Streszczenie popularno-naukowe
Pomimo masowych programéw szczepien, wirus zapalenia watroby typu B (HBV) pozostaje gldwna
przyczyna choréb watroby. Szacuje si¢, ze 2 miliardy ludzi na calym §wiecie cierpi na wirusowe
zapalenie watroby typu B, w tym ponad 250 milionéw cierpi na przewlekle wirusowe zapalenie
watroby typu B (CHB), a 600 tysiecy pacjentow umiera rocznie z powodu powiklan zapalenia
watroby, gtownie w krajach rozwijajacych si¢. Dlatego szczegolnie pozadane sa bardziej skuteczne,
ale jednoczes$nie ekonomicznie wydajne i powszechnie dostepne szczepionki profilaktyczne oraz
szczepionki terapeutyczne przeciw CHB.

Powszechnie stosowane sg szczepionki profilaktyczne drugiej generacji oparte s3 na produkowanym

w drozdzach matlym antygenie powierzchniowym (S-HBsAg). Bardziej skuteczne sg szczepionki

trzeciej generacji zawierajgce rowniez Sredni i/lub duzy antygen powierzchniowy (M/L-HBsAg). Sa

one jednak wytwarzane w kosztownych liniach komoérkach ssakéw, dlatego ich uzycie jest
ograniczone. Gléwnym sktadnikiem testowanych szczepionek do terapii CHB jest antygen
rdzeniowy (HBcAg), indukujacy silna odpowiedz typu Thl - tj. gl. komoérkowa, ktéra mozna
uzupelni¢ podjednostkami HBsAg lub ich immunodominujacymi domenami - induktorami
odpowiedzi typu Th2, tj. humoralnej. Czastki wirusopodobne (ang. Virus-Like Particles, VLPs)
oparte na HBcAg sa dobrze scharakteryzowanymi potencjalnymi no$nikami szczepionek o wysoce
uporzadkowanej strukturze. Antygeny lub ich fragmenty (epitopy) umieszczone na powierzchni tych

VLPs sg zatem réwniez efektywnie prezentowane wobec uktadu immunologicznego.

Z1ozone w VLPs antygeny wytwarzane w roSlinach, sa uwazane za alternatywne szczepionki, ze

wzgledu na niski koszt, bezpieczenstwo biologiczne, bioaktywnos¢ i mozliwos¢ doustnej immunizacji.

Immunogenno$¢ S-HBsAg lub HBcAg pochodzenia ro$linnego zostata juz wykazana. Oba antygeny,

aplikowane w immunizacji iniekcyjnej lub na drodze iniekcyjno-doustnej, indukowaly znaczaca

odpowiedz immunologiczna o wlasciwej polaryzacji. Wyniki te wskazuja, ze kluczowe epitopy obu
antygenéw, polaczone w jednym typie chimerycznych VLPs, moga indukowaé odpowiedz
immunologiczna o mieszanej polaryzacji Th1/Th2, wymagana do terapii CHB. Konieczne sg
jednak badania nad wytwarzaniem, jak i immunogenno$cia chimerycznych VLP pochodzenia
ros$linnego. Chociaz ekspresja HBcAg byla wydajna, skladanie chimerycznych VLPs opartych na

HBcAg jest wcigz w fazie wstgpne;.

Glownym celem projektu jest opracowanie i okreslenie immunogennosci nowych rodzajow

chimerycznych VLPs - utworzonych z ro$linnego HBcAg prezentujacego kluczowe epitopy

HBsAg: aSHB i ApreS1, a takze Motywu TransLokacji (ang. TransLocation Motif, TLM) -

zwigkszajacego przenikanie VLPs do komorek i ich immunogennosé. W szczegodtach - projekt ma na

celu wyjasnienie wzajemnego wptywu epitopow HBcAg i HBsAg, oraz wptywu TLM i mozaikowe;j
struktury VLPs na efektywnosc¢ i rodzaj wywolywanej odpowiedzi immunologiczne;j.

Projekt bedzie realizowany w kolejnych etapach:

» Uzyskanie spektrum VLP dwoéch typow: ,,monoantygenowych” - ztozonych wyltacznie z jednego
rodzaju podjednostek, tj. HBcAg z przylaczonym epitopem aSHBs lub ApreS1, oraz 2)
mozaikowych - ztozong z niezmienioneych czasteczek HBcAg i HBcAg z epitopem, przy czym oba
typu czastek bedg w podwariantach z TLM.

» Ekspresja VLPs w ro$linach Nicotiana benthamiana metoda ekspresji przejsciowej. Ten system
ekspresji charakteryzuje: 1) wysoki poziom ekspresji bialka z mozliwoscia wytwarzania
heteromultimerycznych VLPs, 2) latwa skalowalno$¢ i niski koszt, 3) szybki czas ekspresji, 4)
bezpieczenstwo biologiczne otrzymanych preparatow.

* Oczyszczanie i oznaczenie poziomu produkcji VLPs, wraz z ich kompleksowa analizg strukturalng

¢ Okreslenie immunogenno$ci chimerycznych VLPs w badaniach na zwierzetach (myszy C57BL/6).
Kompleksowa charakterystyka humoralnej 1 komorkowej odpowiedzi immunologicznej
obejmujgca: oznaczenie przeciwcial w surowicy; krazacych biatych krwinek; okreslenie
subpopulacji splenocytow i produkcji cytokin, umozliwi oceng proporcji polaryzacji Thl i Th2.

Zoptymalizowane wytwarzanie chimerycznych VLPs wraz z okresleniem rodzaju odpowiedzi

immunologicznej dostarczy nowych danych na temat oddziatywania réznych rodzajow epitopow, a

takze bedzie mie¢ potencjalne implikacje dla immunologii, profilaktyki, terapii, innych zastosowan

medycznych i biotechnologii ro§lin. Wyniki projektu bedg stanowi¢ niezbgdng podstawe badan nad

dalszym rozwojem szczepionek i ich efektow terapeutycznymi w watrobie i calym organizmie u

transgenicznych myszy z CHB, a nastepnie u pacjentow z CHB i perspektywicznie - przyszlych

terapii CHB.



