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SYSTEM WSPOMAGANIA WYTWARZANIA I ANALIZ SZCZEPIONEK GENETYCZNYCH

WSTEP

Wrynalezienie szczepionek i zwiazany z
tym rozwoj szczepiefi ochronnych byl prze-
lomowym momentem w dziejach ludzkiej
cywilizacji i jednym z najwazniejszych osia-
gnie¢ nowozytnej medycyny. Pierwsze udo-
kumentowane proby przeciwdzialania za-
chorowalnoSci na choroby zakazne pojawily
si¢ juz w Chinach w X w., gdzie wcierano
malym dzieciom w btone¢ Sluzowa nosa uttu-
czone na proszek strupy po ospie. W Indiach
rowniez stosowano podobna profilaktyke,
polegajaca na zakladaniu dzieciom ubran po
chorych na ospe lub wkluwano igly zakazo-
ne ropa pobrana od chorych. Nieco pdzniej,
w Turcji, niewolnicom przeznaczonym do
haremow, za pomoca matego nozyka robiono
naci¢cie i wprowadzano odrobing¢ ropy z pe¢-
cherzy ospowych. Usystematyzowane szcze-
pienia przeciw ospie prawdziwej, polegajace
na nakluwaniu zyly igla uprzednio zanurzona
w ospowatej ropie, wkraczaja do Europy w
XVIII w. Metoda ta nosi nazwe wariolizacji
(lac. variola vera — ospa prawdziwa). Jed-
nak obecna nazwa dziedziny nauk medycz-
nych, zajmujacej si¢ szczepieniami ochron-
nymi, zwanej wakcynologia, pochodzi od
eksperymentow wykonanych przez Edwarda
Jennera podczas badan nad ospa prawdziwa,
ktory wykorzystat powszechne przekonanie,
iz osoba, ktora zapadla i przeszla tzw. ospe
krowianke (tac. variola vaccina), nie zacho-
ruje juz na ospe prawdziwa. Aczkolwiek te

badania byly wykonywane S$wiadomie, jed-
nak przeprowadzane one byly bez znajomo-
Sci podstaw immunologicznych tych zjawisk.
Sformulowanie ogolnych praw zwiazanych
ze szczepieniami, jak i odkrycie metody ,od-
zjadliwiania” bakterii, zostalo po raz pierw-
szy dokonane przez Ludwika Pasteura pod
koniec XIX w., ktory wynalazt szczepionke
m.in. przeciwko waglikowi, rozycy i wsScie-
kliznie. Od tego momentu mozemy mowic
o powstaniu immunologii (JAKOBISIAK 2002).
Przez caly XX w., na calym Swiecie naukow-
cy intensywnie pracowali nad stworzeniem
szczepionek przeciw roznego rodzaju bakte-
riom, jednak pomimo ich wysitkow, w kilku
przypadkach uwienczonych pelnym sukce-
sem, nadal istnieje wiele wirusOw, przeciw-
ko ktorym ludzkoS¢ z jej obecnym stanem
wiedzy jest bezsilna. Dzigki szczepieniom
ochronnym czlowiek opanowat juz wiele
chor6ob zakaznych. Sa nimi: odra, ospa, tezec,
tyfus, choroba Heinego-Medina, wirusowe
zapalenie watroby typu A i B (ERTL 1996).
Od konca XX w. postep w dziedzinie nauk
biologicznych zostal polaczony z rozwojem
nauk Scistych wspomaganym przez coraz
bardziej zaawansowane maszyny obliczenio-
we. Wynikiem tego mariazu jest nauka zwa-
na bioinformatyka, ktéra coraz wyrazniej za-
znacza swoje istnienie rowniez w dziedzinie
immunologii. Pojawienie si¢ coraz bardziej
odpornych wirusow charakteryzujacych sie
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np. hiperzmiennoscia antygenowa i oddzialy-
waniem z ukladem odpornosciowym (HIV),
ktore umykaja prostym analizom powoduje,
iz wspomaganie procesOw opracowywania
nowych szczepionek za pomoca nauk obli-

czeniowych, umozliwiajacych szybka i pel-
na analize ogromnej iloSci danych, staje si¢
niezbednym warunkiem przetrwania rodzaju
ludzkiego.

RODZAJE SZCZEPIONEK

Szczepionka zawiera w sobie martwe lub
oslabione patogeny lub ich fragmenty. Pato-
geny, to czynniki chorobotworcze (np. wi-
rusy, bakterie, pasozyty). Gdy do organizmu
czlowieka dostanie sie odpowiednia ,dawka”
patogendw w formie szczepionek, uklad od-
pornosciowy uczy sie walczy¢ z takim pato-
genem, by na przyszloS¢ nie zostac¢ zaskoczo-
nym i umiec si¢ obroni¢. Zaleznie od tego,
jakie zostana uzyte patogeny, taka zostanie
pobudzona odpowiedZz immunologiczna (Ja-
KOBISIAK 2002).

Kazda szczepionka dopuszczona do stoso-
wania powinna spetnia¢ szereg okreslonych
wymagan (PIEKAROWICZ 2004):

— powinna zapobiegal chorobie, a nieko-
niecznie zakazeniu;

— nabyta odpornos¢, najlepiej po jednorazo-
wym podaniu szczepionki, powinna trwac
jak najdtuzej, najlepiej przez cate zycie;

— indukcja wilasciwej dla danego typu wirusa
odpowiedzi immunologicznej, ktora powin-
na byc¢ tego samego typu, jak wystepujaca w
czasie zakazenia dzikim typem wirusa;

— szczepionka powinna wywolywa¢ minimal-
ne objawy uboczne’

Szczepionka powinna tez charakteryzo-
wac sie stabilnoscia, szczegoblnie niewrazliwo-

Scia na podwyzszong temperature, tatwoscia
transportu i przechowywania, jak rowniez
prostym sposobem podania.

Szczepionki konwencjonalne dzieli si¢ na
trzy podstawowe grupy:
— szczepionki zawierajace zywe atenuowane
(unieszkodliwione) wirusy,
— szczepionki zwierajace zabite wirusy,
— szczepionki podjednostkowe, w ktorych
sktad wchodza specjalne biatka wirusowe lub
ich czesci.

Jednak szczepionki konwencjonalne maja
swoje wady:
— nie zawsze s3 skuteczne; sa choroby, na
ktore szczepionki nie dzialaja;
— szczepionki moga nie aktywowacC wystar-
czajacej odpowiedzi immunologicznej;
— odpornos¢ moze byc¢ krotkotrwata, wow-
czas szczepienie trzeba powtarzaC co jaki$
czas;
— moga byc¢ niebezpieczne, dlatego, ze groz-
ny, ostabiony patogen (np. wirus), uzyty w
szczepionce, moze ulec mutacji i zaatakowac
organizm,;
— moga wywolywac alergie lub by¢ szkodli-
we dla organizmu przez zawarte w nich za-
nieczyszczenia i niepotrzebne substancje (Ja-
KOBISIAK 2002).

SZCZEPIONKI GENETYCZNE

Terapia genowa jest stosowana u ludzi
od zaledwie 10 lat. Przelomem bylo uzycie
odpowiednio spreparowanych wirusow, jako
postancow wprowadzajacych do komorki
geny lecznicze, ktore zastcpowaly jej wlasne
uszkodzone geny albo przydawaly jej jakas
istotna ceche (np. aby byla rozpoznawana
przez uktad immunologiczny). Caly proces
odbywa sie¢ zazwyczaj in vitro, czyli poza
ustrojem czlowieka, p6zniej zasS takie napra-
wione komorki wstrzykiwane sa do ludzkie-
go organizmu (Belakova 2007).

Niezwykle  interesujace  perspektywy
stwarzaja szczepionki genetyczne, ktore beda
zmusza¢ DNA do produkcji odpowiednich

biatek, wywolujacych odpornos¢. Wstepne
proby na myszach daly bardzo obiecujace
wynik, nawet wobec charakteryzujacych si¢
szybkimi mutacjami wirusow grypy (SCHNE-
IDER i MOHR 2003).

Wirusowe systemy transferu genow wy-
korzystuja unikatowe, biologiczne wtasci-
wosci wirusow. W normalnych warunkach
we wnetrzu otoczki wirusoOw znajduje sie
ich wlasny material genetyczny w postaci
DNA lub RNA. Wirus wnikajac do komorki
docelowej uwalnia swo6j material genetycz-
ny, ktory sthuzy jako matryca do produkcji
kolejnych wirusow (replikacja). Zainfeko-
wana komorka powiela material genetyczny
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wirusa, syntetyzuje jego bialka strukturalne,
a nastepnie sklada kolejne kompletne cza-
steczki patogenu. Wirusowe systemy trans-
feru gendw to rekombinowane wirusy za-
wierajace wewnatrz otoczki sekwencje te-
rapeutyczne, ktore zastepuja geny kodujace
samego wirusa. Idealny, wirusowy system
transferu gen6w powinien charakteryzowac
sie takimi cechami jak: wysokie miano (licz-
ba czasteczek rekombinowanego wirusa w
jednostce objetosci), prosty system produk-
¢ji, mozliwos¢ dostarczania materialu gene-
tycznego o duzych rozmiarach, precyzyjne
i stabilne wprowadzenie genu terapeutycz-
nego, brak immunogennos$ci (HOFFMAN i
wspotaut. 1997). Caty czas trwaja prace nad
udoskonaleniem istniejacych wirusowych
systemow transferu gendow, ktore charak-
teryzowalyby sie wszystkimi wyzej wymie-
nionymi cechami. Aktualnie nie dysponuje
sie jednym uniwersalnym nos$nikiem wiru-
sowym, a powyzsze cechy charakteryzuja
rozne systemy wektorow (nosnikéw) (PE-
ACHMAN i wspotaut. 2003).

By¢ moze szczepionki tradycyjne nigdy
nie beda w stanie poradzi¢ sobie zarowno
z grypa, jak i innymi chorobami zakaznymi.
Dlatego tez od poczatku lat 90. naukow-
cy pracuja nad szczepionkami genowymi.
Pierwsze proby kliniczne przeprowadzono
w 1995 r., kiedy to plazmid zawierajacy
gen HIV podano pacjentom juz zarazonym
(CosTA i wspotaut. 1998). Obecnie przepro-
wadza si¢ badania nad szczepionkami mo-
gacymi zapobiega¢ zakazeniom (np. HIV,
wirusoOw opryszczki, grypy, wirusowego
zapalenia watroby typu B, malarii), moga-
cymi wzmacnia¢ ostabiona odpornos¢ cho-
rych zakazonych HIV i leczy¢ nowotwory.
Z patogenu pobiera si¢ jeden lub kilka ge-
now, ktore koduja antygeny (bialko, ktore
organizm moze rozpoznaé i uznaé za ,wla-
sne” badz ,cudze”, w tym drugim przypad-
ku dajac sygnal do zniszczenia patogenu
z tym antygenem). Geny te wlacza sic w
plazmidy, koliste czasteczki DNA pobrane
od nieszkodliwych bakterii. Spelniaja one
role wektorow (czasteczek-przeno$nikow),
ktore transportuja wlaczone w nie geny do
komoérek ciata ludzkiego (REYES-SANDOVAL
i ErTL 2001). By wprowadzi¢ szczepionke
do organizmu, uzywa sie strzykawek, pi-
stoletow genowych, aerozolu badz kropli
do nosa (DANKO i WOLFF 1994). NajczeSciej
badania dotyczace szczepionek DNA pro-
wadzi sie przez wstrzykniecie domiesnio-
we (DNA rozpuszczone w roztworze soli

fizjologicznej) lub Srodskorne. Stosuje sie
tez kompleksy DNA-lipid, ktore w podaniu
dozylnym wykazuja wicksza ekspresje (pro-
dukcje antygenow) niz w podaniu domie-
Sniowym. W ostatnim czasie zacz¢to poda-
wa¢ DNA w formie aerozolu i uznano, ze
najlepsze wyniki uzyskuje sie przy wyko-
rzystaniu ich do leczenia choréb drog od-
dechowych. Kolejnym sposobem jest poda-
wanie kulek ztota mikroskopijnej wielkoSci,
optaszczonych DNA (metoda ,gene gun”)
(MANOJ i wspoétaut. 2004).

Szczepionki genetyczne charakteryzuja sie
nastepujacymi cechami (KOFTA i WEDRYCHO-
wicz 2001):

— wywoluja silna odpowiedz immunologicz-
ng;

— sa bezpieczne — nie niosa zagrozenia ze
strony patogenu — do plazmidu wprowadza
si¢ tylko geny odpowiedzialne za produkcje
antygenOw; brak jest tam genéw mogacych
odtworzy¢ patogen — czynnik chorobotwor-
Czy, Zarazajacy organizm,;

— s3 przydatne w uodparnianiu niemowlat —
zawodza tu tradycyjne szczepionki, gdyz im-
munoglobuliny pochodzace od matki wiaza
drobnoustroje ze szczepionek, hamujac moz-
liwoS¢ rozwiniecia sie odpowiedzi immuno-
logicznej (SIEGRIST 1997);

— moga zapewni¢ odpornos¢ przeciwko kil-
ku szczepom patogenow jednoczesnie, jezeli
do plazmidu wszczepi si¢ geny pochodzace
od réznych szczepow patogenow;

— sa w stanie wywola¢ zaro0wno odpowiedz
komorkowa jak i humoralna;

— s3 silnie immunogenne — moga pobudzic
mechanizmy odpornoSciowe, odmienne od
naturalnej odpowiedzi immunologicznej;

— antygen powstajacy w organizmie immu-
nizowanego osobnika jest identyczny do na-
tywnego biatka patogenu;

— DNA jest trwale i termostabilne — nie wy-
maga utrzymywania niskich temperatur pod-
czas transportu i przechowywania.

Do tej pory naukowcy nie udowodnili in-
gerencji szczepionek genetycznych w genom
ludzki jak rowniez nie stwierdzono u czlo-
wieka zadnych zmian patologicznych powsta-
tych w wyniku ich stosowania.

Badania nad szczepionkami z DNA za-
czely sie niedawno. Naukowcy oceniaja, jak
dzialaja one na uktad odpornoSciowy — sku-
tecznos¢ szczepionek genowych w leczeniu
i zapobieganiu chorobom jest dopiero ba-
dana. Badacze z jednej strony maja nadzie-
je, ze wprowadzenie plazmidowego DNA
do komorki bedzie utrzymywac diugotrwa-
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la i wysoka odpowiedZz immunologiczna, z
drugiej jednak strony obawiaja si¢, czy nie
doprowadzi to do autoagresji (ataku na wia-
sne komorki). Istnieje rowniez obawa, iz
plazmidowy DNA mogtby wbudowac sie do
komorek gospodarza. W badaniach na zwie-
rzetach nie stwierdzono jednak wystapienia

efektow ubocznych. Udowodniono nato-
miast, ze stosowanie szczepionek DNA jest
wysoce skuteczne — wywotluja one bowiem
silna odpowiedZ immunologiczna, chroniac
przed pozniejszymi infekcjami: wzw typu B
i C, AIDS, opryszczka, grypa, wscieklizna,
malaria (ROGAN i BABIUK 2005).

SYSTEM WSPOMAGANIA WYTWARZANIA SZCZEPIONEK

Wychodzac naprzeciw biezacym potrze-
bom immunologii i wakcynologii, w ra-
mach projektu CompuVac realizowanego
w 6. Programie Ramowym Komisji Europej-
skiej, zespot Instytutu Informatyki Politech-
niki Poznanskiej podjal probe usystematy-
zowania procesu wytwarzania szczepionek
genetycznych poprzez stworzenie systemu
wspomagania ich wytwarzania — GeVaDSs
(ang. Genetic Vaccine Decision Support
system) (BrAZEWICZ i wspotaut. 2006, 2008;
LUKASIAK i wspotaut. 2007). Konsorcjum
CompuVac, koordynowane przez Groupe
Hospitalier Pitié-Salpétriére, Université Pier-
re et Marie Curie w Paryzu, skupia 18 in-
stytucji naukowych i komercyjnych. Zespot
Instytutu Informatyki Politechniki Poznan-
skiej jest jedynym laboratorium bioinfor-
matycznym pracujacym w ramach konsor-
cjum.

System GeVaDSs sktada sie z 7 modulow
(Ryc. 1), z ktorych kazdy stanowi istotna
czeSC analizy odpowiedzi immunologicznej
uktadu odpornosciowego.

Fundamentem stworzenia tego systemu
byla idea, aby w jednym miejscu zgrupo-
wac wszystkie wyniki badan prowadzonych
rownolegle przez rézne laboratoria, umoz-
liwiajac nastepnie ich analiz¢ za pomoca
zaawansowanych narzedzi statystycznych i
wizualizacyjnych. Zrealizowanie tego zamia-
ru pozwolito na stworzenie pelnego obrazu,
jaka odpowiedz immunologiczna ma dany
wektor, umozliwiajac juz na tym etapie
pominiecie tych kierunkow badan, czy tez
takich kombinacji wstrzykni¢e¢ antygenow,
ktore nie rokuja pozytywnych wynikow.
System ten moze staC si¢ bardzo istotnym
punktem odniesienia rowniez dla badan
wykonywanych w przyszitosci, gdyz pozwo-
li na porownanie odpowiedzi immunolo-
gicznej nowych wektorow z wektorami juz
wczesniej przeanalizowanymi. Pozwoli on
roOwniez na jednoznaczne okreSlenie, ktory
z wektorow wywotuje odpowiedzi immu-
nologiczne danego typu. Do opisu ekspery-

mentOw immunologicznych wybrana zosta-
la informacja o odpowiedzi komorkowej,

gg Uzytkownicy N
bt s e
@fyruh eksperymemahm)i
S —
g

X

GeVaDSs

System prezentacji
i analizy danych

Ryc. 1 Schemat systemu GeVaDSs.

humoralnej oraz sygnaturze molekularnej
rozumianej jako poziom ekspresji genow.

HIERARCHIA WEKTOROW

Glownym, a w zasadzie kluczowym ele-
mentem systemu bylo stworzenie hierarchii
wektorow w oparciu o ich cechy biologicz-
ne (Ryc. 2).

W wyniku tych dziatan powstata jedno-
znaczna hierarchia wektorow, dzigki ktorej
bardzo tatwo i szybko moze zostac¢ znalezio-
ny poszukiwany wektor lub ich rodzina. Kaz-
dy z wektorOw ma ustandaryzowany opis,
zawierajacy szczegOotowa o nim informacje,
tj. producent, kategoria, sposob produkc;ji,
informacj¢ o antygenie oraz jakiego typu od-
powiedz immunologiczna wywoluje.

System pozwala na podglad zarowno
drzewa, jak i kategorii utworzonych wekto-
row (Ryc. 3).

PROTOKOL IMMUNIZACJI

Kolejnym kluczowym elementem syste-
mu byla standaryzacja protokotu immuni-
zacji zawierajacego szczegotowa procedure
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T cell

Vectors

Vactor categories

v 5 VECTOR TREE [92]
¥ (5 vaccines expressed in vivo [42]
¥ E5 bacterial vaccines [2]
[EzBces [2]
v E5 DNA-RNA vector vaccines [13]
[Es) Plasmids [0]
[ antigen-expressing plasmids [1]
|53l VLP-expressing plasmids [12]
¥ 5 viral vector vaccines [27]
¥ E3Adeno vectors [16]
[E5] antigen-expressing Ad vectors [10]
(G5l antigen-expressing and displaying Ad vectors [2]
[al VLP-expressing Ad vectors [4]
v E3MSV vectors [8]
[zl antigen-expressing HSV vectors [3]
[Ga] VLP-expressing HSV vectors [5]
[E Measles vectors [0]
(G2l MVA vectors [3]
v £ vaccines not expressed in vivo [39]
¥ E5 other display vectors [6]
[E3) Adenc-Display vectors [4]
|G HSV-Display vectors [2]
¥ B5vLps [33]
¥ E5 Polyoma viruses [15]
(& VP1-fusion proteins [5]
¥ E5 vP2-fusion proteins [10]
G mPyv (8]
[al MPty [4]

(55 Retroviral [8]
[ RNA phages [4]
[Za HBV [8]

[ other [11]

Ryc 2. Hierarchia wektoréw.

Genetic Vaccine Decision Support System

immunizacji uzyta podczas eksperymentow.
Informacje dotyczace protokotu immunizacji
dotycza liczby wstrzyknie¢, dnia w ktorym
dane wstrzykniecie zostalo wykonane, co jest
szczegoOlnie istotne przy immunizacji wielo-
etapowej, metody wprowadzenia szczepionki
do organizmu, rodzaju wektora oraz dawki
antygenu (Ryc. 4).

ANALIZA ODPORNOSCI KOMORKOWEJ

Odpornos¢ komorkowa jest zwiazana
glownie z aktywnosScia limfocytéw T, dzialaja-
cych z udzialem limfocytow cytotoksycznych
(ang. T cytotoxic lymphocyte, CTL) i pomoc-
niczych limfocytow T CD4+. Komorki CTL
rozpoznaja antygeny wirusowe obecne na
powierzchni komorek w kompleksie z wy-
branymi biatkami, co prowadzi do eliminacji
zainfekowanych komorek zanim dojdzie w
nich do namnozenia si¢ i uwolnienia czastek
wirusowych. Mechanizm rozpoznania takich
komorek zalezy od tego, czy antygeny wiru-
sowe stana sie zdolne do wytworzenia kom-
pleksu ze skladnikami biatek i przeniesieniu
go do btony komorkowej. Limfocyty pomoc-
nicze T CD4+ stanowia rOwniez wazny ele-
ment systemu obronnego wplywajac na two-
rzenie systemu zapalnego w odpowiedzi na
infekcje wirusowa. Limfocyty pomocnicze T
stymuluja nastepnie proliferacje komorek B
dostarczajacych immunoglobin zwiazanych
z odpowiedzia humoralna. Zdolnos¢ do wy-
wolania takiej odpowiedzi zalezy od rodzaju
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Ryc. 3. Podglad listy wektorow.
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Ryc. 4. Lista protokotow immunizacji (A) wraz z ich graficzna reprezentacja (B) oraz szczegélowa
informacja o danym wstrzyknieciu (B).

wirusa, jego poszczegdllnych skltadnikow an- — szybkoSc namnazania (ang. clonal ex-

tygenowych i stanu gospodarza (PIEKAROWICZ pansion),

2004). — licznos¢ komorek pamieci (ang. memo-
W opisywanym systemie odpowiedZz ko- ry phenotype).

morkowa jest scharakteryzowana poprzez na- Wszystkie wyniki eksperymentow w syste-

stepujace parametry: mie poddawane sa weryfikacji pod katem ich
— poziom interferonu gamma (IFN-y), jakoSci zar6wno ze strony biologicznej, jak i
— dzien pomiaru, matematycznej (Ryc. 5). W systemie zaimple-

mentowanych zostato kilka tysiecy regutl, kt6-
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Ryc. 5. Lista eksperymentow wraz z informacja o ich stanie.
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Ryc. 6. Informacja o btedach/brakach.

re musza byc¢ spelnione, aby wyniki ekspery-
mentu mogly zosta¢ uznane za wiarygodne i
dokonane z nalezyta starannoS$cia. System po
zweryfikowaniu danego eksperymentu gene-
ruje zwrotna informacje o biedach/brakach,
ktore musza zosta¢ uzupelnione przez ekspe-
rymentatora (Ryc. 6).

Eksperyment musi zosta¢ zdefiniowany
w systemie poprzez podanie odpowiednich
informacji o autorze, jak rOwniez poprzez
wybor protokotu immunizacji wraz ze szcze-

Ej Microsoft Excel - admin_tcelltemplate-2.xls
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gotami dotyczacymi liczby osobnikow pod-
dawanych testom. Po wprowadzeniu wspo-
mnianych danych system jest w stanie wyge-
nerowac arkusz kalkulacyjny przystosowany
doktadnie do parametrow zdefiniowanego
cksperymentu, ktory systematyzuje wyniki
badain (Ryc. 7).

System umozliwia analize wynikéw za-
rOwno na najnizszym poziomie szczegoto-
wosci (wynikdw poszczegdlnych atrybu-
tow dla kazdego osobnika) (Ryc. 8), jak i
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Ryc. 7. Przyklad arkusza kalkulacyjnego przygotowanego do wypetnienia (A-H - pola odpowied-

nich atrybutow).
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/" Genetic Vaccine Decision Support System
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Ryc. 8. Wyniki dla wybranego osobnika.

na poziomie grup (Ryc. 9) oraz ekspery-
mentow.

Podczas przeprowadzania eksperymentow
immunologicznych sugeruje sie, aby, wraz z
normalnie planowanymi badaniami przeanali-
zowaC rowniez odpowiedzi ukladu immuno-
logicznego dla protokotu immunizacji, zwia-
zanego z wczeSniej ustalonym standardem
(Ryc. 10).

Istnienie grupy, ktéra umownie okreslana
jest mianem standardu, stanowi istotny ele-
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ment w przypadku proby poréwnania dwoch
niezaleznych eksperymentow. PoroOwnanie ta-
kie moze mie¢ miejsce jedynie w przypadku,
gdy dla obu grup zdefiniowana zostala grupa
reprezentujaca ten sam standard (grupa za-
wierajaca ten sam protokol immunizacji). W
efekcie dokonywane jest wzgledne porow-
nanie wynikow eksperymentalnych pomie-
dzy wybranymi grupami roznych ekspery-
mentow. Takie rozwigzanie pozwala z jednej
strony zminimalizowa¢ wplyw czynnikOw
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Ryc. 9. Wyniki dla grupy.
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Ryc. 10. Wyniki dla ekspery-
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mentu wzgledem okreslonego

standardu.

zewnetrznych na przebieg eksperymentu, a z
drugiej, porowna¢ wyniki pochodzace z roz-
nych laboratoriow, wykonane w réznym cza-
sie (Ryc. 11).

Wszystkie wyniki przeprowadzonych ana-
liz moga zosta¢ wygenerowane w postaci ra-
portu, ktorego ksztalt i zawartoSc jest w pelni
definiowalna przez uzytkownika (Ryc. 12).

ANALIZA ODPOWIEDZI HUMORALNE]

OdpowiedZ humoralna jest glownym
skladnikiem strategii obronnej gospodarza
i zalezy od zdolnosci komoérek B — wytwa-
rzajacych powierzchniowe immunoglobuli-
ny — do rozpoznania specyficznego epitopu
(fragmentu) w obcym antygenie. Rozpozna-
nie takie prowadzi do masowej proliferacji
komoérek B poprzez dzialanie limfocytow
pomocniczych T i uwolnienie do krwi roz-
nych klas specyficznych przeciwciat lacza-
cych si¢ bezposSrednio z antygenami. Jesli
do takiej odpowiedzi dojdzie we wczesnej

L{‘j Experimental Group Report Window

Clonal Expansion

= CTL
/492e+0

Memory Phenotype

Peak of Clonal Response
Ryc. 11. Poréwnanie grup z réznych ekspery-
mentow.

fazie infekcji, organizm jest zdolny do szyb-
kiego i efektywnego pozbycia si¢ wirusa. W
zaleznoSci od typu wirusa przeciwciala beda
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Ryc. 13. Przyklad prezentacji wynikow odpowiedzi humoralnej dla grupy (neutralization assay).

skierowane przeciwko epitopom znajdu-
jacym sie w roznych skladnikach morfolo-
gicznych czastek wirusowych (PIEKAROWICZ
2004).

Modul odpowiedzi humoralnej jest wypo-
sazony we wszystkie funkcjonalnoSci znajdu-
jace si¢ w module odpornosci komorkowej
(weryfikacja jakoSci eksperymentu, generacja
szablonow, raporty, statystyki) (Ryc. 13, 14).

SYGNATURA MOLEKULARNA

Sygnatura molekularna reprezentuje po-
ziom ekspresji poszczegdlnych genow w

wyniku immunizacji i jej celem jest wyeks-
trahowanie podzbioru genow najbardziej
czulych na pojawienie si¢ danego zakaze-
nia. Celem tych badan jest stworzenie grupy
markerow, ktorych obserwacja bedzie wy-
starczajaca do stwierdzenia danej infekcji.
Zaprojektowany system umozliwia wprowa-
dzenie i analiz¢ wynikow badan mikromacie-
rzy pochodzacych od réznych producentow.
Roéwniez ten modut wyposazony jest w po-
dobne funkcjonalnoSci jak dwa poprzednie.
Dodatkowo istnieje mozliwoS¢ poroéwnywa-
nia miedzy soba przeprowadzonych ekspe-
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rymentow, wprowadzania indywidualnych ANALIZA EKSPERYMENTOW IMMUNIZAC]I
filtrow zawierajacych podzbiory genow, jak

i wprowadzania filtrow biologicznych i sta- Modut analizy eksperymentéw immuniza-
tystycznych (Ryc. 15). Cji jest zwiazany ze zweryfikowaniem badan
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Ryc. 14. Przyklad prezentacji wynikow odpowiedzi humoralnej dla grupy (antibody assay).
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przeprowadzonych na potrzeby trzech po-
przednich modutéw. Po pozytywnej weryfi-
kacji danego protokolu immunizacji naste-
puje faza testow umozliwiajaca okreSlenie
skutecznosci danej szczepionki. Modul ten
zawiera szczegolowe informacje o dlugosci
zycia zaszczepionych osobnikow, ktorych
nastepnie zarazono wirusem, przeciwko kto-
remu miata chroni¢ dana szczepionka.

EWALUACJA JAKOSCI SZCZEPIONEK

Wszystkie szczepionki, a w szczegolnosci
wektory uzyte do stworzenia szczepionek, podle-
gaja w tym module ocenie pod katem skuteczno-
Sci dziatania i przydatnosci do produkcji nowych
szczepionek genetycznych. Kazdy z wektorow
jest oceniany w oparciu o wyniki eksperymental-
ne uzyskane dla odpowiedzi komorkowej, humo-
ralnej oraz sygnatury molekularne;j.

PODSUMOWANIE

Szczepionki genetyczne umozliwiaja
pokonanie kolejnej bariery w medycynie,
pozwalajac zarowno na leczenie schorzef
nowotworowych, jak i wad wrodzonych.
Rekombinacja wektorow wirusow i wi-
rusopodobnych organizmoéw jest najbar-
dziej obiecujaca technika pozwalajaca na
dostarczanie antycial w profilaktycznych i
terapeutycznych szczepionkach, w celu za-
pobiegania i zwalczania réznorodnych in-
fekcji czy tez komorek rakotworczych. Nie-
stety obecnie koszt ich wywarzania jest do-
sy¢ wysoki ze wzgledu na brak jednolitych
standardow przy ich wytwarzaniu.

Aktualnie wszelkie dane eksperymentalne,
pochodzace z dziedziny immunologii, sa prze-
chowywane i analizowane w nieusystematy-
zowany sposob, bez mozliwosci efektywnego
i wiarygodnego porOwnywania otrzymywa-
nych wynikow. Stworzenie informatyczne;j
platformy w postaci portalu, do ktérego do-
step beda mieli wszyscy eksperci z tych dzie-
dzin, oraz ktora bedzie grupowala narzedzia i

protokoty umozliwiajace standaryzacj¢ otrzy-
manych wynikow stanowi ogromny przelom
w badaniach nad szczepionkami nowych ge-
neracji. Opisany system GeVaDS umozliwia
wykorzystanie rdéznorodnych narzedzi ana-
litycznych i statystycznych, pozwalajacych
na zapoznanie si¢ z jakoScia i skutecznoScia
odpowiednich wektorow i antygenow, jak
rowniez narzedzi wspierajacych projektowa-
nie nowych szczepionek. Pozwala on przede
wszystkim na uproszczenie przeprowadzania
eksperymentow, stanowiac miejsce referen-
cyjne dla badan zwiazanych z odpornoscia
ukfadu immunologicznego. Opierajac si¢ na
ostatnich danych z konsorcjum CompuVac,
system GeVaDS umozliwilt opracowanie po-
tencjalnej szczepionki na HCV (wirusa wiru-
sowego zapalenia watroby typu C).

Podzickowanie. Niniejszym chcielibySmy
podzickowac dr. Marcinowi Grynbergowi i
dr. Krzysztofowi Pawlowskiemu za udzielo-
na pomoc i cenne wskazowki.

GENETIC VACCINE DECISION SUPPORT SYSTEM

Summary

Genetic vaccines and especially recombinant vi-
ral vectors and virus-like particles are considered the
most promising vehicles for delivery of antigens in
prophylactic and therapeutic vaccines against infec-
tious diseases and cancer. Several potential vaccine
design systems exist but their cost-effective develop-
ment cruelly lacks a standardized evaluation system.
Solving the problem Genetic Vaccine Decision Sup-
port system (GeVaDSs, http://www.compuvac.org)
has been implemented as a part of CompuVac project
realized within 6th Framework Program of European
Commission. Using GeVaDSs we have successfully de-
veloped and standardized methods for evaluation of
the efficacy and safety of individual vaccine vectors,
in a manner that allows comparison between differ-
ent vaccine designs, tested in different laboratories,
at different time points. With these methods, the ef-
ficacy of a unique set of vaccines has been analyzed

and compared with an intelligent database. GeVaDSs
has allowed to make significant comparisons between
different types of vaccines and to initiate novel vac-
cine design and vaccination regimens.

Besides monitoring of T- and B-cell immune re-
sponses, GeVaDSs is also aimed at monitoring vac-
cine “efficacy” and “safety” profiles by analyzing
relevant molecular signatures obtained from tran-
scriptomes studies. The “efficacy” and the “safety
profile” have been validated, based on analyzing
molecular signatures from whole liver and spleen
after injection of vaccine vectors.

The results of these experiments will drive
the development of HCV vaccines. The first HCV
vectors generated in single immunization regimen
were tested, and interesting results obtained sug-
gest the great potential for the association of our
two classes of vectors, viral and VLP derived.
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