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Rekombinowane czgstki wirusopodobne wirusa kleszczowego
zapalenia mo6zgu produkowane w systemie ekspresyjnym
Leishmania tarentolae jako potencjalny antygen szczepionkowy

mgr Marta Zimna

Wirus kleszczowego zapalenia mézgu (TBEV, ang. tick-borne encephalitis virus) stanowi powazne
zagrozenie dla zdrowia publicznego w réznych regionach Europy Srodkowej, Wschodniej i Pénocnej,
a takze w potnocnej Azji, powodujac powazne infekcje neurologiczne, takie jak zapalenie mézgu czy
zapalenie opon mézgowo-rdzeniowych. Gléwna droga przenoszenia TBEV sg ukaszenia kleszczy, jednak
spozycie produktéw mlecznych pochodzacych od zakazonych zwierzat, takich jak kozy, bydto i owce,
rowniez stanowi znaczacy czynnik ryzyka. Na rynku dostgpne sa szczepionki przeciwko TBEV oparte
na inaktywowanym wirusie, jednak do tej pory nie zostata opracowana specyficzna terapia antywirusowa.
Pomimo znaczacego wzrostu liczby zakazen TBEV, w wielu dotknigtych krajach wskazniki szczepien
pozostaja niskie ze wzgledu na wysokie koszty istniejacych szczepionek. Co wigcej, ze wzgledu na
wysokie koszty nie sa one powszechnie stosowane jako szczepionki weterynaryjne, co podkresla pilng
potrzebg opracowania alternatywnych $rodkow zapobiegawczych.

Podejscie zaprezentowane w tej rozprawie, oparte na czastkach wirusopodobnych (VLPs, ang. virus-
like particles,) TBEV, ktore nasladuja strukture natywnych czastek wirusa, ale nie posiadajg materialu
genetycznego, wykazato wysoki potencjal do zastosowania jako antygen szczepionkowy. Znaczacym
osiggnieciem byto wykazanie uzyteczno$ci stosowania systemu ekspresyjnego opartego na pierwotniaku
L. tarentolae do wydajnej produkcji VLPs TBEV. Poprzez charakterystyke funkcjonalng potwierdzono,
ze rekombinowane biatka strukturalne (prM/M i E) TBEV tworza VLPs, ktore sa wysoce rozpoznawane
przez przeciwciata neutralizujace w analizach in vitro.

W celu oceny immunogenno$ci uzyskanych czastek, przeprowadzone zostaly badania w mysim
modelu zwierzecym. Zwierzeta zostaly zaszczepione trzema dawkami VLPs w potaczeniu z adiuwantem
AddaVax™, a uzyskane surowice poszczepienne zostaly poddane analizie. Przeprowadzone badania
wykazaty wysoki poziom przeciwcial przeciwko biatkom TBEV oraz inaktywowanemu wirusowi. Test
neutralizacji wirusa wykazal wysoka zdolno$¢ do neutralizacji TBEV za pomocag surowic
poszczepiennych, co potwierdzilo skutecznos¢ VLPs jako antygenu szczepionkowego. Wysoki potencjat
uzyskanych VLPs do zastosowania w potencjalnej szczepionce zostat tez potwierdzony w eksperymencie
typu challenge, gdzie immunizacja za pomocg VLPs w potaczeniu z adiuwantem zapewnita 100% ochrony
przed rozwinigciem objawow infekcji u myszy, ktorym podano $miertelng dawke wirusa.

Kolejnym etapem badan byto znalezienie najskuteczniejszej drogi podania i potaczenia z adiuwantem
dla potencjalnej szczepionki. Opierajac si¢ na wczesniejszych wynikach wykazujacych skuteczno$é
immunizacji za pomocg VLPs w eksperymencie typu challenge, w tym etapie badan gtéwnym celem byta
ocena profilu odpowiedzi immunologicznej. Wykorzystujac myszy jako model zwierzgey, sze§¢ roznych
grup immunizowano VLPs poprzez podanie podskorne (s.c.) lub domig$niowe (i.m.), z lub bez
adiuwantow (AddaS03™ i Alhydrogel®+MPLA). Odpowiedz limfocytow T zostata zbadana za pomoca

testu ELISPOT (ang. enzyme-linked immunospot assay), wskazujac na produkcje interferonu y glownie
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w grupach adiuwantowanych Alhydrogel® + MPLA.

Ponadto oceniono odpowiedz przeciwcial, wykazujac wzrastajagcy poziom przeciwcial po kazdej
dawce, przy czym znacznie wyzsze st¢zenia obserwowano w grupach, w ktorych stosowano adiuwant.
Dodatkowo, miana podklas IgG uwidocznily bardziej zrownowazona odpowiedz immunologiczng
w grupach z adiuwantem, szczegélnie w przypadku antygenu z Alhydrogel®+MPLA, podawanego
domiesniowo. Co wigcej analiza awidno$ci przeciwcial ujawnita wyzsza awidno$¢ w grupach
otrzymujacych VLPs z adiuwantem, podkreslajac rolg adiuwantéw w poprawie jako$ci przeciwcial. Testy
neutralizacji wykazaly wyzsze miana w grupach myszy otrzymujacych VLPs z adiuwantem, zwtaszcza
w podaniu i.m., co wskazuje na wigkszy potencjat neutralizujacy wobec réznych szczepéw TBEV. Biorac
pod uwage wszystkie czynniki, uzyskane wyniki sugeruja, ze VLPs w potaczeniu z Alhydrogel® i MPLA
podawane domig$niowo wywolujg silng i zrownowazong odpowiedz immunologiczng, ze zwigkszong
produkcja przeciwciat neutralizujagcych w poréwnaniu do poprzednich badan. To zoptymalizowane
podejscie do szczepien jest obiecujace w zakresie skutecznego zapobiegania zakazeniom TBEV.

Podsumowujac, wyniki uzyskane w ramach realizacji niniejszej rozprawy doktorskiej wskazuja,
ze otrzymane VLPs TBEV sg bardzo dobrym kandydatem na alternatywna szczepionke przeciwko temu
wirusowi. Badania majace na celu scharakteryzowanie produkowanych rekombinowanych biatek
wykazaty, Zze sg one funkcjonalne i tworza VLPs, ktore zostaly wykorzystane do dalszych badan. Ich
skutecznos¢ w zapobieganiu infekcji zostala wykazana w kilku etapach badan na zwierzgtach. Potwierdzity
one pelng skuteczno$¢ w ochronie przed infekcja oraz pozwolily na wskazanie potencjalnie
najskuteczniejszych potaczenia z adiuwantem oraz drogi podania potencjalnej szczepionki.

VLPs produkowane sg w niekonwencjonalnym systemie ekspresyjnym opartym na pierwotniaku,
dzieki czemu mozliwa jest wydajna produkcja i oczyszczanie czastek, a dzigki temu niska cena
potencjalnej szczepionki. Sprawia to, Ze opracowana potencjalna szczepionka jest konkurencyjna
wzgledem dostgpnych obecnie szczepionek opartych na inaktywowanym wirusie. Wdrozenie opracowane;j
rekombinowanej szczepionki o nizszych kosztach, mogloby w znacznym stopniu przyczyni¢ si¢
do zwigkszenia dostepnosci szczepionki przeciwko TBEV. Koszty produkcji moglyby zosta¢ obnizone
w stosunku do obecnie dostepnych szczepionek ze wzgledu na wykorzystanie systemu ekspresji opartego
na tanich odczynnikach, zastosowanie prostych metod oczyszczania oraz oparcie preparatu
na rekombinowanym antygenie, nie wymagajacym przy produkcji tak wysokich zabezpieczen jak
szczepionka inaktywowana oparta na wirusie. Tania, ale skuteczna i bezpieczna szczepionka chronigca
przed zakazeniem wirusem TBEV mogtaby by¢ stosowana powszechnie. Niskie koszty szczepionki
moglyby tez pozwoli¢ na wykorzystanie jej jako szczepionki weterynaryjnej, ktora obecnie nie jest
dostepna. Spozycie produktow mlecznych od zakazonych zwierzat jest jedng z drog przeniesienia wirusa
na ludzi. W zwigzku z tym wprowadzenie powszechnych szczepien dla zwierzat hodowlanych
przyczynitoby si¢ zarowno do zmniejszenia rezerwuaru wirusa w srodowisku, jak rowniez ograniczytoby

mozliwo$ci zakazenia ludzi.



