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Praca oryginalna Original paper

Apoptoza, inaczej programowana �mieræ komórki, od-
powiada za prawid³owy przebieg rozwoju embrionalne-
go oraz utrzymanie homeostazy dojrza³ego organizmu, jest
równie¿ przejawem cytotoksyczno�ci komórek NK oraz
antygenowo-swoistych limfocytów T cytotoksycznych
(CTL). Kluczow¹ rolê w regulacji apoptozy odgrywa ro-
dzina bia³ek Bcl-2, do której nale¿¹ zarówno bia³ka pro-
apoptotyczne (Bax, Bad, Bid, Bik), jak i antyapoptotycz-
ne (Bcl-2, Bcl-xL). Bia³ka tej rodziny mog¹ pobudzaæ lub
hamowaæ uwalnianie cytochromu c i uruchamianie tzw.
mitochondrialnego szlaku �mierci, w którym dochodzi do
aktywacji enzymu efektorowego � kaspazy-9, a w dal-
szej konsekwencji do apoptozy (1, 3).

Jak wynika z pi�miennictwa (2), jednym z g³ównych
mechanizmów zwi¹zanych z patogenez¹ chorób wiruso-
wych jest wystêpowanie nadmiernej apoptozy lub jej su-
presja w narz¹dach docelowych dla replikuj¹cego siê wi-
rusa. Wirusy wykszta³ci³y szereg mechanizmów maj¹cych
na celu ochronê zaka¿onych komórek przed apoptoz¹ in-
dukowan¹ przez aktywne limfocyty CTL, m.in. poprzez
kodowanie homologów ssaczych bia³ek Bcl-2 (LMW5-
-HL z wirusa ASFV, M11 z gammaherpeswirusa 68 my-

szy) lub poprzez zmianê ekspresji bia³ka Bcl-2 w zaka¿o-
nej komórce, np. HTLV-1 (2).

Wirus ospy myszy (wirus ektromelii; ectromelia virus
[ECTV]) nale¿y do rodzaju Orthopoxviridae, do którego
zalicza siê wirus ospy prawdziwej (Variola virus, VARV)
i stanowi naturalny model zwierzêcego pokswirusa do
badañ wirusowo-specyficznej odpowiedzi immunologicz-
nej. Zaka¿enia ortopokswirusami mog¹ mieæ charakter
miejscowy lub ogólny. W przebiegu zaka¿eñ ogólnych,
wysypkowych (ECTV lub VARV) wirus replikuje siê we
wrotach zaka¿enia, a nastêpnie wraz z krwi¹ (wiremia
pierwotna) dostaje siê do narz¹dów mi¹¿szowych, gdzie
przechodzi ponownie cykl replikacyjny. Narz¹d manifes-
tuj¹cy dla pokswirusów stanowi skóra, do której przedo-
staj¹ siê w wyniku wiremii wtórnej. Zaka¿enie pokswiru-
sami prowadzi do zatrzymania normalnego metabolizmu
komórki, co zazwyczaj stanowi endogenny sygna³ do uru-
chomienia szlaku �mierci (apoptozy) (4, 7, 9). Z przepro-
wadzonych badañ wiadomo, ¿e szczep Moscow ECTV
(ECTV-MOS) powoduje persystentne zaka¿enie komó-
rek dendrytycznych i makrofagów (Mø) wystêpuj¹cych
w �ledzionie, utrzymuj¹ce siê do 120. dnia po zaka¿eniu
(d.p.z.), co mo¿e �wiadczyæ o zdolno�ci wirusa do prze-
d³u¿enia ¿ywotno�ci zaka¿onych Mø (5, 10, 11). Szereg
badañ wskazuje na istotn¹ rolê zahamowania apoptozy
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w cyklu replikacyjnym wirusów zarówno in vivo, jak i in
vitro (2, 8).

Celem badañ by³o okre�lenie, w jaki sposób zmiany
ekspresji Bcl-2/Bax koreluj¹ ze zmianami odsetka komó-
rek apoptotycznych oraz jak¹ rolê mog¹ odgrywaæ zmia-
ny ekspresji Bcl-2 i Bax w prze¿yciu Mø w zaka¿eniu
ECTV-MOS in vivo.

Materia³ i metody
Wirus. Do wszystkich badañ u¿yto wysoce patogennego

standardowego szczepu Moscow wirusa ektromelii (ECTV-
-MOS) pochodz¹cego z zasobów ATCC (American Type Cul-
ture Collection) (VR � 1374), pasa¿owanego na myszach
BALB/c.

Myszy. Genetycznie wra¿liwe na zaka¿enie ECTV myszy
BALB/c (haplotyp H-2d) obu p³ci w wieku 4-6 tygodni pocho-
dzi³y ze zwierzêtarni Centrum Medycyny Do�wiadczalnej
i Klinicznej w Warszawie. Wszystkie do�wiadczenia wykona-
no za zgod¹ III Lokalnej Komisji Etycznej w Warszawie. My-
szy BALB/c podzielono na 4 grupy po 8 zwierz¹t w ka¿dej
i zaka¿ano dostopowo dawk¹ odpowiadaj¹c¹ 0,0005 LD

50
(PFU = 4 × 103/ml). Zaka¿one zwierzêta obserwowano co-
dziennie, oceniaj¹c rozwój objawów klinicznych. Grupê kon-
troln¹ stanowi³y myszy, którym podawano dostopowo ja³owy,
zbuforowany roztwór fizjologiczny (PBS). W 5., 10. i 15. d.p.z.
myszy usypiano (pentobarbital �150 mg/ketamina � 100 mg/
kg masy cia³a) i skrwawiano. Nastêpnie ja³owo pobierano pa-
chwinowe wêz³y ch³onne, �ledzionê i w¹trobê. Wyizolowane
narz¹dy umieszczano w 10% formalinie/PBS, pH 7,4 w 4°C,
a nastêpnie zatapiano w parafinie. Bezpo�rednio po izolacji
przecierano je przez ja³owe, metalowe sitka, celem uzyskania
zawiesiny pojedynczych komórek, jak opisano wcze�niej (5,
8, 10).

Identyfikacja komórek apoptotycznych. Do identyfi-
kacji komórek apoptotycznych w skrawkach parafinowych
u¿yto zestawu ApopTag® Peroxidase in situ (Oncor, Oxford,
UK). Barwienie wykonywano zgodnie z instrukcj¹ produ-
centa. Indeks apoptotyczny okre�lano jako liczbê komórek
lub cia³ek apoptotycznych wykazuj¹cych reakcjê pozytyw-
n¹ w stosunku do wszystkich komórek liczonych w 10
polach widzenia w danym preparacie (mikroskop BX60
[Olympus]; × 400). Standardowo badano 3 preparaty, za-
wieraj¹ce po dwa skrawki danego narz¹du.

Pomiar aktywno�ci kaspazy-9. Do pomiaru aktyw-
no�ci kaspazy-9 wykorzystano zestaw Caspase-9 fluoro-
metric assay (Oncogene) zgodnie z instrukcj¹ producenta.
Aktywno�æ kaspazy-9 w próbce okre�lano w umownych
jednostkach fluorescencji (RFU) przeliczonych na 50 µg
bia³ka/h�1.

Okre�lenie ekspresji bcl-2 lub bax. Skrawki parafi-
nowe poddawano standardowej procedurze immunohisto-
chemicznej (6), wykorzystuj¹c do barwienia przeciwcia³a
monoklonalne anty-bcl i poliklonalne anty-bax (Becton
Dickinson). Jako przeciwcia³ drugorzêdowych u¿yto ko-
zich IgG przeciwko, odpowiednio, mysim IgG lub króli-
czym IgG. W ostatnim etapie nak³adano streptawidynê
znakowan¹ peroksydaz¹ chrzanow¹, a dalej postêpowano
zgodnie z powszechnie dostêpnymi zaleceniami producenta
(6). Odsetek Mø z ekspresj¹ bcl-2 lub bax okre�lano przy
u¿yciu przeciwcia³ monoklonalnych anty-F4/80 (Dako)
skoniugowanych z fikoerytryn¹. W pierwszym etapie wy-
konywano znakowanie antygenów powierzchniowych,
a nastêpnie pos³uguj¹c siê zestawem Cytofix/CytopermTM

Plus Fixation/Permeabilization Kit (Becton Dickinson BD)
znakowano przy u¿yciu przeciwcia³ anty-bcl-2 i anty-bax,
j.w. W kolejnym etapie do barwienia komórek stosowano

odpowiednie poliklonalne przeciwcia³a drugorzêdowe skoniu-
gowane z FITC. Komórki analizowano w cytometrze przep³y-
wowym FACS Calibur (B&D).

Ka¿de do�wiadczenie wykonywano w trzech powtórzeniach,
za� wyniki w postaci �rednich analizowano testem par wi¹za-
nych t-Studenta przy u¿yciu programu SPSS 9.0.

Wyniki i omówienie
W niniejszych badaniach do zaka¿ania myszy BALB/c

zastosowano dawkê ECTV-MOS powoduj¹c¹ rozwój kli-
nicznej postaci ospy myszy, co mia³o na celu okre�lenie
zwi¹zku pomiêdzy nasileniem apoptozy w poszczegól-
nych narz¹dach a faz¹ rozwoju choroby. W pachwino-
wych wêz³ach ch³onnych izolowanych od myszy zaka¿o-
nych ECTV pomiêdzy 10. a 15. d.p.z. komórki TUNEL+

znajdowano g³ównie w grudkach limfatycznych kory
wêz³a, a zw³aszcza w o�rodkach rozmna¿ania. Indeks
apoptotyczny wynosi³, odpowiednio, w 10 d.p.z. � 3,78%,
15 d.p.z � 12% (p = 0,04). W �ledzionie myszy zaka-
¿onych ECTV-MOS komórki TUNEL+ zidentyfikowa-
no w grudkach limfatycznych oraz ich strefie brze¿nej
w 5. d.p.z. (22,7%, p = 0,01), a tak¿e w otaczaj¹cej
te grudki strefie grasiczozale¿nej. Odsetek komórek
TUNEL+ zwiêksza³ siê a¿ do 10. d.p.z., kiedy to odnajdy-
wano je g³ównie w strefach martwicy, a ich odsetek wy-
nosi³ 78,45% (p = 0,001). W w¹trobie myszy zaka¿onych
ECTV-MOS komórki TUNEL+ znajdowano w strefach
nacieków zapalnych w mi¹¿szu oraz nacieków zapalnych
otaczaj¹cych g³ówne naczynia w¹troby. Odsetek komó-
rek TUNEL+ wynosi³ w 5. i 10. d.p.z., odpowiednio,
36,21% (p = 0,001) i 27,1% (p = 0,005) (tab. 1). Zgodnie

Tab. 1. Zmiany odsetka komórek Bcl-2+, Bax+ oraz F4/80+, F4/80/
Bcl-2+ i F4/80/Bax+ w wêz³ach ch³onnych �ledzionie i w¹trobie
w przebiegu zaka¿enia ECTV-MOS myszy BALB/c (± SEM)

/yd¹zranenadaB
eineiwrab

uine¿akazopinD

alortnoK 5 01 51

enno³hcy³zêW

2-lcB + 98,7±78,37 54,3±03,65 87,6±71,56 87,61±62,09

08/4F + 2-lcB/ + 34,0±57,99 56,1±67,59 81,9±81,68 85,0±33,99

xaB + 11,1±67,21 16,0±97,11 43,0±82,4 09,0±58,4

08/4F + xaB/ + 2,1±714,5 05,1±83,82 08,0±13,8 10,0±38,1

08/4F + 98,3±76,93 76,3±70,33 06,5±76,7 54,1±58,61

anoizdel�

2-lcB + 87,6±16,48 05,4±40,33 02,7±91,26 11±78,48

08/4F + 2-lcB/ + 86,6±14,29 90,5±3,18 47,0±82,27 32,0±37,89

xaB + 32,1±84,8 03,4±0,62 98,1±16,21 90,1±45,51

08/4F + xaB/ + 00,6±85,1 38,4±75,4 25,6±19,4 42,0±22,2

08/4F + 09,1±47,11 00,2±8,82 54,3±48,03 08,7±19,61

abort¹W

2-lcB + 2,11±00,49 01,8±66,47 07,6±79,85 09,8±34,79

08/4F + 2-lcB/ + 90,2±19,79 64,0±52,99 03,3±38,69 50,0±39,99

xaB + 76,0±61,6 00,1±02,01 00,1±70,4 78,0±34,5

08/4F + xaB/ + 04,1±16,8 78,0±17,8 59,1±67,7 26,0±61,5

08/4F + 08,3±81,44 00,5±50,73 06,1±71,82 06,5±2,24
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z wcze�niejszymi (8) wynikami badañ mo¿na
wnioskowaæ, ¿e w narz¹dach, gdzie odbywa
siê intensywna replikacja ECTV, pojawiaj¹ siê
zmiany o charakterze martwicy, którym to-
warzyszy nasilona apoptoza. Wêz³y ch³onne,
gdzie wirus namna¿a siê stosunkowo najmniej
intensywnie, charakteryzuj¹ siê nieco innym
mechanizmem apoptozy � byæ mo¿e w wêz-
³ach ch³onnych apoptoza jest powi¹zana z eli-
minacj¹ dosyæ d³ugo utrzymuj¹cych siê komó-
rek ECTV+ (8).

W kontek�cie normalnych i patologicznych
procesów, w których uczestnicz¹ komórki im-
munologicznie kompetentne, szczególnie wa¿-
nymi bia³kami uczestnicz¹cymi w apoptozie
s¹ bia³ka bcl-2 oraz bax. Z wielu doniesieñ
wiadomo, ¿e wzajemny stosunek ekspresji
tych bia³ek mo¿e decydowaæ o wej�ciu komór-
ki na drogê apoptozy, b¹d� nie (1, 3). Jednym
z wyznaczników uruchomienia mitochondrial-
nego szlaku apoptozy jest aktywno�æ kaspa-
zy-9, bêd¹cej proteinaz¹ cysternow¹, której ak-
tywacja zachodzi po zwi¹zaniu nieaktywnej
pro-kaspazy-9 z kompleksem apoptosomu,
sk³adaj¹cym siê z bia³ka apaf-1 oraz uwolnio-
nego z mitochondriów cytochromu c. Wyniki
aktywno�ci kaspazy-9 otrzymane w niniej-
szych badaniach wykaza³y, ¿e aktywno�æ
kaspazy-9 korelowa³a z ogólnym poziomem
stwierdzanej apoptozy w danym narz¹dzie
(ryc. 1). W wêz³ach ch³onnych aktywno�æ
kaspazy-9 ros³a po 10. d.p.z. i korelowa³a ze
wzrostem odsetka komórek apoptotycznych
(ryc. 1) (p £ 0,005), natomiast w �ledzionie
wzrost aktywno�ci kaspazy-9 pozostawa³ na
poziomie istotnym statystycznie w ca³ym ba-
danym okresie zaka¿enia (p £ 0,005), w w¹t-
robie aktywno�æ kaspazy-9 by³a wysoka w 15.
i 20. d.p.z. (p £ 0,005) (ryc. 1).

Rodzina bia³ek Bcl-2 reguluje mitochondrialny szlak
apoptozy, reguluj¹c uwalnianie cytochromu c z mitochon-
driów. Bia³ka Bcl-2, Bcl-xl hamuj¹ uwalnianie cytochro-
mu c, podczas gdy Bad, Bax, Bid i Bim, wbudowuj¹c
siê w trakcie procesu apoptozy do b³on mitochondriów
w odpowiedzi na sygna³ apoptotyczny, sprzyjaj¹ aktywa-
cji apoptozy na drodze zale¿nej od mitochondrium (1, 3).

W zaka¿eniu ECTV-MOS myszy BALB/c w �ledzio-
nie i w¹trobie dosz³o do statystycznie istotnego wzrostu
ekspresji bia³ka Bax i jednoczesnego statystycznie istot-
nego spadku ekspresji anty-apoptotycznego bia³ka Bcl-2
w szczycie choroby (5.-10. d.p.z.) (p £ 0,05), co korelo-
wa³o ze statystycznie istotnym wzrostem odsetka komó-
rek apoptotycznych (tab. 1, ryc. 1). Ekspresja Bcl-2
w w¹trobie zmniejsza³a siê w sposób istotny w 5. i 10.
d.p.z. (p £ 0,05), za� ekspresja Bax ros³a jedynie w 5.
d.p.z. (p = 0,045). W preparatach immunohistochemicz-
nych pozytywn¹ reakcjê dla obu antygenów stwierdzono
w obrêbie nacieków zapalnych (ryc. 2), jednak s³ab¹ eks-
presjê bia³ka Bcl-2 wykazywa³y wszystkie hepatocyty.
W �ledzionie obecno�æ komórek z ekspresj¹ Bax stwier-
dzano g³ównie w rejonie miazgi czerwonej, na obszarach
otaczaj¹cych ogniska zapalne (ryc. 2), za� istotnie zwiêk-
szony odsetek komórek Bax+ utrzymywa³ siê w ca³ym ba-

danym okresie (p £ 0,05), osi¹gaj¹c najwiêksz¹ warto�æ
w 5. d.p.z. (tab. 1). Analogicznie, w 5. d.p.z. zaobserwo-
wano statystycznie istotny (p £ 0,05) spadek komórek
z ekspresj¹ Bcl-2 (z 84,61 ± 6,78 w kontroli do 33,04
± 4,5 w 5. d.p.z., p = 0,001) i spadek ten utrzymywa³ siê
do 10. d.p.z., kiedy to zaczêto identyfikowaæ obecno�æ
pojedynczych komórek Bcl-2+ w obrêbie miazgi czerwo-
nej oraz obecno�æ równomiernego znakowania komórek
grudek limfatycznych (ryc. 2). Zaskakuj¹cym wynikiem
by³o zaobserwowanie analogicznego, statystycznie istot-
nego wzrostu ekspresji Bax w wêz³ach ch³onnych w ca-
³ym badanym okresie (5.-15. d.p.z., p £ 0,05), przy jed-
noczesnym istotnym statystycznie obni¿eniu ekspresji
Bcl-2 w 5. i 10. d.p.z. (tab. 1), co nie korelowa³o ze wzros-
tem odsetka komórek apoptotycznych i aktywno�ci¹ kas-
pazy-9 (ryc. 1). Co wiêcej, w 15 d.p.z. zaobserwowano
statystycznie istotny wzrost odsetka komórek z ekspresj¹
Bcl-2, istotnie wy¿szy w porównaniu do niezaka¿onej
kontroli (tab. 1, p £ 0,05). Otrzymane wyniki wskazuj¹
zatem na mechanizm indukcji mitochondrialnego szlaku
apoptozy w w¹trobie i �ledzionie myszy zaka¿onych
ECTV-MOS zale¿ny od spadku ekspresji anty-apoptotycz-
nego bia³ka Bcl-2, przy jednoczesnym wzro�cie ekspresji
pro-apoptotycznego bia³ka Bax.
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Ryc. 1. Zmiany odsetka komórek TUNEL+ w porównaniu do zmian aktyw-
no�ci kaspazy-9 w �ledzionie, w¹trobie i wêz³ach ch³onnych w przebiegu
zaka¿enia ECTV-MOS myszy BALB/c
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Ze wzglêdu na zmia-
ny ekspresji bia³ka
Bcl-2 nie koreluj¹ce ze
zmianami odsetka ko-
mórek apoptotycznych
w wêz³ach ch³onnych
postanowiono spraw-
dziæ, czy mechanizm
ten nie wynika z poja-
wienia siê w wêz³ach
ch³onnych komórek Mø
z wysok¹ ekspresj¹
bia³ka Bcl-2. Z otrzy-
manych wcze�niej wy-
ników wiadomo, ¿e
w warunkach in vitro
hodowle pierwotne Mø
nie ulegaj¹ apoptozie,
co wi¹¿e siê ze wzros-
tem ekspresji anty-
apoptotycznego bia³ka
Bcl-2. W w¹trobie my-
szy zaka¿onych ECTV-
-MOS nie zaobserwo-
wano istotnych statys-
tycznie zmian odsetka
komórek F4/80 z eks-
presj¹ Bax (tab. 1), na-
tomiast spadek odsetka
komórek F4/80+/Bcl-2
zaobserwowano w 10.
d.p.z. (tab. 1, p £ 0,05), co korelowa³o ze spadkiem od-
setka komórek F4/80+ w sposób istotny statystycznie
w 10. d.p.z. (tab. 1, p £ 0,05). Odmiennie sytuacja przed-
stawia³a siê dla �ledziony, gdzie stwierdzono istotny sta-
tystycznie spadek odsetka komórek F4/80 z ekspresj¹
Bcl-2 w 5. i 10. d.p.z. (tab. 1, p £ 0,05), oraz niewielki,
nieistotny statystycznie wzrost odetka komórek F4/80
z ekspresj¹ Bax (tab. 1), przy jednoczesnym wzro�cie od-
setka komórek F4/80+ w ca³ym badanym okresie (tab. 1,
p £ 0,05), co wskazuje na to, ¿e w obrêbie �ledziony
mog³o dochodziæ do apoptozy Mø na skutek bezpo�red-
niego zaka¿enia lub na skutek rozwoju stanu zapal-
nego wywo³anego martwic¹ (8). W wêz³ach ch³onnych
stwierdzono brak zmian odsetka komórek F4/80/Bcl-2+,
za� w 5. d.p.z. zaobserwowano istotny wzrost odsetka ko-
mórek F4/80/Bax (p £ 0,05), przy jednoczesnym ca³ko-
witym spadku odsetka komórek F4/80+ w wêz³ach ch³on-
nych w 10. i 15. d.p.z. (tab. 1, p £ 0,05).

Podsumowuj¹c, w przebiegu zaka¿enia ECTV-MOS
obserwowano znacz¹cy udzia³ apoptozy zale¿nej od
Bcl-2/Bax. Wydaje siê, ¿e bia³ka z rodziny Bcl-2 maj¹
istotny udzia³ w mechanizmie usuwania komórek zaka-
¿onych ECTV oraz komórek stanu zapalnego w �ledzio-
nie i w¹trobie, które stanowi¹ nie tylko Mø, ale równie¿
limfocyty, komórki dendrytyczne i hepatocyty. Natomiast
w wêz³ach ch³onnych zaobserwowana apoptoza jest me-
chanizmem eliminacji zaka¿onych Mø. W kontek�cie
ograniczania rozwoju zaka¿enia ECTV-MOS interesuj¹-
ca mo¿e byæ równie¿ rola bia³ek Bcl-2/Bax w ustanawia-
niu persystentnego zaka¿enia, co jednak wymaga dalszych
badañ.
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Ryc. 2. Identyfikacja komórek Bcl-2+ w �ledzionie (A), w¹trobie (B) oraz komórek Bax+ w �ledzio-
nie (C), w¹trobie (D) myszy BALB/c zaka¿onych ECTV-MOS (10 d.p.z.). Strza³kami zaznaczono
komórki dodatnie


