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Wirus Zika (ZIKV) to patogen zakazajacy cztowieka i nalezacy do rodzaju Flavivirus
w rodzinie Flaviviridae. Cho¢ wigkszos¢ zakazen ZIKV przebiega bezobjawowo, to czasem
infekcja moze prowadzi¢ do rozwinigcia neurologicznych komplikacji np. syndromu Guillain-
Barré. Co istotne, wirus moze przenosic¢ si¢ drogg transmisji pionowej, czyli z matki na ptod,
w wyniku czego moze doj$¢ do rozwinigcia wrodzonego syndromu zika (ang. congenital zika
syndrome, CZS). CZS obejmuje szerokie spektrum wad wrodzonych przede wszystkim
matoglowie. ZIKV, podobnie jak inne wirusy z tego rodzaju, jest glownie przenoszony przez
komary, co przyczynito si¢ do silnego rozprzestrzeniania si¢ na $wiecie. Przez wiele lat infekcje
ZIKV byly sporadyczne i wystepowaly gtdéwnie w rejonie Afryki, az do epidemii w rejonie
Mikronezji oraz Polinezji Francuskiej, a nastgpnie pandemii w latach 2015-2016, ktora objeta
prawie cala potkule potudniows. Szacuje si¢, ze w tym okresie tylko w Brazylii byto ponad
1300000 przypadkow infekcji. W zwigzku ze zmianami klimatycznymi ZIKV nadal
rozprzestrzenia si¢ i obecnie wystepuje na terytorium 89 krajow na catym $wiecie. Chociaz
ogolna liczba zakazen ZIKV obecnie jest niska, to nadal wirus ten aktywnie krazy w Ameryce
Lacinskiej i Azji. Ponadto, niedawne badania wskazujg rowniez na pojawienie si¢ nowych
szczepow ZIKV, ktore sg bardziej zakazne 1 patogenne.

Chociaz podjeto wiele wysitkow, aby opracowa¢ skuteczng szczepionke lub terapie
przeciwwirusowa, nadal zadne z powyzszych nie zostaly zatwierdzone do uzycia dla ludzi.
Bioragc pod uwage przenoszenie ZIKV 1 ryzyko kolejnej epidemii, a takze powiktan
neurologicznych po zakazeniu ZIKV, pozostaje on powaznym problemem dla populacji
ludzkiej, zwtaszcza dla kobiet w cigzy. Dlatego istnieje potrzeba szczegdlowego zbadania
patologii ZIKV, a przede wszystkim opracowania nowych skutecznych szczepionek i lekow
antywirusowych.

Jednym z rodzajow rekombinowanych antygenow szczepionkowych sa czastki
wirusopodobne (ang. virus-like particles, VLPs). VLPs to struktury sktadajace si¢ z jednego
lub wiegcej réznych bialek wirusowych, majacych zdolno$¢ do samoorganizacji, przez co
nasladujg swoja formg natywne wiriony. Sg one pozbawione materiatu genetycznego, wiec nie
sg zdolne do infekowania komorek gospodarza. Cechy te sprawiaja, ze VLPs posiadaja wysoki
potencjal immunogenny, a jednoczesnie s3 znacznie bardziej bezpieczne w uzyciu jako
sktadnik szczepionki niz inaktywowany wirus. Dla wirusa Zika, dwie glikoproteiny ostonki
wirusowej prM i E sa zdolne do sktadania si¢ w VLPS, gdy ich geny ulegaja ekspresji razem w
roznych komorkach eukariotycznych np. komorkach owadzich lub ssaczych. Proces sktadania
czastek zachodzi w retikulum endoplazmatycznym, a nastepnie czastki te ulegaja dojrzewaniu
tj. glikozylacji, cieciu proteolitycznemu oraz reorganizacji struktury. VLPs produkowane w



roznych komoérkach moga r6zni¢ si¢ antygenowoscig, co w konsekwencji moze wplywacé na
ich potencjal immunogenny.

Praca ta miata na celu oceni¢:

- wplyw systemu ekspresji gendéw oraz genetycznych modyfikacji na proces sktadania
rekombinowanych VLPs oraz ich antygenowos$¢, jak rowniez okreslic ich potencjat
immunogenny,

- wplyw schematu dawkowania i adiuwantow na immunogenno$¢ wybranych
rekombinowanych VLPs.

W pierwszym etapie pracy zaprojektowano geny roznych wariantow rekombinowanych
biatek prM i E, ktore nastepnie wprowadzono do dwoch systemow ekspresji genéw: systemu
bakulowirusowej ekspresji genéw w komodrkach owadzich oraz systemu przejsciowej ekspres;ji
w komorkach ssaczych. Ekspresja genéw obu biatek byla na niskim poziomie, dlatego
nastgpnie zoptymalizowano proces produkcji rekombinowanych VLPs poprzez modyfikacje¢
warunkow hodowli komodrek. W nastepnym etapie oceniono zdolno$¢ biatek prM i1 E do
tworzenia VLPs wykorzystujac metode ultrawirowania w gradiencie ggstosci. Ponadto
obecno$¢ VLPs analizowano takze w transmisyjnej mikroskopii elektronowej oraz metoda
dynamicznego rozpraszania §wiatta. W obu systemach VLPs byly produkowane na podobnym
poziomie wydajnosci, lecz czastki te rdznily sie stopniem dojrzatosci. Dojrzatos¢ czastek, a
szczegollnie glikoproteiny E moze wptywac na immunogenno$¢ VLPs, wigc w kolejnym etapie
analizowano dogl¢bnie determinanty antygenowe tj. profil glikozylacji VLPs i wigzanie do
lektyn oraz prezentacj¢ specyficznych epitopéw na powierzchni czastek metodami
immunoenzymatycznymi. Wyniki wykazaly, ze biatka prM i E sa glikozylowane w obu
systemach ekspresji. Jednak zaobserwowano lepsze wigzanie si¢ VLPs produkowanych w
komorkach ssaczych do lektyn, jak i rowniez lepsza ekspozycje epitopéw na tych VLPs niz na
czastkach pochodzacych z systemu bakulowirusowego. W celu poréwnania immunogennos$ci
obu typow VLPs, zaszczepiono dwie grupy myszy oczyszczonymi VLPs w kombinacji z
adiuwantem typu olej-w-wodzie na bazie skwalenu. Analizy immunologiczne wykazaty
wieksza zdolno$¢ VLPs produkowanych w komorkach ssaczych do wzbudzania odpowiedzi
humoralnej oraz do generowania przeciwcial neutralizujacych wirusa Zika. Podsumowujac
wykazano, ze system ekspresji gendw wptywa na jako$¢ czastek wirusopodobnych wirusa Zika,
co przektada na si¢ na ich immunogenno$¢. System komorek ssaczych wykazatl wyzszo§¢ w
kontekscie produkcji dojrzatych VLPs o wysokim potencjale antygenowym i immunogennym.

W drugim etapie pracy zmodyfikowano sekwencje biatek prM/E w celu zwigkszenia
produkcji VLPs w komorkach ssaczych. Nastgpnie zoptymalizowano dwuetapowe
oczyszczanie VLPs przy uzyciu metod chromatograficznych. Oczyszczone ta metoda VLPs
postuzyty do badan immunologicznych w celu okreslenia wplywu schematu dawkowania oraz
adiuwantéw na wzbudzenie odpowiedzi immunologicznej w modelu mysim. Wybrano dwa
schematy szczepien: 3 wzrastajgce lub malejagce dawki VLPs w kombinacji z poprzednio
uzytym adiuwantem podawane w odstepie dwoch tygodni podskornie. Ponadto, uzyto takze
inny typ adiuwantu — system wodorotlenku glinu z monofosforylo-lipidem A (MPLA) w
potaczeniu VLPs podanymi wg schematu wzrastajagcych dawek. Formulacja szczepionki



podana wg schematu wzrastajacych dawek wzbudzita lepszg odpowiedz przeciwciat podklasy
typu G (1gG), niezaleznie od adiuwantu. Dodatkowo, VLPs podane wg schematu wzrastajacych
dawek wzbudzity lepsza produkcje przeciwciat podklasy IgG1 i IgG2a. Surowice z myszy
szczepionych schematem wzrastajacych dawek wykazaty takze lepsza aktywnosé
neutralizujgcg wirusa Zika.

Podsumowujac, wyniki uzyskane w tej pracy po raz pierwszy pokazuja réznice w
dojrzatosci oraz antygenowosci VLPSs produkowanych w réznych komoérkach eukariotycznych.
Dojrzatos¢ VLPs ma szczegoélne znaczenie w wykorzystaniu jako antygen szczepionkowy
szczegblnie w wzbudzaniu odpowiedzi przeciwcial neutralizujacych wirusa Zika. Ponadto,
wykazano, ze immunogenno$¢ VLPs moze by¢ modyfikowana przez odpowiednie dobranie
dawkowania VLPs oraz odpowiedniego adiuwantu w formulacjach szczepionkowych.
Uzyskane w niniejszej pracy rezultaty mogg przyczynic si¢ do racjonalnego zaprojektowania
antygenow szczepionkowych w postaci czastek wirusopodobnych, ich optymalnej produkcji w
komorkach eukariotycznych, a takze odpowiedniej formulacji szczepionki nie tylko przeciwko
wirusowi Zika, ale takze innym wirusom z rodzaju Flavivirus.



