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Wirus ektromelii (ectromelia virus, ECTV; wirus ospy
myszy) nale¿y do Poxviridae, a wiêc do tej samej rodzi-
ny i do tego samego rodzaju Orthopoxvirus co wirus ospy
prawdziwej (variola virus, VARV). ECTV stanowi uzna-
ny model pozwalaj¹cy poznaæ nowe aspekty patogenezy
choroby wirusowej w zaka¿eniu uogólnionym. Badania
prowadzone nad ortopokswirusami istotnie przyczyni³y
siê do rozwoju wirusologii i immunologii zaka¿eñ, poz-
woli³y te¿ stwierdziæ, ¿e wiele z tych wirusów (VARV,
ECTV) wywo³uje powa¿ne choroby u swoich gospoda-
rzy, pomimo sprawnie funkcjonuj¹cego uk³adu odpor-
no�ciowego (2, 12, 15, 16, 22).

Jednym z wa¿nych przejawów zaka¿enia wirusowe-
go, które jest oddzia³ywaniem stresogennym dla zaka¿o-
nego organizmu/komórek, jest ekspresja bia³ek szoku
cieplnego (heat shock protein, hsp). Wykazuj¹ one bar-
dzo du¿¹ homologiê miêdzygatunkow¹, nawet pomiêdzy
tak odleg³ymi organizmami, jak bakterie i ssaki. Hsp,
okre�lane te¿ jako molekularne przyzwoitki (molecular
chaperones), chroni¹ komórki przed szkodliwymi kon-
sekwencjami metabolicznymi i �rodowiskowymi (6). Eks-
presjê genów koduj¹cych hsp indukuje ekspozycja ko-
mórek na liczne egzogenne i endogenne czynniki, nazy-
wane stresorami (molecular stressor), którymi mog¹ byæ:

analogi aminokwasów, metale ciê¿kie, alkohole, wolne
rodniki, wiele trucizn, zmiana pH �rodowiska, zaka¿enia
wirusowe i bakteryjne, niedobór glukozy, cytokiny, pro-
mieniowanie UV i inne (10, 11, 13, 18). Potwierdzono
udzia³ hsp ró¿nych rodzin w odporno�ci przeciwiruso-
wej, nadal jednak nie wiadomo, czy hsp u³atwiaj¹ elimi-
nacjê zaka¿onych komórek, czy te¿ ich obecno�æ chroni
wirusy przed usuniêciem z organizmu gospodarza. Po-
nadto, indukcja okre�lonego genu hsp jest zmienna w za-
le¿no�ci od rodzaju i natê¿enia bod�ca, warunków, w któ-
rych bodziec dzia³a oraz od typu komórek (1, 4, 8).

U wra¿liwych myszy ECTV-MOS w ci¹gu 24 godzin
po zaka¿eniu namna¿a siê we wrotach zaka¿enia, tj.
w skórze i regionalnych wêz³ach ch³onnych, a nastêpnie
jest uwalniany do krwi (wiremia pierwotna) i razem z ni¹
dociera do narz¹dów mi¹¿szowych � w¹troby i �ledzio-
ny. Wirus namna¿a siê w w¹trobie i �ledzionie, a nastêp-
nie w 5. dniu po zaka¿eniu (wiremia wtórna), przenosi
siê do narz¹dów manifestuj¹cych (skóra, spojówki). Do
rozwoju zmian skórnych dochodzi pomiêdzy 10. a 15.
dniem po zaka¿eniu. Klinicznym objawom choroby mo¿e
towarzyszyæ wysoka �miertelno�æ, szczególnie w ostrym
stanie choroby w kilka dni po zaka¿eniu. W niniejszej
pracy zastosowano dawkê wirusa powoduj¹c¹ rozwój
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Summary

Ectromelia virus (ECTV) is a member of the Orthopoxvirus genus of the Poxviridae family. It is a causative
agent of mouse pox in genetically sensitive mice strains of H-2d (e.g. BALB/c) and H-2a (eg.A, A/J) haplotypes.
Mouse pox virus is a well recognized model for studying generalized viral infections in natural hosts. The aim
of this study was to determine the role of heat shock proteins (namely hsp90, hsp70 and hsp2) during the
replication of the Moscow strain of ECTV (ECTV-MOS) in BALB/c mice. The internal organs of mice are
important sites for primary virus replication whereas ECTV penetration into the brain may seriously influence
mechanisms supervising immune and nervous systems cooperation. Based on studies carried out in BALB/c
mice infected with ECTV-MOS, it was found that the hsp (hsp90, hsp70 and hsp27) expression in brain cells
reach peak values during the incubation period and clinical manifestation of mouse pox but the relative
numbers of hsp+ cells in the brains decreased during the recrudescence of the infection to values observed in the
control mice. The high expression of hsp (hsp90, hsp70 and hsp27) on oligodendrocytes in BALB/c mice during
the incubation and clinical periods may reflect the protective action of heat shock proteins within the brain.
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klinicznej postaci ektromelii, co mia³o na celu okre�lenie
zwi¹zku pomiêdzy indukcj¹ hsp a faz¹ rozwoju choroby.
Szczególn¹ uwagê po�wiêcono mózgowi. Interesuj¹ce
z naukowego punktu widzenia jest wyja�nienie, czy
ECTV-MOS jest w stanie pokonaæ barierê krew�mózg,
a tak¿e jaka jest droga zaka¿enia mózgu i czy dochodzi
do wzrostu ekspresji hsp w badanym materiale. W zwi¹z-
ku z tym celem badañ przeprowadzonych na myszach
BALB/c zaka¿onych ECTV-MOS by³a identyfikacja
antygenów ECTV-MOS w mózgu, okre�lenie poziomu
ekspresji hsp90, hsp70 i hsp27 oraz ustalenie fenotypu
komórek wykazuj¹cych ekspresjê hsp90, hsp70 i hsp27
w mózgu.

Materia³ i metody
Do badañ u¿ywano wysoce patogennego szczepu Moscow wi-

rusa ektromelii (ECTV-MOS) otrzymanego od dr R.M.L. Bul-
lera z St. Louis University Health Sciences Center, St. Louis,
MO, USA. Myszy szczepu Balb/c (H-2d), genetycznie wra¿li-
we na zaka¿enie ECTV-MOS, obu p³ci w wieku 4-6 tygodni,
pochodzi³y ze zwierzêtarni Centrum Medycyny Do�wiadczal-
nej i Klinicznej PAN w Warszawie. Wszystkie do�wiadczenia
wykonano zgodnie z zaleceniami Association for Reasearch in
Vision and Ophthalmology (ARVO) Statement for Ophthal-
mic and Vision Research (1995) oraz za zgod¹ Lokalnej Ko-
misji Etycznej w Warszawie (III Lokalna Komisja Etyczna przy
SGGW, nr opinii 22/2001). Do badañ myszy BALB/c dzielono
na 5 grup (grupa kontrolna oraz myszy zaka¿one) po 5 zwie-
rz¹t. Myszy zaka¿ano ECTV-MOS zawieszonym w ja³owym,
buforowanym fosforanami roztworze fizjologicznym (PBS)
z dodatkiem gentamycyny. Zawiesinê wirusa w dawce 0,0005
LD

50
 podawano dostopowo w objêto�ci 0,03 ml/koñczynê.

Od 5. do 20. d.p.z., w odstêpach 5-dniowych, zwierzêta
u�miercano przez przerwanie rdzenia przed³u¿onego, a nastêp-
nie pobierano ja³owo mózg. W zale¿no�ci od dalszego prze-
znaczenia wyizolowany mózg: (i) umieszczano w zimnym
(4°C), ja³owym PBS bez jonów Ca2+ i Mg2 (pH 7,4) z dodat-
kiem roztworu, zawieraj¹cego 10 000 j penicyliny, 10 mg strep-
tomycyny, 25 µg amfoterycyny B w 1 ml (Antibiotic-antimy-
cotic, Sigma), w ilo�ci 1,25 ml/100 ml PBS, w celu przygoto-
wania zawiesiny pojedynczych komórek w dalszych etapach
badañ, (ii) zatapiano w medium Tissue Tek OCT (Miles,
Elkhart, IN, USA), zamra¿ano w ciek³ym azocie, a nastêpnie
przechowywano w �80°C do czasu wykonania ultracienkich
(5 µm) skrawków mro¿eniowych. Antygeny ECTV-MOS
w preparatach z mózgu myszy BALB/c wykrywano metod¹
immunofluorescencji bezpo�redniej. W tym celu skrawki mro-
¿eniowe o grubo�ci 5 µm z mózgu myszy Balb/c (w 5., 10., 15.
i 20. d.p.z.) utrwalano w absolutnym alkoholu metylowym
(�20°C przez 15 min.), a nastêpnie inkubowano z króliczymi
poliklonalnymi przeciwcia³ami przeciwko ECTV-FITC (FITC-
-r-pAb) w rozcieñczeniu 1 : 16, w 37°C przez 45 minut, po
czym p³ukano 2 razy w PBS. Stosowano równie¿ barwienie
barwnikiem Hoechst 33342 (Sigma), w stê¿eniu 1 µg/ml w ci¹-
gu 2-3 minut w temperaturze pokojowej, celem uwidocznienia
j¹der komórkowych. Preparaty ogl¹dano w mikroskopie fluo-
rescencyjnym BX-60 (Olympus) wyposa¿onym w lampê HBO
200 z u¿yciem zielonego filtra (koñcowe powiêkszenie × 400).
Obraz analizowano za pomoc¹ systemu MicroImage, okre�la-
j¹c odsetek komórek wykazuj¹cych fluorescencjê w 10 polach
widzenia trzech ró¿nych preparatów. Identyfikacjê komórek
ECTV-MOS+ na tych samych preparatach wykonano równie¿
przy u¿yciu mikroskopu fluorescencyjnego w Microbiology and
Tumorbiology Center, Karolinska Institute w Sztokholmie dziê-
ki uprzejmo�ci dr M. Krzy¿owskiej.

Odsetek komórek hsp90+, hsp70+ oraz hsp27+ w mózgu
w przebiegu zaka¿enia ECTV-MOS myszy BALB/c okre�lo-
no metod¹ cytometrii przep³ywowej. W tym celu zawiesinê
pojedynczych komórek utrwalano w 2% PFA w PBS (p-for-
maldehyd; Sigma) przez 30 minut, a nastêpnie p³ukano w PBS,
zawieszano w 0,2% roztworze Tween 20 w PBS i inkubowano
w 37°C przez 15 minut. W kolejnym etapie p³ukano komórki
dwukrotnie w 0,1% Tween 20 w PBS z dodatkiem 2% FBS
(wirowano przy 1000 rpm w 4°C przez 5 minut). Nastêpnie
barwiono mysimi mAb IgG

1
 anty-hsp90 (klon 68), anty-hsp70

(klon 7) oraz anty-hsp27 (klon G3.1.) (BD) w ilo�ci 0,5 µg/107

komórek w 4°C w ci¹gu 30 minut. Po kolejnym p³ukaniu
w 0,1% roztworze Tween 20 w PBS z dodatkiem 2% FBS, do
zawiesiny komórek dodano szczurze mAb przeciwko mysim
IgG

1
 skoniugowane z FITC (BD) w ilo�ci 0,5 µg/107 komórek

i inkubowano w 4°C w ci¹gu 30 minut. W ostatnim etapie pro-
cedury komórki utrwalano, zawieszaj¹c je w 200 µl 1% PFA
w PBS.

Identyfikacjê hsp90, hsp70 i hsp27 na komórkach Tau+ (neu-
rony), CNP+ (oligodendrocyty) i GFAP+ (astrocyty) izolowa-
nych z mózgu wykonano przy u¿yciu cytometrii przep³ywo-
wej. Komórki w zawiesinie utrwalano w 2% PFA przez 30
minut, nastêpnie po przep³ukaniu w PBS zawieszano w 0,2%
Tween 20 w PBS i inkubowano w 37°C przez 15 minut. W dal-
szym ci¹gu utrwalone komórki p³ukano dwukrotnie w 0,1%
Tween 20 w PBS z dodatkiem 2% FBS i poddawano barwie-
niu przy u¿yciu króliczych mAb IgG

1
 anty-hsp90a (klon

2-12), anty-hsp70, anty-hsp27 oraz anty-Tau (neurony; klon
15), anti-CNPase (oligodendrocyty; klon 11-5B) i anty-GFAP
(astrocyty; klon 1B4) (BD) w ilo�ci 0,5 µg/107 komórek w 4°C
przez 30 minut. Po kolejnym p³ukaniu do zawiesiny komórek
dodano biotynylowane kozie przeciwcia³a poliklonalne. Ana-
lizê cytometryczn¹ przeprowadzono w cytometrze przep³ywo-
wym (Becton Dickinson FACScan) objêtym systemem kon-
troli jako�ci (Cequal). Pomiaru dokonywano dla 8000 komó-
rek zawartych w ka¿dej próbce. Dane z cytometru analizowa-
no przy u¿yciu programu CellQuest. Wykonano 4 niezale¿ne
serie badañ. Badania cytometryczne przeprowadzono dziêki
uprzejmo�ci dr hab. Anny Winnickiej prof. SGGW, w Zak³a-
dzie Diagnostyki Laboratoryjnej Katedry Nauk Klinicznych
Wydzia³u Medycyny Weterynaryjnej SGGW.

Ka¿de do�wiadczenie wykonywano w trzech powtórzeniach,
a wyniki w postaci �rednich porównywano testem par wi¹za-
nych t-Studenta przy u¿yciu programu do analizy statystycznej
SPSS 10.1 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Istotno�æ statystycz-
n¹ okre�lano przy p £ 0,05.

Wyniki i omówienie
Antygeny wirusa zidentyfikowano w mózgu izolowa-

nym od zwierz¹t w 5. d.p.z., czyli w okresie inkubacji
choroby, wówczas gdy replikacjê wirusa stwierdza siê
g³ównie w �ledzionie i w¹trobie (ryc. 1). W szczycie ob-
jawów klinicznych (tj. oko³o 15. d.p.z.) ilo�æ antygenów
wirusowych w mózgu zmniejsza³a siê. W 20. d.p.z. w ob-
razie mikroskopowym mózgu nie wykazano obecno�ci
antygenów ECTV-MOS. Antygeny ECTV-MOS w móz-
gu znajdowano g³ównie w rejonach otaczaj¹cych naczy-
nia krwiono�ne (ryc. 1a). Wprawdzie bariera krew�mózg
uniemo¿liwia swobodne wnikanie leukocytów z krwi do
OUN, wiadomo jednak, ¿e wirusy mog¹ zaka¿aæ komór-
ki �ródb³onka naczyñ, a nastêpnie uwalniaæ siê do prze-
strzeni oko³onaczyniowej, gdzie wchodz¹ w kontakt
z wypustkami astrocytów i w ten sposób zaka¿aj¹ ko-
mórki mikrogleju (przyk³adem tego jest zaka¿enie OUN
przez HIV).
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Wykorzystuj¹c metodê cytometrii przep³ywowej do-
konano ilo�ciowej oceny poziomu ekspresji badanych hsp
w mózgu. Dane pi�miennictwa (9, 19, 20) wskazuj¹, ¿e
ekspresja hsp wzrasta w komórkach OUN w nastêpstwie
dzia³ania wielu czynników stresogennych, dlatego mo¿-
na te bia³ka uznaæ za doskona³e markery neurotoksycz-
no�ci. Zaka¿enie ECTV-MOS spowodowa³o wzrost po-
ziomu ekspresji bia³ek hsp90, hsp70 i hsp27 w mózgu
myszy BALB/c zarówno w okresie inkubacji 5. d.p.z.,
jak i w fazie objawowej choroby (10. i 15. d.p.z.). Obec-
no�æ ECTV-MOS w mózgu jest czynnikiem wywo³uj¹-
cym indukcjê g³ównie hsp27 (50% komórek pozytyw-
nych) a w mniejszych stopniu hsp90 i hsp70. W fazie,
w której obserwuje siê objawy kliniczne choroby nadal
w mózgu najwy¿szy poziom ekspresji wykazuje bia³ko
hsp27 (ponad 50%) oraz ro�nie poziom hsp90 (47,41%).
W czasie, gdy powinno nastêpowaæ usuwanie wirusa z or-
ganizmu, ekspresja wszystkich badanych hsp maleje, jed-
nak pozostaje na pewnym, ustalonym poziomie, wy¿szym
od obserwowanego w mózgu myszy kontrolnych (tab. 1,
ryc. 2). W³a�ciwo�ci¹ niskocz¹steczkowych hsp, w tym
hsp27, jest konstytutywna ekspresja podczas ró¿nicowa-
nia siê komórek w okre�lonych stadiach rozwoju orga-
nizmu, np.: miê�niach szkieletowych, miê�niu sercowym
i mózgu (9).

Jednym z celów niniejszych badañ by³a próba uzyska-
nia odpowiedzi na pytanie, jakie komórki w mózgu my-
szy BALB/c wykazuj¹ ekspresjê badanych hsp � neuro-
ny, astrocyty czy oligodendrocyty. W tym celu okre�lono
fenotyp komórek hsp+ w mózgu,
wykorzystuj¹c markery po-
wierzchniowe, takie jak: GFAP
(astrocyty), CNP (oligodendrocy-
ty) oraz Tau (neurony). Wykaza-
no, ¿e najwiêkszy procent komó-
rek hsp90+, hsp70+ i hsp27+ stano-
wi³y oligodendrocyty, natomiast
mniejszy procent stanowi³y astro-
cyty i neurony. Liczba komórek
CNP+ wykazuj¹cych ekspresjê

badanych hsp osi¹ga³a naj-
wiêksze warto�ci w 5. i 10.
d.p.z., natomiast GFAP+

i Tau+ w 10. i 15. d.p.z.,
za wyj¹tkiem neuronów
z ekspresj¹ hsp27, których
odsetek w 10. d.p.z. po-
wróci³ do poziomu obser-
wowanego w kontroli
(ryc. 3). Podwy¿szona eks-
presja hsp90, hsp70, hsp27
na oligodendrocytach
u myszy BALB/c w okre-
sie inkubacji choroby,
a zw³aszcza w jej fazie kli-
nicznej, sugeruje ochron-
ne dzia³anie bia³ek szoku
cieplnego w mózgu pod-
czas intensywnego namna-
¿ania ECTV w organizmie.

Analizuj¹c otrzymane
wyniki mo¿na stwierdziæ, ¿e wytwarzanie hsp w mózgu
towarzyszy obecno�ci antygenów ECTV-MOS, w fazie
jego namna¿ania siê w organizmie oraz w czasie obja-
wów klinicznych choroby. Zwiêkszona ekspresja hsp
w mózgu towarzyszy stanom zapalnym oraz chorobom
neurodegeneracyjnym, jak choroba Alzheimera, demen-
cja zwi¹zana z HIV, stwardnienie rozsiane czy choroba
Parkinsona (14, 21). U osób, u których takich chorób nie
stwierdzono, hsp27 znajdowa³o siê w bardzo niewielkiej
ilo�ci, podczas gdy zmianom o charakterze neurodege-
neracyjnym towarzyszy³o znamienne zwiêkszenie eks-
presji hsp27 (20). Z kolei Birnbaum i wsp. (3) wykazali,

ikrómoK
uine¿akazopinD

alortnok .z.p.d5 .z.p.d01 .z.p.d51 .z.p.d02

09psh + 1 64,0±93,4 65,7±27,52* 76,8±14,74* 27,7±14,22* * 80,2±19,61

07psh + 1 99,0±75,3 85,3±75,81* * 43,9±02,03 54,4±91,12* * 55,6±63,21

72psh + 86,2±04,21 81,8±29,05* 39,4±69,75* 11 78,41±58,83 53,0±16,62*

Tab. 1. Odsetek komórek hsp90+, hsp70+ i hsp27+ w mózgu myszy BALB/c zaka¿onych
ECTV-MOS okre�lony metod¹ cytometrii przep³ywowej

Obja�nienia: * � zmiany istotne statystycznie (p £ 0,05) w porównaniu do kontroli

Ryc. 1. Identyfikacja metod¹ immunofluorescencji bezpo�redniej komórek ECTV-MOS+ (zie-
lone) w mózgu myszy BALB/c w 5 d.p.z. J¹dra komórek (niebieskie) zosta³y wybarwione barw-
nikiem Hoechst 33342. Pow. mik. × 1000. Strza³kami oznaczono parenchymê i NK � naczynie
krwiono�ne. Zdjêcia wykonano w Microbiology and Tumorbiology Center, Karolinska Institu-
te, Sztokholm

Ryc. 2. Poziom ekspresji hsp90, hsp70 i hsp27 w mózgu my-
szy BALB/c w przebiegu zaka¿enia ECTV-MOS okre�lony
metod¹ cytometrii przep³ywowej
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¿e na komórkach OUN � oligodendrocytach, astrocytach
i neuronach u ludzi, hsp s¹ stale obecne, co mo¿e stano-
wiæ formê ochrony tych komórek przed czynnikami
uszkadzaj¹cymi (stresogennymi). Te obserwacje zosta³y
potwierdzone eksperymentalnie, w stosunku do HHV-1
(Human herpesvirus type 1). Porównywano skutki do-
mózgowego zaka¿enia myszy HHV-1 zawieraj¹cym geny
dla hsp27, które podlega³y ekspresji w czasie replikacji
wirusa i zaka¿enia HHV-1 nie zmodyfikowanym gene-
tycznie. Konstytutywna ekspresja hsp27 zwiêksza³a prze-
¿ywalno�æ komórek nerwowych a¿ o 22-64% (19, 20),
co �wiadczy o ochronnym dzia³aniu tego bia³ka na ko-
mórki podczas zaka¿enia wirusowego.

Dane pi�miennictwa (3, 9, 17, 19, 20) i otrzymane
wyniki wskazuj¹, ¿e synteza hsp w OUN zale¿y od ro-
dzaju komórek oraz nasilenia dzia³ania bod�ca, czyli
w tym przypadku intensywno�ci replikacji wirusa. W ba-
daniach in vitro w hodowli komórek glejowych wykaza-
no, ¿e ekspresjê hsp60 obserwuje siê g³ównie na oligo-
dendrocytach, natomiast ekspresja hsp70 bardziej zwi¹-
zana jest z astrocytami (5, 17). Neurony s¹ komórkami
bardzo wra¿liwymi na dzia³anie czynników wydzielanych

przez leukocyty w odpowiedzi na inwazjê mikroorganiz-
mów. Neurony syntetyzuj¹ hsp na niskim poziomie a eks-
presja hsp zale¿y od natê¿enia bod�ca i jego rodzaju (7,
9, 19, 20). Przyk³adowo wykazano, ¿e w 43°C neurony
zaczynaj¹ syntetyzowaæ hsp70 po 2 h, a nastêpnie przez
6 h notowana jest silna odpowied�, z maksymaln¹ aku-
mulacj¹ hsp70 po 24 h. W 45°C po 2 godz. nie obserwo-
wano syntezy hsp70, za� po 4-6 godz. pojawia siê odpo-
wied�, taka jak w temperaturze 43°C. W warunkach fiz-
jologicznych oraz w sytuacjach patologicznych prawid-
³owe funkcjonowanie komórek nerwowych jest zale¿ne
od tkanki glejowej, czyli od astrocytów, oligodendrocy-
tów i mikrogleju.
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Ryc. 3. Odsetek komórek GFAP+ (astrocyty), CNP+ (oligoden-
drocyty) i Tau+ (neurony) z ekspresj¹ hsp90 (a), hsp70 (b)
i hsp27 (c) w mózgu myszy BALB/c zaka¿onych ECTV-MOS
okre�lony metod¹ cytometrii przep³ywowej


