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Model studies on smallpox pathogenesis: the influence of vaccinia, mousepox and cowpox orthopoxviruses
on the activation of transcription factor NF-xB
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Abstract: Successful replication of the viral genome and the spreading of progeny virions are ensured by a repertoire of virus-encoded
immunomodulatory proteins, which enable avoiding different mechanisms of cell response which are directed against pathogens. These
strategies have also been evolved by poxviruses, which are being studied extensively due to the threat of the recurrence of smallpox caused
by variola virus (VARV). This work describes three model viruses that are used in smallpox pathogenesis studies: vaccinia virus (VACV),
ectromelia virus (ECTV) and cowpox virus (CPXV) and their influence on nuclear factor kB (NF-xB) activation. NF-xB is a widely studied
multifunctional transcription factor that regulates both innate and adaptive mechanisms of immune response. The classical pathway of
NEF-xB activation is stimulated by viral infections; moreover, it can be modified by viral gene products. Poxvirus immunomodulatory
proteins that interfere with NF-xB activation can be divided into several groups: ligand inhibitors, intracellular inhibitors of NF-kB,
ankyrin repeat (ANK) NF-xB inhibitors and PYRIN domain (PYD) NF-kB inhibitors. The studies on their influence on the host immune

response will lead to better understanding of viral pathogenesis and may help in drug and vaccines engineering in the future.
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1. Wstep

Choroby wirusowe od wiekéw stanowia duze wyzwa-
nie dla ludzi i zwierzat oraz rozwijajacej si¢ medycyny.
Wiele czynnikéw je wywolujacych, jak np. wirus grypy
typu A (influenza virus A, H5N1), ludzki wirus nie-
doboru odpornoséci (human immunodeficiency virus,
HIV), wirus brodawczaka ludzkiego (human papillo-
mavirus, HPV), jest przedmiotem projektéw badaw-
czych Swiatowej Organizacji Zdrowia (World Health
Organization, WHO), prowadzonych w réznych krajach
oraz obiektem szczegdlnie zintensyfikowanych badan
nad szczepionkami. W zwiazku ze zmiennoscia anty-
genowy patogendw takich jak HIV, trwa nieustanny
»Wyscig zbrojen” pomiedzy naukowcami a wirusami,
z ktérych liczne wcigz stanowia powazne zagrozenie dla
zdrowia ludzkosci. Ponadto, wyksztalcone w toku ewo-
lucji przystosowania, polegajace na modulacji mecha-
nizméw odpowiedzi immunologicznej, umozliwiajg

wirusom przetrwanie i efektywna replikacje w komor-
kach gospodarza.

Pokswirusy, ludzkie i zwierzece dsDNA wirusy
o duzym genomie (130-360 kpz), zawierajacym zwykle
ponad 150 gendw, stanowig grupe patogendw zdolnych
do efektywnej immunomodulacji. Ich cykl replikacyjny
przebiega wylacznie w cytoplazmie zakazonych komo-
rek, co wyrdznia je sposrdd innych dsDNA wiruséw
[52]. Patogeny te naleza do rodziny Poxviridae, obej-
mujacej dwie podrodziny: Chordopoxvirinae, wirusy
kregowcow i Entomopoxvirinae, wirusy owadow oraz
niesklasyfikowane dotad trzy gatunki wiruséw. Do
podrodziny Chordopoxvirinae zalicza si¢ osiem rodza-
jow: Avipoxvirus, Capripoxvirus, Leporipoxvirus, Mol-
luscipoxvirus, Orthopoxvirus, Parapoxvirus, Suipoxvirus
i Yatapoxvirus. Rodzaj Orthopoxvirus obejmuje wirusy:
ospy prawdziwej (variola virus, VARV), krowianki (vac-
cinia virus, VACV), ektromelii — ospy myszy (ectromelia
virus, ECTV), ospy bydta (cowpox virus, CPXV), ospy
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malp (monkeypox virus, MPXV) i inne [68]. VARV,
jeden z najbardziej znanych i groznych wiruséw, zostat
pokonany dzigki kampanii masowych szczepien, prze-
prowadzonej w latach 1967-1977 przez WHO, ktéra
w 1980 roku oglosita raport o wyeliminowaniu zachoro-
wan na ospe prawdziwg [94]. Pomimo tego osiagnigcia,
wcigz istnieje prawdopodobienistwo ponownego poja-
wienia si¢ ospy ludzkiej, poniewaz nie mozna wyklu-
czy¢ istnienia rezerwuaru VARV w przyrodzie. Wirus
ten przechowywany jest obecnie w dwdch laboratoriach
znajdujacych sie w USA (US CDC&P, Atlanta) oraz
w Rosji (Instytut Wirusologii, Moskwa), a mozliwo$¢
jego uzycia w celu ataku bioterrorystycznego potwierdza
zasadnos¢ badan modelowych i innych prowadzacych
do opracowania nowoczesnych, wydajnych prepara-
tow profilaktycznych (np. szczepionek) i leczniczych
przeciwko ospie prawdziwej [9, 64]. Warto réwniez
zaznaczy¢, iz obecnie ortopokswirusy stanowig zagro-
zenie zaréwno dla zwierzat laboratoryjnych (ECTV),
jak i hodowlanych czy dziko zyjacych oraz sg zrodtem
chordéb odzwierzegcych (VACV, CPXV, MPXV). VARV
i ECTV wykazuja specyficzno$¢ w stosunku do jednego
gospodarza (odpowiednio: czlowiek i mysz), zas§ CPXV
jest patogenem endemicznym wystepujacym u szczuréw
i powodujacym zakazenia u bydla oraz u ludzi [33].

Zakazenia ortopokswirusowe moga przybiera¢ for-
me uogdlniong (ospa myszy), badZz miejscowg (ospa
bydla) lub obydwie z wymienionych (ospa prawdziwa)
i powoduja wystapienie zmian skérnych w postaci
wysypki, a uogdlniona infekcja moze prowadzi¢ do
$mierci [55]. Do badan nad patogeneza ospy prawdzi-
wej wykorzystuje sie VACV, CPXV i ECTYV, ktory jest
naturalnym patogenem genetycznie wrazliwych szcze-
poéw myszy [33], uzywanej jako organizm modelowy do
takich doswiadczen.

Niniejsza praca przedstawia réznorodnos¢ wyksztat-
conych przez ortopokswirusy mechanizméw immuno-
modulacyjnych, w wyniku ktérych dochodzi do zmian
w aktywacji jadrowego czynnika transkrypcyjnego
NF-kB (nuclear factor kB). Biatko to pelni liczne funk-
cje w komorce i moze by¢ uznane za cel terapeutyczny
w leczeniu choréb wirusowych.

2. Strategie immunomodulacyjne pokswirusow

Pokswirusy koduja liczne biatka, ktére umozliwily
tym patogenom uniezaleznienie si¢ od maszynerii trans-
krypcyjnej gospodarza, a takze, zakldcanie ekspresji
genéw zakazonych komorek, bez zaburzania ekspre-
sji ich wlasnych genéw [60, 62]. W procesie replikacji
genomu pokswiruséw biorg udzial produkty wysoce
konserwatywnych gendéw, wystepujacych w centralnej
jego czesci, z ktorej region o dlugosci 100 kpz charak-
teryzuje ponad 90% podobienstwo wsrod wiruséw
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z rodzaju Orthopoxvirus [30, 40]. Badania nad VACV
wykazaly, iz okoto 25% z 200 otwartych ramek odczytu
(open reading frames, ORFs) nie jest koniecznych do
replikacji tego wirusa in vitro, co wiecej, wiele z nich
koduje bialtka, ktore stuzg modyfikacji odpowiedzi
immunologicznej gospodarza podczas cyklu replika-
cyjnego VACV. Wiekszos¢ gendw, kodujacych takie
modyfikatory, obecna jest w rejonach terminalnych
genomu i charakteryzuje si¢ duza zmiennosciag w obre-
bie rodziny Poxviridae, a wystapienie nawet kilku zmian
w sekwencji aminokwasowej izologéw bialek nalezacych
do réznych pokswiruséw wiaze si¢ ze zmiang ich spe-
cyficznosci. Bialka te to modyfikatory mechanizméw
odpornosciowych gospodarza (host-response modi-
fiers, HRMs), uznawane za niezb¢dne do utrzymania
sie wirusa w srodowisku, poniewaz wplywaja na procesy
przeciwdzialajace jego replikacji i rozprzestrzenianiu si¢
w zakazonym organizmie. Zadaniem HRM:s jest bowiem
modyfikacja mechanizméw odpowiedzi na zakazenie,
procesow syntezy makromolekut w komoérce gospoda-
rza, a takze apoptozy [21].

Immunomodulatory pokswirusowe stuzg ,,ukrywa-
niu si¢” wirusa w komorece, jego transdukcji oraz mimi-
krze wirusowej [47]. Do takich modyfikatoréw nalezy
m.in. biatko wczesne M153R, ktére zostalo odkryte
u nalezacego do rodzaju Leporipoxvirus wirusa myk-
somatozy (myxoma virus, MYXV). Wystepuje ono
w retikulum endoplazmatycznym (endoplasmic reti-
culum, ER) i przeznacza do degradacji w lizosomach
biatka gtéwnego ukladu zgodnosci tkankowej klasy I
(major histocompatibility complex classI, MHC-I)
zwigzane z B2-mikroglobuling. Wystepujac w roli ligazy
ubikwityny, M153R przyczynia si¢ réwniez do lizoso-
malnej degradacji CD4 [41, 56]. Takie przystosowania
stuzg unikaniu odpowiedzi ze strony mechanizmoéw
wrodzonych, a takze komdrkowych mechanizméw
obrony przeciwwirusowej, w ktorej uczestnicza komorki
»haturalni zabojcy” (natural killers, NK) i limfocyty T
cytotoksyczne (cytotoxic T lymphocytes, CTL). Istot-
nym elementem tej obrony jest apoptoza zakazonych
komorek, ktéra podlega skutecznej modulacji przez
pokswirusowe bialka, takie jak MC159 wirusa mie-
czaka zakaznego (molluscum contagiosum virus,
MCV) z rodzaju Molluscipoxvirus. MC159 zawiera
dwie domeny efektorowe $mierci (death effector doma-
ins, DEDs), ktére zapobiegaja apoptozie indukowanej
przez tzw. receptory $mierci [7]. Inne biatko, p28 ECTYV,
w wyniku interakcji z kaspaza 3, blokuje apoptoze
komorek indukowang przez UV [14]. Do inhibitoréow
apoptozy naleza réwniez wewnatrzkomadrkowe serpiny
jak, na przyktfad, biatko modyfikujace odpowiedz cyto-
kinowa CrmA (cytokine response modifier A) CPXYV,
ktére hamuje zaréwno wewnetrzny, jak i zewnetrzny
szlak apoptotyczny [71]. Bialka CrmA i CrmD blokuja
apoptoze dzigki odpowiednio: inhibicji kaspaz: 1 oraz



BADANIA MODELOWE NAD PATOGENEZA OSPY PRAWDZIWE]

8 i poprzez wigzanie czynnika martwicy nowotworu o
(tumor necrosis factor-a, TNF-a) [53, 92]. Wigzanie
TNF-a, a takze innych molekul gospodarza, umozli-
wiajg, stuzace mimikrze wirusowej, modulatory zwane
wiroreceptorami i wirokinami. Modyfikatory te ingeruja
w szlaki zewnatrzkomadrkowe, stuzace regulacji wezesnej
odpowiedzi przeciwzapalnej na poziomie dopelniacza,
interferonéw (interferon, IFN), cytokin prozapalnych,
chemokin i czynnikéw wzrostu [47]. Do takich immu-
nomodulatoréw zalicza si¢, miedzy innymi, wirusowy
receptor interleukiny 1 (viral IL-1P receptor, vIL1pR),
cytokiny odpowiadajacej za zapoczatkowanie procesu
zapalnego podczas zakazenia i indukujacej aktywnos¢
wielu innych cytokin o rozmaitych funkcjach. vIL1pR
wykazuje podobienstwo sekwencji do zewnatrzkomor-
kowej domeny receptora IL-1p typu II i zapobiega wig-
zaniu z nim tej cytokiny. Wiroreceptor ten wystepuje
u VACV, ECTV i CPXV, jakkolwiek réznice w sekwencji
aminokwasowej bialek kodowanych przez te patogeny
majg wplyw na rézng zdolnos¢ wigzania przez nie IL-1p.
Stwierdzono bowiem, iz zdolno$c¢ ta jest stabsza w przy-
padku biatka kodowanego przez ECTV [21]. Innym,
znanym wiroreceptorem jest wirusowy receptor TNF
(viral TNF receptor, vVINFR), wigzacy TNF-a, cytokine
zaangazowang w odpowiedz przeciwwirusowa. vVINFR
wystepuje pod postacig roéznych bialek kodowanych
przez geny Crm CPXYV, a ich ortologi obecne sa w geno-
mach VARV, ECTV i innych ortopokswirusow.

Do bialek kodowanych przez te grupe patogenow
nalezg takze wirokiny, do ktorych zalicza si¢ biatka
wigzace IL-18 (IL-18 binding proteins, IL-18BPs). IL-18
jest cytoking prozapalng, indukujacg IFN-y oraz inne
cytokiny i chemokiny, a takze aktywujgca komorki NK.
IL-18BPs stanowia rodzine bialek pokswirusowych
(wystepuja, miedzy innymi, u VACV, ECTV, MCV),
wykazujacych duze podobienstwo sekwencji i sposobu
wigzania tej cytokiny, lecz niehomologicznych w sto-
sunku do komoérkowego receptora IL-18 [1, 31]. Innym
biatkiem o podobnych wiasciwosciach, wykazujacym
wysoka konserwatywnos$¢ w obrebie ortopokswirusow
(w przypadku ECTYV jedynie szczep Mill Hill nie wytwa-
rza tego bialka), jest rozpuszczalny inhibitor chemokin
typu CC, wirusowe bialko wigzace chemokiny typu CC
(viral CC chemokine-binding protein, vCC-CKBP) [83].
Ponadto, ortopokswirusy koduja homologi receptora
komorkowego IFN-y (viral IFN-y receptor, vVIEN-yR),
dzigki ktorym hamuja dziatanie tej cytokiny [84].

Przedstawiony powyzej repertuar pokswirusowych
immunomodulatoréw daje obraz wyksztalconych przez
te patogeny w toku ewolucji doskonalych przystosowan,
ktore swiadcza o ich wyjatkowych zdolnosciach adapta-
cyjnych. Ze wzgledu na centralng role¢ czynnika trans-
krypcyjnego NF-kB w regulacji procesow zwigzanych
ze szlakami komorkowymi, obejmujgcymi aktywacje
wyzej wymienionych molekut, jak réwniez z wrodzo-
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nymi i nabytymi mechanizmami odpowiedzi immu-
nologicznej, jest on celem wirusowych mechanizméw
immunomodulacyjnych, dzialajacych na réznych eta-
pach jego aktywacji.

3. Rodzina czynnikow transkrypcyjnych NF-xB
jako cel komérkowy immunomodulacji wirusowej

Ekspresja genéw w komorkach eukariotycznych
podlega Scistej regulacji, ktora odbywa si¢ gléwnie na
etapie transkrypcji. Przebieg tego procesu uzalezniony
jest za$ od aktywnosci bialek regulatorowych, zwanych
czynnikami transkrypcyjnymi, sposrod ktérych NF-«xB
jest niezwykle popularnym obiektem badan. Wynika to
z pelnionych przez to bialko licznych funkeji, do ktérych
nalezy, miedzy innymi, regulacja cyklu komoérkowego,
udzial w procesie apoptozy, czy indukcja wrodzonych
i nabytych mechanizméw odpowiedzi immunologicznej
podczas zakazen bakteryjnych i wirusowych. W zwigzku
z rolg, jaka NF-xB pelni podczas zakazen wirusowych,
zmiany aktywnosci tego czynnika powodowane przez
niektdre wirusy przyczyniaja si¢ do skutecznej replikacji
i rozprzestrzeniania si¢ tych patogendéw w zakazonym
organizmie [44].

Odkrycie w 1986 r. NF-kB, jadrowego czynnika
wigzacego sekwencje wzmacniajacg genu tancucha lek-
kiego k immunoglobulin [78] w limfocytach B myszy,
zapoczatkowalo liczne badania nad udziatem tego bialka
w roznych procesach, w tym w odpowiedzi immuno-
logicznej. Czynnik transkrypcyjny NF-kB, zidenty-
tikowany réwniez u Drosophila melanogaster, wyste-
puje u kregowcow jako konserwatywny ewolucyjnie
element [39]. Bialka z rodziny NF-kB, zwanej réwniez
Rel, ze wzgledu na ich homologie z wirusowa onkopro-
teing v-Rel, charakteryzuje obecnos¢ N-terminalnej
domeny homologicznej Rel (Rel homology domain,
RHD), ktéra uczestniczy w wigzaniu tych czynnikow
z DNA, ich dimeryzacji, translokacji do jadra komor-
kowego oraz w interakcji NF-«kB z biatkami inhibito-
rowymi [37, 69].

Rodzina czynnikéw transkrypcyjnych NF-«B obej-
muje pig¢ ssaczych bialek: RelA (p65), RelB, c-Rel,
NF-kB1 (p50) i NF-kB2 (p52), z ktérych dwa ostat-
nie powstaja w wyniku modyfikacji potranslacyjnych
prekursora (odpowiednio: p105 i pl100). Wykazano
obecno$¢ NF-kB w niemal wszystkich typach ssa-
czych komorek, w ktorych wystepuje on w postaci
homo- i heterodimeréw. Bialka nalezace do rodziny
NF-xB pelnig role zaréwno aktywatoréw transkryp-
cji, jak i represoréw tego procesu (homodimery p50/
p50 lub p52/p52). Induktorem transkrypcji genow jest
C-terminalna domena transaktywujaca (transactivation
domain, TAD) obecna w czasteczkach trzech biatek tej
rodziny: p65, RelB i c-Rel. Biatko p65 zawiera dwie takie
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Rys. 1. Klasyczna droga aktywacji NF-«kB
Oddziatywanie czynnikéw, takich jak cytokiny prozapalne (IL-1B, TNF-a) czy molekularne wzorce patogennos$ci (PAMPs) z receptorami na powierzchni
komorki prowadzi do aktywacji kinazy IxB (IKK), zlozonej z podjednostek IKKa, IKKp i IKKy. Aktywna kinaza IKK fosforyluje inhibitor IkBa, ktory ulega
nastepnie ubikwitynacji i degradacji w proteasomie. Uwolniony czynnik NF-kB w postaci heterodimeru p65/p50 przemieszcza si¢ do jadra komérkowego,
gdzie reguluje transkrypcje odpowiednich gendw.

domeny, dlatego jest ono najsilniejszym aktywatorem
tego procesu [76].

NF-«B nalezy do grupy czynnikéw transkrypcyjnych
zwanych utajonymi czynnikami cytoplazmatycznymi,
ktore wystepuja w formie nieaktywnej w cytoplazmie
komorki. Ich aktywacja nastepuje w wyniku wysoce spe-
cyficznej reakcji typu polipeptyd-receptor, polegajacej
na zwigzaniu biatkowej molekuly sygnatowej z recep-
torem powierzchniowym komoérki i uruchomieniu
kaskady sygnatéw wewnatrz komorki [15]. W wyniku
takich oddzialywan dochodzi do transkrypcji genéw
kodujacych cytokiny, czasteczki adhezyjne, enzymy, czy
receptory komorkowe, ktdre biorg udzial w réznych pro-
cesach, w tym obronnych i zwigzanych z zapaleniem [6].
Okresleniu roli poszczegélnych biatek z rodziny NF-«xB
postuzyty zwierzeta transgeniczne. Myszy z nokautem
genu kodujacego podjednostke p65 wykazywaly letalny
fenotyp embrionalny wraz z rozlegla apoptoza komoérek

watroby [8]. Uszkodzenie genu relB powodowato z kolei
atrofie grasicy, a c-rel - zmniejszenie produkeji cytokin
przez limfocyty T i makrofagi, za$ nokaut genow nfkb1
i nfkb2 skutkowal uposledzong reakcja ze strony limfo-
cytow B [20].

Klasyczna droga aktywacji NF-kB (Rys. 1) induko-
wana jest przez cytokiny prozapalne (IL-1(3, TNF-a),
receptory Toll-podobne (Toll-like receptors, TLRs)
badz wirusy i stanowi kluczowy element wrodzonych
mechanizméw odpowiedzi immunologicznej [25, 51].
W przebiegu klasycznej aktywacji NF-«B, wystepujacego
w komarkach najczesciej w postaci heterodimeru p65/
p50, dochodzi do fosforylacji reszt serynowych (Ser32
i Ser36) inhibitora kBa (inhibitor kBa, IkBa), i, w kon-
sekwencji, odblokowania sekwencji sygnalowej NF-«B,
zwanej sygnalem lokalizacji jadrowej (nuclear locali-
zation signal, NLS), ktora ostaniana jest przez bogata
w proling, kwas glutaminowy, seryne i treoning (proline,
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glutamic acid, serine, and threonine, PEST) C-koncowa
domeng inhibitora. Dzieki temu dochodzi do transloka-
cji NF-kB do jadra komodrkowego i degradacji ufosfo-
rylowanego i ubikwitynowanego biatka IxBa w protea-
somie [10, 69]. Centralnym regulatorem tego procesu
jest kompleks kinazy IkB (IxB kinase, IKK), ktory bierze
udzial w fosforylacji inhibitora. Aktywnos¢ IkBa, z kolei,
podlega regulacji w ten sposdb, iz gen kodujacy IkBa
znajduje si¢ pod kontrola NF-kB, w zwigzku z czym
zwiekszona aktywno$¢ inhibitora pomaga w indukeji
sekwestracji NF-kB w cytoplazmie [46, 73].

NF-kB moze by¢ réwniez aktywowany na drodze
alternatywnej lub indukowanej uszkodzeniami DNA.
Pierwsza z nich stymulowana jest m. in. receptor lim-
fotoksyny B (lymphotoxin B receptor, LTBR), receptor
czynnika aktywujacego limfocyty B (B cell activating
factor receptor, BAFFR), czy CD40 i obejmuje aktywa-
cje IKKa i kinazy aktywujacej NF-kB (NF-kB-inducing
kinase, NIK) oraz cz¢sciowa degradacje prekursora pod-
jednostki p52, p100. Taki sposdb aktywacji NF-«B jest
konieczny dla rozwoju i aktywacji limfocytéw. Ponadto,
$ciezke te¢ moga indukowac niektore wirusy, takie jak
ludzki wirus biataczki T-limfocytarnej typu 1 (HTLV-1).
Trzecia droge aktywacji NF-kB, nie obejmujaca aktywa-
¢ji IKK, stymuluja czynniki uszkadzajace DNA, takie jak
zwigzki chemiczne czy UV [25, 27].

Czynnik NF-xB aktywowany jest, jak juz wspo-
mniano, podczas zakazen wirusowych. Co wiecej, pato-
geny te, jak np. HIV typu 1 (HIV-1), HTLV-1, wirus
zapalenia watroby typu B (HBV), wirus zapalenia
watroby typu C (HCV), wirus grypy czy adenowirusy,
wykazuja zdolno$¢ do interakcji ze szlakami aktywacji
NF-xB, co pozwala unikng¢ mechanizmow efektoro-
wych gospodarza. Dodatkowo, w genomie niektérych
wirusow, jak HIV, wirus opryszczki pospolitej (HHV-1/
HSV-1), adenowirusy, cytomegalowirus (CMV), wyste-
Puja miejsca wigzania tego czynnika transkrypcyjnego,
zwane miejscami kB [66], ktore moga przyczyniac sie
do zwigkszenia efektywnosci transkrypcji wirusa. Takie
przystosowania pozwalajg na ucieczke przed mechaniz-
mami efektorowymi zakazonego gospodarza i stwo-
rzenie warunkow sprzyjajacych skutecznej replikacji
genomu wirusowego.

Pokswirusy stanowig grupe patogendw zdolnych do
modulacji $ciezek sygnalowych komoérki gospodarza
w sposob umozliwiajacy efektywna ich replikacje. NF-xB
jest szczegdlnym celem takiej modulacji, poniewaz eks-
presja pokswirusowych genéw zachodzi w cytoplazmie
zakazonej komorki, gdzie czynnik ten ulega aktywa-
cji. Pokswirusowe biatka immunomodulatorowe mozna
zaklasyfikowa¢ do kilku grup, ktére obejmuja: inhibi-
tory ligandéw, wewnatrzkomorkowe inhibitory NF-«B,
inhibitory NF-«xB zawierajace powtdrzenia ankirynowe
(ankyrin repeats, ANK) oraz inhibitory NF-«xB zawiera-
jace domene PYRIN (PYRIN domain, PYD) [60].
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4. Interakcje wirusa krowianki (VACV) z NF-xB

Wirus krowianki, VACV, prototypowy patogen o nie-
wyjasnionym dotad pochodzeniu, ktéry postuzyt do
produkcji szczepionki przeciwko ospie prawdziwej, jest
popularnym modelem do badan nad patogeneza orto-
pokswiruséw. W przyrodzie istnieje kilka jego warian-
tow, ktore moga by¢ rowniez chorobotworcze dla czlo-
wieka. Nalezy do nich, uwazany za podgatunek VACV,
wirus ospy bawoléw. Jest on rozpowszechniony na catlym
$wiecie i wystepuje u ludzi, bydla, bawotdw i krélikow,
a jego rezerwuarem s3 gléwnie gryzonie [29]. VACV
przenosi si¢ ze zwierzat na cztowieka podczas dojenia,
a uszkodzenia skory strzykow sprzyjaja jego transmisji
przez dojarzy na inne zwierzeta. Zoonotyczne szczepy
VACYV, wystepujace np. w Brazylii, powoduja u bydta
iludzi objawy grypopodobne, a takze wystapienie krost
i owrzodzen oraz powigkszenie weztéw chlonnych i po
kilku tygodniach pozostawiajg charakterystyczne blizny
[81]. Ponadto, stwierdzono przypadki zakazen VACV
u ludzi pracujgcych w laboratoriach badawczych [17].
Poza zagrozeniem dla zdrowia publicznego, VACV sta-
nowi zrédlo strat ekonomicznych. Z drugiej strony jed-
nak, wirus ten jest obecnie bardzo uzyteczny, poniewaz
wykorzystuje sie go jako wektor do konstrukeji szczepio-
nek, na przyktad, przeciwko wsciekliznie, a takze jako
noénik duzych sekwencji DNA, ktére nie pozbawiaja
go zdolnosci do replikacji [88], co czyni VACV dobrym
narzedziem inzynierii genetycznej.

VACV oraz inne ortopokswirusy sg obiektem licz-
nych badan, zmierzajacych, miedzy innymi, do opraco-
wania szczepionki przeciwko ospie prawdziwej — cho-
roby, ktora wcigz stanowi zagrozenie dla ludzkosci. Jak
juz wspomniano, konserwatywne biatka kodowane
przez te patogeny wykazujg zdolno$¢ do modulacji Scie-
zek sygnalowych zwigzanych z, migdzy innymi, aktywa-
cja czynnika transkrypcyjnego NF-«B (Tab. I).

W genomie VACV stwierdzono obecno$¢ genéw
kodujacych inhibitory ligandéw, takie jak wirusowe
receptory TNF i IL-1p, a takze IL-18BP i wykazano, iz
delecja genu VACV szczepu Western Reserve (VACV
strain Western Reserve, VACV-WR), kodujacego IL-18BP
powoduje atenuacje tego wirusa [2, 79, 85, 90]. Immu-
nomodulatorowe biatka VACV to takze wewnatrzko-
morkowe inhibitory NF-kB, ktore moga mie¢ wptyw na
mechanizmy wrodzone odpowiedzi immunologicznej,
przebiegajace z udzialem TLRs. Receptory te rozpoznaja
tzw. molekularne wzorce patogennosci (pathogen-asso-
ciated molecular patterns, PAMPs), do ktérych naleza,
na przyktad, lipopolisacharydy (lipopolysaccharides,
LPS) bakterii Gram-ujemnych, kwas lipotejchojowy,
biatka drozdzy, czy kwas nukleinowy wiruséw (jedno-
lub dwuniciowy RNA) [58]. Zakldcanie przekazywania
sygnalow przez TLRs, i, w konsekwencji, interferencja
z aktywacja NF-xB zachodzi przy udziale biatek VACV,
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Tabela I

Biatka immunomodulatorowe modelowych ortopokswiruséw i ich oddziatywanie z NF-«kB

Grupa biatek

Funkcja

Inhibitory ligandow

e wigzanie IL-1pB, TNF-a, CD153 (wiroreceptory: vIL1BR, vINFR, vCD30)
o wigzanie I1L-18 (wirokiny: IL-18BPs)

Wewnatrzkomoérkowe inhibitory NF-xB

o zaklocanie przekazywania sygnatow przez IL-1 i TLRs (A46R, A52R, N1L)
e hamowanie aktywnos$ci IKK (B14)

e hamowanie aktywnosci PKR (E3L, K3L)

e hamowanie aktywnosci ERK2 (M2L)

Inhibitory NF-kB zawierajace powtorzenia ankirynowe | ® zaktocanie przekazywania sygnatow przez TLRs (K1L)
e zapobieganie degradacji IkBo (K1L)
e wigzanie i hamowanie aktywacji NF-kB (ECTV-002, CPXV-006, CP77)

A46R i A52R. A46R, dzieki podobienstwu sekwen-
cji aminokwasowej tego biatka do cytoplazmatycznej
domeny receptora Toll/IL-1 (Toll/IL-1 receptor, TIR),
dziala jako antagonista przekazywania sygnalow przez
IL-11 TLRs, przy czym ma ono zdolno$¢ do czedciowej
inhibicji aktywacji NF-kB przez IL-1. A52R za$, efek-
tywnie blokuje aktywacje NF-xkB indukowang przez
IL-1 oraz TLR4. Odkrycie takich oddzialywan dalo
mozliwos¢ lepszego poznania zaleznych od domeny
TIR $ciezek sygnalowych, aktywowanych podczas zra-
nien i zakazen (zwlaszcza wirusowych) i zwigzanych
z nimi mechanizméw ucieczki przed odpowiedzia
immunologiczng gospodarza [13]. Dalsze badania nad
oddziatywaniem wirusowych bialek z TLRs pokazaly, iz
A52R jest wewnatrzkomoérkowym inhibitorem sygnatow
przekazywanych przez rézne rodzaje tych receptoréw
i, w konsekwencji, czynnikiem blokujacym aktywacje
NF-xB. Szczegélnym celem takiej immunomodulacji
jest TLR3, ktory, jako receptor wirusowego RNA, jest
istotnym elementem odpowiedzi wrodzonej podczas
zakazen spowodowanych tymi patogenami [58]. Wyka-
zano réwniez, iz zaréwno A52R, A46R, jak i inne biatka
VACV: NI1L oraz K1L, wykazujg zdolnos¢ do hamo-
wania w pierwotnych komoérkach mikrogleju szlakow
sygnatowych zaleznych od TLRs. Jest to istotne odkrycie
ze wzgledu na wazna role komoérek mikrogleju w o$rod-
kowym ukladzie nerwowym (OUN), gdzie indukujg one
wrodzone mechanizmy odpowiedzi immunologicznej,
skierowanej przeciwko patogenom [70].

Kluczowym regulatorem wrodzonej odpowiedzi
immunologicznej podczas zakazen wirusowych jest
podjednostka IKKp kinazy IKK [24]. IKK jest zatem
doskonalym celem dla patogendw, takich jak pokswi-
rusy, ktore oddziatuja z IKK za pomocg konserwatyw-
nego w obrebie rodziny Poxviridae bialka B14 [22]. Ten
wewnatrzkomorkowy czynnik wirulencji zostat odkryty
u VACV-WR, a jego ekspresja w komorkach linii HeLa
zapobiega aktywacji NF-kB indukowanej przez TNF-a,
IL-1PB, kwas poli I:C oraz 12-mirystynian, 13-octan for-
bolu (phorbol 12-myristate 13-acetate, PMA). Dowie-
dziono réwniez, iz zakazenie mutantem VACYV z delecjg

genu B14R (vAB14) skutkuje wyzszym poziomem ufos-
forylowanego biatka inhibitorowego IxBa w komorce,
przy poréwnywalnym poziomie IkBa w stosunku do
komorek zakazonych wirusem wykazujacym ekspresje
tego genu. Na tej podstawie stwierdzono, iz B14 oddzia-
tuje na aktywnos¢ IKK i dowiedziono istnienie takiego
oddziatywania w komoérkach linii MEF i HeLa. Dodat-
kowo zaobserwowano, iz obecno$¢ podjednostki IKK(
jest konieczna do interakcji B14 z IKK [23].

Aktywacja NF-kB moze ulega¢ zakldceniom réw-
niez na etapie degradacji inhibitora IxBa przez zawie-
rajace powtdrzenia ankirynowe biatko K1L, kodowane
przez dziki szczep VACV, zwany Ankara. Insercja,
pochodzacego od tego szczepu i zawierajacego trzy
geny, w tym KIL, fragmentu DNA o dlugosci 5,2 kpz
do DNA atenuowanego, zmodyfikowanego wirusa kro-
wianki szczep Ankara (modified vaccinia virus Ankara,
MVA) i poréwnanie wplywu zakazenia takim wirusem
i VACV-WR (dziki szczep z delecja K1L) na aktywacje
czynnika transkrypcyjnego NF-xB dala wynik pokazu-
jacy, iz K1L odgrywa role nie tylko inhibitora NF-xB
w komorkach linii RK13, ale réwniez represora trans-
krypcji genu kodujacego TNF, ktora podlega regulacji
przez ten czynnik [80].

Pokswirusy, w tym réwniez VACV, oddzialujg takze
na aktywnos$¢ kinazy biatkowej R, aktywowanej przez
dwuniciowy RNA (protein kinase R, PKR). Enzym
ten pelni funkcje mediatora odpowiedzi antywiruso-
wej zwigzanej z dzialaniem IFN oraz aktywuje NF-xB
poprzez fosforylacje IxkB [50], a stymulacja dsRNA
komorek z defektem kinazy PKR skutkuje uposledzona
aktywacja NF-xB. Inaktywacja S$ciezki sygnalowe;j
kinazy PKR moze zachodzi¢ dzigki wigzaniu dsRNA
przez biatko E3L VACYV, co zapobiega aktywacji PKR
przez dsRNA. Inne biatko VACV, K3L, z kolei, unie-
mozliwia wigzanie podjednostki o eukariotycznego
czynnika inicjacji translacji 2 (a subunit of eukaryotic
translation initiation factor-2, elF-2a) przez kinaze PKR,
przeciwdziatajac tym samym fosforylacji eIF-2a. W ten
sposob aktywno$¢ kinazy zostaje zniesiona, i w efekcie
nie zachodzi indukowany przez PKR proces apoptozy,
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w ktérym, oprocz elF-2a, bierze takze udziat NF-kB [38,
48]. Dalsze badania dowiodly, iz PKR ulega aktywacji
na wczesnym etapie zakazenia VACV, jedli wirus ten
nie wykazuje ekspresji bialka K1L, ktére ma zdolnos¢
hamowania aktywacji PKR przez wczesne lub pdzne
transkrypty genéw VACV [93].

VACV oddzialuje na aktywacje NF-kB réwniez za
pomoca wysoce konserwatywnego wsrdd ortopokswi-
rusow biatka M2L, ktére hamuje aktywnos¢ kinazy akty-
wowanej zewnatrzkomorkowo 2 (extracellular regulated
kinase 2, ERK2), indukujacej IKK. Badania z Zyciem
komorek linii HEK 293T zakazonych rekombinowa-
nym wirusem MVA, wykazujagcym ekspresje tego bialka,
wykazaly obnizong fosforylacje ERK2 w wymienionych
komorkach. Ponadto, wprowadzenie do tych komoérek
konstruktu rekombinowanego wirusa MVA powodo-
walo oslabienie migracji NF-xB do jgdra komorko-
wego [36]. Zaobserwowano réwniez kolokalizacje M2L
z biatkami ER i ekspresje tego biatka we wczesnych sta-
diach zakazenia VACV. Kolokalizacja z biatkami retiku-
lum oraz obecnos¢ sekwencji sygnalnej biatka M2L sa
konieczne do inhibicji NF-xB. Dodatkowo wykazano,
iz brak motywu c-koncowego (tzw. ER retention motif)
M2L zapobiega hamowaniu NF-xB i nie zaburza procesu
translokacji NF-xB do jadra komorkowego. Wyniki tych
badan wskazujg na udzial biatka M2L w patogenezie in
vivo oraz na mozliwos¢ regulacji $ciezek sygnatowych
zwigzanych z ER podczas zakazen innymi wirusami [43].

Najnowsze doniesienia wskazuja na obecnos¢ w ge-
nomie VACV genéw kodujacych niezidentyfikowane
dotad inhibitory NF-kB. Badania przeprowadzone nad
mutantem tego wirusa (VV811) z delecjami wszystkich
znanych inhibitoréw aktywacji NF-kB indukowanej
przez TNF-a (facznie 55 ORFs) wykazaly, iz w komor-
kach linii HeLa zakazonych VV811, translokacja NF-xB
do jadra komodrkowego ulega zahamowaniu po stymula-
¢ji TNF-a lub IL-1f. Ponadto zaobserwowano, ze zaka-
zenie VV811 hamuje indukowang TNF-a degradacje
IkBa i doprowadza do gwaltownej akumulacji ufos-
forylowanego biatka IkBa w komoérkach. Stwierdzono
réwniez, ze stabilizacja IkBa jest uwarunkowana ekspre-
sja poznego genu VACV. Wyniki tych badan $wiadcza
o tym, iz NF-xB odgrywa znaczacg role podczas zakazen
wirusowych [32].

Do badan nad szczepionkg przeciwko ospie praw-
dziwej i innym chorobom zakaznym wykorzystuje sie,
wspomniany juz, atenuowany i immunogenny Sszczep
MVA [89]. Analiza ekspresji genéw komorek linii
HeLa zakazonych MVA wykazata zalezng od replikacji
wirusowego DNA stymulacje ekspresji NF-xB, a takze
zwigkszong ekspresje biatka oddziatujacego z TRAF
(TRAF-interacting protein, TRIP), uczestniczacego
w przekazywaniu sygnalow zwigzanych z aktywacja
NF-kB [42]. WyniKki te s zgodne z poprzednimi anali-
zami, ktore wykazaly, iz MVA moze aktywowaé NF-xB

bez dodatkowej stymulacji przez czynniki $rodowiska
czy tez inne, dodatkowe sygnaty [65]. Wykazano row-
niez gwaltowna fosforylacje ERK2 oraz nastepujaca po
niej aktywacje NF-kB po zakazeniu komérek HEK 293T
MVA [57]. Wyniki tych badan potwierdzajg hipoteze
mowiacg, iz wirusy sa zdolne do kontrolowania akty-
wacji NF-kB oraz do wykorzystywania tego czynnika
w celu regulacji ich cyklu zyciowego. Zaobserwowano
takze, ze aktywacja NF-xB w komdrkach HEK 293T
zachodzi na wezesnym etapie replikacji MVA, przy czym
degradacja IxBa wymaga zdarzenia zachodzacego jesz-
cze przed replikacja wirusowego DNA oraz ekspresji
genéw pdznych. Ponadto dowiedziono, iz w komoérkach
linii CHO, a takze HEK 293T oraz RK3 ekspresja genu
wczesnego K1L hamuje proces wyczerpywania si¢ puli
IxBa po indukgji przez MVA. W komorkach linii MEF
zas, ilos¢ IxkBa moze by¢ redukowana w zaleznosci od
ekspresji PKR (zaréwno mysiej jak i ludzkiej), aktywo-
wanej przez dsRNA. Zdolno$¢ MVA do generowania
zaleznej od kinazy PKR odpowiedzi immunologicznej
na wczesnym etapie zakazenia, kiedy replikacja wirusa
jest ostabiona, czyni go bezpiecznym i skutecznym wiru-
sem szczepionkowym [54].

5. Wplyw wirusa ospy myszy (ektromelii; ECTV)
na aktywacje NF-xB

Wirus ospy myszy jest, obok VACV, warto$ciowym
modelem do badan nad patogeneza ospy prawdzi-
wej. Wykorzystuje si¢ go rowniez do testowania lekow
i szczepionek przeciwko ortopokswirusom [16]. ECTV
wystepuje w Europie u gryzoni dziko zyjacych, jednak
zakazeniu nim moga ulega¢ réwniez myszy laborato-
ryjne, poniewaz ECTV przenosi si¢ z fatwoscia nie tylko
w wyniku bezposredniego kontaktu, ale réwniez poprzez
zanieczyszczong Sciotke, dlatego zakazenia tym wiru-
sem stanowia duzy problem ekonomiczny i naukowy
w zwierzetarniach, gdzie prowadzone s3 rézne badania,
ze wzgledu na mozliwos¢ ich zafalszowania [30, 34].

Zakazenie ECTV nast¢puje w wyniku wniknigcia
tego wirusa przez uszkodzong skore, w ktorej ulega on
replikacji. Proces ten obejmuje nastepnie miejscowe
wezty chlonne (draining lymph nodes, DLN), po czym
wirus przedostaje si¢ do krazenia i woéwczas dochodzi
do wiremii pierwotnej. Nastepnie ECTV dociera do
narzadow migzszowych: watroby i sledziony, w ktérych
namnaza si¢ i dostaje si¢ ponownie do krwiobiegu, co
skutkuje wiremig wtorng. Wowczas nastepuja zmiany
w miejscu wniknigcia wirusa - skdrze, gdzie obserwuje
sie wystepowanie opuchlizny na skutek reakcji zapal-
nej i odpowiedzi immunologicznej [30]. Sposréd kilku
znanych szczepow tego wirusa, szczep Moscow (ECTV-
-Moscow, ECTV-MOS) jest jednym z najbardziej za-
kaznych [5].
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Poszczegdlne haplotypy myszy réznig sie miedzy
sobg wrazliwoscig na zakazenie ECTV. Szczepy myszy
genetycznie opornych (np. C57BL6 [H-2°]) na zakazenie
ECTYV zdolne s3 do jego kontrolowania, wskutek czego
objawy choroby sa stabo wyrazone [19]. U myszy BAL-
B/c (H-29) za$, wrazliwo$¢ taka jest wysoka, co skutkuje
ich $miercig okolo 7. dnia po zakazeniu (d.p.z.), ktére
przybiera forme ostra przy braku objawdéw klinicz-
nych. Objawy te moga jednak wystapi¢ pomigdzy 10.
a 15. d.p.z. Zmiany, ktore pojawiajg sie w przebiegu zaka-
zenia ECTV-MOS, sa bardzo charakterystyczne i maja
posta¢ wysypki. Moga one ulec przeksztalceniu w krosty,
a te, z kolei, w owrzodzenia ospowe [63, 91]. Ponadto,
ECTYV, podobnie jak inne ortopokswirusy, moze by¢
czynnikiem etiologicznym zapalenia spojowek [49].
Niekiedy zakazenie tym wirusem prowadzi réwniez do
samoamputacji ogona lub odnézy wskutek nekrozy [86].

ECTYV, podobnie jak inne ortopokswirusy, moze
wplywaé na aktywacje NF-xB. Analiza genomu tego
wirusa wykazala, iz podobienstwo sekwencji prawego
rejonu terminalnego genomu ECTV jest wigksze do
VACV niz w stosunku do pozostatych ortopokswiru-
sow. Dodatkowo, ORFs, kodujgce biatka zwigzane bez-
posrednio z immunomodulacjg, zbadane u réznych
izolatow ECTYV, sa wysoce konserwatywne [72]. Biatka
immunomodulatorowe ECTV powodujg wygaszanie
miejscowej odpowiedzi wrodzonej w skdrze, co stuzy
zapewnieniu skutecznego zakonczenia cyklu replikacyj-
nego wirusa. Do takich czynnikéw zalicza si¢, wspo-
mniane juz, VINFR, vIL1BR, czy IL-18BP (p13) [12, 83].

Wystepujace w genomie ECTV ortologi genéw
VACV koduja biatka, ktére wplywaja na metabolizm
komorki, w tym na aktywacje NF-xB, dziatajac jako
m.in. inhibitory ligandéw. Transdukcja sygnalow zwia-
zanych z TNF jest zakldcana przez ECTV dzigki vINFR
[79], za$ IL-18BP ECTV blokuje aktywacje¢ NF-kB, ktora
zachodzi na skutek dziatania IL-18, co zostalo stwier-
dzone na podstawie badan in vitro z uzyciem ludzkich
komorek linii KG-1, w ktorych oczyszczone biatko
IL-18BP szczepu Naval (ECTV-Naval, ECTV-NAV)
hamowalo aktywacje NF-kB indukowang przez IL-18.
Dodatkowo, wykazano, iz IL-18BP ECTV wykazuje
wieksza zdolno$¢ wigzania mysiej IL-18, w poréwnaniu
z ludzkg. Podobny efekt zaobserwowano w przypadku
biatka CPXV, poniewaz gryzonie sg naturalnymi gospo-
darzami tych patogenow [85].

Badania wykazaly réwniez obecno$¢ w genomie
ECTYV genu kodujacego wewnatrzkomérkowy inhibi-
tor NF-kB, ktory nalezy do rodziny inhibitoréw kinazy
IxBa i jest odpowiednikiem cytoplazmatycznego biatka
N1L VACV, w stosunku do ktérego wykazuje on 93%
podobienstwo, a jego hipotetyczng funkcja jest hamowa-
nie przekazywania sygnatéw przez TLRs i TNE. Wyka-
zano takze, ze ECTV koduje odpowiednik cytoplazma-
tycznego biatka K1L, ktére zapobiega degradacji IkBa,
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iktdrego podobienstwo do K1L VACV wynosi 97% [30].
Chordopokswirusy hamujg aktywacje NF-kB row-
niez za pomocg bialek zawierajacych powtdrzenia anki-
rynowe odpowiedzialne za interakcje typu biatko-biatko.
Biatka te wystepuja u ECTYV, jak réwniez u VARV
(bialko GIR), jako wysoce konserwatywne molekuly,
ktére poprzez interakcj¢ z NF-kB1/p105 prowadza do
zahamowania aktywacji NF-kB w transfekowanych
komérkach. Stwierdzono, iz odpowiednik G1R, biatko
ECTV-MOS ECTV-002, ma zdolnos¢ do inhibicji akty-
wacji NF-xB indukowanej przez TNF-a w komoérkach
linii HEK293. W komorkach linii HeLa za$, hamuje ono
TNF-zalezng degradacje NF-xB1/p105 i translokacje
podjednostki p65 do jadra komoérkowego [59, 60].

6. Interferencja wirusa ospy bydla (CPXV)
z aktywacja NF-xB

Do uzytecznych modeli stuzacych do badan nad
szczepionka przeciwospowg zalicza si¢ rowniez wirus
ospy bydta, CPXV. Zgodnie z rekomendacja Europejskiej
Agencji Lekéw (European Medicines Agency, EMA),
szczepionka taka powinna wykazywaé skuteczno$é
przeciwko dwom, innym niz VACV, patogenom nale-
zacym do ortopokswiruséw. Przed przystapieniem do
prob klinicznych, badania nad szczepionka przepro-
wadza si¢ na myszach szczepu BALB/c, a jej skutecz-
no$¢ testuje sie na malpach, poniewaz do testow takich
zaleca sie uzycie dwoch roznych gatunkow ssakow, przy
czym poczatkowa faza doswiadczen powinna by¢ prze-
prowadzona na modelu zwierzecia nie nalezacego do
naczelnych [26]. Opracowanie skutecznej szczepionki
przeciwospowej przysparza wiele probleméw, dlatego
opracowuje si¢ nowe modele zakazenia, takie jak, wpro-
wadzony w ostatnich latach mysi model wewnatrzno-
sowego zakazenia CPXV (szczep Brighton). Pomimo iz
aktualna wiedza na temat CPXV jako patogenu mode-
lowego jest, w poréwnaniu z VACV czy ECTYV, wciaz
niewielka, to model ten wydaje si¢ by¢ wartosciowy.
W odréznieniu od ECTYV, gdzie wirus wprowadzany
jest dostopowo, zakazenie CPXV przeprowadza sie
wewnatrznosowo, co jest réwnie skuteczne, jak aerozo-
lizacja. Dodatkowo, CPXV jest wysoce wirulentny dla
myszy, a zakazenia nim spowodowane skutkujg proce-
sem chorobowym, a nawet zejsciem $miertelnym u ludzi
[35]. CPXYV, patogen o jednym z najwiekszych geno-
mow w obrebie rodzaju Orthopoxvirus (~224-228 kpz),
ma réwniez prawdopodobnie najszerszy sposrod wszyst-
kich wirusow z tej grupy zakres gospodarza i uwazany
jest, obok MPXYV, za gltéwne zrédio potencjalnych zaka-
zen ortopokswirusowych u ludzi [4, 28]. Rezerwuarem
CPXV sa niektdre gryzonie, ktére mogg zaraza¢ zwie-
rz¢ta w zoo lub koty, przenoszace wirusa na cztowieka
[77]. Zakazenia CPXV obserwuje si¢ takze u krow,
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u ktérych powoduje on powstanie owrzodzen strzykow,
a kontakt dojarzy z zakazonymi zwierzetami doprowa-
dza do wystgpienia zmian w postaci krost na dloniach.
Zakazenia CPXV u ludzi, po okolo 7 dniach inkubagji,
powoduja nagle wystapienie goraczki, bolu glowy i mies-
ni. Objawom tym towarzyszg wystepujace powszech-
nie na rekach i twarzy zmiany skorne, a takze lokalne
powiekszenie wezléw chlonnych. Zmiany skorne uste-
puja w ciggu kilku tygodni, pozostawiajac blizny. Jak juz
wspomniano, choroba ta moze konczy¢ si¢ $miercig [88].

CPXYV, podobnie jak inne ortopokswirusy, ma zdol-
nos¢ do interferencji ze szlakami metabolicznymi ko-
morki, ktore prowadzg do aktywacji czynnika trans-
krypcyjnego NF-kB. W doswiadczeniach polegaja-
cych na stymulacji TNF-a badz kwasem okadaikowym
(ocadaic acid, OA) komorek zakazonych CPXYV, stwier-
dzono indukcje fosforylacji IkBa, ktory nie ulegat jed-
nak degradacji. Zaobserwowano réwniez stopniowa
redukcje ilosci indukowanego TNF-a jadrowego NF-«xB
(dimery p65/p50), ktéry moze wigzac¢ oligonukleotydy
zawierajace miejsce wigzania kB. Wykazano takze udziat
wcezesnych genéw wirusowych w zjawisku interferen-
cji CPXV z translokacja NF-kB do jadra komoérkowego
oraz zaobserwowano, ze wirus ten specyficznie hamuje
ekspresje gendw regulowanych przez NF-kB [65].

Za zdolnos¢ CPXV do hamowania aktywno$ci TNF
odpowiadajg biatka: CrmB, C, D i E [45, 53, 74, 82],
a takze, wystepujacy m. in. u CPXV i ECTV, wirusowy
receptor CD30 wigzacy CD153 (viral CD30, vCD30).
vCD30 CPXV zawiera sekwencje o dlugosci 58 aa, ktora
wykazuje podobienstwo z obszarami wigzacymi ligand
zaréwno mysiego (59%), jak i ludzkiego (51%) CD30
oraz moze wigza¢ mysi i ludzki CD153 [3, 67, 75]. Jako
ze CD30 nalezy do nadrodziny receptoréw TNF i jest
aktywatorem NF-«B, to dzigki wirusowemu odpowied-
nikowi tego bialka, CPXV moze posrednio oddzialy-
wac¢ na aktywacje NF-kB. W podobny sposéb patogen
ten wplywa na IL-1p, ktérej rozpuszczalny receptor jest
produktem genu CPXV [11, 87]. CPXV koduje réwniez,
wspomniane wcze$niej, bialko wigzace IL-18 [85].

W ostatnich latach zidentyfikowano inne biatka
CPXV wykazujace zdolno$¢ do interferencji z aktywacja
NF-kB. Jednym z nich jest CP77, ktdére zawiera 9 hipo-
tetycznych powtdrzen ankirynowych oraz C-terminalna
domeng o strukturze podobnej do F-box. Struktury te
ulatwiajg wigzanie tego biatka z NF-xB/p65 i komple-
ksem ligazy ubikwityny E3 typu SCF (Skp-Cullin-F-
-box). Sugeruje sie, iz CP77 stuzy jako pomost taczacy
NF-xB i SCE co umozliwia ubikwitynacje i degradacje
NF-kB w proteasomie. Biatko CP77 moze by¢ réwniez
uznane za podobng do IxB domene zastepcza, ktéra
zakloca translokacje NF-kB do jadra komoérkowego.
Wykazano takze, iz CP77 jest zdolne do blokowania
aktywacji NF-kB indukowanej przez IL-1 lub TNF po
stymulacji IKK [18]. Analiza genomu CPXV wykazala

réwniez obecno$¢ genu kodujacego homolog biatka
VARV GIR [59], ktéry zawiera 6 N-terminalnych
powtorzen ankirynowych. Bialko to, nazwane CPXV-
006 wykazuje takze zdolno$¢ do interakeji i interfe-
rencji z degradacja NF-kB/p105, przez co zapobiega
uwalnianiu i migracji NF-kB do jadra komdrkowego.
Wykazano réwniez, iz CPXV-006 dziala powyzej IKK,
a delecja genu kodujgcego to biatko przywraca fosfory-
lacje IKK i aktywacje oraz lokalizacj¢ jadrowa NF-kB
w zakazonych komorkach. Zakazenie komoérek linii
THP1 CPXV z defektywnym genem biatka CPXV-006
skutkowalo gwattowna aktywacja duzych ilosci ré6znych
cytokin prozapalnych, ktérych ekspresja podlega regu-
lacji przez NF-kB [61].

W genomie CPXV obecny jest réwniez ortolog genu
biatka K1L VACV. Produkt tego genu zawiera 6 pow-
torzen ankirynowych i wykazuje 96% podobienstwo do
K1L, ktére interferuje z aktywacjg NF-«xB dzigki prze-
ciwdziataniu degradacji IxBa [60]. Ponadto stwierdzono,
iz CPXV koduje jeszcze kilka innych bialek zawieraja-
cych powtdrzenia ankirynowe, jednakze ich funkeja nie
zostala jeszcze poznana. By¢ moze, podobnie jak inne
ortopokswirusowe bialka tego typu, pelnia one funkcje
immunomodulatorowe [4].

7. Podsumowanie

Podczas zakazen ortopokswirusowych dochodzi do
zmian aktywnosci czynnika transkrypcyjnego NF-kB.
W niniejszej pracy omowiono to zagadnienie w odnie-
sieniu do modelowych ortopokswiruséw, to jest VACV,
ECTV i CPXYV, gdyz wiedza na temat ich wptywu na
aktywno$¢ NF-kB, ktory jest centralnym regulatorem
odpowiedzi przeciwzakaznej o wielokierunkowym dzia-
taniu, moze pomoéc zrozumie¢ skutki oddzialywania
wirusa na metabolizm komorki oraz mechanizmy pato-
genezy ospy prawdziwej oraz innych choréb wirusowych.
Lepsze poznanie mechanizméw aktywacji NF-kB i jego
roli podczas zakazenia wirusowego umozliwi z kolei
opracowanie efektywnej terapii nakierowanej na kontrole
poziomu ekspresji tego czynnika w komorce oraz moze
przyczynic sie do opracowania skutecznych szczepionek
przeciwwirusowych, w tym przeciwko ospie prawdziwe;.

Wykaz uzytych skrotow:

ANK, powtdrzenia ankirynowe (ankyrin repeats); BAFFR,
receptor czynnika aktywujgcego limfocyty B (B cell activating fac-
tor receptor); CMV, cytomegalowirus (cytomegalovirus); CPXV,
wirus ospy bydla (cowpox virus); Crm, biatko modyfikujace
odpowiedz cytokinowa (cytokine response modifier); CTL, limfo-
cyty T cytotoksyczne (cytotoxic T lymphocytes); d.p.z., dni po zaka-
zeniu; DEDs, domeny efektorowe $mierci (death effector domains);
DLN, miejscowe wezly chlonne (draining lymph nodes); ECTV,
wirus ospy myszy (ektromelii; ectromelia virus); ECTV-MOS,
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ECTYV szczep Moscow (ECTV Moscow strain); ECTV-NAV, ECTV
szczep Naval (ECTV Naval strain); eIF-2a, podjednostka a euka-
riotycznego czynnika inicjacji translacji 2 (a subunit of eukaryotic
translation initiation factor-2); EMA, Europejska Agencja Lekow
(European Medicines Agency); ER, retikulum endoplazmatyczne
(endoplasmic reticulum); ERK2, kinaza aktywowana zewnatrzko-
morkowo 2 (extracellular regulated kinase 2); HBV, wirus zapalenia
watroby typu B (hepatitis B virus); HCV, wirus zapalenia watroby
typu C (hepatitis C virus); HHV-1/HSV-1, wirus opryszczki pospo-
litej (human herpesvirus 1/herpes simplex virus 1); HIV, ludzki
wirus niedoboru odpornosci (human immunodeficiency virus);
HIV-1, HIV typu 1 (HIV type 1); HPV, wirus brodawczaka ludz-
kiego (human papillomavirus); HRMs, modyfikatory mechaniz-
moéw odpornosciowych gospodarza (host response modifiers);
HTLV-1, ludzki wirus biataczki T-limfocytarnej typu 1 (human
T-cell leukemia virus type 1); IFN, interferon (interferon); IKK,
kinaza IxB (IkB kinase); IL-18BPs, biatka wigzace IL-18 (IL-18
binding proteins); IxkBa, inhibitor kBa (inhibitor kBa); LPS, lipo-
polisacharydy (lipopolysaccharides); LTBR, receptor limfotok-
syny B (lymphotoxin { receptor); MCV, wirus migczaka zakaznego
(molluscum contagiosum virus); MHC-I, gléwny uktad zgodno-
$ci tkankowej klasy I (major histocompatibility complex class I);
MPXYV, wirus ospy malp (monkeypox virus); MVA, zmodyfiko-
wany wirus krowianki szczep Ankara (modified vaccinia virus
Ankara); MYXV, wirus myksomatozy (myxoma virus); NF-kB,
czynnik jadrowy kB (nuclear factor kB); NIK, kinaza aktywujaca
NF-xB (NF-xB-inducing kinase); NK, ,naturalni zabojcy” (natu-
ral killers); NLS, sygnat lokalizacji jadrowej (nuclear localization
signal); OA, kwas okadaikowy (ocadaic acid); ORFs, otwarte ramki
odczytu (open reading frames); OUN, o$rodkowy uktad nerwowy;
PAMPs, molekularne wzorce patogennosci (pathogen-associated
molecular patterns); PEST, prolina, kwas glutaminowy, seryna
i treonina (proline, glutamic acid, serine, and threonine); PKR,
kinaza bialkowa R (protein kinase R); PMA, 12-mirystynian,
13-octan forbolu (phorbol 12-myristate 13-acetate); PYD, domena
PYRIN (PYRIN domain); RHD, domena homologiczna Rel (Rel
homology domain); SCF, ligaza ubikwityny zawierajaca biatka
Skpl, Cullin-1 i F-box (Skp-Cullin-F-box); TAD, domena trans-
aktywujaca (transactivation domain); TIR, receptor Toll/IL-1 (Toll/
IL-1 receptor); TLRs, receptory Toll-podobne (Toll-like receptors);
TNF-a, czynnik martwicy nowotworu a (tumor necrosis factor-a);
TRAF, czynnik zwiazany z receptorem TNF (TNF receptor-asso-
ciated factor); TRIP, bialko oddzialujace z TRAF (TRAF-interac-
ting protein); VACV, wirus krowianki (vaccinia virus); VACV-WR,
VACV szczep Western Reserve (VACV strain Western Reserve);
VARV, wirus ospy prawdziwej (variola virus); vCC-CKBP, wiru-
sowe biatko wigzace chemokiny typu CC (viral CC chemokine-
-binding protein); vCD30, wirusowy receptor CD30 (viral CD30);
VIFN-yR, wirusowy receptor IFN-y (viral IFN-y receptor); vVIL1fR,
wirusowy receptor interleukiny 1p (viral IL-1 receptor); vINFR,
wirusowy receptor TNF (viral TNF receptor); WHO, Swiatowa
Organizacja Zdrowia (World Health Organization)
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