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Summary

Apoptosis is one of the processes of programmed cell death (PCD) in multicellular organism, and it is
mediated by an intracellular proteolytic cascade. During viral infections, the host cell is the environment of
the pathogen replication cycle. HEV and HCV encode proteins that prevent apoptosis. The ORF2 protein
of HEV is responsible for overexpression of antiapoptotic Hsp72 in cells. Envelope glycoproteins E1 and E2
inhibit apoptosis induced by the Fas/Fas-L system. They block the activity of caspase-8 — the enzyme whose
inactive form is part of DISC. The core protein HCV is a positive regulator of protein c-FLIP expression. c-FLIP
prevents the conversion of caspase-8 zymogen into the mature, active form of the enzyme. NSSA inhibits the
activity of p38MAPK, prevents the efflux of potassium ions from the cell, and thereby counteracts apoptosis.
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Wirusy zasiedlajace cztowieka i zwierzeta stanowia
w sumie jeden §wiat grupujacy czynniki biologiczne
wywotujace u nich rézne choroby, w tym zakazne
i nowotworowe. Jednym z procesow kluczowych dla
funkcjonowania organizmu jest apoptoza, ktora odgry-
wa wiodaca role w eliminacji komoérek zakazonych wi-
rusami. Jest zatem istotnym elementem systemu odpor-
nosci przeciwwirusowej. Wirusy stosujg wypracowane
ewolucyjnie strategie zapobiegajace programowanej
$mierci komorki (programmed cell death, PCD), aby
zachowac srodowisko cyklu replikacyjnego i powieli¢
w nim swoj material genetyczny. Apoptoza odgrywa
bardzo wazng rol¢ w utrzymaniu homeostazy calego
organizmu i jest procesem S$cisle kontrolowanym
w warunkach fizjologicznych. Deregulacja apoptozy
ma swoj udziat w etiologii rozmaitych choréb nowo-
tworowych, autoimmunologicznych i neurodegene-
racyjnych (4).

Wirusy zapalenia watroby: typu C (hepatitis C
virus, HCV) i typu E (hepatitis E virus, HEV), maja
genom w postaci pojedynczej nici RNA (ssRNA).
Sa zroznicowane filogenetycznie: HCV nalezy do
rodziny Flaviviridae (12), a HEV — Hepeviridae (21).
Gospodarzem HCV jest cztowiek, natomiast u psow
wystepuje psi wirus zapalenia watroby (canine hepa-
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civirus, CHV) o bardzo wysokim stopniu homologii
genomu z HCV (14). Natomiast zakazenie watroby
HEV jest zoonozg, rozpowszechniong wsrod hodow-
cow trzody chlewnej. Swinie stanowig rezerwuar
HEV. Zakazajacy je wirus moze ulec przeniesieniu
na cztowieka w drodze bezposredniego kontaktu ze
zwierzeciem lub posrednio, poprzez spozycie wieprzo-
winy (2, 5). Mozliwy jest rowniez odwrotny kierunek
transmisji HEV: z cztowieka na §winig (17).

W niniejszej pracy przedstawiono strategie hamo-
wania apoptozy przez RNA wirusy zapalenia watroby:
HEV 1 HCV. Opisano oddziatywania wirusowych
biatek z elementami molekularnej aparatury komoérko-
wej odpowiedzialnej za uruchomienie apoptotyczne;j
$mierci komorki.

Apoptoza

Apoptoza, jeden zrodzajow PCD, to efekt zewnatrz-
lub wewnatrzkomoérkowej stymulacji. Zrodiem tej
pierwszej moga by¢ takie bodzce, jak promieniowanie
uv, niedobdr czynnikéw wzrostu, a takze aktywacja
receptoréw $mierci przez ich ligandy. Sygnaty we-
wnatrzkomorkowe moga zosta¢ wzbudzone przez
stres powodujacy uwolnienie czasteczki cytochromu ¢
z mitochondrium (31).

Apoptoza obejmuje seri¢ uporzadkowanych zdarzen
molekularnych i sktada si¢ z trzech faz: indukcji, egze-
kucji i fazy koncowej. W przebiegu pierwszej z nich,
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komorka apoptotyczna traci kontakt z komorkami
sasiadujacymi, a uktad wiokien jej cytoszkieletu ulega
modyfikacjom, ktore uwidaczniajg si¢ w zmianach
jej rozmiaru i wygladu. W fazie egzekucji wewnatrz
komorki wzrasta poziom jonow wapniowych, co po-
cigga za sobg aktywacje komoérkowych endonukleaz
1 kaspaz. Chromatyna ulega kondensacji i fragmentacji.
Powstajg ciatka apoptotyczne, ktére w ostatniej fazie
(koncowej), zostaja sfagocytowane i zdegradowane
(8, 10).

Biatko ORF2 HEV

Genom wirusowy HEV zawiera trzy otwarte ramki
odczytu (open reading frame, ORF): ORF1, ORF2
i ORF3. ORF2 koduje biatko kapsydu wirusa, ktore
jest kierowane do siateczki srodplazmatycznej (endo-
plasmatic reticulum, ER) przez sekwencje sygnatowa
na N-koncu czasteczki. ER, jako miejsce modyfikacii,
zwijania i oligomeryzacji nowo zsyntetyzowanych bia-
ek, odgrywa istotng rolg¢ w cyklu replikacyjnym HEV.
Gromadzenie si¢ biatka ORF2 w ER moze doprowadzi¢
do aktywacji genu kodujacego proapoptotyczne biatko
homologiczne do C/EBP (C/EPB homologous protein,
CHOP) na drodze zaleznej od czynnika aktywacji
transkrypcji 4 (activating transcription factor 4, ATF4)
1 ATF6. Nadekspresja CHOP w komorce prowadzi do
obnizenia syntezy bialka chtoniaka B-komoérkowego
2 (B-cell lymphoma 2 protein, Bcl-2), a takze skutkuje
translokacja proapoptotycznego biatka X sprz¢zo-
nego z Bcl-2 (Bcl-2-associated X protein, Bax) do
mitochondrium (13). Bax odpowiada za zwigkszenie
przepuszczalnosci zewngtrznej blony mitochondrium
i uwolnienie cytochromu c do cytozolu (28).

Biatko ORF2 jest pozytywnym regulatorem eks-
presji gendw dla biatka szoku cieplnego 72 (heat
shock protein 72, Hsp72) 1 jego kofaktora, Hsp40
(13). Hsp72 wykazuje antyapoptotyczne witasciwo-
sci. Wigze proapoptotyczne biatko Bax, zapobiegajac
jego przemieszczeniu si¢ do mitochondrium (9, 29).
Ponadto Hsp72 moze migrowac¢ do jadra komorkowe-
g0, gdzie wykazuje aktywnos$¢ opiekuncza wzgledem
znajdujacych si¢ tam bialek (11). Gromadzenie si¢
Hsp72 w karioplazmie powstrzymuje apoptoze (15)
Tymczasem obecno$¢ biatka ORF2 w komorce wigze
si¢ ze wzrostem poziomu akumulacji Hsp72 w jadrze
komoérkowym (15). Biatko ORF2 HEV wchodzi
w bezposrednie interakcje z Hsp72, w wyniku ktorych
uzyskuje prawidtowg struktur¢ przestrzenng i unika
degradacji przez proteasomy (13).

Hamowanie aktywnos$ci kaspazy-8
przez E1i E2 HCV

W przewlektym zakazeniu komorkowym HCV
utrzymuje przy zyciu komorke gospodarza, chronige
tym samym miejsce swojego cyklu replikacyjnego.
W zwiazku z powyzszym stosuje strategie przeciw-
dzialania apoptozie, co sprzyja efektywnej patogenezie
wirusowej (1).
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E11E2, glikoproteiny ostonkowe HCV, odgrywaja
istotng role; w zakazeniu wirusowym. Za ich posred-
nictwem wirus wigze s1¢ z p0w1erzchmq komorki,
a nast¢pnie wnika do jej wnetrza. E1 1 E2 wykazuja
wlasciwosci zardéwno proapoptotyczne (6, 7) jak 1 an-
tyapoptotyczne (19).

Aktywowane limfocyty T majg zdolnos¢ zabijania
komorek eksponuj qcych na swojej powierzchni recep-
tory Fas. Lacza si¢ z nimi za posrednictwem biatek
btonowych Fas-ligand (Fas-L). Zwiazanie Fas i Fas-L
prowadzi do wytworzenia kompleksu sygnatowego
indukujacego $mier¢ (death-inducing signalling com-
plex, DISC), ktory sktada sie z czasteczki Fas, biatka
adaptacyjnego —domeny $mierci zwigzanej z Fas (Fas-
-associated death domain, FADD) i nieaktywnego en-
zymu, pro-kaspazy-8. Aktywacja zymogenu to kolejny
etap apoptotycznej ciezki sygnatowej. E1 1 E2 hamuja
apoptoze uruchamiang przez uktad Fas/Fas-L, blokujac
aktywnos$¢ kaspazy-8, co wptywa na wydtuzenie czasu
persystentnego zakazenia HCV permisywnej (19, 22).

Przeciwdzialanie aktywacji pro-kaspazy-8
przez biatko rdzeniowe HCV

Bialko rdzeniowe HCV zapobiega apoptozie inicjo-
wanej przez czynnik martwicy nowotworu o (tumor
necrosis factor a, TNF-a). Wiele dobrze poznanych
1 scharakteryzowanych $ciezek sygnatowych TNF,
w tym indukcja apoptozy i aktywacja czynnika ja-
drowego kB (nuclear factor kB, NF-kB), wymaga
udziatu receptora 1 dla TNF (TFN receptor 1, TNFR1).
TNFRI1 zawiera domeng $mierci, niezbedng w procesie
przekazywania proapoptotycznego sygnatu. Podlega
ona negatywnej regulacji ze strony zwigzanego z nig
biatka wyciszajacego domeng $mierci (silencer of
death domain, SODD). SODD hamuje agregacje
TNFRI1 1 utrzymuje receptor w nieaktywnej, mono-
merycznej postaci. Potagczenie TNF z TNFR1 znosi
inhibicj¢ proapoptotycznej aktywnosci sygnatowej
TNFR1, promujac agregacj¢ receptoréw i uwalnianie
SODD z domen $mierci. Odstoni¢te domeny wigza
biatko sprzezone z domeng $§mierci TNFR1 (TNFR1-
associated death domain protein, TRADD), ktore
rekrutuje kolejne biatka, FADD i prokaspaz¢-8 do
DISC. Przeksztalcenie zymogenu do aktywnej postaci
enzymu (kaspazy-8) uruchamia kaskad¢ molekular-
nych zdarzen prowadzacych do apoptozy. Badania
wykazaty, ze biatko rdzeniowe HCV nie zaktoca od-
dziatywan pomiedzy TFNR1-TRADD, podobnie jak
1interakcji TRADD-FADD-pro-kaspaza-8. Wykazano
natomiast, ze przeciwdziala konwersji pro-kaspazy-8
do kaspazy-8, podtrzymujac ekspresj¢ biatka hamu-
jacego podobnego do komorkowego FLICE (cellular
FLICE-like inhibitory protein, c-FLIP), endogennego
inhibitora kaspazy-8 (27).

Oddziatywanie NS5A HCV na p38MAPK

NSS5A to jeden z produktow proteolitycznego cigcia
wirusowej poliproteiny, kodowanej przez genom HCV.
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NSS5A przeciwdziata apoptozie indukowanej stresem
oksydacyjnym (23).

NS5A wigze si¢ z niektorymi biatkami komorko-
wymi za posrednictwem motywow poliprolinowych
(PxxPxR) (18, 30). Wymienione uktady aminokwasow
tworza wydluzone, heliakalne struktury i wigza si¢
z domenami homologicznymi do Src 3 (Src homology
3 domains), wykrywanymi w komorkowych czastecz-
kach sygnatowych (1).

Kinazy bialkowe aktywowane mitogenem p38
(P38 mitogen activated protein kinases, p38MAPK),
biorg udziat w procesie indukcji apoptozy w reakcji
na rozmaite stresy, na przyktad — temperaturowy
i oksydacyjny (25) lub wywotany cytokinami (16).
W odpowiedzi na ten ostatni aktywowana P3SMAPK
fosforyluje biatko Kv2.1, ktére jest odpowiedzialne za
odptyw K* z komorki gospodarza. Wzrost aktywnosci
bramkowanych elektrycznie kanaléw potasowych,
wspotodpowiedzialnych za utrzymanie homeostazy
jonowej w komorce, skutkuje inicjacja procesu apop-
tozy (24, 26). NS5A HCV przeciwdziata aktywacji
Kv2.1., unieczynniajac p38MAPK. Fragmentem
p38MAPK, z ktorym oddziatuje NS5A, jest motyw
PP2 (20).

Podsumowanie

HEV 1 HCV kontrolujg proces apoptozy komorki
gospodarza. Jego regulacja moze mie¢ charakter po-
zytywny lub negatywny. Do wirusowych biatek, ktore
moga wykazywac wlasciwosci antyapoptotyczne, nale-
z3: biatko ORFF2 HEV, produkt proteolitycznego cie-
cia poliproteiny HCV —NS5A, glikoproteiny ostonowe
HCV —E11E2 oraz biatko rdzeniowe HCV. Podejmuja
one bezposrednie lub posrednie oddziatywania z ele-
mentami molekularnej aparatury, odpowiedzialnej za
apoptoze komorki gospodarza. Deazaktywujg ogniwa
szlakow indukeji $mierci komorki lub pozytywnie
reguluja ekspresj¢ bialek zaktocajacych transdukcje
proapoptotycznych sygnatow.
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