STRESZCZENIE

Wirus pecherzykowego zapalenia jamy ustnej (VSV) jest patogenem ssakow
kopytnych, w tym zwierzgt hodowlanych. Do tej pory udokumentowano niewiele
przypadkow zakazen wsrdéd ludzi, ktore zwykle cechowaly si¢ tagodnymi,
grypopodobnymi objawami. VSV wykazuje jednak neurotropizm u doswiadczalnie
zakazanych zwierzat laboratoryjnych. Rosnace zainteresowanie wykorzystaniem VSV
jako wirusa szczepionkowego oraz w terapii chorob nowotworowych wymagaja
doktadnego okreslenia bezpieczenstwa stosowania tego wirusa u ludzi. Ze wzgledu na
to oraz na wczesniejsze dokonania Laboratorium Wirusologii w okres§laniu poziomu
nieswoistej odpowiedzi przeciwwirusowej, zdecydowano si¢ zidentyfikowac populacje
leukocytow odpowiedzialne za produkcje VSV w przypadku zakazenia oraz okresli¢

efekty replikacji wirusa w tych komorkach w modelu in vitro.

Celem pracy byta identyfikacja populacji ludzkich leukocytow krwi obwodowe;j
wrazliwych na zakazenie VSV, a nastgpnie charakterystyka efektoéw wywotanych tym
zakazeniem w modelu in vitro: wpltywu na ekspresje gendéw stymulowanych
interferonem, zmiany odsetka gtownych populacji leukocytow, wplywu na ekspresje
markerdw powierzchniowych oraz na wytwarzanie cytokin i chemokin. Wyniki badan
réznych zespotow, w tym Laboratorium Wirusologii, potwierdzaja mozliwos¢
namnazania si¢ VSV w ludzkich leukocytach, jednak nie skupiajg si¢ na wyjasnieniu

szczegotow tego procesu, ktory z kazdym rokiem nabiera coraz wigkszego znaczenia.

W  pierwszym etapie badan zoptymalizowano metod¢ fluorescencyjnej
identyfikacji komorek zakazonych VSV za pomoca cytometrii przeptywowe] z
wykorzystaniem przeciwciatl specyficznie rozpoznajacych wiriony w trakcie replikacji.
Na podstawie krzywej zalezno$ci odsetka zakazonych komorek od czasu oraz wynikow
badan opublikowanych przez Laboratorium Wirusologii ustalono optymalny czas
inkubacji zakazonych komoérek na 18 godzin. Przetestowano rowniez uzyteczno$¢
wirusa inaktywowanego promieniowaniem UV jako kontroli negatywnej zakazenia.
Nastepnie potwierdzono zréznicowang podatno$¢ ludzkich leukocytéw na zakazenie
VSV, co pozwolito na wydzielenie ws$rdd analizowanych préob dwoch grup -

pochodzacych od os6b stabo i silnie podatnych na zakazenie. W nadsaczach znad



badanych komoérek, z podzialem na wspomniane grupy, okreslono poziom
wytwarzanych cytokin - TNF-a, IFN-y i IL-10. Zauwazono, ze komorki osob stabo i
silnie podatnych na zakazenie VSV rdznig si¢ miedzy sobg iloscig spontanicznie
wytwarzanego TNF-a. Przeanalizowano tez poziom ekspresji genéow stymulowanych
interferonem oraz gendéw kodujacych cytoplazmatyczne receptory - RIG-1 i MDA-5 -
bioragce udzial w rozpoznaniu wirusa przez komorke. Ekspresja wszystkich sposrod
badanych genéw zwigkszyta si¢ w wyniku zakazenia VSV, lecz najwickszy efekt

zaobserwowano w przypadku genu kodujacego biatko MxA.

W kolejnym etapie badan zidentyfikowano populacje leukocytow wrazliwych na
zakazenie VSV, ktorymi okazaty si¢ monocyty i komoérki dendrytyczne. Zauwazono
rowniez, ze replikacja wirusa w monocytach powoduje zmniejszenie odsetka komorek
CD14-pozytywnych. W celu wykluczenia wpltywu czynnikoéw wydzielanych przez
komorki na obserwowany efekt, leukocyty stymulowano nadsgczami znad zakazanych
komorek. Zaréwno ten rodzaj stymulacji, jak i inkubacja leukocytow z ligandami dla
TLR3 i TLR4 oraz zakazenie wirusem inaktywowanym (VSV-UV-I), nie powodowaty
tak znaczacych zmian W odsetku komérek CD14", co sugeruje, ze aktywna replikacja

VSV w komorkach zakazanych jest wymagana do osiagniecia tego efektu.

Przeanalizowano mozliwe przyczyny tak znacznej redukcji odsetka komodrek
CD14" takie jak: réznicowanie sic monocytow do komorek dendrytycznych oraz
apoptoze komoérek CD14". Wykazano, ze zakazenie leukocytéw VSV prowadzi do
wyraznego réznicowania sie monocytéw do komérek dendrytycznych CD11¢*CD123,
o0 fenotypie komorek niedojrzatych ze wzgledu na ekspresje markerow CD40, CD83 i
CD86. Z kolei analiza apoptozy w badanych probach ujawnita istotny wzrost liczby
komérek apoptotycznych wérod komérek CD14" po zakazeniu VSV. Za pomocg testu
luminometrycznego dowiedziono, ze wykryta apoptoza przebiega z udziatem kaspaz
3/7. Wynika z tego, ze spadek ekspresji markera CD14 na monocytach spowodowany
replikacja VSV byt efektem nalozenia si¢ dwoch procesow - roznicowania si¢
monocytow do komoérek dendrytycznych oraz ich apoptoza, przy czym uzyskane
rezultaty sugeruja, ze wigksza role odgrywa pierwszy z nich.

W przedstawionej pracy podjeto takze probe scharakteryzowania srodowiska
cytokinowego zakazanych leukocytéw wraz z podziatem prob na pochodzace od oséb
podatnych i stabo podatnych na zakazenie VSV. Dowiedziono, ze replikacja wirusa

powodowata przede wszystkim zwigkszone wytwarzanie IL-2R oraz IFN-a, a takze



obnizenie wytwarzania chemokiny RANTES. Komorki pochodzace od osob stabo
podatnych na zakazenie w wyniku tego zakazenia wytwarzaly mniej I1L-10, IL-12, IL-
15 i IL-1B w porownaniu do komorek niezakazanych; natomiast pochodzace od osdb
podatnych na zakazenie wytwarzaly wiecej IL-2R. Wymienione grupy roznity sie
mi¢dzy sobg pod wzgledem spontanicznej produkcji cytokin w przypadku: eotaksyny,
IL-2, IFN-y, IL-15 i IL-1PB. Uzyskane w przedstawionej pracy doktorskiej rezultaty
przedyskutowano w $wietle dostepnych doniesien literaturowych oraz wplywu na

bezpieczenstwo terapii onkolitycznych z wykorzystaniem VSV.



