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Celem projektu jest zbadanie wptywu wirusa ospy myszy (ektromelii, ECTV, ectromelia virus)

na niekanoniczny szlak aktywacji jadrowego czynnika transkrypcyjnego kB (NF-xB, nuclear factor xB)

w komorkach nabtonkowych, fibroblastach i makrofagach in vitro. Niegrozny dla czlowieka wirus ospy myszy
stal si¢ cennym narzedziem do badan dotyczacych innych, blisko z nim spokrewnionych, bo nalezacych do tego
samego rodzaju Orthopoxvirus i rodziny Poxviridae wirusow, ktore mogg wywotaé grozne dla cztowieka
choroby odzwierzece. Wirus, ktory wnika do komorki, wykorzystuje rozmaite strategie majace na celu jego
skuteczne powielenie si¢. Dotychczasowe badania nad mechanizmami modyfikacji odpowiedzi na zakazenie
ortopokswirusowe koncentrowaty si¢ na wptywie wirusow z tego rodzaju na kanoniczng kaskade aktywacji
czynnika transkrypcyjnego NF-xB, ktory jest istotny dla wrodzonych mechanizméw odpowiedzi
przeciwwirusowej. Wirusy te skutecznie zapobiegajg jego stymulacji, a tym samym unikajg aktywacji
wrodzonych mechanizméw odpowiedzi przeciwwirusowej. Zaskakujacy jest fakt, iz niedawno wykazano,

ze niekanoniczny szlak aktywacji NF-kB jest rowniez zaangazowany we wrodzone mechanizmy odpornosci
przeciwwirusowej. Bioragc pod uwage t¢ nowopoznang rol¢ niekanonicznego szlaku aktywacji NF-kB, a takze
fakt przenikania si¢ kanonicznego i niekanonicznego szlaku sygnatowego NF-«kB przypuszczamy, iz ECTV
moduluje aktywacj¢ komponentow niekanonicznego szlaku aktywacji NF-xB.

W naszych doswiadczeniach wykorzystane zostang ludzkie komorki nabtonkowe linii HeLa, mysie fibroblasty
zarodkowe MEFs i mysie makrofagi RAW 264.7, ktore sg wrazliwe na zakazenie ECTV. Analizowane komorki
beda zakazane wysoce zakaznym szczepem Moscow ECTV (ECTV-MOS), ECTV-MOS inaktywowanym
promieniami UV lub pozostang niezakazone. Dodatkowo zakazone i niezakazone komorki beda poddane
stymulacji induktorami niekanonicznego szlaku aktywacji NF-kB, takimi jak interferon y (IFN-y, interferon-y),
lipopolisacharyd (LPS, lipopolysaccharide), limfotoksyna B (LT-B, lymphotoxin ), czynnik martwicy
nowotworu o (TNF-a, tumor necrosis factor-a), lub 13-octan-12-O-tetradekanoilo-forbolu

(TPA, 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate). W 4, 8, 12, 18 1 24 godzinie po zakazeniu (g.p.z.), komorki
zostang utrwalone lub zebrane do dalszej analizy. W celu uwidocznienia lokalizacji antygenéw ECTV oraz
bialek niekanonicznego szlaku aktywacji NF-kB, takich jak komorkowe inhibitory apoptozy 112 (cIAP1/2,
cellular inhibitor of apoptosis1/2), biatka adaptorowe zwigzane z receptorem TNF 2 i 3 (TRAF2/3,

TNF receptor-associated factor 2/3), kinaza aktywujaca NF-kB (NIK, NF-kB-inducing kinase), podjednostka o
kinazy inhibitora kB (IKKa, inkibitor kB kinase o subunit) i RelB w komérce, zostanie wykorzystana analiza
immunofluorescencyjna. Do oceny poziomu biatek cIAP1/2, TRAF2/3, NIK, IKKa, p100/p52, fosfo-p100

i RelB w ekstraktach komorkowych oraz we frakcjach jadrowych i cytoplazmatycznych zostanie wykorzystana
metoda Western Blot i chemiluminescencja. Wigzanie DNA przez podjednostki NF-xB RelB i p52 zostanie
ocenione przy uzyciu testu DNA-binding ELISA z wykorzystaniem analizy kolorymetrycznej. W celu oceny
poziomu ekspresji gendw kodujacych biatka niekanonicznego szlaku NF-kB 1 ulegajacych ekspresji

w odpowiedzi na aktywacje¢ niekanonicznego szlaku NF-«xB, zostanie przeprowadzona analiza metodg real-time
PCR.

Pomimo spektakularnego sukcesu kampanii szczepien Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO, World Health
Organization), ospa prawdziwa wywolywana przez wirus ospy prawdziwej (VARYV, variola virus), ktory jest
blisko spokrewniony z ECTV, jest wcigz uznawana za zagrozenie dla ludzi w zwiazku z mozliwoscia uzycia
VARV jako broni biologicznej. Co wiecej, wykorzystanie wirusa krowianki (VACV, vaccinia virus) jako
szczepionki przeciwko ospie prawdziwej, co zapewniato ochrong przed innymi chorobami ortopokswirusowymi,
nie jest juz stosowane, stad VACV wraz z wirusem ospy krow (CPXV, cowpox virus) i wirusem ospy malp
(MPXV, monkeypox virus) stanowig obecnie czynniki wywolujace zoonozy, ktére moga prowadzi¢ do $mierci.
Stad, badania nad patogeneza zakazen ortopokswirusowych sg nadal konieczne.

Badania nad wplywem zakazenia ECTV na aktywacj¢ komponentéw niekanonicznego szlaku aktywacji NF-xB
majg charakter nowatorski i umozliwig wskazanie potencjalnych celow wirusowej manipulacji. Badanie wptywu
wirusow na szlaki sygnatowe komorki moze utatwi¢ identyfikacje celow terapeutycznych oraz tworzenie
szczepionek. Wazne jest, iz zdolnosci pokswirusow do immunomodulacji moga zosta¢ wykorzystane do
zahamowania niepozadanej odpowiedzi ze strony uktadu odpornosciowego, ktdra jest znamienita cechg chorob
autoimmunizacyjnych i procesu odrzucania przeszczepu.



