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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Rodzina Bcl-2 obejmuje biatka odpowiedzialne za regulacje apoptozy. Wptyw tych czynnikdéw
na zywotno$¢ komorki jest istotny w zakazeniach wirusowych. Antyapoptotyczna aktywnosé
Mcl-1, Bcl-2, Bel-xL i Bcl-w moze sprzyjac skutecznej replikacji 1AV, utrzymujac zakazong ko-
morke przy zyciu. Bcl-2 odgrywa jednak role przeciwwirusowa na péZnym etapie zakazenia
IAV. Ograniczajac transport nowo zsyntetyzowanego vRNP z jagdra komdrkowego do cytozolu,
Bcl-2 zapobiega montazowi potomnych wirionédw. Ponadto Bcl-2 odpowiada za modyfikacje
fosforylacji HA TAV i obnizenie zdolno$ci adhezyjnych wirusa. Badania przedkliniczne sugeruja
zasadno$¢ projektowania metod leczniczych opartych na redukcji aktywnosci lub wewnatrzko-
mérkowego poziomu Mcl-1, Bcl-2, Bcl-xL i/lub Bel-w. Antyapoptotyczni reprezentanci rodziny
Bcl-2 sg przedstawiani jako potencjalne obiekty docelowe terapii anty-1AV prowadzonych
z wykorzystaniem substancji, takich jak IL-24, obatoklaks, ABT-199, ABT-263 i ABT-737. W za-
kazeniach uktadu nerwowego nalezatoby rozwazy¢ metody leczenia zwiekszajace aktywno$é
lub poziom Bcl-2 w neuronach.

IAV - rodzina Bdl-2 - apoptoza - terapia przeciwwirusowa

Keywords:

Summary

Bcl-2 family consists proteins responsible for apoptosis regulation. Influence of those factors
on the cell viability is essential in the context of viral infections. Antiapoptotic activity of Mcl-
1, Bcl-2, Bel-xL and Bcl-w may favor effective replication IAV by keeping infected cell alive.
On the other hand, Bcl-2 plays antiviral role at the late stage of IAV infection. Limiting the
transport of newly synthesized vRNP from the cell nucleus to cytosol, Bcl-2 prevents effective
montage of the progeny virions. Moreover Bcl-2 is responsible for modification of the IAV HA
phosphorylation and consequently for decrease in virus adhesive abilities. Preclinical studies
suggest that treatment strategies reducing activity or the intracellular level of Mcl-1, Bcl-2,
Bcl-xL and/or Bcl-w, should be projected. Antiapoptotic members of Bcl-2 family are described
as potential targets of anti-IAV therapies that use substances such as IL-24, obatoclax, ABT-199,
ABT-263 and ABT-737. On the other hand, the therapy elevating activity or intraneuronal level
of Bcl-2 should be considered in the context of nervous system infections.

IAV « Bcl-2 family - apoptosis - antiviral therapy
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Apaf-1 - czynnik 1 aktywujacy proteazy apoptotyczne (apoptotic protease-activating factor-1),
BH - domenA homologii z Bcl-2 (Bcl-2 homology), cRNA - komplementarny RNA (complementary
RNA), GA - aparat Golgiego (Golgi apparatus), HA — hemaglutynina (hemagglutinin), IAV - wirus
grypy typu A (influenza A virus), NA - neuraminidaza (neuraminidase), NP — nukleoproteina
(nucleoprotein), OMM - zewnetrzna btona mitochondrialna (outer mitochondrial membrane),
p38MAPK - wielofunkcyjna kinaza p38 aktywowana mitogenami (p38 mitogen-activated protein
kinase), RPE — ludzkie komorki nabtonka barwnikowego siatkéwki (retinal pigment epithelium),
siRNA - maty interferujgcy RNA (small interfering RNA), tBid - skrécona postac Bid (truncated
Bid), UACA - autoantygen btony naczyniowej zawierajagcy domene superhelisy i powtérzenia
ankyrinowe (uveal autoantigen with coiled-coil domains and ankyrin repeats), vRNA — wirusowy

RNA (viral RNA), vRNP — wirusowy kompleks rybonukleinowy (viral ribonucleoprotein).

WSTEP

Przebieg, charakter i czestotliwo$¢ zakazen wirusowych
sa uzaleznione od sieci zlozonych interakcji obejmuja-
cych struktury czynnika zakaznego i biatka gospodarza.
Znajomo$¢ tych oddziatywar, ugruntowana i pogtebiona
wnikliwymi badaniami naukowymi, inspiruje projekty
skutecznych terapii przeciwwirusowych. Rozlegta wie-
dza na temat udziatu biatek komdrkowych w zakazeniach
rozmaitymi patogenami taczy zatem warto$¢ poznawcza
z potencjatem praktycznym - leczniczym. Rodzina bia-
tek Bcl-2 obejmuje czynniki determinujace wrazliwo$§é
komérki na apoptotyczna stymulacje, przeciwdziata-
jace indukcji apoptozy badz sprzyjajace temu procesowi
i promujgcymi jego inicjacje w sposéb zalezny od mito-
chondriéw. Proporcja miedzy wewnatrzkomérkowym
poziomem pro - i antyapoptotycznych biatek z rodziny
Bcl-2 moze zadecydowad o uruchomieniu badzZ o zaha-
mowaniu indukcji wewnetrznego szlaku apoptozy [15,
19, 27, 44, 52, 63]. Funkcje regulatorowe przedstawicieli
opisywanej grupy biatek nabieraja szczeg6lnego znacze-
nia w zakazeniach wirusowych, gdy zZywotno$¢ zakazo-
nej komérki moze np. warunkowaé dopetnienie cyklu
replikacyjnego lub zaistnienie zjawisk istotnych z per-
spektywy patogenezy nowotworowej o etiologii wiruso-
wej [1, 17, 26, 33, 39, 43, 47, 66, 68].

W artykule opisano role antyapoptotycznych biatek
z rodziny Bcl-2 w przebiegu zakazenh wywolywanych
przez wirus grypy typu A (influenza A virus, IAV). Przed-
stawiono takze potencjalne mozliwosci terapeutyczne,
ktérych zarys wytania sie z testéw przedklinicznych

wskazujgcych Mcl-1, Bcl-2, Bcl-xL i Bel-w jako propono-
wane obiekty docelowe kuracji anty-IAV oraz z danych
literaturowych potwierdzajacych zaleznos¢ potencjatu
apoptotycznego komérki gospodarza od efektywnosci
wirusowej replikacji.

RODZINA BIALEK BCL-2

Rodzina Bcl-2 to pro - i antyapoptotyczne czynniki
biatkowe zaangazowane w regulacje mitochondrialnego
szlaku indukcji, apoptozy. Wedtug kryterium liczby
domen homologii z Bcl-2 (Bcl-2 homology, BH), wyod-
rebnia sie trzy grupy tych biatek. Pierwsza z nich gro-
madzi antyapoptotyczne czynniki regulatorowe majgce
cztery domeny BH (BH1-4); jej przedstawicielami sg:
Mcl-1, Bcl-2, Bel-xL, Bcl-w i Al. Druga grupa obejmuje
biatka zawierajace wylacznie jedna domene BH, tzw.
biatka majace ,tylko-BH3” (BH3-only proteins): Bim,
Bad, Bid, Bik, Bmf i Hrk. Funkcja tych czynnikéw jest
promocja apoptozy. Trzecia grupa biatek z rodziny
Bcl-2 jest tworzona przez biatka zawierajgce trzy
domeny BH (BH1-3). Nalezg do niej Bax i Bak [45, 49,
60], ktére w nastepstwie aktywacji uzyskuja zdolno$é
do tworzenia oligomerycznych poréw w zewnetrznej
btonie mitochondrialnej (outer mitochondrial mem-
brane, OMM). Zwiekszenie przepuszczalno$ci OMM
prowadzi do uwolnienia proapoptotycznych czynni-
kéw, takich jak cytochrom c, z przestrzeni miedzybto-
nowej do cytozolu i konsekwentnej aktywacji kaspazy-9
(inicjatorowej) i enzyméw efektorowych w ramach
wewnetrznego szlaku apoptozy. Antyapoptotyczne
biatka z rodziny Bcl-2, m.in. Bcl-2, sg odpowiedzialne
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za wigzanie i unieczynnianie Bax i Bak, a zatem za
ochrone integralno$ci mitochondriéw i przeciwdziata-
nie indukcji programowanej §mierci komdrki w sposéb
zalezny od tych organelli [5, 9].

CHARAKTERYSTYKA WIRUSA GRYPY TYPU A

IAV to patogen wielu gatunkéw zwierzat, wystepujacy
u ptakédw, fok, norek, $witi, koni, pséw i - jako czynnik
zoonotyczny - zagrazajacy ludziom. Gtéwnym rezer-
wuarem wirusa jest ptactwo wodne [29, 42]. Wiekszo$¢
IAV jest przyczyna tagodnych zakazer odzwierzecych,
tym niemniej serotypy, takie jak HIN1, H5N1 H5NG6,
H10N8 i H7N9 moga powodowaé powazne problemy
zdrowotne, niekiedy nawet prowadzace do $mierci [4].

Genom IAV ma posta¢ segmentowanego RNA o ujem-
nej polarno$ci, zwanego wirusowym RNA (viral RNA,
VRNA). Kazdy z o§miu segmentéw vRNA IAV przyj-
muje forme podwdéjnej helisy i tworzy wirusowy kom-
pleks rybonukleinowy (viral ribonucleoprotein, vRNP)
z czasteczkami nukleoproteiny czynnika zakaznego
(nucleoprotein, NP) i heterotrimeryczng RNA-zalezna
polimerazg RNA, ztozong z podjednostek PA, PB1 i PB2.
Struktury vRNP znajduja sie w macierzy otoczonej
sferyczna ostonka biatkowo-lipidowg, wzmocniona
od strony wewnetrznej biatkiem M1 i eksponujaca na
swojej powierzchni hemaglutynine (hemagglutinin,
HA) oraz neuraminidaze (neuraminidase, NA). IAV jest
réznicowane na serotypy w oparciu o warianty HA
i NA [21, 35, 61, 70].

Wirusowa HA jest strukturg odpowiedzialng za wia-
zanie kwasu sjalowego glikoprotein lub glikolipidéw
komérki gospodarza i - w zwigzku z tym - za adhe-
zje wirionu do jej powierzchni. Czynnik zakaZzny ulega
nastepnie internalizacji w procesie endocytozy lub
rzadziej makropinocytozy [30, 50]. W dalszym prze-
biegu zakazenia komdérki, vRNP jest uwalnianie do
cytozolu, a nastepnie migruje do jadra komdérkowego
i w jego obrebie ulega replikacji i transkrypcji [35, 61,
70]. Wirusowa polimeraza, ztozona z trzech podjedno-
stek - PA, PB1i PB2, katalizuje synteze RNA(+), zwanego
komplementarnym RNA (complementary RNA, cRNA),
w oparciu o segmenty VRNA patogenu [30]. cRNA
stuzy nastepnie za matryce do wytwarzania potom-
nych czgsteczek vRNA. Wirusowg polimeraze cechuje
brak aktywno$ci korektorskiej, ktéra jest przyczyna
bardzo czestego wystepowania mutacji w genomach
potomnych wirionéw. Szacuje sie, ze z jednej zaka-
zonej komdérki moze sie uwolnié¢ okoto 10000 mutan-
téw 1AV, co sprawia, ze walka z patogenem jest bardzo
ktopotliwa i jest duzym wyzwaniem dla wspétczesne;j
medycyny. Nowo powstale VRNA moze odgrywaé role
matrycy w procesach transkrypcji i dalszej replikacji
bad? tez opuscié jadro komérkowe w kompleksie z biat-
kami wirusowymi (jako vRNP) [2], a nastepnie utworzy¢
wiriony potomne przez nabycie ostonki lipidowo-biat-
kowej, w procesie tzw. ,,pgczkowania” [48].

ANTYAPOPTOTYCZNA ROLA BIALEK MCL-1, BCL-2, BCL-XL
I BCL-W WE WCZESNYM ETAPIE ZAKAZENIA 1AV

Mcl-1 jest antyapoptotycznym przedstawicielem
rodziny Bcl-2, pozostajacym w antagonistycznych
relacjach z czynnikami promujgcymi apoptoze, nale-
zgcymi do grupy biatek zawierajacych trzy domeny
BH [58]. Mcl-1 odgrywa role bezposredniego inhibitora
Bak, a takze - posrednio - przeciwdziata aktywacji Bax
i Bak [16], oddziatujac ze skrécong postacia Bid (trun-
cated Bid, tBid) [6]. Germain i wsp. [16] w badaniach na
ludzkich komérkach linii HeLa, transfekowanych wekto-
rem kodujacym Mcl-1, wykazali hamujacy wptyw tego
biatka na translokacje Bax do mitochondrium, a takze -
co sie z tym wiaze - na zjawisko uwalniania cytochromu
¢ z przestrzeni miedzybtonowej [16]. Weiss i wsp. [62]
podjeli prébe scharakteryzowania roli Mcl-1 w zaka-
zeniu I1AV, wykorzystujac do badani komdrki nabton-
kowe nerki koczkodana zielonego linii Vero. Zgodnie
z przewidywaniami, wyciszenie ekspresji genu koduja-
cego Mcl-1 podnosito potencjat apoptotyczny komérek
do poziomu, przy ktérym zakazenie IAV spowodowato
aktywacje kaspazy-3. Dalsze badania zespotu pozwolity
ustali¢ wptyw deficytu Mcl-1 na istotny spadek wiruso-
wego miana. Na podstawie uzyskanych wynikdw, Mcl-1
moze wykazywal aktywno$¢é prowirusowg jako biatko
opézniajace $mier¢ zakazonej komérki i - w zwigzku
z powyzszym - umozliwiajgce wirusowi przeprowadze-
nie petnego cyklu replikacyjnego. Otrzymane rezultaty
badati przemawiaja za ukierunkowaniem terapii prze-
ciwwirusowych na przedwczesng - z perspektywy zaka-
zenia wirusowego - indukcje apoptozy [62].

Rola Bcl-2, jako antyapoptotycznego przedstawiciela
rodziny Bcl-2, w przebiegu wewnatrzkomérkowego
zakazenia IAV jest niejednoznaczna i zrelatywizowana
do etapu cyklu replikacyjnego wirusa. Przyspieszona
apoptoza wiaze sie z przerwaniem replikacji w jej wcze-
snym okresie; zbyt duza zywotno$é komdérki (zahamo-
wana apoptoza) - wplywa na wewngtrzkomérkowa
dystrybucje VRNP i uniemozliwia efektywny montaz
potomnych wirionéw [20, 32, 48].

Bcl-2 oraz Bel-xL i Bel-w, podobnie jak Mcl-1, moga sprzy-
jaé skutecznej replikacji na wezesnym etapie zakazenia,
odgrywajac role czynnikéw opézniajacych apoptoze do
czasu zsyntetyzowania potomnych komplekséw vRNP
w jadrze komérkowym. Badania Kakkoli i wsp. [20] na
ludzkich komérkach nabtonka barwnikowego siatkéwki
(retinal pigment epithelium, RPE) sugerujg, ze interakcje
antyapoptycznych biatek Bcl-2, Bcl-xL i Bcl-w z proapop-
tycznymi czynnikami Bax, Bad i autoantygenem blony
naczyniowej zawierajacym domene superhelisy i powtd-
rzenia ankyrinowe (uveal autoantigen with coiled-coil
domains and ankyrin repeats, UACA), promuja zakazenie
wirusowe, przeciwdziatajac permeabilizacji mitochon-
driéw, uwolnieniu cytochromu c do cytozolu i aktywa-
cji kaskady apoptotycznych kaspaz na wczesnym etapie
cyklu replikacyjnego [20].
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WPLYW BIALKA BCL-2 NA EKSPORT VRNP Z JADRA
KOMORKOWEGO

Jednym z istotnych etapéw wirusowego cyklu replikacyj-
nego jest uwalnianie vRNP z jadra komérkowego do cyto-
zolu. Bcl-2 jest odpowiedzialne za zjawisko ograniczenia
transportu nowo utworzonego vRNP z jadra komdrko-
wego do cytoplazmy zakazonych komérek. Mechanizm
wyja$niajacy opisang zalezno$¢ nie zostat jednoznacznie
scharakteryzowany [32, 48]. Wedtug jednej z hipotez,
przeciwwirusowe wilasciwosci Bcl-2 wynikaja z antago-
nizmu tego biatka innego przedstawiciela rodziny Bcl-2
- proapoptotycznego czynnika Bax; odgrywa on istotna
role w promocji zakazenia 1AV [32]. Badania in vitro i in
vivo wykazaly, ze wirus wywotuje apoptoze zakazonych
komdérek [28, 34, 38, 51, 57]. Powyzsza strategia sprzyja
replikacji wirusowej i - w skali ogélnoustrojowej - odpo-
wiada za skuteczne rozprzestrzenianie sie zakazenia
i za wystapienie charakterystycznych objawdw grypy,
takich jak limfopenia oraz stany zapalne ptuc i drdg
oddechowych. 1AV jest czynnikiem zakaznym wywo-
tujgcym apoptoze zaréwno komdérek nabtonkowych,
jak i komérek uktadu odpornosciowego - limfocytéw
i komdrek zernych. Apoptotyczna $mieré towarzyszgca
zakazeniu powoduje uszkodzenie tkanek gospodarza
i przyczynia sie do rozwiniecia stanu zapalnego [3, 31,
32]. W zwiazku z powyzszym, znajomo$¢ roli biatka Bax
w regulacji apoptozy w przebiegu cyklu replikacyjnego
IAV, moze by¢ wykorzystana w projektowaniu terapii
przeciwwirusowych. Badania McLeana i wsp. [32] dowio-
dly, Ze proapoptotyczny przedstawiciel rodziny Bcl-2
ma podstawowe znaczenie dla efektywno$ci wewnatrz-
komérkowego zakazenia. Mysie fibroblasty ptodowe
z unieczynnionym genem kodujacym Bax wykazywaty
zwiekszonag zywotno$é, w poréwnaniu do komérek
niepoddanych wspomnianej modyfikacji. Wobec defi-
cytu Bax zakazenie wirusowe nie powodowato indukgji
apoptozy i aktywacji kaspaz efektorowych, co wptywato
na zahamowanie wytwarzania IAV. Smier¢ fibrobla-
stéw z unieczynnionym genem kodujacym biatko Bax
zachodzita w procesie autofagii. Sprawne i efektywne
sktadanie wirionéw potomnych byto uniemozliwione
ze wzgledu na akumulacje VRNP w jadrze komdrko-
wym [32]. Opisane badania sg zgodne z pracag Wurzera
i wsp. [64], opisujaca zalezno$¢ miedzy aktywnos$cia
kaspazy-3 a wewnatrzkomdrkowa dystrybucja vRNP IAV.
Unieczynnienie proapoptotycznego enzymu efektoro-
wego z uzyciem inhibitora, Z-DEVD-FMK, lub obnizenie
poziomu syntezy kaspazy-3 z wykorzystaniem matego
interferujacego RNA (small interfering RNA, siRNA)
w istotny sposéb zaktdcato wirusowg replikacje. Bada-
nia tego zespotu wykazaty, ze obecno$¢ Z-DEVD-FMK (40
uM) w ptynie hodowlanym w 4-24 h zakazenia IAV komd-
rek nabtonkowych nerki psa linii MDCK, powodowata
obnizenie miana czynnika zakaZnego prawie do 30%
poziomu obserwowanego w prébie kontrolnej, w kté-
rej zakazone komdrki byty inkubowane w medium bez
inhibitora. Dalsze eksperymenty wykazaly, ze w ludzkich
komérkach nabtonka pecherzykéw ptucnych linii A549,
unieczynnienie genu kodujacego kaspaze-3 wptywa

na wewnatrzkomérkowa dystrybucje vVRNP podczas
zakazenia IAV. W komdérkach z nieaktywnym genem
proapoptotycznego enzymu zaobserwowano akumu-
lacje vRNP w jadrze komérkowym, co przemawiato
za udziatem kaspazy-3 w transporcie vRNP do cyto-
zolu, a wiec za istotna rolg enzymatycznego biatka
w skutecznym przebiegu wirusowego cyklu replika-
cyjnego [64]. Czynnik Bax, jako biatko uruchamiajgce
wewnetrzny szlak indukcji apoptozy i - w zwigzku
z tym - posrednio powodujace aktywacje kaspazy-3,
odpowiada za cytozolowe umiejscowienie vRNP i efek-
tywne sktadanie potomnych wirionéw 1AV [32].

Tymczasem Bcl-2 moze wigzaé Bax, przeciwdziata-
jac jego homooligomeryzacji, zapobiegajac powsta-
waniu poréw zwiekszajacych przepuszczalno$é OMM
i powstrzymujac sekwencje zdarzen prowadzacych do
aktywacji kaspazy-3. Badania wykazaly, ze oddziaty-
wania na linii Bcl-2-Bax zachodzg miedzy rowkiem
uformowanym z domen BH1-3 Bcl-2 a regionem BH3
Bax. Ponadto w antagonistyczne interakcje Bcl-2-Bax
moga by¢ zaangazowane obszar BH4 Bcl-2 i heliks 6
Bax [14].

Na podstawie innej hipotezy, Bcl-2 ogranicza uwal-
nianie VRNP z jgdra komérkowego do cytozolu jako
substrat wielofunkcyjnej kinazy p38 aktywowanej
mitogenami (p38 mitogen-activated protein kinase,
p38MAPK) [8, 35], czynnika uczestniczacego w ekspor-
cie VRNP z jadra komdrkowego. W komérkach zakazo-
nych 1AV, p38MAPK jest zaangazowany w fosforylacje
biatka Bcl-2. Modyfikacji ulegaja dwie reszty amino-
kwasowe Bcl-2 - serynowa i treoninowa, wystepujace
odpowiednio w pozycjach 56 i 87. Fosforylacja ograni-
cza antyapoptotyczna aktywno$¢ Bcl-2, dostosowujac
zywotnos$¢ komdrki do potrzeb czynnika zakaznego
i promujac apoptoze potrzebng do uwolnienia i roz-
przestrzenienia potomnych wirionéw. Zaangazowa-
nie p38MAPK w unieczynnianie Bcl-2 wptywa jednak
na zmniejszenie podazy kinazy w jadrze komérkowym
i przyczynia sie do niedoboru czasteczek enzymu
ukierunkowanych na udzial w transporcie vRNP
z kompartmentu jagdrowego do cytozolu zakazonej
komérki [35]. Bcl-2 odpowiada za obnizenie efek-
tywno$ci replikacji 1AV i istotny spadek wirusowego
miana [35, 69]. Nencioni i wsp. [35] odkryli istotna
zalezno$¢ miedzy poziomem Bcl-2 a dystrybucja
P38MAPK w komérkach zakazonych 1AV. W komér-
kach linii MDCK, w ktérych nie byto konstytutywnej
biosyntezy Bcl-2, p38MAPK gromadzito sie w jadrze
komdrkowym. Tymczasem w komérkach ludzkiego
nerwiaka zarodkowego linii SH-SY5Y, odznaczajacych
sie duzym wytwarzaniem Bcl-2, jak réwniez w komér-
kach linii MDCK poddanych stabilnej transfekcji wek-
torem kodujacym to biatko (MDCKBcl-2), p38MAPK
wystepowato gtéwnie w cytozolu, w postaci zwiazane;j
z Bcl-2. W przebiegu dalszych badan na zakazonych
komérkach linii SH-SY5Y, ekspresja genu kodujacego
Bcl-2 zostata wyciszona z wykorzystaniem siRNA, co
spowodowato zwiekszenie poziomu vRNP w cytozolu
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i ponadtrzykrotny wzrost wirusowego miana [35].
Wyniki byly zgodne z wcze$niejsza praca zespotu,
opisujacg ujemny wplyw Bcl-2 na zjawisko uwalnia-
nia vRNP z jadra komérkowego do cytoplazmatycznych
miejsc montazu potomnych wirionéw IAV [36].

WPLYW BIALKA BCL-2 NA GLIKOZYLACJE HA 1AV

Wczesne badania Olsena i wsp. [40] dowiodly roli biatka
Bcl-2 w modyfikacji procesu glikozylacji HA 1AV, biatka
odpowiedzialnego za adhezje wirionu do komérki gospo-
darza [40]. HA jest syntetyzowane w postaci prekursora
- HAO, ktdry ulega proteolitycznemu cieciu na dwie cza-
steczki - HA1 i HA2, obecne na powierzchni wirusowej
ostonki i warunkujace zakazno$¢ 1AV. Proteoliza zacho-
dzi w aparacie Golgiego (Golgi apparatus, GA) od strony
trans organellum, z udziatem furyny lub proteazy PCe.
W sieci cystern GA odbywa sie réwniez glikozylacja HA1
i HA2 [40, 71]. Olsen i wsp. [40] - w badaniach nad rolg
Bcl-2 w zakazeniu IAV - zaobserwowali, ze zaréwno masa
czgsteczkowa HA1, jak i HA2, jest nizsza w komérkach
MDCKBCcl-2 niz w prébie kontrolnej (w komérkach MDCK
niepoddanych transfekcji wektorem kodujacym Bcl-2).
Powyzsze réznice w wielkosci molekut zniwelowano,
traktujac badane biatka N-glikozydaza. Wyniki suge-
rowaly wptyw biatka Bcl-2 na glikozylacje HA i w kon-
sekwencji - na zdolno$ci adhezyjne nowo powstatych
czastek wirusowych i skuteczne rozprzestrzenianie sie
zakazenia IAV w skali ogélnoustrojowej. Modyfikacja gli-
kozylacji HA istotnie ograniczata rozprzestrzenianie sie
1AV w hodowli komérkowej [40].

MOZLIWE IMPLIKACJE TERAPEUTYCZNE ROLI BCL-2 | MCL-1
W ZAKAZENIU 1AV

Weiss i wsp. [62] opisali prowirusowa aktywno$¢ biatka
Mcl-1 jako czynnika podnoszacego zywotnosé zakazonej
komérki do poziomu sprzyjajacego skutecznej replikacji
wirusowej. Jednoczes$nie zaproponowali wykorzystanie
interleukiny-24 (interleukin, 1L-24) w terapii zakaze-
nia IAV [61]. IL-24, cytokina nalezaca do superrodziny
IL-10, to biatko o duzym potencjale terapeutycznym.
Proapoptotyczna aktywno$¢ IL-24 determinuje jej wla-
$ciwodci przeciwnowotworowe i przeciwwirusowe [7,
10, 61, 62]. Dash i wsp. [11] przeanalizowali wptyw
IL-24 na potencjat apoptotyczny komérek raka ster-
cza, odkrywajac zdolno$¢ badanej cytokiny do indukcji
stresu siateczki $rédplazmatycznej (endoplasmic reti-
culum stress, ERS). Wystapienie zjawiska ERS hamowato
ekspresje genu kodujacego Mcl-1 na etapie translacji
i kierowato komérki na droge apoptozy. Zwiazek miedzy
deficytem Mcl-1 a proapoptotycznym dziataniem IL-24
potwierdzono, wykonujac transfekcje komérek wekto-
rem kodujacym Mcl-1. Badanie dowiodto, ze nadmierne
wywarzanie Mcl-1 przeciwdziata apoptozie wywoty-
wanej przez IL-24 [11]. Powyzsze obserwacje sg zgodne
zbadaniami Weissa i wsp. [62]. Wykazali oni wptyw IL-24
na obnizenie wewnatrzkomérkowego poziomu Mcl-1
w komérkach linii Vero zakazonych IAV i powigzali to
z przeciwwirusowg aktywnos$cia badanej cytokiny [62].

Mcl-1 zostat réwniez zaproponowany jako obiekt doce-
lowy terapii anty-IAV przez Denisova i wsp. [13]. Zespét
poddat analizom przedklinicznym dziatanie obato-
klaksu [13], substancji hamujacej aktywno$¢ antyapopto-
tycznych biatek z rodziny Bcl-2 i stanowigcej przedmiot
pogtebionych badan z onkologii [22, 41, 46, 65]. Badania
Denisovej i wsp. [13] wykazaly, ze zwigzek ten skutecz-
nie przeciwdziata replikacji IAV w hodowlach in vitro
makrofagéw i komdrek linii RPE. Zesp6t zaobserwowat
réwniez wzrost wewnatrzkomérkowego poziomu Mcl-1
na wczesnym etapie infekcji oraz dowiédt, iz czesciowe
wyciszenie ekspresji genu kodujacego Mcl-1 obniza
zywotno$¢ zakazonych komdrek i wptywa na zmniej-
szenie efektywno$ci zakazenia [13]. Wyniki tych badari
nabierajg istotnego znaczenia w zestawieniu z praca
Nguyena i wsp. [37]. Wykazali oni, ze obatoklaks taczy sie
z antyapoptotycznymi przedstawicielami rodziny Bcl-2,
w tym preferencyjnie z biatkiem Mcl-1 (ryc.1), najpraw-
dopodobniej zajmujac fragment kieszeni hydrofobowe;
w obrebie rowka wigzacego BH3. W $wietle wykonanych
analiz, interakcje Mcl-1 z eksperymentalng substancja
leczniczg zapobiegaja powstawaniu komplekséw Mcl-1-
Bak i przeciwdziataja hamowaniu wewnetrznego szlaku
apoptozy [37], co kwalifikuje obatoklaks do badat przed-
klinicznych nad mozliwo$ciami udoskonalenia terapii
IAV [13, 62].

Potencjalnymi obiektami terapii anty-IAV sg réwniez
inne antyapoptotyczne biatka z rodziny Bcl-2: Bcl-2, Bcl-
-xL i Bcl-w. W oparciu o badania na komérkach linii RPE,
Kakkola i wsp. [20] zaproponowali model mechanizmu
odpowiadajacego za aktywno$¢ przeciwwirusowg eks-
perymentalnych substancji leczniczych - czynnikéw
ABT-263, ABT-199 i ABT-737 [20], 0 udokumentowanych
wilasciwosciach proapoptotycznych (ryc.1) i przeciwno-
wotworowych [12, 55, 56, 59]. Zgodnie z przedstawionym
schematem, leki te wigzg sie z Bcl-2, Bcl-xL i Bcl-w na
wczesnym etapie zakazenia 1AV, obnizajac ich powi-
nowactwo do Bax, Bad i UACA. Nieaktywne kompleksy
antagonistycznych biatek ulegaja rozpadowi z uwol-
nieniem Bad i Bax, promujacych indukcje wewnetrz-
nego szlaku apoptozy. Dochodzi do zaktécenia cigglosci
OMM i przemieszczenia proapoptotycznych czynnikéw
z przestrzeni miedzybtonowej mitochondrium do cyto-
zolu zakazonej komdérki. Czasteczki cytochromu c, czyn-
nika 1 aktywujacego proteazy apoptotyczne (apoptotic
protease-activating factor-1, Apaf-1) i UACA organizuja
sie w apoptosom, rekrutujacy i aktywujacy kaspaze-9,
a w zwiazku z tym zapoczatkowujacy kaskade kaspaz
prowadzaca do $mierci komérki [20]. Kakkola i wsp. [20]
zaobserwowali, ze ABT-263 - powodujac nasilenie dyso-
cjacji Bax, Bad i UACA od Bcl-xL i intensyfikacje aktywa-
cji kaspazy-9, - 3, - 71 - 8 - zaktéca metabolizm i funkcje
zakazonej komdrki w stopniu prowadzacym do zahamo-
wania syntezy mRNA i biatek 1AV [20].

W péznym etapie zakazenia 1AV, Bcl-2 ujawnia wlasciwo-
$ci przeciwwirusowe, co przemawia za ukierunkowaniem
terapii anty-IAV na zwiekszanie aktywnosci tego biatka.
Niejednoznaczna rola Bcl-2 w zakazeniu 1AV wskazuje
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w przebiegu zakazenia IAV. B — ABT-263, ABT-737 i ABT-199 hamuja antyapoptotyczng aktywnos¢ Bcl-2, Bl-xL i Bcl-w, sprzyjajac aktywacji Bax i Bak. Obatoklaks
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wirusowy cykl replikacyjny
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na mozliwo$¢ wykorzystania go do zwalczania infekgji
uktadu nerwowego [35]. Udokumentowany neurotropizm
IAV sprawia, ze zakazenie moze si¢ rozprzestrzenia¢ do
mdzgu gospodarza i powodowad problemy neuropsychia-
tryczne. Infekcja szczepem H5N1 1AV niesie ryzyko powaz-
nych uszkodzeri uktadu nerwowego [23, 35, 54]. Wirus ten
zostat scharakteryzowany jako czynnik etiologiczny zapa-
lenia mézgu i krwotokdw wewngtrzmézgowych [54]. Neu-
rony charakteryzujg sie stosunkowo mata wrazliwo$cig na
zakazenie 1AV, co moze sie wigzaé z wysokim poziomem
Bcl-2 w tych komdrkach [25, 35, 36]. Nencioni i wsp. [35]
sugeruja, ze uszkodzenie tkanki nerwowej w patoge-
nezie chordéb uktadu nerwowego o etiologii wirusowej
- zwigzanej z 1AV, wynika z unieczynnienia Bcl-2 w pro-
cesie fosforylacji zaleznej od p38MAPK. W tych okolicz-
nosciach, biatko Bcl-2 odpowiada za redukcje transportu
nowo zsyntetyzowanego vRNP z jadra komdrkowego do
cytozolu i przez to ograniczenie montazu potomnych
wiriondw, jednak nie zapobiega apoptozie neuronéw. By¢é
moze nalezatoby rozwazy¢ zwalczanie zakazeri uktadu
nerwowego 1AV ukierunkowane na podniesienie zywot-
noéci komdrek nerwowych przez ograniczenie aktyw-
nosci p38MAPK [35]. Ponadto wiele badari po$wiecono
zagadnieniu skutecznego przeciwdziatania poniedokr-
wiennym lub pourazowym uszkodzeniom uktadu nerwo-
wego z zastosowaniem terapii genowych zwiekszajacych
poziom Bcl-2 w neuronach. W eksperymentach wykorzy-
stano réznorodne wektory — adenowirusowy [67], herpe-
swirusowy [18, 24] oraz wektor skonstruowany w oparciu
o wirusy adenosatelitarne (adeno-associated viruses,
AAV) [53], uzyskujac obiecujace rezultaty w zwieksza-
niu zywotno$ci komérek nerwowych. Niewykluczone, ze
podobna strategia bytaby skuteczna w prébach ztagodze-
nia przebiegu i objawdéw zakazenia mézgu IAV.

PISMIENNICTWO

PODSUMOWANIE

Badania nad aktywnos$cia Bcl-2 i Mcl-1 nabierajg szcze-
gélnego znaczenia w projektowaniu terapii anty-I1AV.
Umiarkowany potencjat apoptotyczny zakazonej komdrki
- utrzymujacy sie na poziomie, przy ktérym jej zywot-
nos¢ jest zharmonizowana z cyklem replikacyjnym 1AV
- warunkuje efektywno$¢ wirusowej infekcji. Opisywane
mechanizmy anty-1AV opieraja sie na indukcji apoptozy
na wczesnym etapie zakazenia i eliminacji patogenu wraz
ze $rodowiskiem jego replikacji; jednak badania sugeruja
powigzanie kaskady kaspaz z transportem vRNP do cyto-
zolu, a wiec - ze zjawiskiem poprzedzajacym i determi-
nujgcym skuteczny montaz potomnych wirionéw. Rola
antyapoptotycznych biatek z rodziny Bcl-2 w infekcji IAV
jest zatem niejednoznaczna. W zaleznoéci od etapu cyklu
replikacyjnego, apoptoza moze przeciwdziataé zakazeniu
lub przeciwnie - odpowiadaé za jego promocje. Strategie
proponowanych terapii przeciwwirusowych, przedsta-
wione w artykule, opieraja sie na modyfikacji wewnatrzko-
mérkowego poziomu i aktywnosci biatkowych regulatoréw
apoptozy. Unieczynnienie Bcl-2, Bcl-xL i Bcl-w z uzyciem
ABT-263, ABT199 lub ABT-737, a takze zmniejszenie
wewngtrzkomdrkowego poziomu lub zahamowanie aktyw-
nosci Mcl-1, wykonane odpowiednio z wykorzystaniem
IL-24 lub obatoklaksu, moze prowadzi¢ do przedwczesnej
apoptozy i przerwania cyklu replikacyjnego 1AV. Jednak
badania dowodza réwniez przeciwwirusowej roli Bel-2 na
péznym etapie zakazenia. Antyapoptotyczne wiadciwosci
Bcl-2 moga sprzyjaé ograniczeniu uszkodzen tkanki ner-
wowej podczas infekcji mézgu, co - w tym kontekscie -
przemawiatoby za skuteczno$cia strategii terapeutycznej
opartej na zwiekszeniu aktywnosci lub wewngtrzkomdérko-
wego poziomu biatka Bcl-2.
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