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Summary

ears a rapid development in the field of genetic Vaccmes ;has been;observed Thi new
promlsmg ‘method of prophylaxis of viral, bacterial and parasitic infections is based on the subcutane
intramuscular injection of a recombinant fragment of nucleic acid coding immunogenic protein
ligated into a eucariotic expresswn vector. In the paper we presented the characteristics of plasmid vectors
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Ostatnie lata przyniosty niezwykle szybki rozwdj prac
nad szczepionkami genetycznymi, nazywanymi potocz-
nie szczepionkami DNA. Ta nowa i bardzo obiecujaca
metoda profilaktyki zakazen wirusowych, bakteryjnych
1 pasozytniczych polega na podskornym lub domigsnio-
wym podaniu rekombmowanego fragmentu kwasu nu-
kleinowego kodujacego immunogenne biatko, zligowa-
nego z plazmidowym eukariotycznym wektorem ekspre-
syjnym. Odpowiednia konstrukcja plazmidow eukario-
tycznych, zaopatrzonych m.in. w silny promotor ze
wzmacniaczami transkrypcji, terminator transkrypcji i
sygnat pohadenylacp umozliwia wydajna ekspresje
wprowadzonych genow i1 powstanie odpowiedzi immu-
nologicznej zarowno humoralnej, jak i komorkowej, w
roznym stopniu nasilenia (13, 14).

Charakterystyka wektorow plazmidowych uzywanych
to konstrukeji szczepionek genetycznych

W badaniach nad szczepionkami genetycznymi wy-
korzystywany jest szereg eukariotycznych plazmidow
ekspresyjnych, dostepnych w ofercie firm biotechnolo-
gicznych. Czg¢sto wektory te s3 modyfikowane w celu
ich przystosowania do produkcji okreslonej szczepionki
9, 15). Przykladem wektora ekspresyjnego moze by¢
Jeden z czgsciej uzywanych w pracach nad szczepionka-
mi genetycznymi plazmidow — pcDNA3 (INVITRO-
GEN) (ryc. 1), ktéry jest przeznaczony do klonowania i
ekspresji gendw w systemach eukariotycznych. W jego
sktad wchodza:

1. wezesny promotor cytomegalowirusa (CMV) — se-
kwencja DNA, z ktora wiaza si¢ czynniki transkrypcyj-
ne. Nalezy on do najwydajniejszych promotoréw euka-
riotycznych. Nalezy jednak pamigtaé, ze w konstrukcji

szczepionek genetycznych stosowanie silnych promoto-
réw nie zawsze jest celowe 1 zalezy od rodzaju antygenu.
Drugi promotor (wirusa SV40) obecny na plazmidzie,
umozliwia ekspresj¢ genu opornosci na neomycyne;
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Ryc. 1. Schemat eukariotycznego wektora ekspresyjnego
pcDNA3 (INVITROGEN)

Objasnienia: 1 — promotory, 2 — MCS, 3 — sygnaty poliadenyla-
cji, 4 — origin replikacji, 5 — markery selekcyjne



2. polilinker (MCS-multi cloninig site) — syntetyczna
sekwencja DNA kodujgca serig miejsc rozpoznawanych
przez endonukleazy restrykcyjne. MCS utatwia klono-
wanie 1 orientacj¢ insertu w stosunku do promotora;

3. sygnat poliadenylacji — sckwencja oznaczajaca miej-
sce, w ktorym polimeraza RNA dodaje nickodowana przez
DNA serie reszt adeninowych. Sekwencja poli A zabez-
piecza powstaly mRNA przed zbyt szybka degradacja w
cytoplazmie. W plazmidzie pcDNA wykorzystano sygna-
ty poliadenylacji z genu bydlgcego czynnika wzrostu —
BGH (bovine growth factor) dla mRNA powstajacego
pod kontrolg promotora CMV 1 wirusa SV40, ktory za-
bezpiecza mRNA kodujacy opornos¢ na neomycyne;

4. origin replikacji — sekwencja wigzaca polimeraze
DNA odpowiedzialng za powielanie plazmidu. Wektor
pcDNA3 jest zaopatrzony w f1 ori pochodzacg z SV40
(replikacja w komorkach eukariotycznych syntetyzuja-
cych antygen T) i ColE1 umozliwiajace replikacje wek-
tora w £. coli;

5. markery selekcyjne — geny kodujace biatka opornosci
antybiotykowej (w tym przypadku na neomycyng 1 am-
picyling), pozwalajace na wzrost na podtozach selekcyj-
nych wylacznie komérkom posiadajacym plazmid.

Konstrukcja plazmidu pcDNA3 i innych podobnych
wektorow umozliwia stosunkowo proste i wygodne prze-
prowadzanie manipulacji genetycznych 1 klonowan, a
ponadto zapewnia optymalng ekspresje genu in vivo. W
ostatnich latach sa prowadzone intensywne prace nad
wektorami, ktore moglyby by¢ zaakceptowane do zasto-
sowania u ludzi 1 zwierzat. Jakkolwiek nie udowodnio-
no, ze dotychczas stosowane plazmidy maja dziatanie
mutagenne, nie mozna jednak go wykluczy¢, ze wzgle-
du na obecnos¢ w wektorach licznych sekwencji wiru-
sowych 1 bakteryjnych (9).

Mechanizmy prowadzace
do powstania odpowiedzi immunologicznej

Procesy molekularne i komorkowe umozliwiajace
uzyskanie odpowiedzi immunologicznej po inokulacji
czystego kwasu nukleinowego nie zostaly jeszcze do
konca wyjasnione. Z dotychczasowych prac wynika, ze
naj jsilniejsza odpowiedz organizmu wystgpuje po domig-
$niowym lub $rédskornym podaniu szczepionki (1).

Istnieje kilka mozliwych mechanizmow, za pomoca
ktorych antygen moze by¢ przeniesiony do tkanki lim-
foidalnej 1 zaprezentowany limfocytom (11):

— Ekspresja antygenu moze zachodzi¢ w komodrkach
mig¢$ni szkieletowych lub w keratynocytach skory, ktore
prezentuja antygen ukladowi immunologicznemu.

— Antygen moze by¢ uwalniany z transfekowanych
komorek, a nastepnie rozpoznawany przez komorki im-
munokompetentne.

— Komorki 1mmunokompetentne moga ulegac bezpo-
$redniej transfekcji w miejscu admlmstraql szczepion-
ki lub przez DNA, ktore zostalo przeniesione przez krew
lub limf¢ do miejsc odlegtych od rejonu iniekeji.

Hipotetyczny mechanizm powstawama odpowiedzi
immunologiczne; przedstawia rycina 2. Antygen prze-
niesiony do weztdw chtonnych i sledziony, jest prezen-
towany w tkance limfoidalnej limfocytom B 1 T. Tu na-
stepuje ich roznicowanie na komoérki efektorowe (Be 1
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Ryec. 2. Hipotetyczny schemat powstawania odpowiedzi im-
munologicznej po inokulacji szczepionki genetycznej
Objasnienia: Ag -- antygen, APC — komorki prezentujace anty-
gen, Te — efektorowe limfoeyty T, Be — efektorowe limfocyty B,
Tm — limfocyty pamigci immunologicznej typu T, Bm —limfocy-
ty pamigci immunologicznej typu B.

Te) oraz komoérki pamigei immunologicznej (Bm i Tm).
Tworza si¢ osrodki odczynowe, w ktorych kompleksy
antygen—przeciwciato zdeponowane sg na powierzchni
komorek dendrytycznych. RéZnicujqce si¢ w osrodkach
odczynowych limfocyty B migruja do szpiku kostnego 1
1ozpoczynajal syntezg przemwmal klasy IgG dtugo utrzy-
mujacych si¢ w organizmie. Powstajace jednoczesnie w
osrodkach odczynowych limfocyty pamigci Bm 1 Tm
krazac we krwi obwodowej, wchodza w kontakt z Be 1
podtrzymuja produkcje przeciwciat IgG oraz odpowiedz
limfocytow cytolitycznych CTL (cytolitic T lymphocy-
tes) (11).

W niektorych przypadkach (zwlaszeza gdy wprowa-
dzany gen koduje antygen zwigzany z powierzchnia ko-
morek), sposob podania szczepionki wydaje si¢ wply-
wad na wzmocnienie okreslonej odpowiedzi limfocytow
pomocniczych Th. Domigsniowa iniekcja DNA w roz-
tworze soli fizjologicznej prowadzi do aktywacji limfo-
cytéw Thl, ktore poprzez produkeje limfokin (zwilasz-
cza INF1y i I1-2) aktywuja makrofagi i przeciwciata za-
lezne od dopeltniacza oraz proces opsonizacji. Srodskor-
ne podanie tej samej szczepionki za pomoca techniki
gene-gun wzmacnia odpowiedz limfocytow Th2 (pro-
dukcja interleukin 4-6, 10) i aktywuje eozynofile oraz
przeciwciala niezalezne od dopetniacza (3, 10, 11). Tak
wiec wplyw sposobu administracji szczepionki genetycz-
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nej na rodzaj reakcji limfocytow Th ma niebagatelne
znaczenie w zwalczaniu infekcji i modulacji odpowie-
dzi immunologicznej (np. w chorobach alergicznych 1
autoimmunologicznych). Nalezy jednak wyraznie zazna-
czy¢, ze wiedza dotyczaca mechanizmdéw inicjacji i roz-
woju odpowiedzi immunologicznej po zastosowaniu
szczepionek genetycznych jest jeszcze bardzo ograniczo-
na i wymaga wielu dodatkowych badan.

Czynniki wptywajace
na skuteczno$¢ immunizacji genetycznej

Badania przeprowadzone na myszach przez Michaela
i wsp. (1) wykazatly, ze na poziom odpowiedzi immuno-
logicznej, a zarazem na skuteczno$é szczepionek gene-
tycznych ma wptyw wiele czynnikow, z ktorych najwigk-
$ze znaczenie maja;:

1. rodzaj uzytego antygenu (biatko sekrecyjne, we-
wnatrzkomoérkowe itp.), poziom jego ekspresji oraz
ewentualna toksycznos$¢ dla komdrek;

2. gatunek szczepionego zwierzecia, jego wiek 1 ge-
notyp;

3. sposob i miejsce administracji szczepionki (iniek-
cja domig$niowa, gene gun, lioposomy);

4. ilos¢ DNA uzyta do immunizacji.

Mimo, iz badania dotyczace szczepionek genetycz-
nych sg przeprowadzane na r6znych modelach zwierze-
cych, wigkszo$¢ publikowanych prac wykonano na my-
szach. Prace nad korelacjg skutecznosci szczepien ge-
netycznych 1 wieku zwierzat wykazaty, ze przynajmniej
w przypadku niektorych antygendw, poziom indukowa-
nych przez nie przeciwcial maleje proporcjonalnie do
wieku myszy uzytych do doswiadczen, co moze by¢ spo-
wodowane zmianami poziomu ekspresji genow szcze-
pionkowych, zwigzanymi z procesem starzenia sig.

Kluczowe znaczenie w stymulacji odpowiedzi immu-
nologicznej organizmu ma rodzaj uzytego antygenu. W
przypadku antygenow sekrecyjnych, usuwanych z ob-
szaru komorki (np. biatka kapsydowe lub otoczkowe
wiruséw), wysoki poziom ich ekspresji zwigksza ilos¢
produkowanych przeciwcial. Zastosowanie silnego pro-
motora np. wczesnego promotora wirusa cytomegalii
(CMV) zapewnia maksymalna odpowiedz immunolo-
giczna. Natomiast w przypadku zastosowania w szcze-
pionce gendéw kodujacych np. toksyny lub biatka pato-
gendw wewnatrzkomdrkowych, ich silna ekspresja po-
woduje uszkodzenie transfekowanych komorek lub dra-
styczne obnizenie poziomu ekspresji biatek (17). Dlate-
go tez, aby zaplanowac uzycie odpowiedniego wektora
ekspresyjnego lub odpowiedniaL modyfikacj¢ genu ko-
dujacego antygen (np. uzyc1e jedynie fragmentu genu),
niezb¢dna jest znajomosé b1010g11 antygenu przeznaczo-
nego do zastosowania w szczepionce genetycznej.

Miejsce 1 sposdb wprowadzenia szczepionki do orga-
nizmu ma zasadniczy wplyw na rodzaj 1 skutecznos¢ re-
akcji immunologicznej. Z dotychczasowych badan wy-
nika, ze najbardziej skuteczne jest domig$niowe poda-
nie oczyszczonego plazmidu w roztworze soli fizjolo-
gicznej lub $rédskérne wprowadzenie szczepionki za
pomoca techniki gene-gun (koloidalne czasteczki ztota
optaszczone DNA, rozpgdzane sa w specjalnym akcele-
ratorze 1 kierowane na transfekowana tkankg) (10). Wy-
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krywalny poziom przeciwciat wystepuje rowniez po iniek-
¢ji dozylnej, dotchawiczej, podskornej, dostawowej oraz
po wprowadzeniu szczepionki do komory oka (1).

Ostatnio pojawily si¢ doniesienia o skutecznej immu-
nizacji myszy za pomoca iniekcji dootrzewnowej lub po
podaniu doustnym DNA zamknigtego w mikrokapsul-
kach oznaczonych PLG (poly DL-lactide-co-glycolyde).
Tak przygotowana szczepionka nie ulega degradacp i
indukuje oprocz ogdlnej reakcji immunologicznej row-
niez syntezg przeciwciat IgA na blonach §luzowych, ktore
nie sa wytwarzane przy $rédskérnym i domigSniowym
podaniu szczepionek genetycznych (5). Podobna reak-
cje immunologiczng zaobserwowano po donosowym
podaniu plazmidowego DNA zamknigtego w liposomach
zbudowanych z kationowych lipidow (6). Jest to bardzo
obiecujacy sposob ochrony powierzchni bton §luzowych
przed zakazeniem.

Przyktady konstrukcji szczepionek genetycznych
w medycynie weterynaryjnej

Retrowirus BLV jest czynnikiem etiologicznym bia-
taczki bydta charakteryzujacej si¢ przewlekta limfocy-
toza oraz proliferacjg zmienionych limfocytow B. BLV
wywoluje rowniez leukemi¢ u eksperymentalnie zaka-
zanych owiec. Poniewaz kliniczne objawy choroby wy-
stepuja u owiec znacznie szybciej niz u bydta, ocene
wlasciwo$ci immunogennych szczepionki genetycznej
przeciwko zakazeniom BLV wykonano na tym modelu
zwierzecym. Do konstrukcji szczepionki uzyto genu
otoczki (env) wirusa. Do$wiadczenie przeprowadzono
na dwoch owcach. Po trzecie), domigsniowe;j iniekcji pla-
zmidowego DNA, zwierzgta zakazono dzikim szczepem
BLV. Szczepionka wykazata wiasciwosci ochronne u
owiec przez 4 miesiace po zakazeniu doswiadczalnym (7).

Innym przyktadem konstrukceji szczepionki genetycz-
nej w medycynie weterynaryjnej jest szczepionka DNA
przeciwko chorobie Aujeszkyego u §wih. Do sporzadze-
nia jej uzyto gendéw dla immunogennych glikoprotein
otoczki gC 1 gD alfaherpeswirusa. Szczepienie §wif pla-
zmidowym DNA zawierajacym gen dla gC zapewnialo
pelna ochrong zwierzat przed letalnym zakazeniem szcze-
pem 75V19 i czesciowa odpornosé na wysokozjadliwy
szczep NIA-3. Szczepionka sporzadzona z genu gD nie
wywotala zadnej odpowiedzi 1mmunologlczneJ Swoiste
przeciwciata byty wykrywane w sur0w1cy szczeplonych
zwierzat do dziewigtego miesigca po immunizacji pla-
zmidem zawierajacym gen gC. Wykazano rowniez od-
pornos¢ komodrkowa w probie proliferacji z komorkami
mononuklearnymi krwi obwodowej (4).

Szczepionka DNA przeciwko pryszezycy (FMD — foot
and mouth disease) zostala skonstruowana w oparciu o
c¢DNA kompletnego genomu dzikiego wirusa typu Al12.
Prototypowy plazmid pWRM (pochodna pcDNA3) z
niskg czestoscia indukowal syntezg czasteczek wiruso-
wych in vitro w hodowli tkankowej komoérek BHK. Pla-
zmid szczepionkowy pWRMHX powstat przez usunig-
cie sekwencji kodujacej miejsce wiazania komorek (CBS
— cell binding site) znajdujace si¢ na kapsydowym biat-
ku VPI i dodatnie do 3" konca sekwencji wirusowej
c¢DNA kodujacej rybozym HDV (hepatitis delta virus).
Immunizacja myszy plazmidem pWRMHX wykazala,
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ze powstajqce czasteczki wirusa, pozbaw10ne CBS nie
sa w stanie si¢ namnaza¢. Rowniez swinie szczeplone
tym plazmidem nie Wykazywaly zadnych objawdéw kli-
nicznych choroby, zas w ich surowicach stwierdzono
przeciwciata neutralizujace wirus pryszcezycy. Skutecz-
nos¢ szczepionki oceniono na 20% (15).

Do sporzadzenia szczepionki przeciwko zakazeniom
wirusem FIV u kotow (feline immunodeficiency virus)
zastosowano geny gpl20 i1 p10 kodujace jego biatka
strukturalne. Domig¢sniowa iniekcja plazmidu kodujace-
go biatko gp120 indukowata staba odpowiedz humoral-
na. Dwukrotna immunizacja kotow wywotata rézne re-
akcje zwierzat po probie biologicznej. U czgsci kotow,
po 2 tygodniach od challenge zaobserwowano objawy
zakazenia wirusem FIV, w drugiej zas grupie nie doszto
do infekcji. Koty szczepione jednoczesnie gp120 1 p10
rozwingly petna odpowiedz humoralng przeciwko biat-
kom wirusa dopiero po zakazeniu do$wiadczalnym.
Autorzy pracy przypuszczaja, ze uzyskane wyniki moga
by¢ spowodowane niskim poziomem ekspresji wprowa-
dzonych gendw, a takze bledami w konstrukcji same;j
szczepionki (2).

Skuteczna ochrona przed zakazeniami wywotanymi
przez bakterie bedace wewnatrzkomoérkowymi patoge-
nami zalezy przede wszystkim od odpornosci komoérko-
wej. Dlatego tez do konstrukeji szczepionki genetycznej
przeciwko brucelozie wykorzystano gen kodujacy rybo-
somalne biatko L7/L12 B. abortus, ktére jak wykazaly
wczesniejsze badania, jest silnym stymulatorem limfo-
cytow bydlecych. Jako wektory zastosowano dwa euka-
riotyczne plazmidy ekspresyjne — pcDNA3 (wczesny
promotor ludzkiego CV) i p6 (bydlgcy promotor MHC I
— BL3-6). Szczepionkg testowano na 6 tygodniowych
myszach BALB/cByJ. Zwierzgta immunizowano odpo-
wiednio: pcDNA3-L7/L12, p6-L7/L12 i atenuowanym
szczepem B. abortus S19, a nastepnie zakazono zjadli-
wym szczepem B. abortus — S2308. Indukcje limfocy-
tow T badano w splenocytach izolowanych po 10, 20 1
30 dniach od zakazenia. Myszy immunizowane szcze-
pionka genetyczna pcDNA3-L7/L12 uzyskaly stopien
ochrony poréwnywalny do poziomu wystepujacego u
zwierzat szczepionych komercyjng szczepionka sporza-
dzong ze szczepu S19. Po inokulacji plazmidu p6-L7/
/L12 stwierdzono umyszy proliferacj¢ limfocytow T, ale
nie zapewnilta ona znaczgacej ochrony zwierzat przed za-
kazeniem przed B. abortus S2308 (8).

BVDV (bovine viral diarrhea virus) jest jednonicio-
wym wirusem RNA zawierajacym jedng duza otwarta
ramke odczytu (ORF), kodujaca biatko o przyblizone;j
masie 450 kD. W wyniku ko- i post- translacyjnej ob-
robki powstaje 6 biatek niestrukturalnych (Npro, NS23,
NS4A, NS4B, NS5A 1 NS5B), jedno biatko kapsydowe
(pl4) 1 trzy glikoproteiny otoczki (gp48, 25, 53). Do
konstrukcji szczeplonkl genetyczne] Wykorzystano zam-
plifikowany region genomu wirusa kodujacy gldwna gli-
koproteing cytopatogennego szczepu BVDV (NADL
¢) — gp53. Plazmid pcDNA/gp3 podawano myszom do-
migsniowo 1 $rédskornie. W obu przypadkach stwier-
dzono u nich syntezg¢ przeciwciat neutrahzu] acych wi-
rus, ktore obecne byly jeszcze szes$¢ miesigey po immu-
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nizacji. Poziom przeciwciat byl wyzszy u myszy szcze-
pionych domig$niowo (12).

Podsumowanie

Celem szczepienia jest efektywna prezentacja anty-
genu chronigca organizm przed zakazeniem wybranym
patogenem. Obecnie stosowane szczepionki komercyj-
ne zawieraja w wigkszosci drobnoustroje 1naktywowa-
ne lub atenuowane. Tego typu szczepionki sg czgsto nie-
efektywne, potencjalnie niebezpieczne i drogie. W przy-
padku szczepdw atenuowanych istnieje potencjalna
mozliwos¢ ich rewersji do formy zjadliwej, stwierdzane
jest roéwniez siewstwo drobnoustrojow, immunosupre-
sja lub interferencja ze zjadliwymi patogenami. Szcze-
pionki zabite sg bardziej stabilne i bezpieczne, ale wy-
magaja dwukrotnego szczepienia, musza zawieraé wy-
sokg koncentracj¢ antygenu oraz nie sa zdolne do in-
dukeji cytotoksycznej odpowiedzi komorkowej. Ponad-
to proces inaktywacji moze powodowac utratg niekto-
rych epitopéw. Produkcja szczepionek podjednostko-
wych 1 rekombinowanych jest natomiast kosztowna, co
znacznie ogranicza ich zastosowanie w praktyce (16).
Alternatywa dla obecnych sposobdéw immunizacji moga
w niedtugim czasie stac si¢ szczepionki genetyczne. Sa
one duzo prostsze w produkcji, od obecnie stosowanych
komercyjnych immunopreparatoéw. DNA jest bardzo sta-
bilne i oporme na temperaturg, dlatego przechowywanie,
transport i dystrybucja szczepionek genetycznych wy-
daje si¢ mniej skomplikowana. Z punktu widzenia im-
munofizjologii molekularnej mozliwe sa niemal nieogra-
niczone modyfikacje sekwencji kodujacej biatko anty-
genu lub dodawanie heterologicznych epitopow przez
manipulacje na plazmidowym DNA, ktére pozwalaja na
coraz lepsze zrozumienie relacji migdzy struktura i funk-
cja antygenu, a reakcja systemu immunologicznego.

PiSmiennictwo
1.Barry M. A., Johnston S. A.: Vaccine 15, 788, 1997.
2_.Cuisiner A. M., Mallet V., Mayer A., Caldora C., Aubert A.: Vaccine 195,
1085, 1997.
3. Feltquate D. M., Heany S., Webster R. G., Robinson H. L.: J. Immunol. 58,
2278, 1997.
4.Gerdts V., Jons A., Makoschey B., Mettenleiter T C.: Proc. 4th Internat. Con-
gress Veterinary Virology, Edinburgh, 1997, s. 79.
S.Jones D. H., Corris S., McDonald S., Clegg J. C. S., Farrar G. H.: Vaccine
15, 814, 1997.
6. Klavinskis L. S., Gao L., Barnfield C., Lehner T., Parker S.: Vaccine 15, 818, 1997.
7.Kerkhofs P, Portetelle D., Knapen K., Mammeick M., Burny A., Kettmann
R., Willems L.: Proc. 4th Internat. Congress Veterinary Virology, Edinburgh,
1997, s. 83.
8. Kurar E., Splitter G. A.: Vaccine 15, 1851, 1997.
9.Norman J. A., Hobart P, Manthorope M., Felgner P, Wheeler C.: Vaccine
15, 801, 1997.
10. Pertmer T. M., Eisenbraun M. D., McCabe D., Prayaga S. K., Fuller D. H.,
Haynes J. R.: Vaccine 13, 1427, 1995,
11.Robinson H. L.: Vaccine 15, 785,1997.
12, Talbot B., Mbikay M., Elazhary Y.: FEMS Microbiol. Letters 146, 229, 1997,
13.Tang D. L., DeVit M., Johnston S. A.: Nature 356, 152, 1992.
14.Waalen J.: Annals Inter. Med. 15 Jan., 1997 (Intermet www.acponline.org/
/journals/annals/15jan97/currdna.htm).
1S.Ward G, Rieder E., Mason P. W.: J. Virology 71, 7442, 1997.
16.Whalen R. G.: Intervirology 39, 120, 1996.
17. Xiang Z. Q., Spitalnik S. L., Cheng J., Erikson J., Wojczyk B., Ertl H. C. J.:
Virology 209, 569, 1995.

Adres autora: doc. dr hab. Beata Mizak, Al. Partyzantéw 57, 24-100
Pulawy



