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Scopul studiului

La nivel global, peste 290 milioane de oameni sunt infectati cronic cu Virusul Hepatitei B
(VHB). Anual, infectiile cronice conduc la peste 800.000 decese datorate complicatiilor cum ar
fi ciroza hepatica sau carcinomul hepatocelular. Terapiile aflate in mod curent pe piata au
contribuit semnificativ la reducerea impactului infectiilor cu VHB, insa nu pot elimina complet
virusul de la nivelul hepatocitelor. Asadar, vaccinarea raimane cea mai eficientd metoda de a
controla raspandirea VHB. Vaccinul aflat in mod curent pe piatd este bazat pe proteina S de
anvelopa a VHB produsa in drojdii si a condus la o scadere semnificativa a ratei de infectie cu
VHB. Cu toate acestea, zonele cu prevalenta cea mai ridicata de infectii sunt adesea mai putin
dezvoltate din punct de vedere economic si nu dispun de infrastructura necesara transportului si
stocarii vaccinului la rece. In plus, 5-10% din persoanele vaccinate nu dezvolta titru protector si
studii recente au aratat o pierdere a titrului protector indus de imunizarea cu vaccinul bazat pe
proteina S, la 10-15 ani post-vaccinare. O altd problema este aparitia de virusuri cu mutatii de
rezistenta la vaccin, ce nu pot fi recunoscute de cétre anticorpii anti-S indusi de vaccinul actual,

indicand necesitatea dezvoltarii de vaccinuri alternative, mai imunogene.

Avand 1n vedere aceste aspecte, scopul acestui studiu a fost dezvoltarea unui concept nou
pentru producerea de antigene VHB cu imunogenicitate ridicatd precum si expresia acestora atat
in celule mamaliene cat si In plante, ca o alternativa cu costuri scdzute de productie a antigenelor
pentru vaccin. Proteina S ce std la baza vaccinului aflat in mod curent pe piata are o proprietate
particulara, si anume faptul ca@ se poate autoasambla in particule subvirale cu imunogenicitate
ridicatd. Aceasta proprietate intrinsecd a fost folositd pentru obtinerea de antigene chimerice
S/preS1, prin inserarea de epitopi imunogeni din regiunea preS1 a proteinei L de anvelopa,
regiune implicatd in interactia virusului cu receptorul de internalizare, in bucla antigenica a

proteinei S, asigurand astfel expunerea ambilor epitopi catre sistemul imun.

Pe langd expresia in celule mamaliene, am vrut sa testdm si posibilitatea utilizarii plantelor
ca sistem de expresie. Un dezavantaj major al productiei de glicoproteine in plante, cum ar fi V.
benthamiana, este tiparul diferit de glicozilare dintre celule mamaliene si plante, ce poate afecta
proprietitile antigenice ale proteinelor exprimate in acest sistem. n plus, acesti glicani specifici

plantelor pot fi puternic imunogeni sau induce reactii alergice la oameni. Proteina S de anvelopa



are un singur situs de glicozilare 1n pozitia Asnl46, ce se afla In regiunea antigenica si este

ocupat 1n doar 50% din cazuri Tn mod fiziologic, fiind implicat in modularea raspunsului imun.

Astfel, un al doilea scop al studiului a fost expresia antigenelor chimerice intr-o noua linie
de N. benthamiana cu tipar de N-glicozilare “umanizat” prin CRISPR/Cas9, proces ce a implicat
eliminarea genelor ce codifica B-1,2-xiloza si a-1,3-fucoza (N. benthamiana FX-KO), si analiza
impactului N-glicozilarii asupra antigenicitdtii proteinelor chimerice candidat. Ulterior, s-au
caracterizat si proprietatile imunologice ale antigenului obtinut in cele doua linii si capacitatea

de neutralizare a anticorpilor indusi fatd de VHB WT si cu mutatii de rezistenta la vaccin.
Capitol 1. Introducere

VHB este un virus ADN anvelopat cu genom partial dublu catenar, membru al familiei
Hepadnaviridae din genul Orthohepadonavirus de virusuri. Particulele virale au forma sferica,
cu diametru de 42 nm, numite si particule Dane, si sunt formate dintr-o anvelopa lipidica
constituitd din cele trei antigene virale de suprafata, S (small), M (medium) si L (large), ce
inconjoard o capsida icosaedricad cu diametru de 30 nm ce inglobeazd genomul viral (Figura 1).
Genomul viral este reprezentat de un ADN relaxat circular (ADNrc) partial dublu-catenar de
aproximativ 3.2 kilobaze (kb) cu o catend sens incompletd (catena +) si o catena antisens
completa (catena -) ce codifica sapte proteine virale: polimeraza virald, proteina de capsida
(core) si derivati precum antigenul HBe, proteina HBx si cele trei proteine de anvelopa, acestea

fiind sintetizate de la trei codoni start alternativi (Figura 1).

In afard de particulele virale infectioaose, VHB induce si secretia de particule subvirale
(SVPs) ce nu contin nucleocapsida si sunt neinfectioase. Unele date aratd ca acestea se pot
secreta chiar de 10.000 de ori mai mult decét virionii, considerandu-se a fi un mecanism utilizat

de virus pentru a evada sistemul imun (Hu and Liu, 2017).
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Figura 1. Reprezentarea schematica a structurii VHB. VHB este un virus ADN anvelopat,

a carui anvelopa este formata dintr-un bistrat lipidic n care sunt inserate proteinele virale de
anvelopa (S, M si L). Genomul viral, reprezentat de un ADN partial dublu catenar este
inconjurat de o capsida formata din proteina core. ADN viral contine atasat covalent la capatul

5" al catenei antisens (-) polimeraza virala.

Toate cele trei proteine de anvelopd contin domeniul S (226 aminoacizi) in capatul C-
terminal, proteinele M si L fiind extinse in N-terminal cu domeniul preS2 (55 aminoacizi) n
cazul proteinei M si cu domeniul preS2 si preS1 (108/119 aminoacizi in functie de genotip) in
cazul proteinei L. Domeniul S contine patru domenii transmembranare cu o buclad antigenica
expusa la suprafata particulelor virale/subvirale ce contine determinantul ”a”, un domeniu
antigenic ce este tinta majoritara a anticorpilor neutralizanti (Carman et al., 1990). Conformatia
acestui determinant este extrem de importantd pentru recunoastere, aceasta fiind stabilizata de
punti disulfurice. In plus, proteina S contine si un situs de glicozilare in pozitia Asn146 ce este
ocupat doar in 50% din cazuri in conditii fiziologice si joaca un rol in modularea raspunsului
imun fatd de VHB. O proprietate importantd a acesteia este capacitatea de autoasamblare in

particule subvirale imunogene, ce se secretad in numar mult mai mare comparativ cu virionii.
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Proteina L este de asemenea extrem de importantd, deoarece domeniul preS1 al proteinei L
contine determinantii majori pentru infectivitate. Regiunea 2-48 de aminoacizi din domeniul N-
terminal al regiunii preS1 sunt esentiali pentru interactia cu receptorul de internalizare viral, si

anume receptorul NTCP (Sankhyan et al., 2016).

Ciclul de viata al VHB incepe cu atasarea particulelor virale la heparansulfat proteoglicanii
aflati pe membrana hepatocitelor ce faciliteaza steric interactia domeniului preS1 al proteinei
L cu receptorul NTCP aflat pe membrana latero-bazala a hepatocitelor (Yan et al., 2012).
Recent a fost identificat si un co-factor implicat in internalizare, si anume receptorul pentru
factor de crestere epidermal (EGFR), ce formeza un complex cu VHB si NTCP ce mediaza
intrarea virusului in celuld (Iwamoto et al., 2019). Virusul este apoi internalizat prin
endocitoza dependenta de clatrina (Herrscher et al., 2020; Huang et al., 2012) si caveolina
(Macovei et al., 2010). Nucleocapsida este apoi transportata catre nucleu cu ajutorul retelei de
microtubuli unde nucleocapsida se dezasambleaza, eliberand atat ADNrc cat si subunitati ale
proteinei core in nucleul hepatocitului. in nucleu, ADNrc trece printr-o serie de etape
biochimice mediate de factori din celula gazda pentru a fi convertit la ADN covalent circular
inchis (ADNccc — covalently closed circular), ce va servi ulterior drept matritd pentru
replicarea VHB (Nassal, 2015). Odata format, ADNccc se va organiza sub forma de
minicromozomi virali foarte stabili, ce constituie un rezervor pentru persistenta virusului in
hepatocite (Allweiss and Dandri, 2017). ADNccc este apoi folosit drept matritd pentru
transcrierea celor 4 transcripti de ARNm viral (3.5 kb, 2.4 kb, 2.1 kb si 0.7 kb), cu ajutorul
ARN-polimerazei II din celula gazda. Transcriptii sunt apoi translocati catre citosol, unde va
avea loc translatia si sinteza proteicd. Se va initia apoi formarea capsidei virale prin
asamblarea proteinei de capsida si impachetarea ARNpg si a polimerazei virale. In interiorul
capsidei, polimeraza va initia sinteza celor doua catene de ADN viral, ducand la formarea de
ADNIrc (Tong and Revill, 2016). Nucleocapsidele nou formate ce contin ADNrc vor urma
doua cai: o parte vor fi transportate Tnapoi la nucleu pentru a mentine constanta incdrcatura de
ADNCcecec, in timp ce majoritatea nucleocapsidelor vor fi anvelopate si secretate. Pentru
anvelopare, domeniul citoplasmatic al regiunii preS1 si S a proteinelor de anvelopa aflate in
membrana corpilor multiveziculari (MVB) va face contact cu nucleocapsida si va induce
ordonarea proteinelor de anvelopa Intr-o formatiune cu grad inalt de impachetare, astfel

facilitand procesul de inmugurire interna (Watanabe et al., 2007). Acestea sunt apoi sortate in



complexele ESCRT (Endosomal Sorting Complex Required for Transport), urménd a fi
ulterior secretate. Pe langa virioni se vor secreta si particule subvirale lipsite de genom si

formate majoritar din proteina S, nucleocapside neanvelopate, precum si antigenul HBe.

Terapiile aprobate Tn mod curent pentru tratamentul infectiilor cronice cu VHB sunt
interferon o (IFN-a) sau analogi de nucleotide/nucleozide (NUCs). IFN-a inhibd direct
replicarea ADN viral prin regularea indirecta a raspunsului imun al gazdei (Allweiss and Dandri,
2017; Dill et al., 2014). Tratamentul cu IFN-a duce la scaderea viremiei si la cresterea titrului
de anticorpi anti-HBs si -HBe dar este adesea asociat cu efecte secundare sistemice si
contraindicatii. Analogii de nucleotide/nucleozide sunt cel mai des folosite pentru tratamentul
VHB si functioneaza prin blocarea activitatii revers transcriptazei, reducand astfel replicarea
virald. Desi tratamentul cu aceste medicamente scade semnificativ replicarea virala, nu induce
eliminarea completa a virusului din hepatocite, necesitind adminsitrare pe toata durata vietii. in
plus, tratamentul de lungd duratd poate duce la selectia de mutatii ce confera rezistenta la
tratament (Lok et al., 2016). Noile generatii de medicamente aflate In mod curent in dezvoltare
se concentreazd pe gasirea unei modalitati de a eradica ADNccc din hepatocite, in vederea
obtinerii unei vindecari complete. Acesti compusi pot fi Impartiti in doua categorii: (1) compusi
care interferd direct cu ciclul de viatd viral si (2) imuno-modulatori care tintesc reactivarea
raspunsului imun (Sandmann and Cornberg, 2021) cu rezultate promititoare in studii clinice

incipiente.

Primul vaccin impotriva VHB a aparut in 1982 si se baza pe particule subvirale formate din
proteina S de anvelopd purificate din serul inactivat al pacientilor purtatori de VHB. Acest
vaccin s-a dovedit sa aiba eficacitate ridicata insd era dificil de produs si costisitor. Pentru a
adresa aceste dezavantaje, urmatoarea generatie de vaccinuri, aparute in 1986, a fost bazata pe
antigenul HBs recombinant produs si purificat din drojdii (Saccharomyces cerevisiae) (Kim,
2009). Acest vaccin este utilizat pana in prezent si a dus la o scddere semnificativa a numarului
de infectii la nivel global, inducand un titru protector de anticorpi la peste 90% din recipienti
(Rubin et al., 2014). Cu toate acestea, costurile ridicate, necesitatea imunizarii cu 3 doze ce
trebuie injectate intramuscular si a infrastructurii pentru transport si depozitare la rece,
reprezinta o bariera economicd pentru programele de vaccinare in tari mai putin dezvoltate ce

adesea au si cea mai mare prevalenta a infectiilor cu VHB (Gerlich, 2017).



Cu toate ca eficacitatea acestui vaccin este foarte bine caracterizatd, longevitatea raspunsului
imun indus a fost recent pusa sub semnul intrebarii. Studiile au aratat cd indivizii vaccinati la
nastere isi pot pierde titrul protector de anticorpi la 10-15 ani post-vaccinare. in plus, 5-10% din
populatie nu dezvoltd un raspuns imun suficient de puternic in urma vaccindrii, datoritd unei
multitudini de factori precum varsta, sexul, nivelul de obezitate, statutul de fumator sau prezenta
unor alte afectiuni cronice precum diabet si boli renale sau un sistem imun compromis datorita
unei infectii cu virusul imunodeficientei umane (HIV). De asemenea, chiar si persoanele ce au
dezvoltat un titru protector de anticorpi ar putea fi susceptibile la infectia cu variante de VHB
ce contin mutatii In determinantul antigenic major al proteinei S de anvelopa ce impiedica
recunoasterea virusului de catre anticorpii anti-S indusi de vaccin (Bian et al., 2013; Lai et al.,

2012).

Asadar, este necesara dezvoltarea de antigene VHB cu imunogenicitate mai ridicatd pentru
a putea induce un raspuns imun protector in indivizii ce nu raspund la vaccinurile bazate pe
proteina S aflate pe piata si pentru a mitiga pericolul raspandirii variantelor de VHB cu mutatii
rezistente la vaccin. In acest sens, a treia generatie de vaccinuri anti-VHB contin, pe langa
antigenul S, si proteinele L si M de anvelopa. Recent, Agentia pentru Alimente si Medicamente
din America (FDA — Food and Drug Administration) a aprobat utilizarea unui nou vaccin anti-
VHB ce incorporeaza toate cele 3 proteine de anvelopa si este produs in celule mamaliene si ce
s-a dovedit a induce un raspuns imun puternic chiar si In pacientii ce nu raspund la vaccinul

clasic (Vesikari et al., 2021a; Vesikari et al., 2021b).

Proteina L de anvelopd prezinta un interes aparte in vederea dezvoltarii de antigene mai
imunogene, deoarece regiunea N-terminald a domeniului preS1 este implicata in atasarea VHB
la hepatocite si internalizarea acestuia prin interactia cu receptorul NTCP. In plus, un studiu
recent realizat a demonstrat ca proteina L poate induce anticorpi neutralizanti si fatd de variante
de VHB cu mutatii la nivelul determinantului antigenic, ce nu sunt afectate de anticorpii indusi
de vaccinuri bazate pe proteina S (Washizaki et al., 2022). Un dezavantaj major al vaccinurilor
ce contin doar proteina L este faptul cd aceasta nu se autoasambleaza 1n particule subvirale
sferice, ducand la un raspuns imun mai slab deoarece nu permite expunerea epitopilor catre
sistemul imun (Bian et al., 2017). O strategie alternativa este realizarea de antigene chimerice,
ce profitd de capacitatea proteinei S de a se autoasambla in particule subvirale, permitand astfel

expunerea epitopilor relevanti din regiunea preS1. O astfel de strategie a fost utilizatd pentru
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dezvoltarea antigenului chimeric S/preS12!**" in cadrul grupului nostru, ce continea secventa 21-
47 de aminoacizi din regiunea preS1 a proteinei L (genotipul D) inseratd intre aminoacizii
126/127 din bucla antigenica a proteinei S (Dobrica et al., 2017). Acest antigen a indus un
raspuns imun umoral si celular superior celui indus de vaccinarea cu proteina S, indicand ca o

astfel de strategie este promitatoare pentru dezvoltarea de noi vaccinuri alternative.
Utilizarea plantelor ca sistem alternativ de productie a antigenelor VHB

Plantele au fost explorate 1n ultimele decenii ca fabrici verzi pentru sinteza de diferiti produsi
biofarmaceutici, proteine cu valoare importanta in domeniul medical dar si vaccinuri destinate
atat animalelor cat si oamenilor. Plantele sunt organisme eukariote, astfel permit modificari
post-translationale ale proteinelor exprimate, lucru extrem de important pentru productia de
vaccinuri 1n plante, Intrucat modificari complexe cum ar fii N- sau O-glicozilarea specifica
plantelor pot afecta imunogenicitatea antigenelor recombinante comparativ cu cele produse in
celule mamaliene. In plus, s-a ardtat ci plantele pot realiza procesarea proteinelor virale
transmembranare complexe si sustine oligomerizarea lor In particule asemanatoare cu virusul
cu imunogenicitate imbunatatitd. Totodata, componente ale plantelor ce se asociazd adesea cu
aceste particule tind sa functioneze drept adjuvant, imbunatatind imunogenicitatea vaccinului
produs. Productia de astfel de vaccinuri in plante are ca avantaj costul si timp mai scazut de
productie, usurinta scaldrii procesului precum si riscul scazut de contaminare datorita absentei

patogenilor umani sau mamalieni.

Expresia de proteine heterologe in plante poate fi atat tranzienta cat si stabild, genele ce
codifica proteinele de interes fiind introduse la nivel nuclear respectiv la nivelul cloroplastelor.
Introducerea genelor de interes are loc cel mai frecvent prin intermediul transfectiei cu
Agrobacterium tumefaciens. Se pot folosi de asemenea vectori virali pentru a introduce gene ce
codificd pentru proteine heterologe in genomul plantelor. Avand in vedere complexitatea
procesului de pliere a antigenului HBs, expresia acestuia in plante (Nicotiana tabacum) si
confirmarea faptului ca acesta se asambleazd in particule subvirale a fost consideratd o
descoperire extrem de importantd in domeniul agriculturii moleculare. Mai mult decat atat,
imunizarea cu antigenul produs in plante si purificat a indus un raspuns imun specific la nivelul
limfocitelor B si T in soareci, demonstrand viabilitatea aceste strategii de productie a antigenelor

VHB in plante. Ulterior, antigenul HBs a fost produs in multiple specii de plante (Pantazica et
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al., 2021). Cu toate acestea, niciun vaccin anti-VHB produs in plante nu a fost inca dezvoltat,
desi potentialul ridicat al utilizarii unor astfel de platforme pentru productia de antigene
destinate dezvoltarii de vaccinuri este ilustrat de aprobarea recenta a unui vaccin produs in plante
impotriva COVID-19 pentru adulti in Canada. Acesta este primul vaccin produs in plante
autorizat pentru uz la oameni la nivel global (National Advisory Committee on Immunization,

2022).

N-glicozilarea reprezintd una dintre cele mai conservate cai de modificare post-translationala
a proteinelor 1n celule eukariote, jucand un rol crucial in proprietatile si functiile proteinelor.
Desi pasii de maturare a N-glicanilor sunt similari intre celule de plante si celule mamaliene,
plantele sintetizeaza N-glicani ce contin -1,2-xiloza si a-1,3-fucoza si nu contin acid sialic si
a-1,6-fucoza, ce sunt specifice celulelor mamaliene (Schoberer and Strasser, 2018). In plus,
studiile au aratat ca N-glicanii specifici plantelor pot fi imunogeni sau induce alergii, indicand
ca administrarea acestora pe termen lung ar putea prezenta un risc pentru sanatatea oamenilor.
Astfel, un interes deosebit a fost acordat gasirii de metode pentru a “umaniza” glicanii din
plante. Recent s-a utilizat o metoda bazatd pe tehnologia CRISPR/Cas9 pentru a genera linii de
N. benthamiana lipsite de activitatea -1,2-xiloziltransferazei si a a-1,3-fucoziltransferazei (FX-
KO) (Jansing et al., 2019). Aceasta linie a fost utilizatd ulterior pentru productia de anticorpi
umani monoclonali, demonstrindu-se cd acestia sunt lipsiti de N-glicanii tipici plantelor si ca
au activitate similara cu anticorpii produsi in celule mamaliene (Frigerio et al., 2022; Jansing et
al., 2019). Cu toate acestea, linia FX-KO nu a fost inca folosita pentru expresia de proteine
recombinante si efectul “umanizarii” tiparului de N-glicozilare asupra proprietatilor sau

imunogenicitatii antigenelor recombinante produse in astfel de plante nu a fost investigat.

Antigenele VHB precum antigenul S si proteinele chimerice derivate din acesta sunt un
model ideal pentru investigarea influentei N-glicozilarii asupra antigenicitdtii, intrucat aceste
proteine au un singur N-glican Tn domeniul antigenic iar datele de literatura au aratat ca acesta
joacd un rol important in modularea si evadarea raspunsului imun (Dobrica et al., 2020). Astfel,

orice modificare a acestui glican poate influenta proprietatile antigenice ale proteinei S.
Antigenele propuse

Grupul nostru a dezvoltat anterior o strategie noua de constructie a unor antigene chimerice,

ce foloseste proprietatea proteinei S de anvelopd de a se asambla 1n particule subvirale. Astfel,
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regiunea 21-47 de aminoacizi din domeniul preS1 a fost inserata in bucla antigenica a proteinei

S pentru a forma un antigen chimeric S/preS12!4

ce a fost exprimat atat in celule mamaliene
cat si in plante (Dobrica et al., 2017). Cu toate ca acest antigen s-a dovedi a induce un raspuns
imun mai puternic decat imunizarea cu antigenul S, problemele legate de expresia si secretia

acestuia ar impiedica productia la scala larga.

Asadar, scopul acestui studiu a fost optimizarea designului antigenelor chimerice prin
inserare de regiuni partial suprapuse din domeniul preS1 extinse spre N-terminal fatd de
domeniul inserat anterior, in vederea obtinerii unui antigen chimeric cu proprietati moleculare
si imunologice superioare (Figura 2). Astfel, folosind tehnici de biologie moleculara, regiunile
10-36, 16-42 si 16-47 de aminoacizi din regiunea N-terminald a domeniului preS1 (genotip D)
au fost inserate intre aminoacizii 126/127 ai buclei antigenice a proteinei S, sau intre aminoacizii

126-132 in cazul regiunii 16-47 de aminoacizi, pentru a compensa lungimea crescuta a acestuia.

Epitopi
preS1

Antigen S Antigen S/preS1
Figura 1.8. Reprezentare schematica a designului antigenelor chimerice S/preS1
Epitopii din domeniul N-terminal al regiunii preS1 din proteina L au fost inserati Intre
aminoacizii 126/127 din bucla antigenica a proteinei S sau intre 126-132 in cazul

constructului SA'?713/preS1'%#" pentru a compensa lungimea lui
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Capitolul 2. MATERIALE SI METODE

Antigenele VHB propuse au fost exprimate in celule mamaliene HEK293T si in plante N.
benthamiana fie de tip sdlbatic (WT) fie cu tipar "umanizat” de glicozilare (FX-KO). Antigenele
au fost apoi caracterizate din punct de vedere structural si molecular determinandu-se
capacitatea de pliere si dimerizare, N-glicozilarea, capacitatea de expresie si secretie si
antigenicitatea. Candidatul cu cele mai avantajoase proprietdti a fost apoi purificat si utilizat
pentru studii imunologice in soareci BALB/c. S-a analizat apoi raspunsul imun umoral prin
cuantificarea titrului de anticorpi IgG precum si raspunsul imun celular prin determinarea
secretiei de citokine de citre splenocite. In final anticorpii indusi de imunizarea cu antigenul
chimeric au fost caracterizati prin analiza interactiei lor cu diferiti epitopi virali si s-a determinat
capacitatea lor de neutralizare a infectiei cu VHB de tip sdlbatic si cu mutatii de rezistenta la

vaccin intr-un sistem in vitro de infectie bazat pe celulele HepG2"™TCP,

Capitol 3. REZULTATE

Constructia antigenelor VHB chimerice s-a bazat pe strategia utilizatda anterior (Dobrica et
al., 2017), ce a implicat insertia secventei de aminoacizi 21-47 din regiunea preS1 a proteinei L
(genotip D) in bucla antigenica a proteinei S, mai precis Intre aminoacizii 126 si 127, situs ce s-
a aratat in trecut a fi tolerant pentru insertia de epitopi strdini. Astfel, In urma alinierii secventelor
preS1 din cele mai prevalente izolatele de VHB s-au ales regiunile 10-36, 16-42 si 16-47
(genotip D), ce sunt partial suprapuse cu chimera S/preS12'*#*’, fiind extinse spre capitul N-
terminal prin addugarea de aminoacizi conservati. Deoarece unul dintre constructi avea o
lungime mai mare de 27 aminoacizi (constructul S/preS1'9+7), s-a realizat si un construct in care
aminoacizii 127-131 din proteina S au fost inlaturati prin deletie pentru a compensa lungimea
suplimentard a regiunii preS1 introduse. Antigenele au fost obtinute prin mutageneza

directionatd prin PCR si primeri specifici.

Caracterizarea moleculara si structurala a antigenelor chimerice nou obtinute a fost realizata
prin transfectia tranzientd in celule HEK293T. Analiza expresiei prin western-blot a aratat ca
antigenul S/preS1'®#? are cel mai mare nivel de expresie, chiar si comparat cu S/preS12!-4/
(Figura 3A, B). Insertia unei secvente mai lungi (32 aminoacizi) din regiunea preS1 a rezultat
intr-o expresie mult scizutd, dupd cum se poate vedea in cazul proteinelor S/preS1'%47 si SA!?7-

B1/preS1'%47 confirmand ci acest situs de insertie nu poate acomoda epitopi de lungime foarte
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mare fard a afecta proprietdtile proteinei. Totodata, insertia aceluiasi epitop intr-o bucla
antigenicd mai scurti s-a dovedit a fi detrimentala pentru expresia antigenului SA'?"1*!/preS1'¢-
47 sugerand ci aceastd deletie ar putea afecta plierea si implicit stabilitatea proteinei (Figura
3A). Aceasta analizd a aratat de asemenea modificarea post-translationald a antigenelor prin

prezenta benzii corespunzatoare proteinelor gilcozilate si dimerilor.

In continuare s-a analizat gi capacitatea de secretie a noilor chimere comparativ cu antigenul
S/preS1%'#7 prin ELISA. Analiza a aritat o acumulare semnificativ mai mare a antigenului

S/preS1'442 comparativ cu celelalte proteine chimerice testate (Figura 3C).

Intrucat aceasta diferenta de secretie se poate datora si unei modificari a domeniului
antigenic al proteinei S, impiedicand astfel recunoasterea de catre anticorpii conformationali, s-
au realizat si experimente de pulse-chase si imunoprecipitare pentru a determina influenta
secventelor inserate asupra structurii, sintezei si secretiei proteinelor chimerice. S-a ardtat ca
proteina S/preS1'®4? este recunoscuti atat de anticorpi anti-S cat si de anticorpi anti-preS1 si
are cel mai ridicat nivel de expresie dintre antigenele testate. Aceste date indica ca secventa 16-
42 este bine toleratd de bucla antigenica, fiind expusa corespunzator pentru recunoastere de catre

anticorpii anti-preS1 dar neafectand integritatea domeniului antigenic al proteinei S (Figura 3D).

Avand in vedere toate datele obtinute, antigenul S/preS1!¢-4?

a fost selectat mai departe drept
candidat pentru studii imunologice si produs la scala largd urménd a fi purificat pe baza
proprietatii de a se autoasambla in particule subvirale. Astfel, antigenele au fost separate prin
ultracentrifugare in gradient de densitate de sucroza si prin cromatografie de excludere de masa
folosind rasina CaptoCore 400. Antigenele cuantificate si purificate au fost utilizate pentru
imunizare prin injectie intramusculara in soarect BALB/c. Analiza raspunsului imun umoral si
celular a aritat ci antigenul S/preS1'%#? are proprietiti imunologice imbunititite comparativ cu
antigenul S. In plus, caracterizarea anticorpilor indusi a aritat ci antigenul chimeric induce atat

anticorpi anti-S cat si anti-preS1, demonstrand expunerea corespunzdtoare a ambilor epitopi pe

suprafata particulelor subvirale.
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Figura 3. Expresia si caracterizarea noilor antigene VHB chimerice in celule
mamaliene. Celulele HEK293T au fost transfectate cu plasmide pCi ce codifica antigenele
indicate sau plasmid gol drept control (C). Lizatele celulare au fost analizate prin western
blot in conditii reducatoare (+DTT) (A) sau nereducatoare (-DTT) (B). Anticorpi anti-preS1
au fost utilizati pentru detectia proteinelor S/preS1 glicozilate (gp) sau neglicozilate (p)
precum si dimerii formati. (C) Mediul celular a fost recoltat la 72 h post-transfectie si
secretia de antigen HBs a fost cuantificata prin ELISA masurand densitatea optica (DO) la
450 nm. (D) La 24 h post-transfectie celulele au fost marcate cu **S timp de 30 minute si

apoi lasate 1n culturd incd 3 h post-marcare (chase). Lizatele si supernatantele au fost
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imunoprecipitate cu anticorpi anti-S si anti-preS1 si separate prin SDS-PAGE urmat de

vizualizare prin autoradiografie. Imagine adaptata dupa (Pantazica et al., 2022).

Pentu a determina capacitatea anticorpilor generati de imunizarea cu VHB-S si -S/preS1'%-

42 de a proteja impotriva infectiei cu VHB, s-au realizat experimente de neutralizare intr-un
sistem in vitro de infectie. S-a observat ca imunizarea cu ambele antigene a inhibat in mod
specific infectia cu VHB, comparativ cu grupurile control (Figura 4A). Mai mult decat atat,
capacitatea de neutralizare a serurilor obtinute in urma imunizirii cu S/preS1!%#? este mai buni
comparativ cu S, nsd diferenta dintre cele doua grupuri nu a fost semnificativ statistica. Pentru
a determina capacitatea antiserurilor de a neutraliza variante de VHB cu mutatii de rezistenta la
vaccin, s-a introdus mutatia cu cea mai mare prevalentd in clinicd, G145R, prin mutageneza
directionati (Bian et al., 2013). Particulele VHB-SC!4R astfel obtinute au fost produse in celule
Huh7, purificate si caracterizate din punct de vedere al secretiei, infectivitatii si capacitatii de
recunoastere fatd de anticorpi anti-S conformationali. In final, s-a determinat capacitatea de
neutralizare a antiserurilor fatd de acest virus mutant. Datele au aratat ca serul obtinut de la
soriceii imunizati cu S/preS1'%#? a inhibat semnificativ infectia cu VHB-SC!4°R, 1a nivel similar
cu cel obtinut in urma tratamentului cu Myrcludex B, un inhibitor specific al infectiei cu VHB
(Figura 4B). In cazul serului de la soriceii imunizati cu S se observa un rispuns mai heterogen,
dar fird o capacitate semnficativd de neutralizare fati de VHB-S®!*R comparativ cu grupul

control.

In concluzie, datele au aritat ci combinarea de epitopi S si preS1 relevanti intr-o singura
molecula este o strategie promitdtoare pentru a imbunatatii raspunsul imun si implicit eficienta
vaccindrii impotriva VHB la pacientii ce nu raspund la vaccinul actual. Mai mult decat atat,
aceastd strategie permite dezvoltarea unui vaccin cu eficienta ridicata si fata de variantele de
VHB cu mutatii de rezistenta la vaccin. Cu toate acestea, productia in celule mamaliene este
costisitoare, astfel incat urmatorul pas a fost testarea unor sisteme alternative de productie
precum plantele. In plus, am vrut sa investigam posibilitatea productiei acestui antigen in plante
cu tipar de glicozilare “umanizat” pentru a vedea efectul N-glicozilarii asupra antigenicitdtii si

capacitatii de a activa sistemul imun si induce anticorpi neutralizanti.
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Figura 4. Capacitatea de neutralizare a infectiei cu VHB a anticorpilor indusi de
imunzarea cu S si S/preS1'6-42, Serurile pre-imune reunite sau de la soareci imunizati cu S,
S/preS1'%42 sau proteine control (control) au fost diluate si pre-incubate cu VHB sau VHB-

SCI45R (100 EqG/celuld). Celulele HepG2"™ TP au fost incubate cu inoculul VHB tratat cu
ser sau au fost mentinute neinfectate, drept control negativ (CN). Celulele incubate cu
Myrcludex B timp de 3 ore Tnainte de infectare au fost utilizate drept control pentru
specificitatea inhibarii infectiei cu VHB. Mediile celulare au fost colectate in ziua 11 post-
infectie si utilizate pentru a cuantifica nivelul de antigen HBe prin ELISA. Datele sunt
prezentate ca procent de infectie cu VHB in prezenta serurilor post-imune din valorile de
infectie obtinute In prezenta serurilor pre-imune, la aceeasi dilutie (n=4). Valorile in
prezenta Myrcludex B si in controlul negativ reprezintd procente de infectie din probele

infectate doar cu VHB (n=4) (*, p < 0,05). Imagine adaptata dupa (Pantazica et al., 2022).

Posibilitatea productiei noului antigen in N. benthamiana a fost determinata folosind linia
WT, precum si o noud linie ediatata prin CRISPR/Cas9 cu knockout a doua gene pentru 1,2-
xiloziltransferaza si patru gene pentru o-1,3-fucoziltransferaza (Jansing et al., 2019) (Figura
5A). Expresia antigenului VHB-S/preS1'6#? a fost testati initial in plante WT prin transformare
tranzienta cu plasmidul corespunzator. Datele au aratat ca atat forma glicozilata (gp) cat si cea
neglicozilata (p) a antigenului chimeric sunt exprimate in extractele de plante. Similar cu linia
WT, linia FX-KO a fost capabili sa produca antigenul VHB-S/preS1'®#? (Figura 5B, C). In

urma cuantificarii cantitatii de antigen obtinute pentru fiecare linie s-a aratat ca nivelul mediu
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de expresie al antigenului chimeric VHB este de aproximativ 200 ng/g tesut vegetal proaspat.
Aceste valori sunt semnificativ mai mari decat cantitdtile obtinte anterior in literaturd pentru
productia de antigen HBs prin agroinfiltrare in diferite plante gazda (Pniewski, 2013) si similare
cu cele obtinute cu ajutorul unor sisteme de expresie bazate pe vectori virali pentru plante
(Huang et al., 2008). In plus, separarea antigenului pe gradient de sucrozi a aratat ca antigenul

produs Tn ambele sisteme de plante se poate asambla in particule subvirale.
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Figura 5. Expresia antigenului VHB-S/preS1'42 in N. benthamiana. (A) Reprezentare
schematicd a protocolului de productie a antigenelor VHB in N. benthamiana. (B) Frunze de
N. benthamiana WT si FX-KO ce exprima VHB-S/preS1'6#? recoltate la timpii indicati au
fost lizate si analizate prin western blot folosind anticorpi anti-preS1. (C) Lizate de frunze
N. benthamiana W'T (7 zpi) si FX-KO (8 zpi) sau frunze control ce exprima proteind
nerelevanta (7 zpi) au fost analizate prin western blot folosind anticorpi anti-preS1. Imagine

preluata din (Pantazica et al., 2023).

Pentru purificare, lizatele de N. benthamiana WT si FX-KO ce exprima VHB-S/preS1!64?
au fost initial concentrate prin ultracentrifugare pe pat de 20% sucroza, urmat de fractionare via

gradient de sucroza 15-60%. Fractiile pozitive au fost reunite, dializate fatd de PBS si incubate
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cu carbune activ 1%, urmat de gel-filtrare cu ajutorul rasinii CaptoCore 400. Fractiile eluate
pozitive au fost concentrate si analizate prin SDS-PAGE, urmat fie de colorare cu Coomassie
blue fie de western blot. Conform cuantificarii cantitatii de antigen si de proteind totald din

probele purificate, s-a obtinut o proteind cu o puritate de aproximativ 80%.

Monomerii de VHB-S/preS1'4? purificati din N. benthamiana WT si FX-KO au fost apoi
extrasi din gel si tratati cu PNGase A pentru a elibera N-glicanii, urmat de analiza structurii
glicanilor obtinuti prin UPLC-FLD/ESI-TOF MS. Datele au aratat un tipar semnificativ diferit
de N-glicozilare intre cele doud sisteme. Spectrul de masa pentru antigenul produs in N.
benthamiana WT a ardtat un semnal majoritar (~63% din continutul total de glicani) ce
reprezintd N-glicanul specific pentru plante, si anume N2H4FX, ce contine B-1,2-xiloza si a-
1,3-fucoza. Restul semnalelor au reprezentat glicani complecsi farda fucoza si xiloza, cu doar
~11% din glicanii identificati fiind glicani partiali procesati, reprezentati de structuri N2HS5

bogate In manoza.

In schimb, structura N4H5 fara B-1,2-xiloza si a-1,3-fucozi a fost glicanul predominant in
probele de antigen produse in N. benthamiana FX-KO (~55%). Alti N-glicani complecsi
specifici celulelor mamaliene au fost de asemenea mai abundenti in aceastd probd, cum ar fi
N4H4 si N3H3. Totodata, se pare ca structuri ce contin p-1,2-xiloza si a-1,3-fucoza au fost in
continuare prezente in linia FX-KO, dar cu o abundenta extrem de scdzuta (0.7-1.4% din
continutul total de glicani). Aceste date reprezintd prima analizd detaliatd a tiparului de N-
glicozilare al antigenului VHB produs in plante si indica cd antigenul chimeric este transportat
de-a lungul caii secretorii la reteaua trans-Golgi unde are loc procesarea structurilor complexe

de N-glicani de catre glicozil transferaze specifice.

Pentru a determina impactul modificarii tiparului de N-glicozilare asupra antigenicitatii
proteinei VHB-S/preS1'9#?, s-a testat capacitatea de legare a acesteia fatd de un panel de
anticorpi anti-S comerciali dependenti de conformatie via ELISA (Figura 6). Pentru a obtine
date cat mai robuste, comparatia a fost facuta intre antigenul produs in celule mamaliene si cel
produs in cele doua linii de N. benthamiana, WT s1 FX-KO. Dupa cum ne asteptam, cea mai
bund eficientd de legare s-a regasit la antigenul obtinut in celule mamaliene. Antigenul VHB-
S/preS1'%#? produs in N. benthamiana WT a avut o eficientd mai scizuti de legare fati de toti

anticorpii testati. In schimb, s-a observat o imbunititire a legarii la antigenul produs in N.
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benthamiana FX-KO, eficienta de legare fiind in unele cazuri apropiata de cea observatd la
antigenul produs in celule HEK293T. Astfel, desi nu se cunosc cu exactitate epitopii virali
recunoscuti de anticorpii utilizati Tn acest experiment, datele sugereaza ca structura N-glicanului
joacd un rol important Tn acest proces. Mai mult decat atat, s-a ardtat cad umanizarea tiparului de
N-glicozilare in plante imbunatiteste antigenicitatea, dar nu in totalitate, aceasta fiind mai

scazutd decat cea observata pentru antigenul produs 1n celule mamaliene.
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Figura 6. Antigenicitatea VHB-S/preS1'-4? produs in N. benthamiana WT si FX-KO.
(A-D) Un panel de anticorpi anti-S dependenti de conformatie au fost utilizati pentru a
acoperii placi de 96 godeuri, urmat de incubare cu lizate de celule HEK293T sau N.
benthamiana WT si FX-KO ce exprimd VHB-S/preS1'®42, Acestea au fost apoi incubate
cu anticorpi secundari de iepure anti-S independenti de conformatie urmat de anticorpi
anti-iepure conjugati cu HRP si substratul corespunzétor. Legarea antigenului este

reprezentatd ca media densitdtii optice (DO) masurata la 450 nm + SD. Analiza statistica a
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fost realizata folosind testul Mann-Whitney U pentru fiecare dilutie. *, p <0.05 (WT vs.
FX-KO). Imagine adaptata dupa (Pantazica et al., 2023).

Avand in vedere proprietdtile imbunatatite ale antigenului produs in N. benthamiana FX-
KO, s-a realizat ulterior analiza imunogenicitatii prin comparatie cu antigenul produs in plante
WT in vivo. Pentru asta, loturi de 7 soricei BALB/c au primit intramuscular 3 doze a cate 25 pg
antigen n prezentd de AddaVax, un adjuvant de tip emulsie ulei in apa pe baza de squalene, la
interval de 14 zile. Datele de literaturd au aratat ca aceasta clasd de adjuvanti protejeaza
antigenul de la eliminare prematura si induce activarea atat a raspunsului imun umoral cat si a
celui celular, rezultand Intr-o mai buna protectie la oameni (O’Hagan et al., 2021). S-a obserat
ca ambele antigene au indus o cantitate semnificativa de IgG, cu un titru mai mare fiind observat
in cazul soriceilor imunizati cu antigenul produs in plante FX-KO. Mai mult decat atat, analiza
subclaselor IgG1 si IgG2a, ce sunt markeri ai activarii imunitatii umorale si respectiv celulare,

a aratat ca antigenul produs in N. benthamiana FX-KO are o imunogenicitate Tmbunatatita.

Investigarea raspunsul imun celular in splenocitele recoltate de la soarecii imunizati si
stimulate cu VHB a aritat ¢ imunizarea cu VHB-S/preS1'#* produs in N. benthamiana FX-
KO induce cel mai puternic raspuns, cu secretie mai mare de IFN-y si IL-5 comparativ cu grupul
imunizat cu antigen produs in plante WT si cel control, date ce confirma din nou ca acest antigen
induce un raspuns imun mai puternic. Mai mult decat atat, secretia de IFN-y si IL-5 in splenocite
recoltate de la grupurile imunizate cu antigen si stimulate cu PBS a fost foarte scazuta (aproape

nedetectabila), indicand ca raspunsul imun indus are specificitate foarte crescuta fata de VHB.

In final, s-a testat capacitatea anticorpilor obtinuti in urma imunizarii cu antigen VHB-
S/preS1'4? produs in N. benthamiana FX-KO si WT de a proteja impotriva infectiei cu VHB
in vitro (Figura 7). VHB WT si VHB cu mutatii de rezistentd la vaccin (VHB-S®**R) au fost
incubate cu dilutii de ser pre-imun si de la ziua 49 obtinute de la soricei imunizati fie cu adjuvant
fie cu cele doud antigene si apoi utilizate pentru a infecta celule HepG2"™T? (100 EqG/celuli).
Infectia a fost apoi evaluata prin cuantificarea secretiei de antigen HBe prin ELISA. Datele au
fost normalizate prin raportarea nivelului de infectie la cea obtinutd prin incubare cu serul pre-
imun pentru fiecare grup. Se observa ca serul obtinut de la soricei imunizati cu antigen VHB-
S/preS1'6#2 indiferent de sistemul de productie, a indus o neutralizare puternici atat a virusului

WT (Figura 7A) cét si a VHB-SS*R (Figura 7B) in comparatie cu grupul control, date ce sunt
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consistente cu cele obtinute in experimentele precendente de neutralizare cu acest antigen
produs in celule mamaliene. In schimb, putem observa cd raspunsul imun mai puternic, indus
de VHB-S/preS1'%*? produs in N. benthamiana FX-KO, a dus la o neutralizare semnificativ mai
puternici atata VHB WT cét si a VHB-S®!*R, comparativ cu grupul imunizat cu antigen produs
in plante WT. Astfel, aceste rezultate sugereaza ca o mai buna prezentare a epitopilor relevanti,
cu activitate de neutralizare fatd de VHB, catre sistemul imun, asa cum este cazul antigenului

produs in plante FX-KO, contribuie la imunogenicitatea observata in cadrul acestui studiu.
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Figura 7. Capacitatea de neutralizare fati de VHB WT si -S¢145R g anticorpilor indusi
de imunizarea cu VHB-S/preS1'%42 produs in N. benthamiana WT si FX-KO. Serurile
de la soareci imunizati cu antigen S/preS1'%4? produs in N. benthamiana WT sau FX-KO
sau doar cu adjuvant (control) au fost diluate si preincubate cu VHB WT (A) sau -S¢'*°R (B)
la 100 EqG/celuli. Celulele HepG2"™TC? ay fost apoi incubate cu acest preinocul sau doar cu
virus. Celule incubate 1n prelabil cu Myrcludex B au fost folosite drept control al
specificitatii inhibitiei infectiei cu VHB. Cuantificarea infectiei s-a realizat prin
determinarea cantitatii de antigen HBe secretat prin ELISA. Datele sunt prezentate ca
procent de infectie cu VHB in prezenta serurilor post-imune din valorile obtinute in

prezenta serurilor pre-imune, la aceeasi dilutie. Valorile in prezenta Myrcludex reprezinta
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procente de infectie din probele infectate doar cu VHB. Analiza statistica a fost efectuata
utilizand testul Mann-Whitney U. Sunt prezentate comparatii intre grupurile control si
grupurile imunizate cu antigen (**, p < 0,01) si intre grupurile WT si FX-KO (#, p < 0,05;
###, p <0,001).

CONCLUZII SI PERSPECTIVE

Studiul de fata prezinta optimizarea strategiei de constructie a unor antigene chimerice VHB
S/preS1 cu obtinerea a 4 noi constructi. Acestia au fost reprezentati de secvente partial suprapuse
din domeniul antigenic al regiunii preS1 ce au fost inserati in bucla antigenica a proteinei S In
vederea expunerii lor pe suprafata particulelor subvirale. Constructii au fost exprimati in celule

1'042 s-a dovedit a avea o

mamaliene si caracterizati. Noul candidat antigenic, VHB-S/preS
expresie si secretie mult imbunatatita fatd de chimera obtinuta anterior (Dobrica et al., 2017).
Analiza imunologica a aratat ca noua chimera (produsa in celule HEK293T) induce un raspuns
imun imbunatatit fata de proteina S, anticorpii rezultati fiind capabili sd neutralizeze infectia in
vitro atit cu VHB WT cat si cu o variantd de virus cu mutatii de rezistentd la vaccin (-SG%R) |

indicand cd noul antigen este un bun candidat pentru dezvoltarea de vaccinuri alternative anti-

VHB.

Avand in vedere avantajele asociate productiei de proteine destinate dezvoltarii de vaccin in
plante, noul antigen candidat a fost propus pentru productie in N. benthamiana. Datele de
literaturd au aratat ca tiparul de N-glicozilare al plantelor poate afecta proprietatile proteinelor
recombinante. Astfel, acest studiu a reprezentat o analiza in premiera a efectului N-glicozilarii
din plante asupra proprietdtilor moleculare, antigenice si imunogenice ale unei proteine
destinate a fii folositd ca vaccin. S-a ardtat cd “umanizarea” tiparului de N-glicozilare a
imbunititit recunoastrerea antigenului S/preS1'®#? fati de anticorpi anti-S dependenti de
conformatie, sugerand rolul N-glicanului Tn mascarea epitopilor de catre sistemul imun. Mai

mult decét atat, analiza imunologici a aritat ca antigenul S/preS1!¢4?

produs in N. benthamiana
cu tipar “umanizat” de N-glicozilare a indus un raspuns imun semnificativ imbunatatit precum
si anticorpi cu capacitate crescutd de neutralizare a VHB WT si -SS!4R_ Aceste date au aritat in
premiera importanta tiparului de glicozilare din plante asupra imunogenicitatii antigenelor si au

ilustrat potentialul liniei N. benthamana FX-KO ca platforma de productie a antigenelor VHB.
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1'42 induce atét

In acest studiu, am aritat cd imunizarea cu proteina chimerica S/preS
anticorpi anti-preS1, cat si anticorpi anti-S, demonstrand ca aceasta strategie asigura o expunere
echimolard a epitopilor pe suprafata subparticulelor virale formate. Cu toate acestea, rdmane
inca neclar daca capacitatea Tmbunatatitd de neutralizare a anticorpilor rezultati in urma
imunizarii cu aceasta chimera se datoreaza combinatiei de anticorpi anti-S si anti-preS1 sau doar
anticorpilor anti-preS1. Asadar, o perspectivd de viitor a acestui studiu este realizarea unor
experimente de depletie a anticorpilor anti-preS1 din antiserul obtinut in vederea testarii
capacitdtii de neutralizare a anticorpilor anti-S. Acest aspect este extrem de important, intrucat
prezenta anticorpilor anti-S neutralizanti este esentiala pentru a asigura neutralizarea fatd de
diferite genotipuri de VHB, deoarece majoritatea diferentelor de secventa dintre genotipuri apar
in regiunea preS1 (Figura 3.1A). Astfel, o a doua perspectivd este testarea capacitatii de

neutralizare a anticorpilor rezultati fata de celelalte genotipuri de VHB, pentru a confirma ca

noul antigen candidat poate duce la dezvoltarea unui vaccin pangenotipic.

Mai mult decat atat, o altd linie de cercetare de viitor al acestui studiu este productia
antigenului in alte sisteme alternative de expresie cu costuri scizute, cum ar fi microalgele. In
acest sens, in cadrul proiectului 1SEE s-au obtinut date preliminare ce confirma posibilitatea
expresiei antigenului chimeric VHB-S/preS1'®*? in microalga Porphiridium purpureum si
faptul ca acest antigen se asambleaza in particule subvirale. Productia acestui antigen la scala

largd, analiza profilului de glicozilare si testarea proprietdtilor antigenice si imunologice

reprezintd urmatoarele etape Tn dezvoltarea acestui vaccin candidat.

Avand in vedere toate proprietitile antigenului S/preS1'6#? descrise in acest studiu, ce 1l fac
un candidat promitator pentru dezvoltarea unui vaccin alternativ, un urmator pas ar fi initierea
de studii preclinice mai avansate. Acestea pot include modele murine infectabile cu VHB, asa
numite experimente de tip ’challenge”, ce implica imunizarea completd si ulterior analizarea
capacitatii vaccinului de a prevenii infectia cu VHB. Alte studii preclinice ar implica testarea
profilului de sigurantd si a eficacitdtii vaccinului in modele primate, cu sistem imun similar
oamenilor. Daca toate aceste studii au rezultate favorabile, atunci pasul final ar fi initierea

studiilor clinice ce implica pacienti, in vederea aprobarii vaccinului pentru uz uman.
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