirusem HSV-1 komorek prezen-
tujacych antygen APC nastgpuje gwattowne i wydajne
obnizenie poziomu CD1d, w rezultacie czego komorki
te s3 gorzej rozpoznawane przez limfocyty NKT [75].
Zmniejszeniu ulega poziom biatka CD1d powracaja-
cego po endocytozie na powierzchni¢ komérki. Poka-
zano, ze wirusowa glikoproteina gB HSV-1 oddziatuje
z CD1d w retikulum endoplazmatycznym i pozostaje
z nim stabilnie zwiazana. Jednak do wydajnego obni-
zenia poziomu CD1d potrzebne jest takze biatko US3.
Ekspresja US3 prowadzi do zwigkszenia poziomu gB
w czescl trans aparatu Golgiego (TGN) oraz wzmaga
relokalizacj¢ zaréwno gB, jak i CD1d, do tego wias-
nie kompartmentu komoérki. Zaréwno US3, jak i gB, sa
biatkami potrzebnymi do wydajnego obnizenia prezen-
tacji antygendw przez CD1d i zahamowania aktywacji
komorek NKT [75].

7. Inne funkcje kinazy US3

Procz wyzej omoéwionych funkgji biatka US3 nalezy
réwniez wspomnie¢ jego wplyw na energetyke komorki.
Oto6z w efekcie infekcji wirusem HSV-1 obserwuje sig
nieprawidfowe funkcjonowanie mitochondrialnego tan-
cucha oddechowego [18]. Zahamowanie calkowitego
oddychania komodrkowego jest efektem zablokowania
mitochondrialnego tanicucha transportujacego elek-
trony. Lanicuch ten zlozony jest z kilku ,,ogniw”, ktérymi
sa kompleksy lipoproteinowe oznaczone numerami I,
IL, IIT i IV. Zbadano, iz zablokowanie tego taricucha na
skutek infekcji HSV-1 nastepuje migdzy kompleksem 11,
czyli oksydoreduktaza bursztynian-CoQ, a komplek-
sem III, czyli oksydoreduktazag CoQH2-cytochrom c.
Dzieje si¢ to w czasie tzw. fazy beta ekspresji genéw
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wirusowych, kiedy to zachodzi transkrypcja genow
wczesnych biatek wirusowych. Do tych biatek nalezy
kinaza US3. Dalsze doswiadczenia pokazaly, ze mutant
nieposiadajacy US3 nie byl w stanie blokowa¢ mito-
chondrialnego transportu elektronéw. Stad wniosek, ze
biatko US3 HSV-1 odpowiada za hamowanie oddycha-
nia mitochondrialnego w czasie infekcji [18].

Jak wspomniano wczesniej (rozdz. 5.) kinaza US3
HSV-1 jest zdolna do aktywowania komdrkowej kinazy
biatkowej A (PKA). Pdzniejsze badania wskazuja, ze
kinaza US3 wplywa takze na kinazg fosfatydyloinozy-
tolu (PI3K) oraz komérkowa kinaze biatkowa B/Akt,
bedace sktadnikami antyapoptotycznego szlaku trans-
dukgji sygnatu [5]. W zdrowych, niezakazonych komor-
kach, aktywacja PKB/Akt stanowi gtéwny element drogi
blokowania apoptozy. W swoich badaniach Benetti
i Roizman wykazali, Ze wcze$nie w infekcji HSV-1
indukowana jest fosforylacja reszty aminokwasowe;j
seryny 473 PKB/AKkt, na drodze mechanizmu zaleznego
od PI3K. Zablokowanie PI3K indukowalo apoptoze¢
w niezakazonych komérkach lub zakazonych mutan-
tem wirusowym HSV-1AUS3, ale nie w komérkach
zakazonych dzikim wirusem. Nastgpowala réwniez
redukcja gromadzenia si¢ specyficznych biatek wiru-
sowych, w tym kinazy US3, ale zjawiska te nie miaty
istotnego wplywu na namnazanie si¢ wirusa. W poz-
niejszym czasie po infekcji catkowita ilo§¢ PKB/Akt
spadala, a jej ufosforylowana forma zanikata w sposob
zalezny od obecnodci US3 i niezalezny od biatkowej
fosfatazy 2A. Aktywacja PKA przy uzyciu forskoliny,
substancji pochodzenia rodlinnego zwigkszajacej steze-
nie cyklicznego AMP w komérkach, nie powodowata
znaczacej defosforylacji PKB/Akt. Przedstawione w tych
badaniach wyniki sa zgodne z modelem zakladajacym
ze PKB/AKkt jest aktywowana wcze$niej w infekeji i blo-
kuje apoptoze w zainfekowanych komoérkach zanim
nastapi akumulacja US3 oraz ze PKB/Akt pozostaje
w komorce i funkcjonuje jako biatko antyapoptotyczne
pod nieobecno$¢ US3, ale staje si¢ zbedna lub nawet
szkodliwa kiedy kinaza US3 zostaje zakumulowana
w efektywnej ilodci.

8. Podsumowanie

Obecno$¢ kinazy serynowo-treoninowej US3 jest
cecha unikalng dla alfaherpeswiruséw. Chociaz biatko
US3 nalezy do najlepiej poznanych kinaz biatkowych
herpeswiruséw a jego wlasciwosci sa obiektem licz-
nych badan, wiele mechanizméw dziatania US3 wcigz
pozostaje niewyjasnionych. Wielofuncjonalno$¢ kinazy
US3 przejawia si¢ w jej udziale w cyklu replikacyjnym
wirusa, m.in. morfogenezie wirionéw i ich uwalnia-
niu z komorki, czemu towarzyszy zaangazowanie
w wiele proceséw wplywajacych na sama zainfekowang
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komérke i jej otoczenie, takich jak regulacja ekspresji
gendw, hamowanie apoptozy, rearanzacje cytoszkieletu,
czy tez modulacja powstawania odpowiedzi immunolo-
gicznej, zaréwno wrodzonej, jak i nabytej. Aktywno$¢
kinazowa US3 jest niezb¢dna do pelnienia wigkszosci
funkcji tego biatka. Dzigki tym ,,dodatkowym” wtas-
ciwosciom, zwigzanych z kontrola proceséw komor-
kowych, szczegdlnie takich jak rozprzestrzenianie sig
wirusa pomigdzy komdrkami oraz przebieg odpowie-
dzi immunologicznej, mozna zaliczy¢ kinaz¢ US3 do
czynnikéw wirulencji alfaherpeswiruséw, obok biatek
takich jak ICP47 i ICP34.5.

Jedna z istotniejszych funkcji biatka US3 moze oka-
zad si¢ ta, jaka pelni ono w walce herpeswiruséw z ukla-
dem immunologicznym gospodarza, bowiem aktyw-
no$¢ biatek immunomodulacyjnych obniza skuteczno$¢
komercyjnych i testowanych szczepionek przeciwherpes-
wirusowych oraz herpeswiruséw testowanych w terapii
genowej i onkolitycznej [16]. Delecja genu US3 powinna
poprawia¢ wlasciwo$ci immunogenne szczepionek oraz
redukowac rozprzestrzenianie si¢ wiruséw szczepionko-
wych, a w przypadku wektoréw onkolitycznych induko-
wac apoptoze w komdrkach nowotworowych i zwigksza¢
neurowirulencje wektoréw przeznaczonych do terapii
nowotwordéw centralnego uktadu nerwowego. Juz dzis
testuje si¢ wektory oparte na wirusie opryszczki HSV-2
pozbawione genu US3 jako potencjalne szczepionki
[21]. Wektory onkolityczne moga z kolei stanowic¢
korzystne uzupelnienie radio- i chemioterapii. Jednym
z przykladéw zastosowania mutanta wirusowego HSV-1
pozbawionego genu biatka US3 w wiroterapii onkoli-
tycznej moga by¢ badania przeprowadzone na komor-
kach ludzkiego glejaka, w ktérych testowano wektor
z delecja genu US3 towarzyszaca mutacji w genie reduk-
tazy rybonukleotydowej UL39 [42]. Biorac pod uwage
fakt, iz kandydatami do stosowania w terapii onkolitycz-
nej sa rowniez alfaherpeswirusy BHV-1 i EHV-1 [15,
77], poznanie wlasciwosci ortologéw kinazy US3 tych
wiruséw moze przyczyni¢ si¢ do konstrukcji bardziej
efektywnych wektorow.

Pismiennictwo

1. Abendroth A., Lin I, Slobedman B., Ploegh H., Arvin A.M.:
Varicella-zoster virus retains major histocompatibility com-
plex class I proteins in the Golgi compartment of infected cells.
J. Virol. 75, 4878-4888 (2001)

2. Asano S., Honda T., Goshima F,, Watanabe D., Miyake Y.,
Sugiura Y., Nishiyama Y.: US3 protein kinase of herpes simplex
virus type 2 plays a role in protecting corneal epithelial cells
from apoptosis in infected mice. J. Gen. Virol. 80, 51-56 (1999)

3. Banks T.A., Rouse B.T.: Herpesviruses — immune escape artists?
Clin. Infect. Dis. 14, 933-41 (1992)

4. Benetti L., Roizman B.: Herpes simplex virus protein kinase US3
activates and functionally overlaps protein kinase A to block
apoptosis. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 101, 9411-9416 (2004)

DOROTA LESIAK, AGNIESZKA BRZOZOWSKA, KRYSTYNA BIENKOWSKA-SZEWCZYK, ANDREA D. LIPINSKA

5. Benetti L., Roizman B.: Protein Kinase B/Akt Is Present in
Activated Form throughout the Entire Replicative Cycle of
AUS3 Mutant Virus but Only at Early Times after Infection
with Wild-Type Herpes Simplex Virus 1. J. Virol. 80, 3341-3348
(2006)

6. Benetti L., Roizman B.: In transduced cells, the US3 protein
kinase of herpes simplex virus 1 precludes activation and
induction of apoptosis by transfected procaspase 3. J. Virol.
81, 10242-10248 (2007)

7. Bishop G.A., Glorioso J.C., Schwartz S.A.: Relationship between
expression of herpes simplex virus glycoproteins and suscepti-
bility of target cells to human natural killer activity. J. Exp. Med.
157, 1544-1561 (1983)

8. Brideau A.D., Enquist L.W,, Tirabassi R.S.: The role of virion
membrane protein endocytosis in the herpesvirus life cycle.
J. Clin. Virol. 17, 69-82 (2000)

9. Brzozowska A., Rychlowski M., Biekowska-Szewczyk K.: Glyco-
protein gE and Us3 Kinase: Two Players in Cell-To-Cell Spread
of Bovine Herpesvirus-1(BHV-1). 36" International Herpes-
virus Workshop Poster 33 (2011)

10. Brzozowska A., Rychlowski M., Lipiiska A.D, Biekowska-
-Szewczyk K.: Point mutations in BHV-1 US3 gene abolish its
ability to induce cytoskeletal changes in various cell types. Vet.
Microbiol. 143, 8-13 (2010)

11. Calton C.M., Randall J.A., Adkins M.W,, Banfield B.W.: The
Pseudorabies Virus Serine/Threonine Kinase Us3 Contains
Mitochondrial, Nuclear and Membrane Localization Signals.
Virus Genes, 29, 131-145 (2004)

12. Cartier A., Broberg E., Komai T., Henriksson M., Masucci M.G.:
The herpes simplex virus-1 Us3 protein kinase blocks CD8T
cell lysis by preventing the cleavage of Bid by granzyme B. Cell
Death Differ. 10, 1320-1328 (2003)

13. Cartier A., Komai T., Masucci M.G.: The Us3 protein kinase of
herpes simplex virus 1 blocks apoptosis and induces phospho-
rylation of the Bcl-2 family member Bad. Exp. Cell Res. 291,
242-250 (2003a)

14. Cohen P: The regulation of protein function by multisite pho-
sphorylation: a 25 year update. Trends Biochem. Sci. 25, 596-601
(2000)

15. Courchesne M.J., White M.C., Stanfield B.A., Frampton A.R.Jr.:
Equine herpesvirus type 1-mediated oncolysis of human glio-
blastoma multiforme cells. J. Virol. 86, 2882-2886 (2012)

16. Dasgupta G., Chentoufi A.A., Nesburn A.B., Wechsler S.L.,
BenMohamed L.: New concepts in herpes simplex virus vaccine
development: notes from the battlefield. Expert Rev. Vaccines,
8, 1023-1035 (2009)

17. Davison A.J.: Herpesvirus systematic. Vet. Microbiol. 143, 52-69
(2010)

18. Derakhshan M., Willcocks M.M., Salako M.A., Kass G.E.,
Carter M.J.: Human herpesvirus 1 protein US3 induces an inhi-
bition of mitochondrial electron transport. J. Gen. Virol. 87,
2155-2159 (2006)

19. Deruelle M.J., Favoreel H.-W.: Keep it in the subfamily: the con-
served alphaherpesvirus US3 protein kinase. J. Gen. Virol. 92,
18-30 (2011)

20. Deruelle M.].,, Van den Broeke C., Nauwynck H.J., Mettenlei-
ter T.C., Favoreel H.W.: Pseudorabies virus US3- and UL49.5-
-dependent and -independent downregulation of MHC I cell
surface expression in different cell types. Virology, 395, 172-181
(2009)

21. Diaz E, Knipe D.: US3 deletion and intramuscular inoculation
increases d15-29 vaccine efficacy. 37" International Herpesvirus
Workshop Poster 6.28 (2012)

22. Eisfeld A.J., Turse S.E., Jackson S.A., Lerner E.C., Kinching-
ton PR.: Phosphorylation of the varicella-zoster virus (VZV)



23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

US3 - WIELOFUNKCYJNA KINAZA SERYNOWO-TREONINOWA ALFAHERPESWIRUSOW

major transcriptional regulatory protein IE62 by the VZV open
reading frame 66 protein kinase. J. Virol. 80, 1710-1723 (2006)
Eisfeld A.J., Yee M.B., Erazo A., Abendroth A., Kinching-
ton P.R.: Downregulation of class I major histocompatibility
complex surface expression by varicella-zoster virus involves
open reading frame 66 protein kinase-dependent and -inde-
pendent mechanisms. J. Virol. 81, 9034-9049 (2007)

Erazo A., Kinchington PR.: Varicella-zoster virus open reading
frame 66 protein kinase and its relationship to alphaherpes-
virus US3 kinases. Curr. Top. Microbiol. Immunol. 342, 79-98
(2010)

Farnsworth A., Wisner T.W., Webb M., Roller R., Cohen G.,
Eisenberg R., Johnson D.C.: Herpes simplex virus glycoproteins
gB and gH function in fusion between the virion envelope and
the outer nuclear membrane. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 104,
10187-10192 (2007)

Favoreel H.W., Nauwynck H.J., Halewyck H.M., Van Oost-
veldt P, Mettenleiter T.C., Pensaert M.B.: Antibody-induced
endocytosis of viral glycoproteins and major histocompatibi-
lity complex class I on pseudorabies virus-infected monocytes.
J. Gen. Virol. 80, 1283-1291 (1999)

Favoreel H.W., Van Minnebruggen G., Adriaensen D,
Nauwynck H.J. Cytoskeletal rearrangements and cell exten-
sions induced by the US3 kinase of an alphaherpesvirus are
associated with enhanced spread. Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
102, 8990-8995 (2005)

Ficiska J., Van Minnebruggen G., Nauwynck H.J., Biekowska-
-Szewczyk K., Favoreel H.W.: Pseudorabies virus glycoprotein
gD contains a functional endocytosis motif that acts in con-
cert with an endocytosis motif in gB to drive internalization
of antibody-antigen complexes from the surface of infected
monocytes. J. Virol. 79, 7248-7254 (2005)

Finnen R.L., Banfield B.W.: Subcellular localization of the
alphaherpesvirus serine/threonine kinase Us3 as a determinant
of Us3 function. Virulence, 1, 291-294 (2010)

Finnen R.L., Roy B.B., Zhang H., and Banfield B.W.: Analysis of
filamentous process induction and nuclear localization proper-
ties of the HSV-2 serine/threonine kinase Us3. Virology, 397,
23-33(2010)

Frame M.C., Purves F.C., McGeoch D.]., Marsden H.S., Leader
D.P: Identification of the herpes simplex virus protein kinase
as the product of viral gene US3. J. Gen. Virol. 68, 2699-2704
(1987)

Geenen K. Favoreel H.W., Olsen L. Enquist LW,
Nauwynck H.J.: The pseudorabies virus US3 protein kinase
possesses anti-apoptotic activity that protects cells from apop-
tosis during infection and after treatment with sorbitol or stau-
rosporine. Virol. 331, 144-150 (2005)

Granzow H., Klupp B.G., Fuchs W., Veits J., Osterrieder N.,
Mettenleiter T.C.: Egress of alphaherpesviruses: comparative
ultrastructural study. J. Virol. 75, 3675-3684 (2001)

Hanks S.K., Hunter T.: Protein kinases 6. The eukaryotic pro-
tein kinase superfamily: kinase (catalytic) domain structure and
classification. FASEB J. 9, 576-596 (1995)

Hata S., Koyama A.H., Shiota H., Adachi A., Goshima F,
Nishiyama Y.: Antiapoptotic activity of herpes simplex virus
type 2: the role of US3 protein kinase gene. Microbes Infect. 1,
601-607 (1999)

Heibein J.A., Goping L.S., Barry M., Pinkoski M.]., Shore G.C.,,
Green D.R,, Bleackley R.C.: Granzyme B-mediated cytochrome
c release is regulated by the Bcl-2 family members bid and Bax.
J. Exp. Med. 192, 1391-1402 (2000)

Imai T, Sagou K., Arii J., Kawaguchi Y.: Effects of phosphoryla-
tion of herpes simplex virus 1 envelope glycoprotein B by Us3
kinase in vivo and in vitro. J. Virol. 84, 153-162 (2010)

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

339

Ishizaki T., Uehata M., Tamechika I., Keel J., Nonomura K.,
Maekawa M., Narumiya S.. Pharmacological properties of
Y-27632, a specific inhibitor of rho-associated kinases. Mol.
Pharmacol. 57, 976-983 (2000)

Jacob T., Van den Broeke C., van Troys M., Waterschoot D.,
Ampe C., Favoreel H-W.: Alphaherpesviral US3 kinase induces
cofilin dephosphorylation to reorganize the actin cytoskeleton.
J. Virol. 87, 4121-4126 (2013)

Jerome K.R., Fox R., Chen Z., Sears A.E., Lee H., Corey L.:
Herpes simplex virus inhibits apoptosis through the action of
two genes, Us5 and Us3. J. Virol. 73, 8950-8957 (1999)

Jones T.R., Wiertz E.J., Sun L., Fish K.N., Nelson J.A.,
Ploegh H.L.: Human cytomegalovirus US3 impairs transport
and maturation of major histocompatibility complex class I
heavy chains. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 93, 11327-11333
(1996)

Kanai R., Wakimoto H., Martuza R.L., Rabkin S.D.: A novel
oncolytic herpes simplex virus that synergizes with phospho-
inositide 3-kinase/Akt pathway inhibitors to target gliobla-
stoma stem cells. Clin. Cancer Res. 17, 3686-3696 (2011)

Kato A., Arii]., Shiratori I., Akashi H., Arase H., Kawaguchi Y.:
Herpes simplex virus 1 protein kinase Us3 phosphorylates viral
envelope glycoprotein B and regulates its expression on the cell
surface. J. Virol. 83, 250-261 (2009)

Kato A., Liu Z., Minowa A., Imai T., Tanaka M., Sugimoto K.,
Nishiyama Y., Arii J., Kawaguchi Y.: Herpes simplex virus 1 pro-
tein kinase Us3 and major tegument protein UL47 reciprocally
regulate their subcellular localization in infected cells. J. Virol.
85,9599-9613 (2011)

Kato A., Tanaka M., Yamamoto M., Asai R., Sata T., Nishi-
yama Y., Kawaguchi Y.: Identification of a physiological pho-
sphorylation site of the herpes simplex virus 1-encoded pro-
tein kinase Us3 which regulates its optimal catalytic activity in
vitro and influences its function in infected cells. J. Virol. 82,
6172-6189 (2008)

Kato A., Yamamoto M., Ohno T., Kodaira H., Nishiyama Y.,
Kawaguchi Y.: Identification of proteins phosphorylated direc-
tly by the Us3 protein kinase encoded by herpes simplex virus 1.
J. Virol. 79, 9325-9331 (2005)

Kato A., Yamamoto M., Ohno T., Tanaka M., Sata T., Nishi-
yama Y., Kawaguchi Y.: Herpes simplex virus 1-encoded pro-
tein kinase UL13 phosphorylates viral Us3 protein kinase and
regulates nuclear localization of viral envelopment factors UL34
and UL31. J. Virol. 80, 1476-1486 (2006)

Klupp B., Altenschmidt J., Granzow H., Fuchs W., Metten-
leiter T.C.: Glycoproteins required for entry are not necessary
for egress of pseudorabies virus. J. Virol. 82, 6299-6309 (2008)
Klupp B.G., Granzow H., Mettenleiter T.C.: Effect of the
pseudorabies virus US3 protein on nuclear membrane locali-
zation of the UL34 protein and virus egress from the nucleus.
J. Gen. Virol. 82, 2363-2371 (2001)

Kope-Szlezak J.: Subpopulacje limfocytéw T. Onkol. Pol. 8,
17-20 (2005)

Labiuk S.L., Babiuk L.A., van Drunen Littel-van den Hurk S.:
Major tegument protein VP8 of bovine herpesvirus 1 is pho-
sphorylated by viral US3 and cellular CK2 protein kinases.
J. Gen. Virol. 90, 2829-2839 (2009)

Labiuk S.L, Lobanov V., Lawman Z., Snider M., Babiuk L.A.,
van Drunen Littel-van den Hurk S.: Bovine herpesvirus-1 US3
protein kinase: critical residues and involvement in the pho-
sphorylation of VP22. J. Gen. Virol. 91, 1117-1126 (2010)
Ladelfa M.E, Kotsias E, Zajac M.P,, Van den Broeke C., Favo-
reel H., Romera S.A., Calamante G.: Effect of the US3 protein of
bovine herpesvirus 5 on the actin cytoskeleton and apoptosis.
Vet. Microbiol. 153, 361-366 (2011)



340

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

Leach N., Bjerke S.L., Christensen D.K., Bouchard ] M., Mou E,
Park R., Baines J., Haraguchi T., Roller R.J.: Emerin is hyper-
phosphorylated and redistributed inherpes simplex virus type
1-infected cells in a manner dependent on both UL34 and US3.
J. Virol. 81, 10792-10803 (2007)

Leader D.P, Deana A.D., Marchiori E, Purves EC,, Pinna L.A.:
Further definition of the substrate specificity of the alpha-her-
pesvirus protein kinase and comparison with protein kinases
A and C. Biochim. Biophys. Acta, 1091, 426-431 (1991)
Leopardi R., Van Sant C., Roizman B.: The herpes simplex
virus 1 protein kinase US3 is required for protection from
apoptosis induced by the virus. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 94,
7891-7896 (1997)

Lesiak D., Brzozowska A., Rychtowski M., Bieikowska-Szew-
czyk K., Lipiska A.D.: Evasion of antiviral host responses by
a multifunctional serine/threonine kinase of Alphaherpesviru-
ses. 37" International Herpesvirus Workshop Poster 9.48 (2012)
Liang L., Roizman B.: Expression of gamma interferon-depen-
dent genes is blocked independently by virion host shutoff
RNase and by US3 protein kinase. J. Virol. 82, 4688-4696 (2008)
McGeoch D.J., Davison A.].: Alphaherpesviruses possess a gene
homologous to the protein kinase gene family of eukaryotes
and retroviruses. Nucleic Acids Res. 14, 1765-1777 (1986)
Morimoto T., Arii J., Tanaka M., Sata T., Akashi H., Yamada M.,
Nishiyama Y., Uema M., Kawaguchi Y.: Differences in the regu-
latory and functional effects of the US3 protein kinase activities
of herpes simplex virus 1 and 2. J. Virol. 83, 11624-11634 (2009)
Morris J.B., Hofemeister H., O’'Hare P.: Herpes Simplex virus
infection induces phosphorylation and delocalization of eme-
rin, a key inner nuclear membrane protein. J. Virol. 81, 4429-
4437 (2007)

Mou E, Forest T., Baines J.D.: US3 of herpes simplex virus
type 1 encodes a promiscuous protein kinase that phospho-
rylates and alters localization of lamin A/C in infected cells.
J. Virol. 81, 6459-6470 (2007)

Mou F, Wills E., Baines ].D.: Phosphorylation of the UL31
protein of herpes simplex virus 1 by the US3 encoded kinase
regulates localization of the nuclear envelopment complex and
egress of nucleocapsids. J. Virol. 83, 5181-5191 (2009)
Murata T., Goshima E, Daikoku T., Takakuwa H., Nishiyama
Y.: Expression of herpes simplex virus type 2 US3 affects the
Cdc42/Rac pathway and attenuates c-Jun N-terminal kinase
activation. Genes Cells, 5, 1017-1027 (2000)

Murphy EA., Gibbs E.PJ., Horzinek M.C., Studdert M.]J., Her-
pesviridae (w) Veterinary Virology, wyd. 3, Academic Press,
San Diego, 1999, s. 302, 309-322

Ogg P.D., McDonell PJ., Ryckman B.J., Knudson C.M., Roller
R.J.: The HSV-1 Us3 protein kinase is sufficient to block apop-
tosis induced by overexpression of a variety of Bcl-2 family
members. Virol. 319, 212-224 (2004)

Peri P, Mattila R.K., Kantola H., Broberg E., Karttunen H.S.,
Waris M., Vuorinen T., Hukkanen V.: Herpes simplex virus
type 1 Us3 gene deletion influences toll-like receptor responses
in cultured monocytic cells. Virol. J. 5, 140 (2008)
Piroozmand A., Koyama A.H., Shimada Y., Fujita M., Arakawa
T., Adachi A.: Role of Us3 gene of herpes simplex virus type 1
for resistance to interferon. Int. J. Mol. Med. 14, 641-645 (2004)
Poon A.P, Benetti L., Roizman B.: U(S)3 and U(S)3.5 protein
kinases of herpes simplex virus 1 differ with respect to their
functions in blocking apoptosis and in virion maturation and
egress. J. Virol. 80, 3752-3764 (2006)

Poon A.P, Gu H., Roizman B.: ICP0 and the US3 protein kinase
of herpes simplex virus 1 independently block histone deace-
tylation to enable gene expression. Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
103, 9993-9998 (2006)

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

DOROTA LESIAK, AGNIESZKA BRZOZOWSKA, KRYSTYNA BIENKOWSKA-SZEWCZYK, ANDREA D. LIPINSKA

Poon A.P, Roizman B.: Herpes simplex virus 1 ICP22 regu-
lates the accumulation of a shorter mRNA and of a truncated
US3 protein kinase that exhibits altered functions. J. Virol. 79,
8470-8479 (2005)

Purves E.C., Longnecker R.M., Leader D.P.,, Roizman B.: Her-
pes simplex virus 1 protein kinase is encoded by open reading
frame US3 which is not essential for virus growth in cell cul-
ture. J. Virol. 61, 2896-2901 (1987)

Purves E.C., Ogle W.O., Roizman B.: Processing of the herpes
simplex virus regulatory protein alpha 22 mediated by the UL13
protein kinase determines the accumulation of a subset of alpha
and gamma mRNAs and proteins in infected cells. Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 90, 6701-6705 (1993)

Purves EC,, Spector D., Roizman B.: The herpes simplex virus
1 protein kinase encoded by the US3 gene mediates posttran-
slational modification of the phosphoprotein encoded by the
UL34 gene. J. Virol. 65, 5757-5764 (1991)

Rao P, Pham H.T,, Kulkarni A., Yang Y., Liu X., Knipe D.M.,
Cresswell P, Yuan W.: Herpes simplex virus 1 glycoprotein B
and US3 collaborate to inhibit CD1d antigen presentation and
NKT cell function. J. Virol. 85, 8093-8104 (2011)

Reynolds A.E., Ryckman B.J., Baines ].D., Zhou Y., Liang L.,
Roller R.J.: U(L)31 and U(L)34 proteins of herpes simplex
virus type 1 form a complex that accumulates at the nuclear
rim and is required for envelopment of nucleocapsids. J. Virol.
75, 8803-8817 (2001)

Rodrigues R., Cuddington B., Mossman K.: Bovine herpesvirus
type 1 as a novel oncolytic virus. Cancer Gene Ther. 17, 344-355
(2010)

Roizman B., Knipe D.M., Whitley R., Herpes simplex viruses
(w) Fields Virology, wyd. 5, red. Howley P, Philadelphia: Lip-
pincott, 2007, s. 2501-2601

Roizman B., Pellet P.E., The family Herpesviridae: a brief intro-
duction (w) Fields virology, wyd. 5, red. Howley P., Philadel-
phia: Lippincott, 2007, s. 24802499

Ryckman B.J., Roller R.J.: Herpes simplex virus type 1 primary
envelopment: UL34 protein modification and the US3-UL34
catalytic relationship. J. Virol. 78, 399-412 (2004)

Schaap A., Fortin J.F,, Sommer M., Zerboni L., Stamatis S., Ku
C.C., Nolan G.P, Arvin A.M.: T-cell tropism and the role of
ORF66 protein in pathogenesis of varicella-zoster virus infec-
tion. J. Virol. 79, 12921-12933 (2005)

Schumacher D., McKinney C., Kaufer B.B., Osterrieder N.:
Enzymatically inactive U(S)3 protein kinase of Marek’s disease
virus(MDV) is capable of depolymerizing F-actin but results
in accumulation of virions in perinuclear invaginations and
reduced virus growth. Virol. 375, 37-47 (2008)

Schumacher D., Tischer B.K., Trapp S., Osterrieder N.: The
protein encoded by the US3 orthologue of Marek’s disease
virus is required for efficient de-envelopment of perinuclear
virions and involved in actin stress fiber breakdown. J. Virol.
79, 3987-3997 (2005)

Schiirmann A., Mooney A.F, Sanders L.C., Sells M.A,
Wang H.G., Reed J.C., Bokoch G.M.: p21-activated kinase 1
phosphorylates the death agonist bad and protects cells from
apoptosis. Mol. Cell. Biol. 20, 453-461 (2000)

Skiba M., Glowinski F, Koczan D., Mettenleiter T.C, Karger A.:
Gene expression profiling of Pseudorabies virus (PrV) infec-
ted bovine cells by combination of transcript analysis and
quantitative proteomic techniques. Vet. Microbiol. 143, 14-20
(2010)

Sloan D.D., Zahariadis G., Posavad C.M., Pate N.T., Kussick S.].,
Jerome K.R.: CTL are inactivated by herpes simplex virusin-
fected cells expressing a viral protein kinase. J. Immunol. 171,
6733-6741 (2003)



87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

US3 - WIELOFUNKCYJNA KINAZA SERYNOWO-TREONINOWA ALFAHERPESWIRUSOW

Struhl K.: Histone acetylation and transcriptional regulatory
mechanisms. Genes Dev. 12, 599-606 (1998)

Takashima Y., Tamura H., Xuan X., Otsuka H.: Identification
of the US3 gene product of BHV-1 as a protein kinase and
characterization of BHV-1 mutants of the US3 gene. Virus Res.
59,23-34 (1999)

Trapani J.A.: Granzymes: a family of lymphocyte granule serine
proteases. Gen. Biol. 2,3014.1-3014.7 (2001)

Wagenaar E, Pol .M., Peeters B., Gielkens A.L., de Wind N,
Kimman T.G.: The US3-encoded protein kinase from pseudo-
rabies virus affects egress of virions from the nucleus. J. Gen.
Virol. 76, 1851-1859 (1995)

Walters M.S., Erazo A., Kinchington PR, Silverstein S.: Histone
deacetylases 1 and 2 are phosphorylated at novel sites during
varicella-zoster virus infection. J. Virol. 83,11502-11513 (2009)
Walters M.S., Kinchington P.R., Banfield B.W.,, Silverstein S.:
Hyperphosphorylation of histone deacetylase 2 by alphaher-
pesvirus US3 kinases. J. Virol. 84, 9666-9676 (2010)

Wang X., Patenode C., Roizman B.: US3 protein kinase of
HSV-1 cycles between the cytoplasm and nucleus and inte-
racts with programmed cell death protein 4 (PDCD4) to block
apoptosis. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 108, 14632-14636 (2011)
Wisner T.W., Wright C.C., Kato A., Kawaguchi Y., Mou F,
Baines J.D., Roller R.J., Johnson D.C.: Herpesvirus gB-induced
fusion between the virion envelope and outer nuclear mem-
brane during virus egress is regulated by the viral US3 kinase.
J. Virol. 83,3115-3126 (2009)

95.

96.

97.

98.

99.

100.

341

Van den Broeke C., Deruelle M., Nauwynck H.J., Coller K.E.,
Smith G.A., Van Doorsselaere J., Favoreel H.-W.: The kinase
activity of pseudorabies virus US3 is required for modulation
of the actin cytoskeleton. Virol. 385, 155-160 (2009)

Van den Broeke C., Radu M., Deruelle M., Nauwynck H.,
Hofmann C., Jaffer Z.M., Chernofl J., Favoreel H-W.: Alpha-
herpesvirus US3-mediated reorganization of the actin cyto-
skeleton is mediated by group A p21-activated kinases. Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 106, 8707-8712 (2009)

Van den Broeke C., Radu M., Nauwynck H.J., Chernoff J.,
Favoreel H.W.: Role of group A p21-activated kinases in the
anti-apoptotic activity of the pseudorabies virus US3 protein
kinase. Virus Res. 155, 376-380 (2011)

Van Minnebruggen G., Favoreel H.-W., Jacobs L., Nauwynck
H.J.: Pseudorabies virus US3 protein kinase mediates actin
stress fiber breakdown. J. Virol. 77, 9074-9080 (2003)

York I.A., Johnson D.C.: Direct contact with herpes simplex
virus-infected cells results in inhibition of lymphokine-activa-
ted killer cells because of cell-to-cell spread of virus. J. Infect.
Dis. 168, 1127-1132 (1993)

Young L.S., Dawson C.W,, Eliopoulos A.G.: Viruses and apop-
tosis. Br. Med. Bull. 53, 509-521 (1997)

Praca naukowa finansowana ze §rodkéw projektu badawczego

POMOST/2010-2/7 Fundacji na Rzecz Nauki Polskiej, wspét-
finansowanego przez Uni¢ Europejska ze §rodkéw Europejskiego
Funduszu Rozwoju Regionalnego.



