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Makroczasteczkowe struktury oparte o czastki wirusopodobne jako
potencjalne nosniki szczepionek bazujacych na stabilizowanym mRNA
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Szczepionki oparte o czastki wirusopodobne (VLPs) s3 dostepne na rynku i uzywane od prawie 40 lat.
Ze wzgledu na to, iz nie zawieraja materiatu genetycznego wirusa, nie sg infekcyjne, a wiec stanowig bardziej
bezpieczng alternatywe dla tradycyjnych szczepionek inaktywowanych czy atenuowanych. Sg zbudowane
zazwyczaj z jednego badz kilku biatek strukturalnych, nasladujac morfologie natywnego wirusa i pobudzajg
uktad immunologiczny do wytworzenia odpowiedzi. Pierwsza szczepionka tego typu, dopuszczong do uzytku
w 1986 roku, byta szczepionka przeciwko wirusowi zapalenia watroby typu B (HBV), oparta o mate biatko
powierzchniowe (sHBsAg) produkowane w drozdzach. Od tamtej pory przeprowadzono wiele badan
skupiajacych sie miedzy innymi na wprowadzeniu do sekwencji sHBsAg heterogennych epitopéw czy fuzji
z antygenami innych patogenéw. Maja one na celu sprawdzenie czy wprowadzenie modyfikacji w biatku
sHBsAg bedzie wptywac na sktadanie sie w czgstki czy ich immunogennos¢.

Wskutek pandemii SARS-CoV-2, szczepionki oparte na informacyjnym RNA (mRNA) staty sie nowa
i atrakcyjng platforma do prezentacji antygenéw. Ich zastosowanie nie ogranicza sie tylko do profilaktyki
zakazen wirusowych - moga rowniez zawiera¢ sekwencje kodujace antygeny bakteryjne, pasozytnicze czy
nowotworowe. Ze wzgledu na swojg nietrwalg nature, aby mogtly efektywnie zosta¢ przetransportowane do
komorek gospodarza, uzywa sie zazwyczaj no$nikéw lipidowych, ktére chroniag mRNA przed degradacja.
Zaletg szczepionek opartych na mRNA jest fakt, iz mogg szybko zosta¢ zaadaptowane do aktualnie wiodacych
wariantéw danego patogenu w Srodowisku - dlatego tez mRNA jest waznym kandydatem w poszukiwaniach
szczepionek przeciwko szybko zmieniajgcym sie wirusom RNA, jak na przyktad wirus grypy. Skutecznosé
obecnie dostepnych szczepionek przeciwko temu patogenowi jest ograniczona ze wzgledu na wysoka
zmienno$¢ antygenowa, co tym bardziej podkresla konieczno$¢ prowadzenia badan w Kkierunku
poszukiwania nowych platform szczepionkowych.

W zaprezentowanej pracy doktorskiej podjetam sie sprawdzenia mozliwo$ci zastosowania szczepionki
dwuwalentnej, zawierajacej czastki wirusopodobne (oparte na sHBsAg) i mRNA kodujace sekwencje
nukleoproteiny wirusa grypy typu A (NP). Pierwszym z celéw pracy byto opracowanie wydajnej metody
nadprodukcji i oczyszczania bialek opartych na sHBsAg z systemu owadziego. Aby uproSci¢ proces
oczyszczania rekombinowanego biatka w stosunku do opisanych juz wcze$niej protokotéw, do biatka
dodatam sekwencje znacznika Twin-Strep-tag (TS-sHBsAg). Zastosowanie chromatografii powinowactwa
przyczynito sie do uzyskania duzej iloSci czystego biatka w jednoetapowym procesie, ktére moglam
bezposrednio uzy¢ do dalszych badan. Do sekwencji TS-sHBsAg wprowadzitam réwniez modyfikacje majace
na celu mozliwos¢ zwigzania mRNA (oparte na domenie wigzacej kwasy nukleinowe biatka kapsydowego
HBV) i rowniez analizowatam proces nadprodukcji i oczyszczania tych wariantéw. Sprawdzitam tez, czy
wprowadzone motywy maja wptyw na sktadanie sie VLPs - wszystkie warianty oprécz jednego tworzyty
VLPs. Staratam sie réwniez znaleZ¢ optymalne warunki do rozktadania i sktadania sie VLPs opartych na
sHBsAg, jednak ze wzgledu na negatywne wyniki, zdecydowatam sie nie kontynuowa¢ badan w tym
kierunku.

Kolejnym celem byto zaprojektowanie matrycy dla szczepionkowego mRNA - zostata ona p6zniej uzyta do
produkcji stabilizowanego mRNA kodujacego nukleoproteine wirusa typu A (mRNA-NP). Antygen ten
wybratam na podstawie wcze$niejszych badan wskazujacych, Ze nukleoproteina jest wysoce konserwowana
i zdolna do wywotania odpowiedzi immunologicznej, ktéra moze zapewnié ochrone przed wieloma
szczepami wirusa grypy typu A. W ramach pracy przeprowadzitam réwniez badania majace na celu
sprawdzenie, czy zaproponowane nowe warianty TS-sHBsAg moga wigza¢ mRNA. Na podstawie wynikéw
wytypowatam warianty, ktdre pdzniej zostaty uzyte do immunizacji myszy.

Ostatnim etapem badan opisanych w tej pracy byla immunizacja myszy réznymi kombinacjami
zawierajacymi VLPs i mRNA (bez lub z dodatkiem adiuwantu Addavax) oraz analiza odpowiedzi humoralnej
i komérkowej. Zaréwno VLPs oparte na sHBsAg, jak i mRNA kodujace nukleoproteine, byly immunogenne.
Ze wzgledu na brak mozliwo$ci zapakowania mRNA do $rodka VLPs, zastosowatam réwniez mieszaniny VLPs
z nanoczastkami lipidowymi z mRNA-NP. Na podstawie uzyskanych wynikéw najlepszym kandydatem
zawierajacym zaréwno i VLPs, i mRNA, okazatl sie jeden ze zmodyfikowanych wariantéw TS-sHBsAg
w kombinacji z nanoczgstkami lipidowymi zawierajacymi mRNA-NP.

Wyniki niniejszej pracy wskazuja, Ze zastosowanie mieszaniny zawierajacej VLPs oraz mRNA moze by¢ nowa
atrakcyjng platforma szczepionkowa. W toku badan zaprezentowalam nowa metode oczyszczania
rekombinowanych sHBsAg z systemu owadziego z uzyciem chromatografii powinowactwa i potwierdzitam
funkcjonalnos¢ tych biatek. Zaprojektowana przeze mnie matryca do produkcji mRNA réwniez okazata sie
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skuteczna. Otrzymane wyniki dostarczaja cennych informacji wspierajgcych rozwoéj uniwersalnych podej$¢
szczepionkowych przeciwko wielu patogenom oraz moga stanowi¢ podstawe dla kolejnych etapéw badan
i optymalizacji tej strategii.



