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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Wirus pecherzykowatego zapalenia jamy ustnej (vesicular stomatitis virus - VSV), nalezacy do
rodziny Rhabdoviridae, jest obiecujacym wektorem wirusowym wykorzystywanym podczas
opracowywania szczepionek przeciwwirusowych o potencjalnym zastosowaniu u ludzi. W przy-
rodzie VSV jest patogenem ssakéw kopytnych, w tym zwierzat hodowlanych. Najwazniejszymi
cechami VSV czynigcymi z niego doskonalg platforme do rozwoju réznych terapii przeciwwiru-
sowych sg jego immunogenno$¢ i efektywne namnazanie do wysokich mian w liniach komérko-
wych stosowanych w produkcji szczepionek. Zakazenia cztowieka VSV sg stosunkowo rzadkie
i cechuja sie tagodnymi, grypopodobnymi objawami. Co wiecej, ze wzgledu na powinowactwo
glikoproteiny ostonkowej VSV do powszechnie wystepujacego receptora LDL (lipoproteiny
niskiej gestosci), wirus ten skutecznie kieruje sie do réznych tkanek in vivo. Wiele wynikéw
badan potwierdza mozliwosci opracowania szczepionek wektorowych z zastosowaniem VSV
przeciw wirusom brodawczaka ludzkiego (HPV), ludzkiemu wirusowi niedoboru odpornosci
(HI1V), wirusowi zapalenia watroby typu B (HBV) i filowirusom (MARV, ZEBOV i SEBOV), a takze
potencjalne zastosowanie opracowanej szczepionki przeciw wirusowi zapalenia watroby typu
C (HCV). VSV wykazuje neurotropizm, co w nastepstwie zakazenia moze powodowaé wirusowe
zapalenie mézgu u zwierzat do$wiadczalnych. Z tego wzgledu trwaja intensywne prace nad
osiggnieciem wystarczajacej ekspresji antygenéw wirusowych z jednoczesnym zachowaniem
bezpieczeristwa skonstruowanego wektora.
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Summary

Vesicular stomatitis virus (VSV), a member of the Rhabdoviridae family, is a promising candi-
date for potential use in construction of antiviral vaccines. In the natural environment VSV is
a pathogen of wild ungulates and livestock. Some of the features that make VSV an excellent
platform for the development of a range of viral therapeutics includes its immunogenicity
and ability to grow to high titers in cell lines approved for vaccine use. Infection in humans
is rare and usually asymptomatic, with mild flu-like symptoms. Moreover, due to affinity of
VSV envelope glycoprotein to the LDL (low-density lipoprotein) receptor, VSV is effective at
targeting a variety of tissues in vivo. A series of research results confirm the possibility of de-
veloping VSV-based vaccines against human papilloma viruses (HPV), human immunodefi-
ciency virus (HIV), hepatitis B virus (HBV) and filoviruses (MARV, ZEBOV and SEBOV), as well
as the potential use of a successfully developed vaccine against hepatitis C virus (HCV). VSV is
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neurotropic and infection can cause a viral encephalitis in experimental animals. Therefore,
intensive studies are being undertaken to achieve satisfactory expression of the viral antigens
while maintaining the safety of the constructed vectors.
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Wsrep

Wirus pecherzykowatego zapalenia jamy ustnej (vesicular
stomatitis virus - VSV) nalezy do rodziny Rhabdoviridae
rzedu Mononegavirales. W przyrodzie VSV jest patogenem
ssakéw kopytnych, w tym zwierzat hodowlanych, takich
jak konie, bydto i $winie. Zakazenie cztowieka jest sto-
sunkowo rzadkie i cechuje sie tagodnymi, grypopodob-
nymi objawami [62]. VSV zawiera silnie upakowany ge-
nom w postaci pojedynczej nici RNA o ujemnej polarnosci
(ssRNA(-)) ztozonej z pieciu nienaktadajacych sie na siebie
gendw kodujacych biatka wirusowe (ryc. 1). Wirusowy ma-
teriat genetyczny jest zwigzany z biatkiem nukleokapsydu
(N), tworzgc spiralny rdzeti rybonukleoproteinowy (RNP).
W kapsydzie znajduja sie réwniez wirusowa RNA-zalezna
polimeraza RNA (L) oraz jej kofaktor - fosfoproteina (P).
Spiralnie upakowany rdzeni RNP jest stabilizowany biat-
kiem macierzy (M) i otoczony podwéjng warstwa lipidows,
w ktérej znajduje sie glikoproteina (G) odpowiedzialna za
wigzanie wirusa do komérki gospodarza i fuzje z jej btong
[34,42]. VSV moze zakaza¢ wiekszo$¢ komérek kregow-
céw i wiele sposrdd komérek bezkregowcéw. Powszech-
no$¢ wystepowania receptora dla VSV na komérkach
oraz fatwo$¢ i szybko$¢ hodowli wirusa sprawily, ze cze-
sto wykorzystuje sie go w badaniach dotyczacych wnika-
nia wiruséw do komdrki, replikacji wirusowego materiatu
genetycznego i tworzenia czastek wirusowych w komérce
[23,78]. Ze wzgledu na brak potwierdzonych infekcji VSV
u ludzi, w Europie wirus ten czesto uzywany jest w bada-
niach nieswoistych interakcji wiruséw z uktadem odpor-

nosciowym cztowieka, np. Blach-Olszewska i wsp. uzyli go
do opracowania testu na badanie poziomu nieswoistej od-
powiedzi immunologicznej u ludzi [54,77,109]. W potowie
lat 90 ub.w. naukowcy wykorzystujac standardowe tech-
niki klonowania odtworzyli pelny genom VSV w postaci
komplementarnego DNA (complementary DNA - cDNA),
dzieki wklonowaniu pojedynczych genéw VSV orazich se-
kwencji faczacych do plazmidu pGEM-3 z promotorem T7.
Otrzymane plazmidy pVSV1(+) oraz pVSV1(-), réznigce sie
polarnoscig, sa nadal wykorzystywane do opracowywania
szczepionek na bazie VSV [106]. Konstrukcja wektoréw
opartych na VSV, ktére nie tylko koduja biatka innych
patogennych wiruséw, lecz takze biatka terapeutyczne
jest coraz cze$ciej wykorzystywang strategia. Trzeba mieé
jednak na wzgledzie zagrozenia zwigzane z potencjalng
neurotoksycznoscig wirusa - VSV moze by¢ przyczyna
$miertelnego zapalenia mdzgu nie tylko u gryzoni, ale tez
u matp waskonosych [75].

PROJEKTOWANIE WEKTOROW SZCZEPIONKOWYCH

Wirus pecherzykowatego zapalenia jamy ustnej moze by¢

wykorzystany jako wektor szczepionek, po wbudowa-

niu do jego genomu genéw kodujacych antygeny innego

patogennego wirusa. Wektory wirusowe oparte na VSV

mozna podzieli¢ na:

« replikacyjnie kompetentne, gdy zawierajg zestaw prawi-
dtowych genéw wirusa, niezbednych do przejscia catego
cyklu infekcji wirusowej;
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Ryc. 1. Mapa genomu VSV. Litery oznaczaja geny kodujace: N - biatko nukleokapsydu, P - fosfoproteine, M - biatko macierzy, G - glikoproteing powierzchniowa,

L - RNA-zalezng polimeraze RNA
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s replikacyjnie defektywne, gdy usuniecie lub zmiana
w ktérymkolwiek z genéw wektora skutkuje zabloko-
waniem jego cyklu replikacji na jednym z etapdw naste-
pujacych po wniknieciu wirusa do komérki.

Wektory replikacyjnie kompetentne po podaniu do orga-
nizmu wyzwalaja silng i dtugotrwalg odpowiedz immu-
nologiczng, jednak ze wzgledu na bezpieczetistwo stoso-
wania nie powinny by¢ podawane osobnikom z obnizong
odpornoscig. Wektory defektywne sg potencjalnie bez-
pieczniejsze, ale ich zastosowanie wigze sie z koniecz-
noscig podania wiekszej liczby dawek w celu wywotania
optymalnej odpowiedzi immunologicznej. Przykltadem
wektora replikacyjnie defektywnego moze by¢ wektor
pozbawiony genu kodujacego glikoproteine G lub eks-
presjonujacy ja w skréconej postaci [107].

Wektory szczepionek przeciwwirusowych na bazie VSV
najczesciej tworzy sie poprzez insercje lub substytucje
okreslonego genu wirusowego do genomu VSV. Badania
prowadzone najpierw na matych ssakach, a nastepnie na
$winiach udowodnily, ze najwieksze znaczenie w pato-
gennosci VSV ma potozenie genu N. W szczepie dzikim
gen N znajduje sie na koricu 3’ i jest pierwszym, a co za
tym idzie najsilniej transkrybowanym genem VSV [4,51].
Zmiana jego potozenia w wyniku rekombinacji prowadzi
do atenuacji wirusa, w stopniu zaleznym od oddalenia od
promotora [31]. Zaobserwowano, ze przeniesienie genu
glikoproteiny G w strone 3’, czyli blizej promotora, skut-
kowato zwiekszona odpowiedzig humoralng u myszy [30].
Brak potwierdzonych przypadkéw rekombinacji homolo-
gicznej u ktéregokolwiek z przedstawicieli rzedu Monone-
gavirales wskazuje, ze rearanzacja genowa stosowana pod-
czas tworzenia rekombinantédw VSV jest nieodwracalna,
co zwieksza bezpieczeristwo konstruktu VSV jako wektora
szczepionek [105]. Tego rodzaju atenuacja pozwala na
ostabienie neuropatogennosci wektoréw rVsV z jedno-
czesnym zachowaniem ich wysokiej immunogennosci. Na
przyktad w badaniach nad szczepionka przeciw HIV testo-
wano strategie atenuacji rvVSV, ktére obejmowaty kombi-
nacje translokacji genu N, mutacji genu M oraz skracania
genu G. Ostatnia z wymienionych procedur prowadzi do
delecji cze$ci domeny cytoplazmatycznej glikoproteiny
rVSV. Konstrukty tak przygotowanych wektoréw zawie-
raly gen gag z HIV w pozycji pierwszej genomu rVSV, tuz
za sekwencja liderowa, co doprowadzito do dalszej atenu-
acji wektora wirusowego z jednoczesnym zwiekszeniem
udziatu odpowiedzi humoralnej przeciw biatku Gag [17].

V/sv JAKO WEKTOR SZCZEPIONKOWY

Szczepionki profilaktyczne i terapeutyczne przeciw

HPV

Wirus brodawczaka ludzkiego (human papillomavirus -
HPV) jest uwazany za czynnik etiologiczny prawie w 90%
przypadkdéw raka szyjki macicy. Istnieje ponad 80 réznych
typéw HPV, niektdre z nich moga by¢ przenoszone droga
plciows i zakazaé nabtonek organéw piciowych powo-
dujac powstawanie tzw. klykcin koriczystych. Przyczyna

wiekszosci z nich jest HPV typu 6 i 11, natomiast typy 16
i 18 najczesciej sa zwigzane z powstawaniem zmian nowo-
tworowych w obrebie narzadéw rozrodczych [7,9,25,46].
W Polsce istnieje mozliwo$¢ zaszczepienia sie przeciw wy-
mienionym typom HPV szczepionkg dwuwalentna (skie-
rowang przeciw HPV typu 16 i 18) lub czterowalentna
(chroni przed infekcjg HPV typu 6, 11,161 18). Ogranicze-
nia stosowania tych szczepionek wynikaja z ich wysokiej
ceny, czynnikéw spotecznych (bledne prze§wiadczenie
o szkodliwosci szczepieri) oraz zakresu dziatania - w two-
rzenie si¢ zmian nowotworowych w obrebie narzadéw
rozrodczych mogg by¢ zaangazowane inne typy wirusa,
przed ktérymi nie chroni szczepionka [101].

Do opracowania alternatywnej szczepionki przeciw HPV
czesto wykorzystywany jest kréliczy model oparty na
wirusie brodawczaka krélikéw (cottontail rabbit papil-
lomavirus - CRPV). Genomy wiruséw brodawczaka HPV
i CRPV charakteryzuja sie znaczng homologia sekwencji,
w ktérej geny sobie odpowiadajace koduja biatka o po-
dobnych funkcjach. Ponadto zakazenie CRPV przebiega
w charakterystyczny sposdb, a zmiany skérne pojawia-
ja sie w miejscu skaryfikacji wirusem. W badaniach nad
opracowaniem nowej szczepionki przeciw HPV stosowa-
no biatko kapsydu L1 wirusa brodawczaka kréliczego,
jednak takie szczepienie wymaga bardzo duzych ilo$ci
niezdenaturowanego biatka z adiuwantem, a nastepnie
kilku szczepien przypominajacych [65]. Grupa pod kie-
runkiem J. D. Reutera skonstruowata w 2002 r. rekombino-
wany VSV (rVSV) przez insercje genu kodujacego biatko
kapsydu L1 CRPV miedzy geny kodujace biatka GiL VSV.
Wektorem VSV-L1 szczepiono kréliki réznymi sposoba-
mi: donosowo, domie$niowo i §rédskérnie. Kréliki byty
catkowicie zabezpieczone przed chorobg wywotang przez
CRPV, a odpowiedz humoralng w stosunku do biatka L1
zaobserwowano juz po pojedynczym $rédskérnym lub
domie$niowym podaniu szczepionki VSV-L1 lub poda-
niu donosowym z dawkg przypominajaca [89]. Dwa lata
pbzniej zespdt A. Robertsa skonstruowat drugi wektor -
VSVL1-2 - w ktérym gen kodujacy biatko L1 pochodzacy
z CRPV wbudowano miedzy geny N i P VSV. Przesunie-
cie pozycji insertu blizej korica 3’ RNA wirusa zwiekszato
ekspresje biatka L1, dzieki czemu osiagnieto catkowita
ochrone przed CRPV (obserwacje prowadzono przez 10
tygodni od skaryfikacji CRPV) juz po domie$niowym po-
daniu pojedynczej dawki szczepionki [91].

Szczepionki na bazie wektora VSV mogg by¢ takze wy-
korzystywane w immunoterapii, leczeniu istniejagcego
zakazenia i zmian nowotworowych. Takie badania prze-
prowadzono na modelu kréliczego brodawczaka, w kté-
rym wykorzystano cztery wczesne geny CRPV: E1, E2, E6
iE7. Dwa pierwsze kodujg biatka niezbedne do replikacji,
natomiast produkty genéw E6 i E7 biorg udziat w trans-
formacji nowotworowej oraz sg konstytutywnie eks-
presjonowane we wszystkich nowotworach zwigzanych
z wirusem brodawczaka. Brandsma i wsp. skonstruowali
rekombinanty VSV wykazujace ekspresje pojedynczych
wczesnych gendw CRPV przez ich insercje do genomu
VSV miedzy geny G i L. Krdliki zainfekowano CRPV przez
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skaryfikacje. Po tygodniu podzielono je na grupy i podano
szczepionki zawierajace jeden lub dwa rodzaje wektoréw
rVSV. Wszystkie szczepionki znaczaco redukowaty obje-
to$¢ brodawczakéw wywotanych przez CRPV w pordw-
naniu z grupa kontrolna, ktéra otrzymata tylko wektor
(rVSV). Najlepszy terapeutyczny wynik uzyskano po za-
stosowaniu wektora VSV-E7, mimo stwierdzenia braku
odpowiedzi humoralnej przeciw E7, co sugeruje udziat
odpowiedzi komdrkowej w redukcji zmian nowotworo-
wych [10]. W kolejnych eksperymentach Brandsma i wsp.
podniesli efektywnos¢ szczepienia wektorem VSV koduja-
cym biatko E6 przez doszczepienie zwierzat szczepionka
DNA UbEG6 powstata na bazie plazmidu pcDNA3 z wbudo-
wanym genem E6. Zaobserwowano zmniejszenie si¢ trwa-
tych zmian przednowotworowych o 67% w poréwnaniu
do grupy kontrolnej [11].

Obiecujace wyniki zwigzane z uzyciem wektora VSV-E7
u krélikéw sktonity badaczy do podjecia dalszych préb
udoskonalenia szczepionek wektorowych do zastosowania
w immunoterapii. Liao i wsp. testowali wplyw szczepienia
wektorem VSV-E7 na wzrost guza nowotworowego u my-
szy. Wektor skonstruowano przez insercje genu kodujace-
go biatko E7 zHPV typu 16 do genomu VSV tuz za genem
kodujacym biatko N, zapewniajac tym samym zwiekszona
ekspresje biatka E7. Wektorem VSV1-16E7 szczepiono my-
szy C57BL/6, tydzieri po iniekcji komérek rakowych linii
TC-1 (syngenicznych mysich komérek rakowych ekspre-
sjonujacych biatko E7 z HPV16 oraz onkogen ras). Dwa
tygodnie po podaniu pojedynczej dawki szczepionki ob-
jeto$é guzéw nowotworowych byta 10-krotnie mniejsza
w grupie szczepionej VSV1-16E7 w poréwnaniu do grupy
szczepionej wektorem kontrolnym. Ponadto zauwazono
silniejsza odpowiedZ komédrkowg (swoiste CD8* wytwa-
rzajace IFN-y) po szczepieniu VSV1-16E7 w grupie myszy
zrozwinietym nowotworem niz w grupie bez nowotworu.
Przytoczone wyniki badari wskazuja, ze komdrki nowo-
tworowe wywolujg w organizmie odpowiedZ przeciwno-
wotworowa, ktéra moze by¢ nastepnie wzmacniana przez
szczepienia z uzyciem rVsSV [64].

Szczepionki przeciw wirusom zapalenia watroby

typuCiB

Wirus zapalenia watroby typu C (hepatitis C virus - HCV)
jest gtéwnym czynnikiem etiologicznym ciezkich choréb
watroby. Szacuje sie, ze ponad 170 mln ludzi na $wiecie
moze by¢ nosicielami HCV [47]. Leczenie farmakologicz-
ne za pomocg rybawiryny i pegylowanego interferonu o,
oraz inhibitoréw proteaz prowadzi do uzyskania trwatej
odpowiedzi wirusologicznej i eradykacji wirusa u 60% pa-
cjentéw, jednak sukces leczenia zalezy tez w duzym stop-
niu od genotypu HCV [49,80,81]. Istotnym powiktaniem
u 0séb przewlekle zakazonych jest zapalenie, marsko$¢
lub pierwotny rak watroby, dlatego wciaz istnieje zapo-
trzebowanie na opracowanie szczepionki zapobiegajacej
nowym zakazeniom [76,98]. Genom HCV to jednoniciowy
RNA o polarno$ci dodatniej i wielkosci 9500 nukleotyddéw.
Koduje prekursorowa poliproteine o dlugosci 3000 amino-
kwasdw, ktdra jest nastepnie przetwarzana na 10 réznych

biatek: strukturalnych (C, E1, E2) i niestrukturalnych (P7,
NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A i NS5B) [5].

Podczas diagnozowania serologicznego w kierunku rozpo-
znania infekcji HCV najcze$ciej wykrywa sie przeciwcia-
ta przeciwko biatku rdzenia (core - C) oraz biatkom NS3,
NS4A/4B oraz NS5A. Mimo to kluczem do wyzwolenia od-
powiedzi immunologicznej zaleznej od przeciwciat, ktéra
mogtaby zneutralizowaé wirusa sa glikoproteiny ostonki
(E11E2). Biatka E1 i E2 sg bezpo$rednio odpowiedzialne
za wigzanie wirusa z nieodkrytym dotychczas receptorem
na powierzchni komdrki [6,48]. Szczepienie szympanséw
rekombinowanymi glikoproteinami E1/E2 spowodowato
nie tylko powstanie przeciwcial neutralizujacych, chro-
nigcych przed zakazeniem niskimi dawkami HCV [50],
ale takze skrécenie czasu trwania wiremii w wyniku rein-
fekcji [84]. Przydatnos$¢ konstruktu VSV z delecja genu G
(VSVAG) zostata potwierdzona w badaniach Majid i wsp.,
w ktérych w miejsce genu kodujgcego glikoproteine G
zostaly wstawione geny biatek strukturalnych HCV-C, E1
i E2. Wektor (VSVAG) pozbawiony genu G, niezbednego do
namnazania sie wirusa w komdrkach, jest bezpieczny dla
organizmu szczepionego i jednocze$nie silnie immuno-
genny. Wykorzystujagc model mysi BALB/c uzyskano obie-
cujgce rezultaty. Myszy szczepiono wektorami: dzikim
VSV-C/E1/E2 lub VSV z delecjg G (VSVAG-C/E1/E2). Po
uplywie 6 tygodni zakazano je rekombinowanym wirusem
krowianki (vaccinia virus - VV) ekspresjonujacym te same
biatka HCV, co wczesniej uzyte wektory (recombinant vac-
cinia virus expressing the HCV structural proteins - vv-
-HCV.S). Wyniki badanh wykazaty, ze defektywny wektor
VSVAG-C/E1/E2 stymulowal humoralng i komérkowa od-
powiedz immunologiczng u myszy, poréwnywalng z wek-
torem dzikim VSV-C/E1/E2. Ponadto miano vv-HCV.S
w jajnikach myszy szczepionych wektorem VSVAG-C/E1/
E2 byto o dwa logarytmy nizsze w poréwnaniu do miana
u myszy, ktére otrzymaty kontrolny wektor VSVAG. W ba-
daniach oceniono réwniez wptyw szczepienia wektorem
VSVAG-C/E1/E2 na wzrost guza nowotworowego eks-
presjonujacego biatko E2. U myszy w grupie szczepionej
defektywnym wektorem nie rozwijaly sie lub rozwijaly
znacznie mniejsze guzy niz u tych, ktérym podawano
wektor kontrolny. Zmierzono stezenie IFN-y wytwarzane-
go przez komdrki $ledziony wyizolowane ze szczepionych
myszy, ktére nastepnie stymulowano komérkami guza.
Zauwazono tez, ze stezenie tej cytokiny jest prawie dwu-
krotnie wyzsze w hodowli komérek pobranych od myszy
szczepionych VSVAG-C/E1/E2 w poréwnaniu do grupy
szczepionej wektorem kontrolnym. Przedstawione wyniki
badan $wiadcza o potencjale aplikacyjnym szczepionek
wektorowych na bazie VSVAG, ktérych bezpieczeristwo
jest niewatpliwie ogromna zaleta [68].

Wedtug biezgcych szacunkéw okoto 30% $wiatowej po-
pulacji, czyli prawie 2 mld, jest zakazonych wirusem za-
palenia watroby typu B (hepatitis B virus - HBV) [108].
Przewlekte wirusowe zapalenie watroby (wzw) typu B
moze by¢ przyczyng marsko$ci watroby oraz pierwotne-
go raka watroby [19,66]. Antygenem obecnie dostepnych
szczepionek przeciw wzw typu B jest powierzchniowa
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glikoproteina produkowana m.in. w drozdzach. Mimo
ze szczepionki te sg bardzo skuteczne i bezpieczne oraz
zostaly wtaczone do narodowych programéw szczepieti
w ponad 150 krajach, to 5-10% zdrowych oséb z prawi-
dlowa odpornoscig nie wytwarza przeciwciat (anty-HBs),
tj. przeciwciat skierowanych przeciwko biatku antygenu
powierzchniowego wirusa [110]. Minusem jest tez to, ze
obecna procedura szczepienia zaleca stosowanie 2-3 da-
wek w celu wywotlania trwatej odpornoéci [72]. Badania
Cobleigha i wsp. w kierunku otrzymania bardziej efek-
tywnej szczepionki, zdolnej do wywotania silniejszej od-
powiedzi immunologicznej, polegaja na konstrukeji wek-
toréw VSV-MS na bazie VSV ekspresjonujacego cze$é
powierzchniowej glikoproteiny HBV (middle envelope
surface protein - MS). Gen kodujacy biatko MS zostat wbu-
dowany do genomu VSV miedzy geny GiL. Eksperymenty
zwykorzystaniem gradientu gesto$ci sacharozy wykazaty,
ze biatko MS nie jest wlgczane do wiriondw i jest niezalez-
nie wydzielane przez komdrki zakazone VSV-MS. U my-
szy CB6F1 szczepionych VSV-MS stwierdzono nie tylko
lepsza odpowiedz humoralng, ale takze bardziej swoista
odpowiedz komérkowa, niz po szczepieniu biatkiem MS
z adiuwantem, czy komercyjnie dostepna szczepionka
Engerix-B. Ponadto myszy szczepione tylko jedng dawka
VSV-MS wykazywaty odporno$¢ na infekcje HBV uzyski-
wang po podaniu zwierzetom plazmidu pT-HBV1.3. Auto-
rzy sugeruja, ze ze wzgledu na zdolno$¢ wektora VSV-MS
do wywolywania silnej, swoistej odpowiedzi komérkowej,
szczepionki te moga by¢ szczegélnie skuteczne jako szcze-
pionki terapeutyczne, pomagajace kontrolowac istniejace
zakazenie [15,16].

Eksperymentalne szczepionki przeciw HIV

Ludzki wirus niedoboru odporno$ci (human immunode-
ficiency virus - HIV), wywolujacy zespdt nabytego niedo-
boru odpornosci (Acquired Immunodeficiency Syndrome
- AIDS), do 2011 r. wywotal zakazenie 60 mln oséb i byt
przyczyna 25 mln zgonéw. Szacuje sie, ze ponad 35 mln
0s6b jest nosicielami HIV-1 (dane z 2012 r.) i liczba ta
moze kazdego roku wzrastaé o kolejne 2 mln. Jak dotad
jedyna dostepna terapia polega na zastosowaniu lekéw
antyretrowirusowych [24,73,100].

Genom HIV koduje biatka ostonki (Env), strukturalne biat-
ka Gag, wirusowe enzymy (Pol), dwa biatka regulatorowe
- Tat i Rev - i kilka pomocniczych (Vpu, Vif, Nef i Vpr).
Na biatka ostonki HIV sktadaja sie trimery zewnetrznej
glikoproteiny gp120 niekowalentnie zwigzane z trans-
membranowa glikoproteing gp41 [52,94].

W rozwoju odpornosci przeciwko HIV role odgrywa za-
réwno odpowiedz komdrkowa, jak i humoralna, podobnie
jest w infekcji VSV, co sktonito badaczy do uzycia tego wi-
rusa jako wektora przy testowaniu potencjalnych szcze-
pionek przeciw AIDS [63]. W eksperymentach z 1997 r.
zespdt ]. K. Rose’a wbudowat gen kodujacy biatko ostonki
gp140 ze szczepu HIV89,6 wyizolowanego od pacjenta, do
genomu VSV miedzy geny GiL [58]. W do$wiadczeniach
wykorzystano trzy wektory VSV réznigce sie rodzajem

ekspresjonowanego biatka G na powierzchni, a miano-
wicie: biatko G ze szczepu Indiana (I), New Jersey (NJ)
lub z wirusa Chandipura (Ch), réwniez nalezgcego do
rodzaju Vesiculovirus. Przeciwciata skierowane przeciw
biatkom G réznych szczepédw VSV nie reaguja krzyzowo,
dzieki czemu podczas sekwencyjnego szczepienia hete-
rologicznymi wektorami w mniejszym stopniu wyzwa-
lana jest odpowiedz przeciwko samym wektorom. Mia-
na przeciwcial skierowanych przeciw glikoproteinie G
umyszy w przypadku podawania kolejnych szczepionek
heterologicznych zmniejszaly sie odpowiednio 8- (przy
pierwszym wzmocnieniu szczepienia) i 80-krotnie (po
podaniu drugiej szczepionki wzmacniajgcej odpowiedz),
w poréwnaniu do grupy kontrolnej, ktérej podawano
szczepionki homologiczne. Wyniki badari potwierdza-
ja, ze sekwencyjne szczepienie (w miesiecznych odste-
pach) daje lepsze wyniki, jesli wykorzystuje sie wekto-
ry réznigce sie ekspresjonowanym biatkiem G. Dzieki
takiemu systemowi szczepieri uzyskano czterokrotnie
wyzsze miana przeciwcial przeciw gp140 niz w przy-
padku stosowania wektoréw homologicznych [93]. Po
eksperymentach na modelu mysim potencjat opraco-
wanych szczepionek potwierdzono na modelu rezusa.
Uzyskany wynik byt zadowalajacy - otrzymano wysokie
miano przeciwcial przeciwko biatkom ostonki HIV oraz
wyraznie wieksze zaangazowanie limfocytéw T CD4+ oraz
cytotoksycznych swoistych wobec biatek Gag i Env. Za-
skakujaco dobre rezultaty ttumaczy sie takze dtuzszym
okresem miedzy szczepieniami wynoszacym dwa miesia-
ce zamiast jednego [92]. Sekwencyjne szczepienie wek-
torami heterologicznymi dawato jeszcze lepsze efekty,
jesli kolejne wektory konstruowane byly z wiruséw od-
rebnych gatunkowo. Podczas badari na modelu mysim
zauwazono, ze szczepienie osobnikéw wektorem VSV Gag
i wzmocnienie odpowiedzi wektorem wirusa krowianki
ekspresjonujacego biatko Gag, powodowato pieciokrotny
wzrost zaangazowania limfocytéw T CD8* w odpowied?
immunologiczng w poréwnaniu do wzmocnienia odpo-
wiedzi z uzyciem VSV Gag i heterologicznym biatkiem
G [45]. Podobny trend obserwowano w przypadku za-
stosowania modelu rezusa i opornosci na infekcje silnie
patogennym szczepem hybrydowym SHIV 89,6P (simian-
-human immunodeficiency virus), po szczepieniu wek-
torami heterologicznymi. SHIV jest konstruktem chime-
rycznym na bazie matpiego wirusa niedoboru odpornosci
(simian immunodeficiency virus - SIV) z ostonkg HIV.
Pierwsza badana grupa matp zostata zaszczepiona w sys-
temie VSV-VSV, oznacza to, ze wektory obu szczepio-
nek (pierwszej - pierwotnej i drugiej - przypominajacej,
wzmacniajgcej odpowied?) skonstruowano na bazie VSV
ekspresjonujacego biatka Gag, Pol i Env pochodzace od
hybrydy SHIV. Réznice miedzy wektorami VSV dotyczyly
ich biatek G - pierwotny wektor miat biatko G ze szczepu
Indiana, natomiast wektor wtérny byl mieszaning dwéch
wektoréw z biatkami G na powierzchni, odpowiednio wi-
rusa Chandipura i VSV szczepu New Jersey. Druga grupe
malp szczepiono systemem VSV-MVA, w ktérym wektor
pierwotny byt taki sam jak w systemie poprzednim, ale
wektor szczepionki przypominajacej bazowat na zmody-
fikowanym wirusie krowianki szczepu Ankara (modified
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vaccinia Ankara - MVA) ekspresjonujgcym biatka Gag, Pol
i Env wirusa SHIV. Wszystkie zaszczepione, a nastepnie
eksperymentalnie zakazone zwierzeta pozostaty zdro-
we, jednak system VSV-MVA wykazat silniejsza ochrone
przed rozwojem infekcji SHIV niz system VSV-VSV, co
wigzalo sie z nizszym mianem wirusa na wcze$niejszych
etapach infekcji. Ponadto zaobserwowano wiekszy pro-
cent limfocytéw T CD4* we krwi matp grupy VSV-MVA
po infekcji SHIV [87].

Doskonalenie heterologicznych systeméw szczepien do-
prowadzito do wykorzystywania bardzo rzadkich wiru-
séw w roli wektoréw. Shell i wsp. skonstruowali wekto-
ry bazujace na replikonie wirusa gorgczki lasu Semliki
(Semliki Forest virus - SFV), ekspresjonujacym biatka STV:
Gag lub Env. Dodatkowo genom SFV zamknieto w infek-
cyjnych czasteczkach zawierajacych glikoproteine VSV
na powierzchni (SFVG) [95]. Oprécz tego wykorzystano
wektor VSV z wklonowanym miedzy geny G i L genem
kodujacym biatko EnvG. Biatko EnvG stanowito czastecz-
ke hybrydowa - biatko powierzchniowe E660 pochodzace
od SIV, ktérego domene cytoplazmatyczng zamieniono
na odpowiadajacg jej sekwencje biatka G z VSV, powodu-
jac bardziej wydajne wbudowywanie sie EnvG w blone
czgsteczek VSV [57]. W ciagu 112 dni rezusom podano
trzy szczepionki: dwie zawieraly wektor VSV (New Jersey
lub Indiana), natomiast trzecia - SFVG. Wszystkie wek-
tory ekspresjonowaly te same biatka SIV (EnvG i Gag).
Po 21 tygodniach od podania pierwotnej szczepionki,
malpy zainfekowano doodbytniczo patogennym szcze-
pem SIVSmE660. Zaobserwowano silne dziatanie ochron-
ne uzytych szczepionek. Tylko u dwéch spo$réd szesciu
osobnikéw szczepionych rozwineta sie infekcja (w grupie
kontrolnej rozwineta sie u wszystkich szesciu osobnikéw).
Ponadto w grupie szczepionej po zakazeniu SIV zauwazo-
no zwiekszong liczbe limfocytéw T CD4*, zaréwno w jeli-
tach, jak i we krwi. Surowiczy poziom przeciwciat skiero-
wanych przeciw biatkom ostonki SIV w grupie szczepionej
wzrastal po podaniu kazdej spo$rdd trzech szczepionek
i utrzymywat sie na wysokim poziomie nawet 100 dni po
zakazeniu matp SIV [95].

Pomimo postepdw w opracowywaniu systemu zmniej-
szenia ryzyka transmisji wiruséw przez tozysko w czasie
cigzy, karmienie piersia w dalszym ciggu pozostaje powaz-
nym czynnikiem zagrozenia przeniesienia HIV z matki na
dziecko w okresie poporodowym. Karmienie piersia sta-
nowi duzy dylemat kobiet zamieszkatych w szczegdlnosci
w krajach ubogich, poniewaz jest najlepszym sposobem
odzywiania noworodkéw oraz zapewnienia im ochrony
przed innymi chorobami zakaznymi, ale jednocze$nie
moze sie przyczyni¢ do przenoszenia HIV [60]. W sytuacji
idealnej szczepionka przeciw HIV powinna zostaé poda-
na dziecku krétko po jego narodzinach i wywotaé szybka
i silng odpowiedZ przeciwwirusowa w btonie §luzowej
jamy ustnej. Van Rompay i wsp. szczepili nowo narodzone
rezusy dwoma rodzajami szczepionek. Pierwszy obejmo-
wat dwie dawki - dozylna i doustna - zawierajace jedynie
atenuowany szczep SIV (SIVmac1A11). Drugi sktadat sie
ze szczepionek heterologicznych:

« pierwotnej szczepionki zawierajacej cztery konstrukty
VSV-SIV, rézniace sie kodowanymi biatkami SIV (Gag,
Pol, EnvG lub Rev-Tat-Nef-Vif); podawanej doustnie za-
raz po urodzeniu [102],

* wtérnej szczepionki zawierajacej dwa konstrukty oparte
na wirusie krowianki szczepu Ankara: MVA-SIV (koduja-
ce biatka SIV Gag i Pol lub Env), podawanej domie$niowo,
dwa tygodnie po urodzeniu [26,103].

Wyniki badani po raz kolejny potwierdzity, ze podanie
wtérnej, heterologicznej szczepionki wywotuje silniej-
sza odpowiedZ przeciwwirusowg niz po podaniu jedynie
szczepionki pierwotnej. Oba systemy indukowaty wytwo-
rzenie odpowiedzi humoralnej swoistej dla SIV, ale réznej
pod wzgledem swoisto$ci wobec zawartych antygendw.
Szczepionki z SIVmac1A11 skutkowaty powstaniem wiek-
szej iloci przeciwciat skierowanych przeciw biatkom Gag
iPol SIV, natomiast drugi system szczepionek powodowat
wytwarzanie wiekszej ilo$ci przeciwcial wigzacych sie do
biatek ostonki SIV. Nie uzyskano odpowiedzi na pytanie,
ktére przeciwciata sa bardziej pozadane in vivo. W §linie
osobnikéw szczepionych wykryto IgG swoiste dla SIV, nie-
zaleznie od tego, ktérym systemem byty szczepione. Moga
one odgrywad wazng role ochronna przed transmisjg wi-
rusa z matki na dziecko podczas karmienia piersig [102].

W kolejnych badaniach ocenie poddano uzyteczno$¢ sys-
temu szczepionek heterologicznych w indukeji ochrony
przed zakazeniem wirusem SIVmac251. Noworodki re-
zuséw szczepiono uktadem heterologicznym (pierwotna
szczepionka zawierajgca konstrukty VSV-SIV ekspresjo-
nujgce biatka SIV: Gag, Pol i EnvG; wtérna szczepionka
zawierajagca konstrukty MVA-SIV ekspresjonujace biatka

Gag, Pol i Env). Dwa tygodnie po podaniu szczepionki

wtdrnej rezusy zakazano doustnie SIV, imitujac sytuacje,

jaka wystepuje podczas karmienia noworodkéw piersia,

a nastepnie obserwowano przez okres 3 miesiecy. Zasto-

sowany system szczepienia w zadnym z badanych przy-

padkéw nie zapobiegt rozwojowi infekcji. Zaobserwowano
jednak pewne efekty, ktére moga postuzy¢ za wskazéwki
przy opracowywaniu kolejnych szczepionek przeciw HIV:

* w osoczu osobnikdw szczepionych potwierdzono obec-
nos$é wykrywalnego poziomu przeciwciat klasy IgA swo-
istych dla SIV. Poziom ten byt odwrotnie proporcjonalny
do rozwoju wiremii podczas catego jej przebiegu;

« szczepione osobniki o potwierdzonych w migdatkach wyz-
szych mianach limfocytéw T pamieci oraz CD8* swoistych
dla S1V, wytwarzajacych TNF-a lub IFN-y, charakteryzo-
waly sie nizszym poziomem replikacji wirusa. Nie wiado-
mo jednak czy zidentyfikowane limfocyty znajdowaly sie
w migdatkach rezuséw jeszcze przed infekcjg SIVmac251.
Sugeruje sie, ze dalsze strategie dotyczace szczepionek
przeciw HIV przeznaczonych dla noworodkéw powinny
koncentrowac sie na zwiekszeniu lokalnej odpowiedzi
immunologicznej w obrebie bton §luzowych jamy ustnej
i gardta po podaniu antygendw szczepionkowych [71].

Podczas opracowywania szczepionek przeciw HIV wyko-
rzystuje sie réwniez inne wektory wirusowe zawierajace
glikoproteine ostonkowg VSV. Takie konstrukty moga po-
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taczy¢ pozadane cechy cyklu replikacyjnego wybranego
wirusa i jednocze$nie zmniejszy¢ odpowiedZ wobec sa-
mego wektora w przypadku uzycia szczepionki wtérnej.
Jednym z przyktadéw wykorzystania takiego konstruktu
na modelu rezusa byto testowanie uzyteczno$ci wektora
na bazie atenuowanego wirusa wécieklizny (rabies virus
-RV), ktdry ekspresjonowat biatka Env lub Gag SHIV oraz
glikoproteine G VSV (VSV-G), zastepujaca RV-G (wektory
SPBN-IG-SIV Gag i SPBN-1G-89.6P Env). Atenuacja wirusa
wécieklizny polegata na wprowadzeniu mutacji w geno-
mie RV, ktéra w duzym stopniu ograniczata namnaza-
nie sie wirusa wytacznie w komdrkach neuronalnych.
Wszystkie cztery zaszczepione matpy wykazywaly silnag
odpowiedz komdrkowa skierowana przeciw biatkom Gag
SIV i Env SHIV89.6P oraz wytwarzaly przeciwciata neutra-
lizujace SHIV89.6P. Ponadto trzy z nich charakteryzowaty
sie wysokim odsetkiem limfocytéw T CD4*, co skutkowa-
to brakiem wykrywalnej wiremii w surowicy nawet w 12
tygodni po zakazeniu [74].

Inna strategia opracowywania szczepionek przeciwko HIV
skupia sie na potencjale szczepionek wykorzystujacych
DNA. Przy zastosowaniu plazmidu z wbudowanym genem
kodujgcym glikoproteine G z VSV mozliwe jest wzmocnie-
nie odpowiedzi limfocytéw T CD8* swoistych wobec wybra-
nego antygenu, podanego jednoczes$nie z tym plazmidem
[69]. Plazmid DNA, po domie$niowym wstrzyknieciu jest
pobierany przez miocyty oraz komérki im towarzyszace,
w ktérych dochodzi do ekspresji antygenu kodowanego
przez ten plazmid i jego transportu do komérek prezen-
tujacych antygen (APC) pochodzacych ze szpiku kostnego
[18]. Tam antygen podlega obrdbce i prezentacji z udzia-
tem czasteczek MHC klasy I lub I1[13]. W celu zwiekszenia
udziatu CTL swoistych dla HIV (Gag) w odpowiedzi komér-
kowej, Marsaci i wsp. szczepili myszy jednocze$nie dwo-
ma plazmidami: pierwszym - kodujacym wszystkie biatka
HIV-1 poza Env (HIV-1 Gag); i drugim - kodujacym VSV-G,
co miato skutkowa¢ powstaniem in vivo HIV-1 z ostonka
VSV (VSV-G-coated HIV-1 Gag) [70]. Glikoproteina VSV
umozliwiata tak skonstruowanemu wirusowi wejscie do
komdrki za posrednictwem endocytozy zaleznej od pH [2].
W wyniku przeprowadzonego do$wiadczenia zaobserwo-
wano, ze immunizacja myszy zastosowanymi plazmida-
mi prowadzita do zwiekszonej odpowiedzi limfocytéw T
CD8" swoistych dla Gag. Podejrzewa sie, ze dzieki obecno-
$cibiatka G w ostonce wirusa HIV-1 zwiekszyt sie wychwyt
i przetwarzanie antygenu Gag przez APC biorace udziat
w immunologicznej odpowiedzi poszczepiennej. Poza tym
dowiedziono, ze wirus HIV-1 z ostonka VSV jest przetwa-
rzany nie tylko z udzialem MHC klasy 11 ale tez MHC kla-
sy L. Pozytywne wyniki zastosowanej koinfekcji wydaja sie
wynika¢ z dziatania dwéch mechanizméw: wzmocnienia
odpowiedzi CTL z powodu fuzogennej aktywnosci gliko-
proteiny VSV oraz swoistych immunogennych wiasciwo$ci
VSV-G, polegajacych m.in. na aktywacji limfocytéw T wy-
twarzajacych IFN-y [70].

Chimeryczne wirusy SIV ekspresjonujace glikoproteine
G zastosowano takze do wzmocnienia odpowiedzi im-
munologicznej podczas szczepienia z uzyciem czastek

wirusowych typu ,,single-cycle” (sc), np. scSIV. Wirus
w takiej postaci moze przej$é tylko jeden cykl infekcyj-
ny, podczas ktérego niemozliwe jest odtworzenie replika-
cyjnie kompetentnego wirusa w wyniku rekombinacji in
vivo, jednak odpowiedZ immunologiczna jest stabsza niz
w przypadku atenuowanego HIV czy SHIV. Przypuszcza
sie, ze VSV-G warunkuje wieksza infekcyjno$é scSIV, ktéra
moze réwniez skutkowad zakazaniem bezposrednio APC
i w efekcie intensywna prezentacja antygenéw SIV. Aby
zapobiec zmniejszeniu odpowiedzi na szczepienie wtérne
w wyniku aktywnosci przeciwcial skierowanych przeciw
VSV-G, kolejne sekwencje szczepionek zawieraty rézne
serotypy VSV-G (zastosowana taktyka jest podobna jak
w przypadku uzycia heterologicznych szczepionek przez
N.F.Rose i wsp. [92,93]). Makaki immunizowane tym sys-
temem, a nastepnie zakazone szczepem SIV..239, miaty
nizsze miana wirusa w czasie chronicznej fazy infekcji,
przez ponad rok od zakazenia, w poréwnaniu do matp
nieszczepionych [55].

Szczepionki przeciw filowirusom wywolujacym
goraczki krwotoczne

Wirusy Marburg (Marburg virus - MARV) i Ebola (Ebola
virus - EBOV), nalezace do rodziny Filoviridae, sa czynni-
kami etiologicznymi goraczek krwotocznych noszacych
nazwy tych wiruséw. Rodzaj Marburgvirus zawiera tyl-
ko jeden gatunek Lake Victoria marburgvirus (MARV),
podczas gdy rodzaj Ebolavirus reprezentowany jest przez
czterech przedstawicieli: wirusa Ebola-Sudan (Sudan ebo-
lavirus - SEBOV), Ebola-Zaire (Zaire ebolavirus - ZEBOV),
Ebola-Ivory Coast (Cote d’Ivoire ebolavirus - CIEBOV)
i Ebola-Reston (Reston ebolavirus - REBOV) [44,53,86].
Pigty, domniemany gatunek - wirus Ebola-Bundibugyo
(Bundibugyo ebolavirus - BEBOV), zwigzany jest z wybu-
chem epidemii w Ugandzie w 2007 r. [99]. Wymienione
wyzej wirusy (z wyjatkiem REBOV) sg chorobotwércze dla
ludzi i wiekszo$¢ z nich wywoluje epidemie charakteryzu-
jace sie $miertelno$cia 25-90% [28]. Ponadto do tej pory
nie zarejestrowano oficjalnie zadnej szczepionki chronig-
cej przed infekcja MARV i EBOV, nie jest znane réwniez
zadne leczenie przyczynowe. Biorgc powyzsze fakty pod
uwage, wymienione filowirusy potencjalnie mogg zostaé
wykorzystane jako bros biologiczna [8].

Genomy MARYV i EBOV kodujg siedem biatek: nukleopro-
teine (NP), biatko wirionu (virion protein - VP) 24, VP30,
glikoproteine (GP), VP35, VP40 i polimeraze (L) [43,61].
Poza tym EBOV ekspresjonuje rozpuszczalng glikopro-
teine (soluble GP - sGP), kodowang przez gen GP [104].
Wyniki dostepnych badati wskazuja, ze GP, ze zmiennym
udziatem NP, moze stanowi¢ klucz do opracowania im-
munogennej szczepionki [35].

Zespbt badawczy T. W. Geisberta wykorzystat do badan
nad szczepionkami przeciw filowirusom wektory bazu-
jace na VSV (a skonstruowane przez zespét U. Stréhera
[33]), w ktérych glikoproteina rabdowirusa zostala za-
stgpiona GP z wirusa Ebola-Zaire (VSVAG/ZEBOVGP)
lub glikoproteing wirusa Marburg ze szczepu Musoke
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(VSVAG/MARVGP-Musoke) [21,41]. Wirusy takie, mimo
braku proteiny G ulegaja replikacji, ale nie sa patogen-
ne [97]. Potencjat ochronny szczepionki zawierajacej
VSVAG/MARVGP-Musoke podanej domie$niowo oce-
niano u makakdéw jawajskich. Grupe kontrolng stanowity
dwa osobniki, ktérym podano tylko VSVAG/ZEBOVGP.
Po 28 dniach szczepione malpy zakazano wysokimi, le-
talnymi dawkami réznymi szczepéw MARV: Musoke, An-
gola (ktdry jest bardziej zjadliwym szczepem) oraz stabo
spokrewnionym z nimi szczepem Ravn. Podobnie jak
w przypadku wczesniejszych badan tej grupy, w ktérych
malpy zaszczepione VSVAG/MARVGP-Musoke przezyly
zakazenie homologicznym szczepem MARV [59], w ko-
lejnej serii eksperymentéw wszystkie matpy szczepione
VSVAG/MARVGP-Musoke przezyly tez podanie hete-
rologicznych szczepédw Angola i Ravn bez widocznych
zmian klinicznych. Natomiast u matp w grupie kontro-
Inej juz w 8 dniu po zarazeniu wirusem rozwinely sie
typowe objawy goraczki krwotocznej Marburg. W celu
wyjas$nienia mechanizmu dziatania ochronnego zastoso-
wanej szczepionki zbadano poziom przeciwciat IgG, ich
wiasciwosci neutralizujace oraz wytwarzanie cytokin
prozapalnych przez limfocyty T CD4* i CD8". W surowi-
cach wszystkich zwierzat potwierdzono wysokie mia-
no przeciwcial anty-MarvIgG, zaréwno przed zakaze-
niem, jak i po podaniu wirusa MARV oraz niski poziom
przeciwciat neutralizujacych. U zadnego ze zwierzat nie
stwierdzono wytwarzania IFN-y i TNF-a przez popula-
cje limfocytéw CD4* lub CD8". Autorzy pracy sugeruja,
ze ochronne dziatanie szczepionki moze wynikaé z wy-
sokiego poziomu przeciwcial nieneutralizujgcych, jaki
zauwazono u szczepionych matp [21].

Badania nad dziataniem ochronnym szczepionek za-
wierajacych VSVAG/ZEBOVGP i VSVAG/MARVGP-Mu-
soke do 2008 r. wykorzystywaty podanie wirusa w po-
staci iniekcji. Te same wektory szczepionkowe zostaty
tez wykorzystane podczas eksperymentalnej infekcji
wirusowej drogg kropelkowg. Wiadomo, ze w Zwiazku
Radzieckim eksperymentowano z MARV w aerozolu [3].
Dlatego tez uwaza sie, ze w przypadku wykorzystania
filowiruséw jako broni biologicznej, rozpylenie wirio-
néw w powietrzu przez terrorystéw jest bardzo praw-
dopodobne. Zwlaszcza, ze filowirusy sa silnie patogenne
w tej postaci. W eksperymentach Geisberta i wsp. za-
réwno model badawczy, jak i wektory oraz miano po-
danego wirusa byly takie same jak w przypadku badan
Daddario-DiCaprio i wsp. z 2006 r., w ktérych wirusa
aplikowano w postaci iniekcji. Réznica polegata jedynie
na sposobie podania wirusa oraz uzycia tylko jednego,
homologicznego szczepu MARV (Musoke). U zaszcze-
pionych osobnikéw nie stwierdzono zadnych objawéw
goraczki krwotocznej. Natomiast matpy z grupy kon-
trolnej rozwinety petnoobjawowy obraz choroby oraz
wysoka wiremie. Zastosowane szczepionki wzbudzity
umiarkowang odpowiedz humoralna (przeciwciata 1gG
swoiste dla odpowiednio ZEBOV i MARV) po podaniu od-
powiedniego filowirusa. Nie udato sie natomiast wykry¢
udziatu odpowiedzi komérkowej w wykazanym ochron-
nym dziataniu szczepionki [36].

W 2009 1. zespdt X. Qiu potgczyt rézne podejécia w odniesieniu
do szczepionek przeciw ZEBOV, poréwnujac dziatanie
ochronne wektora VSVAG/ZEBOVGP w zaleznosci od spo-
sobu podania. Testowano zaréwno iniekcje domie$niowa,
jak i podania doustne oraz donosowe. Zwierzeta kontrolne
szczepiono VSVAG/MARVGP, ktéry nie dziata ochronnie
wobec infekcji ZEBOV. Po 28 dniach od podania szczepionki,
makaki jawajskie zakazano patogennym wirusem. Zgodnie
z przewidywaniami matpy z grupy kontrolnej zapadty na
goraczke krwotoczna i zostaly poddane eutanazji w 6. dniu
od zakazenia filowirusem. W odréznieniu od nich makaki
szczepione VSVAG/ZEBOVGP przezyty podanie wirusa Ebo-
la, niewykazujac zauwazalnych zmian chorobowych. Wyko-
nana przez autoréw pracy analiza hematologiczna badanych
malp nie wykazata zadnych nieprawidtowosci, oprécz lek-
ko podwyzszonego trombokrytu w grupie matp, w ktérej
szczepionke podano doustnie i donosowo. Przeprowadzono
réwniez dogtebng charakterystyke humoralnej odpowiedzi
immunologicznej, indukowanej szczepionka. Miedzy drugim
atrzecim tygodniem od podania szczepionki, w surowicach
wszystkich matp immunizowanych VSVAG/ZEBOVGP wy-
stepowaty wysokie miana przeciwciat klasy IgA, IgM oraz
1gG swoistych dla ZEBOVGP. Po iniekgji filowirusa miano
przeciwciat IgM nie ulegto podwyzszeniu, natomiast wzro-
sty poziomy dwdch pozostatych klas przeciwcial. Najwyzszy
poziom przeciwcial IgA i 1gG zaobserwowano w przypadku
donosowego podania szczepionki. Natomiast w przypadku
przeciwcial IgM najwyzsze wartosci dotyczyty zwierzat im-
munizowanych donosowo lub doustnie. Przeciwciata neu-
tralizujace ZEBOV wykryto u kazdej matpy immunizowanej
VSVAG/ZEBOVGP, lecz w grupie zdomie$niowym podaniem
szczepionki ich poziom byt ledwie wykrywalny. Niezaleznie
od sposobu podania szczepionki dochodzito do indukgji sil-
nej odpowiedzi interferonowej swoistej dla ZEBOV. Poczat-
kowo najwyzszy poziom limfocytéw wydzielajacych IFN-y
charakteryzowat grupe z domie$niowym podaniem szcze-
pionki, lecz w pézniejszych etapach rozwoju odpornosci do-
minowaly grupy, w ktérych szczepionke podano donosowo
lub doustnie. Podobna zalezno$¢ odnotowano w przypadku
liczby limfocytéw wydzielajacych IL-2. Podanie szczepionki
donosowo wywotato u zwierzat najsilniejsza, w poréwnaniu
do innych grup, odpowiedz komdrkowa. Charakteryzowata
sie ona zwiekszonym odsetkiem zaréwno limfocytéw cyto-
toksycznych, jak i pomocniczych [85].

Badania grupy pod kierunkiem Geisberta, ktérych wy-
niki opublikowano w 2006 r., miaty na celu sprawdzenie
terapeutycznego dziatania szczepionki VSVAG/MARVGP-
-Musoke podanej po ekspozycji na wirusa. Szczepion-
ke podawano rezusom w 20-30 min po podaniu letalne;j
dawki homologicznego MARV. Wszystkie osobniki (pie¢)
szczepione VSVAG/MARVGP-Musoke przezyly 80 dni bez
wykazania objawéw klinicznych typowych dla goraczki
krwotocznej Marburg. Zgodnie z zalozeniem, trzy kontro-
Ine zwierzeta rozwinely pelnoobjawowa chorobe (po 12
dniach od iniekcji wirusa). Wyniki uzyskane przez zespét
badawczy Geisberta dajg nadzieje na opracowanie nie
tylko skutecznej szczepionki zapobiegajacej zakazeniu,
lecz réwniez uzytecznego $rodka w leczeniu osobnikéw
uprzednio zakazonych MARV [22].
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Terapeutyczne dziatanie szczepienia byto stabsze, gdy
okres miedzy ekspozycja na patogennego wirusa, a poda-
niem szczepionki wydtuzono do 24 i 48 godzin. W pierw-
szym przypadku zakazenie wirusem przezyto pie¢ spo$réd
sze$ciu badanych matp, natomiast w drugim juz tylko 33%
szczepionych zwierzat. Autorzy pracy podkre$laja jednak,
ze w obliczu braku skutecznego leku na goraczke krwo-
toczng wywolywana przez MARYV, uzyskane przez nich
wyniki sg godne uwagi [40].

Ten sam zespdt badawczy ocenit dziatanie ochronne
szczepionek opartych na wektorach VSV, podawanych
po ekspozycji na SEBOV. Jest to drugi, zaraz po ZEBOV, naj-
bardziej patogenny gatunek wirusa Ebola. Do szczepieti
zastosowano wektor na bazie VSV z genem kodujacym gli-
koproteine SEBOV zamiast GP rabdowirusa - VSVAG/SE-
BOVGP (korzystajac z plazmidéw skonstruowanych przez
M. Garbutta i wsp. [33]). Szczepionke podawano rezusom
w 20-30 min po domie$niowej iniekcji SEBOV homologicz-
nego szczepu Boniface. W przeciwienistwie do wynikéw
badan ze szczepionka VSVAG/MARVGP-Musoke i zaka-
zeniem wirusem MARYV, zwierzeta szczepione VSVAG/
SEBOVGP przezyly zakazenie SEBOV, niemniej jednak wy-
kazywaly objawy chorobowe: goraczke, wysypke, zmiany
w hematologii i poziomie enzymdéw we krwi. Wiekszo$¢
badanych warto$ci powrdcita do normy u szczepionych
matp w 14. dniu od infekcji SEBOV. W grupie matp szcze-
pionych zaobserwowano wzrost poziomu przeciwciat kla-
sy IgM 1 IgG po iniekcji patogennego wirusa. Natomiast
u zwierzecia kontrolnego nie zauwazono zwiekszonego
miana przeciwcial, co korelowato z rozwojem petnoobja-
wowej gorgczki krwotocznej i zejéciem $miertelnym w 17.
dniu od ekspozycji na filowirusa [38].

Terapeutycznym dziataniem szczepionek przeciwko EBOV
zajeli sie Feldmann i wsp. wykorzystujac system rekombi-
nowanego VSV (VSVAG/ZEBOVGP) opracowany wcze$niej
(w 2004 r. przez zespét pod kierownictwem U. Stréhera
[33]) oraz wirusy EBOV: szczepy ZEBOV adaptowane do my-
szy (MA-ZEBOV) i §winki morskiej (GA-ZEBOV). Szczepienie
zwierzat VSVAG/ZEBOVGP odbywato sie 24 godz. przed, 30
min lub 24 godz. po iniekcji ZEBOV. Wszystkie zaszczepione
myszy, niezaleznie od czasu podania szczepionki, przezyty
zakazenie MA-ZEBOV, w przeciwietistwie do grupy kontro-
Inej. Ochronne dziatanie szczepionki w przypadku $winek
morskich nie bylo juz tak spektakularne, poniewaz doty-
czylo potowy zwierzat poddanych ekspozycji GA-ZEBOV.
Podobne wyniki uzyskano u rezuséw, potowa zaszczepio-
nych matp przetrwata infekcje ZEBOV. Niezaleznie od tego
czy zwierzeta otrzymaly szczepienie, u osobnikéw, ktére
przezyly zaobserwowano duzo nizsza, przej$ciowg wire-
mie. Szczepione rezusy rozwinety odpowiedz humoralng
swoista dla ZEBOV charakteryzujaca sie niskim mianem
przeciwciat IgM oraz umiarkowanym mianem IgG wykry-
walnych do 22 dnia od podania ZEBOV. U szczepionych
rezuséw zauwazono réwniez zwiekszong liczbe komérek
NK, co w potaczeniu ze wspomniang odpowiedzig humo-
ralna, prawdopodobnie wiaze sie z bardziej efektywnym
zabijaniem komdrek zakazonych wirusem i dzieki temu
prowadzito do eliminacji infekcji [29].

Bezpieczeristwo stosowania szczepionek opartych na
replikujgcym sie wirusie jest szczegblnie istotne. Dla-
tego bardzo wazne jest okreslenie tolerancji wektoréw
wirusowych przez osoby z ostabionym uktadem odpor-
nosciowym, np. pacjentéw zakazonych HIV, zwlaszcza
ze wszystkie dotychczasowe ogniska EBOV wystepowa-
ly na terenach Centralnej i Zachodniej Afryki z wysoka
czestoscia zakazeri HIV w populacji. W badaniach oce-
ny bezpieczeristwa stosowania szczepionek, przepro-
wadzonych pod kierownictwem T. W. Geisberta uzyto
rezuséw zainfekowanych SHIV162p3. Wirus SHIV162p3
powoduje u matp drastyczny spadek liczby dziewiczych
limfocytéw T CD4" i CD8" oraz limfocytéw T CD4* pamie-
ci [20]. Zwierzeta z klinicznymi objawami infekcji SHIV
szczepiono VSVAG/ZEBOVGP, a nastepnie po miesiacu
zakazano ZEBOV. U zadnego z zaszczepionych zwierzat
nie stwierdzono goraczki ani innych objawéw klinicz-
nych. Ponadto nie wystgpity zadne zmiany w hemato-
logii lub chemii klinicznej po szczepieniu. Obserwowa-
no jedynie tagodna wiremie VSVAG/ZEBOVGP 2 dni po
zaszczepieniu. Szczepionka cze$ciowo chronita rezusy
zakazone SHIV przed rozwojem goraczki krwotoczne;j.
Cztery spo$rdd szesciu szczepionych zwierzat przezyto
infekcje ZEBOV, lecz tylko u trzech z nich wykryto $redni
poziom przeciwciat 1gG swoistych dla ZEBOV. Autorzy
pracy podejrzewaja, ze wieksza role ochronng w orga-
nizmie w czasie infekcji ZEBOV spetniaja limfocyty T
CD4* niz, jak pierwotnie sadzono, przeciwciata swoiste
dla tego wirusa, poniewaz dwa szczepione rezusy, ktére
nie przezyty infekcji, mialy najnizszy poziom limfocytéw
T CD4". Wczesniej wykonane badania wykazaty takze,
ze z zakazeniem ZEBOV u naczelnych wiaze sie spadek
liczby komérek CD4* [37,88].

Idealna szczepionka przeciwwirusowa powinna byé
m.in. bezpieczna, chronié przed rozwojem infekcji, za-
pobiegal wystgpieniu objawéw chorobowych, wzbu-
dza¢ odpowiedz humoralng i komdrkowa, najlepiej juz
po podaniu pierwszej dawki. W przypadku szczepionek
przeciwko filowirusom do wymienionych oczekiwat na-
lezy doda¢ jeszcze wykazywanie ochronnego dziatania
jednoczes$nie wobec wirusa Marburg oraz wszystkich
(chorobotwdrczych u ludzi) gatunkéw wirusa Ebola.
W celu spetnienia powyzszych oczekiwati opracowano
szczepionke, ktéra zawierata trzy wektory VSVAG z gli-
koproteinami ZEBOV, SEBOV i MARV. Szczepione grupy
makakdéw jawajskich nastepnie infekowano réznymi ga-
tunkami wiruséw Ebola (ZEBOV, SEBOV i CIEBOV) lub wi-
rusem MARV. Wszystkie osobniki, ktérym podano mul-
tiwalentng szczepionke przezyly zakazenie filowirusem,
niezaleznie od tego, jakiego byt gatunku. Mimo ze sero-
logiczna odpowiedz po podaniu szczepionki charaktery-
zowala sie niskim lub §rednim poziomem wytwarzanych
przeciwciat 1gG swoistych dla SEBOV, ZEBOV lub MARY,
to zaréwno obserwacje kliniczne, jak i ocena poziomu
wiremii potwierdzity ochronne dzialanie zastosowanej
szczepionki w 100% badanych przypadkéw. Jedynie dwie
szczepione matpy z grupy zainfekowanej SEBOV miaty
przejéciowa goraczke i limfopenie w széstym dniu od
zarazenia filowirusem [39].
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PobsumowaNiE

Rekombinowany VSV jest niezwykle interesujacym kan-
dydatem do wykorzystania jako wektor szczepionkowy,
nie tylko z powodu charakterystycznej konstrukeji jego
genomu (jeden promotor i mozliwo$¢ wbudowania réz-
nego rodzaju insertéw), ale réwniez ze wzgledu na jego
immunogenno$¢. VSV wyzwala w zainfekowanym organi-
zmie zaréwno komérkowa, humoralna, jak i §luzéwkowa
odpowiedZ immunologiczna, nawet po podaniu pojedyn-
czej dawki [27]. Jednak mechanizm, dzieki ktéremu VSV
jest w stanie wywotac tak silng odpowiedZ w duzej mierze
jest nieznany [15]. Wektory VSV sg wszechstronnie bada-
ne jako potencjalne szczepionki chroniace nie tylko przed
pecherzykowatym zapaleniem jamy ustnej zwierzat ho-
dowlanych, ale réwniez w prewencji zakazenia wieloma
groznymi, ludzkimi patogenami, np. wirusem Andéw (han-
tawirus) [12], wirusem Nipah (paramyksowirus) [14], noro-
wirusami [67] czy cytomegalowirusem [89]. Duzg nadzieje
wigze sie z wykorzystaniem wektoréw VSV w przypadku
patogenéw wirusowych zbierajacych najwieksze zniwo
w obecnym czasie, tzn. filowiruséw [35], HPV [10], wiru-
séw zapalenia watroby typu B i C [16,68] oraz wirusa grypy,
groznego gtéwnie z powodu wywotywanych powiktar [96].

Jedna z gtéwnych przeszkdd przy konstruowaniu wektoréw
szczepionkowych na bazie VSV jest odpornos$é skierowana
przeciw samemu wirusowi. Dlatego tez tak waznym jest
fakt, ze tylko niewielki procent ludzi jest seropozytywnych
wzgledem VSV. Potwierdzaja to badania przeprowadzone
przez E. Paradowska na krwi matek pobranej bezpo$red-
nio po porodzie [79], a nastepnie przez K. Zwolifiska i wsp.
(Laboratorium Wirusologii, Instytut Immunologii i Terapii
Dos$wiadczalnej PAN im. L. Hirszfelda we Wroctawiu) na
prébkach krwi pobranych od okoto 120 zdrowych wolon-
tariuszy. W zadnej z nich nie wykryto przeciwciat neu-
tralizujgcych VSV (dane niepublikowane). Ponadto wiele
wiruséw konstruowanych na bazie VSV ma substytucje
glikoproteiny powierzchniowej, przeciw ktérej, podczas
infekcji wytwarzane sa przeciwciata neutralizujace. Dzieki
temu seropozytywno$¢ potencjalnego pacjenta wzgledem
VSV przestaje mieé znaczenie [21]. Z kolei problem wytwa-
rzania przeciwcial skierowanych przeciw glikoproteinie
VSV invivow przypadku podawania szczepionek wtérnych

PismiennicTwo

mozna rozwigza¢ z uzyciem wektoréw majacych heterolo-
giczna glikoproteine (pochodzacg z réznych szczepdw VSV
lub przedstawicieli rodzaju Vesiculovirus) [93].

Wazng cecha skutecznej szczepionki powinna by¢ trwa-
to$¢ indukowanej odpornosci. Jest to szczegdlnie istotne
w przypadku immunizacji przeciwko patogenom w rejo-
nach tropikalnych, gdzie realizacja szczepiert wtdrnych
moze by¢ utrudniona. Udowodniono, ze szczepionki za-
wierajace atenuowane wektory wirusowe wykazuja dzia-
tanie ochronne przeciw z6ttej goraczce przez ponad 30 lat
[82]. Nie wiadomo czy podobny efekt uda sie uzyskad przy
zastosowaniu bezpieczniejszych wektoréw (replikacyjnie
defektywnych) na bazie VSV. Jak do tej pory otrzymano
obiecujace wyniki - przy zastosowaniu wektora VSV typu
,single-cycle”, podczas szczepienia uzyskano odpowiedz
immunologiczna poréwnywalng do szczepionki z wiru-
sem atenuowanym [83].

Pomimo wszystkich wymienionych zalet, rekombinowany
VSV nie jest wektorem idealnym. Liczne badania dowodzg,
ze rVSV podany myszom donosowo wykazuje neurotropizm
i neuropatogenno$¢ [90]. Rozwiazanie tego problemu wy-
daje sie coraz blizsze, jak dowodza badania Ahmeda i wsp.
Zamiana jednego aminokwasu w biatku M VSV prowadzita
do zahamowania jego zdolnosci do inhibicji ekspresji genéw
gospodarza. Skutkowato to brakiem neuropatogennosci, ale
nie wplywato na wzbudzanie odpowiedzi immunologicznej
[1]. Johnson i wsp. wykazali, ze donosowe podanie dzikiego
szczepu VSV nie powodowato u rezuséw zmian w o§rodko-
wym uktadzie nerwowym. Natomiast podanie tego wirusa
bezposrednio do mézgu wywolywato wiele objawdw neu-
rologicznych [56]. Sytuacja moze sie przedstawia¢ jednak
catkiem inaczej w przypadku zastosowania wiruséw VSV
z podmieniong glikoproteing na powierzchni ostonki. Bada-
niaz 2012 r. dowiodly, ze podanie szczepionek zawierajgcych
rVSV-ZEBOV-GP oraz rVSV-MARV-GP nie prowadzito do
neuropatogennosci u makakéw jawajskich, nawet po bez-
posrednim podaniu do mézgu [75]. Wyniki te potwierdzaja,
ze istnieje realna szansa na poddanie badaniom klinicznym
opracowywanych szczepionek zawierajacych rekombinowa-
ny VSV, podobnie jak w przypadku szczepionki przeciw HCV
- skfadniki szczepionki (antygeny E1 i E2) wyprodukowano
wykorzystujac wektory skonstruowane na bazie VSV [32].
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