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1. Wykaz stosowanych skrotow

AcNPV —wirus poliedrozy jadrowej (ang. Autographa californica nuclear polyhedrosis virus)
ADCC - cytotoksycznos¢ komodrkowa zalezna od przeciwciat (ang. antibody dependent cellular
cytotoxicity)

AEC — 3-amino-9-etylo-karbazol

AIV — wirus ptasiej grypy (ang. avian influenza virus)

APC — grupa komorek prezentujacych antygeny podczas odpowiedzi immunologicznej (ang. antigen
presenting cells)

RT-AMV- odwrotna transkryptaza retrowirusa ptasiego (ang. reverse transciptase from avian
myeloblastosis virus)

AP —alkaliczna fosfataza (ang. alkaline phosphatase)

APS — nadsiarczan amonu (ang. ammonium persulfate)

BAC - rekombinowany bakulowirus (ang. baculovirus)

BCIP — 5-bromo-4-chloro-3-indolilofosforan

BPIP — 5-[(4-bromofenylo)metylo]-2-fenylo-5H-imidazo[4,5-c]pirydyna

BSA — albumina bydleca (ang. bovine serum albumin)

CD4+ - koreceptor receptora limfocytow T pomocniczych (Th) (ang. cluster of differentation 4)
CD8+ - koreceptor receptora limfocytow T cytotoksycznych (LTc) (ang. cluster of differentation 8)
CT — ogonek cytoplazmatyczny biatek (ang. cytosolic tail)

D-MEM - pozywka do hodowli komdrek ssaczych (ang. Dulbeco’s modified Eagle’s medium)
DMF — dimetyloformamid

DMSO — dimetylosulfotlenek

DTP - szczepionka btoniczo-tezcowo-krztuscowa, adsorbowana

DTT — ditiotreitol

ECL — wzmocniona chemiluminescencja (ang. enhanced chemiluminescence)

EDTA - etanolodiamina (ang. ethylenediaminetetraacetic acid)

EPs — zewnatrzkomoérkowe nanostruktury (ang. extracellular particles)

ER — retikulum endoplazmatyczne, siateczka srédplazmatyczna (ang. endoplasmic reticulum)
FBS — bydleca surowica ptodowa (ang. fetal bovine serum)

GlcNAc — N-acetyloglukozamina

H5N1 — wysokopatogenny szczep wirusa grypy typu A

HA — hemaglutynina, gtéwna glikoproteina wirusa grypy typu A

HAa — test hemaglutynacji (ang. hemagglutination assay)

HAO — prekursor hemaglutyniny

HA1 — podjednostka pierwsza hemaglutyniny

HA2 - podjednostka druga hemaglutyniny

HBGA - antygeny grup krwi (ang. histo-blood group antigens)

HBV — wirus zapalenia watroby typu B (ang. hepatitis B virus)

HCV — wirus zapalenia watroby typu C (ang. hepatitis C virus)

HEPES — kwas hydroksyetylodietylenodiaminoetanolosulfonowy

HEV — wirus zapalenia watroby typu E (ang. hepatitis E virus)

HI — test zahamowania hemaglutynacji (ang. hemagglutination inhibition assay)

Hib - Haemophilus influenzae typu b

HIV — ludzki wirus niedoboru odpornosci (ang. human immunodefficiency virus)

HPAI — wysokopatogenny szczep wirusa ptasiej grypy (ang. high pathogenic avian influenza)
HPV — wirus brodawczaka ludzkiego (ang. human papilloma virus)


http://pl.wikipedia.org/wiki/Cytotoksyczno%C5%9B%C4%87_kom%C3%B3rkowa_zale%C5%BCna_od_przeciwcia%C5%82
http://pl.wikipedia.org/wiki/CD_%28antygen%29
http://pl.wikipedia.org/wiki/CD_%28antygen%29

HRP - peroksydaza chrzanowa (ang. horseradish peroxidase)

IL — interleukiny

IPMA - test immunoperoksydazowy w hodowlach jednowarstwowych (ang. immunoperoxidase
monolayer assay)

IPTG - izopropylotiogalaktozyd

LAIV — zywa atenuowana szczepionka przeciwko grypie dla ludzi (ang. live attenuated influenza vaccine)
LPAI — niskopatogenny szczep wirusa ptasiej grypy (ang. low pathogenic avian influenza)

LTc — limfocyty T cytotoksyczne

M1 — gtéwne biatko strukturalne rdzenia wirusa grypy typu A

M2 — biatko strukturalne, tworzace kanat jonowy wirusa grypy typu A

MDCK - linia komorek psiej nerki (ang. Madin-Darby canine kidney cells)

MHC - gtéwny uktad zgodnosci tkankowej (ang. major histocompatibility complex)

MLV — wirus biataczki mysiej (ang. murine leukemia virus)

MPAI — srednio patogenny szczep wirusa ptasiej grypy (ang. mildly pathogenic avian influenza)

MOI - liczba czgsteczek wirusowych przypadajgcych na jedng komarke (ang. multiplicity of infection)
M-MLV — wirus mysiej biataczki Moloney’a (ang. Moloney murine leukaemia virus)

NA — neuraminidaza, glikoproteina wirusa grypy typu A

NBT - btekit nitrotetrazoliowy (ang. nitroblue tetrazolium)

NeuAc — kwas N-acetyloneuraminowy

NEP — NS2, biatko niestrukturalne wirusa grypy typu A (ang. nuclear export protein)

NES — sygnat eksportu jgdrowego (ang. nuclear export signal)

NK — komoérki uktadu odpornosciowego (ang. natural killers)

NP — nukleoproteina, biatko strukturalne wirusa grypy typu A

NS — biatka niestrukturalne (ang. non-structural proteins)

NS1 — biatko niestrukturalne wirusa grypy typu A (ang. non-structural protein 1)

NSL — sygnat lokalizacji jagdrowej (ang. nuclear localization signals)

NTA — N - terminalna cze$¢ biatka (ang. N - terminal arm)

ntc — préba bez obecnosci matrycy (ang. no template control)

OPD - orto-fenylodiamina

ORF — otwarta ramka odczytu (ang. open reading frame)

p10 — promotor bakulowirusowy p10

PA — biatko funkcjonalne wchodzgce w sktad kompleksu polimerazy RNA wirusa grypy typu A

PAMP - wzorce molekularne zwigzane z patogenami (ang. pathogen associated molecular patterns)
PB1- biatko funkcjonalne wchodzace w sktad kompleksu polimerazy RNA wirusa grypy typu A

PB2 - biatko funkcjonalne wchodzace w sktad kompleksu polimerazy RNA wirusa grypy typu A

PBS — buforowana fosforanem sdl fizjologiczna (ang. phosphate buffered saline)

PBST - buforowana fosforanem sdl fizjologiczna z dodatkiem detergentu niejonowego (ang. phosphate
buffered saline with Tween)

PBT - bufor fosforanowy z dodatkiem detergentu niejonowego i BSA (ang. phosphate buffered saline
with Tween and BSA)

pFB1 - pFastBacl — plazmid transferowy systemu bakulowirusowego

Pfu — jednostka formujaca tysinke (ang. plaque forming units)

pPol — promotor polihedryny w systemie bakulowirusowym

PRP - receptory rozpoznajgce wzorce molekularne patogendw (ang. pattern recognition receptors)
PRV — wirus pseudowscieklizny (ang. pseudorabies virus)

PVDF — polifluorek winylidenu

RCV - niepatogenne szczepy wirusa gorgczki krwotocznej krélikdw (ang. rabbit calicivirus)



rER — szorstka siateczka $rédplazmatyczna (ang. rough endoplasmic reticulum)

RHD — choroba krwotoczna krélikéw (ang. rabbit haemorhagic disease)

RHDV — wirus goraczki krwotocznej krélikdw (ang. Rabbit Haemorhagic Disease Virus)

RHDVa — wirus goraczki krwotocznej krélikéw wariant antygenowy (ang. antigenic variant of Rabbit
Haemorhagic Disease Virus)

Saa2,6Gal — receptor dla ludzkich szczepdw wirusa grypy typu A; kwas sialowy pofaczony
z galaktozg wigzaniem 02,6

Saa2,3Gal — receptor dla ptasich szczepdw wirusa grypy typu A; kwas sialowy potgczony z galaktoza
wigzaniem a2,3

SDS — dodecylosiarczan sodu (ang. sodium dodecyl sulfate)

SDS-PAGE - elektroforeza poliakrylamidowa w warunkach denaturujgcych (ang. sodium dodecyl sulfate-
polyacrylamide gel electrophoresis)

Sf9 — komarki owadzie Spodoptera frugiperda

SGM - izolat wirusa goraczki krwotocznej krolikéw

SPF — wolne od patogendw (ang. specific pathogen free)

TAE — bufor Tris-octan-EDTA (ang. Tris-acetate-EDTA buffer)

TBE — bufor Tris-boran-EDTA (ang. Tris-borate-EDTA)

TBS — sdl fizjologiczna buforowana Trisem (ang. Tris-buffered saline)

TBST - sdl fizjologiczna buforowana Trisem z dodatkiem detergentu niejonowego (ang. Tris-buffered
saline with Tween 20)

TCA - kwas tréjchlorooctowy (ang. trichloroacetic acid)

TCIDso — dawka wirusa, ktéra powoduje zakazenie 50% hodowli komérek (ang. Tissue Culture Infective
Dose 50)

TE — bufor Tris-EDTA

TEMED — N,N,N',N'-tetrametyloetylenodiamina

Thr —treonina

TIV — inaktywowana tréjwalentna szczepionka przeciwko grypie (ang. trivalent inactiveted vaccine)

TM — bufor Tris z siarczanem magnezu do mikroskopii elektronowej (ang. Tris-magnesium sulphate
buffer)

TMB - 3,3’,5,5'-tetrametylobenzydyna

TMD - rejon transbtonowy w obrebie biatka (ang. trans membrane domain)

TPCK - modyfikowana trypsyna — modyfikowana chlorometyloketonem tosylofenyloalaniny trypsyna
uzyskana z trzustki bydta

TREM — receptory rozpoznajace molekularne wzorce patogendw, stanowiace podrodzine w obrebie PRP
(ang. triggering receptor expressed on myeloid cells-TREM)

Tris — Tris (hydroksyetyloamino) metan

UTR - rejon nieulegajacy translacji (ang. untranslated region)

VHD — wirusowa choroba krwotoczna (ang. viral haemmorhagic disease)

VLPs — czgstki wirusopodobne (ang. virus-like particles)

eVLPs — czastki wirusopodobne zawierajgce ostonke lipidowa (ang. enveloped VLPs)

cVLPs — chimeryczne czgstki wirusopodobne (ang. chimeric VLPs)

VP10 — strukturalne biatko wirusa goraczki krwotocznej krolikéw

VP60 — strukturalne biatko wirusa goraczki krwotocznej krolikéw

VR —rejon zmienny (ang. variable region)

VRNA — wirusowy kwas rybonuleinowy (ang. viral RNA)

VRNP — wirusowa rybonukleoproteina (ang. viral ribonucleoprotein)



WIV - inaktywowana szczepionka przeciwko grypie oparta na catym inaktywowanym wirusie grypy
(ang. whole inactivated virus)

WZW A — wirus zapalenia watroby typu A

WZW B - wirus zapalenia watroby typu B
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2. Streszczenie

2.1. Streszczenie w jezyku polskim

Intensyfikacja badan w dziedzinie wirusologii doprowadzita w ciggu ostatnich lat do
identyfikacji ponad 30 nowych patogenéw odpowiadajgcych za choroby zakazne. Duzg czesé
nowo opisanych czynnikéw etiologicznych stanowig wirusy RNA, takie jak: wirus zapalenia
watroby typu C — HCV (ang. hepatitis C virus), wirus zespotu nabytego braku odpornosci — HIV
(ang. human immunodeficiency virus), wirus powodujgcy ostre zapalenie zotgdka i jelit —hNoV
(ang. human norovirus), odzwierzece szczepy wirusa grypy (szczepy H5N1, H7N9) oraz nowy
szczep koronawirusa - SARS-CoV-2. Rozwdj biologii molekularnej, inzynierii genetycznej,
bioinformatyki i nanotechnologii umozliwit opracowanie alternatywnych metod badania
groznych patogendw. Nowoczesne preparaty profilaktyczne majgce na celu zapobieganie
infekcjom wirusowym czesto jako antygen zawierajg czastki wirusopodobne VLPs (ang. virus-
like particles). Prace nad uzyskaniem czgstek wirusopodobnych, ktdre imitujg natywne wirusy
staty sie waznym nurtem badan podstawowych. Uzyskanie czgstek wirusopodobnych dla
wirusow RNA umozliwia poznanie biologii molekularnej tych patogendw oraz ich cyklu
replikacyjnego, co w konsekwencji przyczynia sie do opracowania lepszych, bezpiecznych
preparatéw szczepionkowych oraz nowych technik diagnostycznych. Preparaty ochronne jak
rowniez czute testy diagnostyczne sg podstawg w zapobieganiu i monitorowaniu chordéb nie
tylko u ludzi, ale réwniez u zwierzat. W Polsce opisano olbrzymie straty ekonomiczne zwigzane
z epidemiami wywotanymi przez takie wirusy RNA jak, wirus ptasiej grypy czy tez kréliczy
kaliciwirus. Monitorowanie oraz zapobieganie infekcjom wywotanym przez te czynniki
etiologiczne w znaczny sposéb wptynetoby na ograniczenie strat ekonomicznych zwigzanych
z hodowlg drobiu oraz krélikdw.

Rozprawa doktorska przedstawia opracowanie metod do monitorowania i zapobiegania
infekcjom wywotanym przez wybrane wirusy RNA powodujace duze straty ekonomiczne
w Polsce. W ramach prowadzonych badan gtéwnym celem byta konstrukcja i charakterystyka
czastek wirusopodobnych (VLPs) uzyskanych dla polskich szczepéw terenowych wiruséw RNA
i wykorzystanie ich do opracowania preparatéw szczepionkowych oraz testéw
diagnostycznych.

W niniejszej pracy wykorzystano dwa modele czgstek wirusopodobnych: ortomyksowirusa
- wirusa grypy typu A H5N1 — IVA/H5N1 oraz kaliciwirusa — wirusa gorgczki krwotocznej
krélikbw (ang. rabbit haemorhagic disease virus - RHDV). Wybrane modele badawcze s3

przyktadem dwodch typdéw czastek wirusopodobnych: ikozaedralnych nanostruktur
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biologicznych zbudowanych z jednego biatka kapsydu dla wirusa goraczki krwotocznej krolikéw
oraz ztozonych czastek wirusopodobnych sktadajgcych sie z ostonki lipidowej i z wielu biatek
strukturalnych dla wirusa grypy typu A. Prezentowane modele badawcze wybrano
w oparciu o realne problemy epidemiologiczne zwigzane z wybuchem epidemii wirusa grypy
typu H5N1 na terenie Polski oraz szerzgcym sie problemem pomoru krélikéw spowodowanym
infekcjg kréliczym kaliciwirusem (RHDV.1) w Europie. Polskie szczepy wirusowe obu
patogendéw postuzyty do skonstruowania oraz scharakteryzowania czgstek wirusopodobnych
w celu opracowania zaréwno testow diagnostycznych, jak i preparatdw profilaktycznych.
Pierwszym modelem badawczym byt ortomyksowirus — IVA/H5N1. Badania prowadzone
w ramach rozprawy doktorskiej miaty na celu charakterystyke polskiego izolatu terenowego
wysokopatogennego szczepu wirusa grypy typu A H5N1 oraz konstrukcje i opracowanie testow
diagnostycznych, jak rdwniez preparatéw ochronnych dla ptactwa hodowlanego. Do badan
uzyto krajowe szczepy wirusa grypy H5N1 wyizolowane w 2006 roku. Materiat genetyczny
wirusa grypy uzyskano w postaci RNA z Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego w Putawach.
Poszczegdlne sekwencje genéw (ha, na, m1) zsekwencjonowano, a nastepnie wykonano
charakterystyke polskiego izolatu na podstawie analiz in silico. W ramach niniejszej pracy
uzyskano: (i) antygeny wirusa grypy typu A HS5N1 wyprodukowane w systemie
bakulowirusowym (hemaglutynine - HA, neuraminidaze - NA, biatko rdzenia - M1 oraz skrécong
forme nézki hemaglutyniny - HA stalk); (ii) surowice poliklonalne uzyskane w wyniku
szczepienia krélikdw oczyszczonymi glikoproteinami powierzchniowymi NA i HA. Ponadto
badania dowiodly, ze ekspresja gendw kodujgcych biatka strukturalne (HA, NA, M1)
w komdrkach owadzich prowadzi do tworzenia sie biologicznych nanostruktur okreslanych jako
czastki wirusopodobne. Uzyskano trzy typy czgstek wirusopodobnych wirusa grypy H5N1
w komadrkach owadzich: HSN1-HA VLPs zawierajgce gtéwng glikoproteine powierzchniowg HA,
H5N1-HA/M1 VLPs zawierajgce glikoproteine HA oraz biatko rdzenia M1 oraz HSN1-NA/HA/M1
VLPs czastki zawierajgce obie glikoproteiny HA, NA oraz biatko rdzenia M1. Ocena wtasciwosci
immunogennych uzyskanych nanostruktur wykazata, ze szczepienie kur oczyszczonymi
czgstkami wirusopodobnymi H5N1-HA VLPs, H5N1-HA/M1 VLPs, H5N1-HA/NA/M1 VLPs
stymulowato uktad immunologiczny oraz prowadzito do powstania przeciwciat
neutralizujgcych. Oczyszczone czgstki wirusopodobne mogg stanowié antygeny referencyjne
do testow serologicznych takich jak zahamowanie hemaglutynacji (HI) oraz do testow ELISA.
Dodatkowo uzyskane surowice oraz antygeny w formie VLPs stanowig cenne narzedzia

wykorzystywane do testéw diagnostycznych.
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Ponadto w ramach niniejszej pracy uzyskano wysoce konserwowane uniwersalne antygeny
wirusa grypy w formie biatka hemaglutyniny pozbawionej czesci zmiennej ,gtéwki”. Ekspresja
skroconej formy genu kodujgcego hemaglutynine w formie ndzki HA (ang. HA stalk)
zawierajgcej silnie konserwowany rejon LAH (ang. long alfa helix) potwierdzita uniwersalny
charakter produkowanego biatka. Uzyskane wyniki sugerujg, iz w wyniku szczepienia kur
czgstkami H5N1-HA/NA/M1 VLPs powstaje pula uniwersalnych przeciwciat rozpoznajgcych
konserwowane epitopy zlokalizowane w obrebie rejonu nézki réznych hemaglutynin w formie
HA stalk.

Prace wykonane w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej stanowity czes¢ projektu
wdrozeniowego pn. ,Centrum biotechnologii produktéw leczniczych. Pakiet innowacyjnych
biofarmaceutykdw dla terapii i profilaktyki ludzi i zwierzat” (nr umowy POIG.01.01.02-14-
007/08-00), ktéry miat na celu opracowanie szczepionki przeciwko wysoce zjadliwej grypie
ptakéw.

Drugim modelem badawczym byt kréliczy kaliciwirus. W ramach niniejszej pracy
doktorskiej przeanalizowano oraz scharakteryzowano polski szczep terenowy wirusa RHD
(szczep SGM). Charakterystyka molekularna szczepu wirusa wykazata, ze produkcja gtéwnego
biatka kapsydu (biatka VP60) w komérkach owadzich prowadzi do samoformowania sie czgstek
wirusopodobnych (VLPs-RHDV), ktére swojg morfologig imitujg natywnego wirusa. Wykazano
zasadnosc¢ wykorzystania VLPs-RHDV jako potencjalnej szczepionki profilaktycznej dla krélikow
oraz opracowano testy diagnostyczne do monitorowania zakazen wirusem RHD w oparciu
0 uzyskane czastki wirusopodobne. Dodatkowo w ramach niniejszej pracy zbadano i wykazano
wieloletnig stabilnos¢ czgstek wirusopodobnych VLPs-RHDV. Prace wykonane w ramach
niniejszej rozprawy doktorskiej byty rowniez czescia projektu KBN o nr 3P04B01923
zatytuowanego ,Ekspresja czastek wirusopodobnych kréliczego kaliciwirusa i konstrukcja
potencjalnej szczepionki podjednostkowej przeciwko wirusowej chorobie krwotocznej
krélikow”.

Wyniki uzyskane w niniejszej pracy doktorskiej wskazujg na mozliwo$¢ wykorzystania
czasteczek wirusopodobnych jako antygendéw do opracowywania szczepionek nowej generacji
dla zwierzat. Dodatkowo uzyskane narzedzia do badan w postaci surowic i antygenéw mogg
mie¢ zastosowanie komercyjne. Opisane wyniki dostarczyty nowych i cennych informacji,
mogacych przyczynic sie do zaprojektowania efektywnych preparatdw ochronnych, zaréwno

przeciwko wirusowi grypy typu A, jak i wirusowi RHD.
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2.2. Streszczenie w jezyku angielskim (Abstract)

In recent years, the intensification of virology research has led to the discovery of over
thirty new pathogens responsible for infectious diseases. The majority of newly described
etiological agents are RNA viruses, such as hepatitis C virus (HCV), human immunodeficiency
virus (HIV), acute gastroenteritis virus (hNoV) (human norovirus), zoonotic influenza virus
strains (H5N1, H7N9 strains), and SARS-CoV-2.

The development of molecular biology, genetic engineering, bioinformatics, and
nanotechnology has allowed for the creation of alternative methods for studying dangerous
pathogens. Virus-like particles (VLPs) are commonly employed as antigens in contemporary
prophylactic preparations designed to prevent viral infections. Developing virus-like particles
that mimic native viruses has become a crucial area of fundamental research. Obtaining virus-
like particles for RNA viruses makes it possible to comprehend the molecular biology and
replication cycle of these pathogens, which contributes to the development of safer, more
effective vaccines and novel diagnostic tools. The basis for the prevention and surveillance of
diseases not only in humans, but also in animals, is the use of protective agents and sensitive
diagnostic tests.

In Poland, epidemics generated by RNA viruses, such as the avian influenza virus and
the rabbit calicivirus, have been linked to high economic losses. Monitoring and preventing
infections caused by these etiological agents would substantially decrease the economic losses
associated with poultry and rabbit farming. The doctoral thesis describes the development of
methods for monitoring and preventing infections induced by certain RNA viruses in Poland
that cause significant economic losses. The primary objective of the research was the
construction and characterization of virus-like particles (VLPs) obtained for Polish
environmental strains of RNA viruses and their application in the development of vaccines and
diagnostic tests. Two models of virus-like particles were tested in this study: orthomyxovirus
(influenza A virus HSN1) (IVA/H5N1) and calicivirus (rabbit haemorrhagic disease virus) (RHDV).
The selected research models represent two types of virus-like particles: icosahedral biological
nanostructures composed of a single capsid protein for rabbit haemorrhagic fever virus and
complex virus-like particles with a lipid envelope and several structural proteins for influenza
type A virus. Real epidemiological concerns associated with the outbreak of H5N1 influenza
virus in Poland and the spread of rabbit fever due to infection with rabbit calicivirus (RHDV.1)

in Europe served as the basis for the selection of the presented research models. Polish viral
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strains of both pathogens were used to construct and characterize virus-like particles in order
to develop diagnostic and preventative treatments.

The first model for scientific research was the orthomyxovirus IVA/H5N1. The purpose
of the doctoral dissertation research was to characterize a Polish wild isolate of a highly
pathogenic strain of influenza A H5N1 virus, as well as construct and develop diagnostic assays
and protective treatments for poultry. In this research, domestic H5N1 influenza virus strains
isolated in 2006 were utilized. The influenza virus genetic material was obtained from the
National Veterinary Institute in Pulawy in the form of RNA. Individual gene sequences (ha, na,
and m1) were sequenced, and the Polish isolate was then characterized using in silico analyses.
The following were obtained as part of this project: (i) influenza A virus H5N1 antigens
produced in a baculovirus system (haemagglutinin - HA, neuraminidase - NA, core protein - M1
and a shortened form of hemagglutinin stem - HA stalk); (ii) rabbit polyclonal sera obtained by
immunization of rabbits with purified NA and HA surface glycoproteins. In addition, research
has demonstrated that the expression of genes encoding structural proteins (HA, NA, and M1)
ininsect cells results in the formation of biological nanostructures known as virus-like particles.
Insect cells were used to produce three types of virus-like particles derived from the H5N1
influenza virus: HSN1-HA VLPs containing the major surface glycoprotein HA, HSN1-HA/M1
VLPs containing the HA glycoprotein and the M1 core protein, and H5N1-NA/HA/M1 VLPs
containing the HA glycoprotein, NA, and the M1 core protein. Evaluation of the immunogenic
properties of the obtained nanostructures revealed that vaccination of chickens with H5N1-HA
VLPs, H5N1-HA/M1 VLPs, and H5N1-HA/NA/M1 VLPs stimulated the immune system and led
to the formation of neutralizing antibodies. The purified virus-like particles can serve as
reference antigens for serological tests, including hemagglutination inhibition (HI) and ELISA
assays. Furthermore, the obtained sera and antigens in the form of VLPs are valuable tools for
diagnosis.

In addition, the objective of this research was to generate highly conserved universal
influenza virus antigens in the form of hemagglutinin protein without the variable head region.
The expression of a truncated form of the hemagglutinin gene in the form of a HA stalk
containing a highly conserved LAH region (long alpha helix) confirmed the universal nature of
the produced protein. The obtained results suggest that vaccination of hens with H5N1-
HA/NA/M1 VLPs results in the formation of a pool of universal antibodies that recognize
conserved epitopes located in the stalk region of various hemagglutinins in the form of a HA

stalk.
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The work performed for this doctoral dissertation was an integral part of the implementation
project designated "Centre for the Biotechnology of Medicinal Products." The POIG.01.01.02-
14-007/08-00 contract was for the development of a vaccine against highly pathogenic avian
influenza.

Rabbit calicivirus was the second research model. In the present research, the Polish
strain (SGM strain) of the RHD virus was analyzed. Molecular characterization of the virus strain
revealed that the production of the main capsid protein (VP60 protein) in insect cells leads to
the self-assembly of virus-like particles (VLPs-RHDV) that are morphologically similar to the
native virus. The effectiveness and practicability of using VLPs-RHDV as a potential prophylactic
vaccine for rabbits have been demonstrated, and diagnostic assays for monitoring RHD virus
infections based on the virus-like particles have been developed. In addition, the long-term
stability of VLPs-RHDV virus-like particles was examined and demonstrated in this study. This
doctoral dissertation also contributed to KBN project 3P04B01923 entitled "Expression of virus-
like particles of rabbit calicivirus and construction of a potential subunit vaccine against viral
haemorrhagic disease of rabbits."

Using virus-like particles as antigens in the development of animal vaccines of the next
generation is reasonable, according to the findings of this dissertation. In addition, the
obtained research tools, such as serums and antigens, can be implemented commercially. The
findings that were described provided new and valuable information that could contribute to

the design of effective protective preparations against both influenza A virus and RHD virus.
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3. Wstep

Monitorowanie i zapobieganie chorobom wywotywanym przez wirusy RNA jest jednym
z fundamentalnych ogniw wielokierunkowej polityki zdrowotnej, majacym na celu
zminimalizowanie zagrozen wynikajagcych z wywotywanych przez nie chordéb. Jednym
z gldwnych rozwigzan wspomagajgcych te strategie sg szczepienia profilaktyczne oraz
odpowiednio prowadzona diagnostyka w celu monitorowania rozprzestrzeniania sie danego
czynnika etiologicznego. Najlepszym przyktadem tej polityki jest ogdlnoswiatowa strategia
przeciwdziatania pandemii SARS-CoV-2 zapoczatkowanej w 2019 roku (1). Od wielu lat
preparaty szczepionkowe sg podstawg zapobiegania oraz wyciszania epidemii i pandemii.
Powstata w XIX wieku nowa dziedzina nauki — wakcynologia (2) rozwija sie wraz z postepem
nauki w obszarach, takich jak biologia molekularna, inzynieria genetyczna oraz szeroko
rozumiana biotechnologia i bioinzynieria. Wiekszos$¢ dostepnych preparatéw szczepionkowych
zawiera inaktywowane patogeny. Ogdlnoswiatowe epidemie i pandemie chordb zakaznych
ujawnity potrzebe opracowania nowych technologii produkcji szczepionek nowej generacji, co
umozliwitoby przezwyciezenie ograniczen zwigzanych z tradycyjng metodg wytwarzania
preparatéw opartych na inaktywowanych patogenach (3). Obecnie gtéwnym wyzwaniem jest
praca nad nowymi podejsciami technologicznymi, ktdre umozliwig produkcje skutecznych,
bezpiecznych oraz tanich w otrzymywaniu preparatdw ochronnych. Przetom technologiczny
w dziedzinie wakcynologii stanowig preparaty szczepionkowe oparte na DNA, mRNA
i rekombinowanych wektorach wirusowych (4) (5). Fakt, iz tego typu preparaty, zaliczane do
grupy szczepionek podjednostkowych, nie imitujg naturalnych czgstek wirusowych jest ich
najwiekszg wadg. Kolejna przetomowa technologia wytwarzania szczepionek dotyczy produkcji
czastek wirusopodobnych (VLPs), stanowigcych alternatywng platforme do opracowywania
skutecznych preparatéw do zwalczania choréb zakaznych powodujgcych powazne zagrozenie
(6). Fraenkel-Conrat i Williams po raz pierwszy opisali termin czastki wirusopodobnej na
przyktadzie wirusa mozaiki tytoniowej (tobacco mosaic virus - TMV) w 1955 roku (7). ZdolnoSci
VLPs do indukowania silnej odpowiedzi immunologicznej otworzyly nowe mozliwosci do
opracowywania szczepionek nowej generacji. Wytwarzanie VLPs jako potencjalnych
preparatdw ochronnych przysparza znacznie mniej problemédw technologicznych,
niz w przypadku proceséw zwigzanych z uzyskaniem tradycyjnych inaktywowanych, czy
atenuowanych szczepionek (8)(Rys. 1.). Jednym z przyktadéw problemu z technologig produkcji
preparatéw ochronnych moze by¢ dostepna komercyjnie inaktywowana szczepionka
przeciwko wirusowi krwotocznej choroby krélikow (ang. rabbit haemorrhaghic disease - RHD),
ktéra jako Zrédto antygenu w formie inaktywowanego wirusa wykorzystuje narzady
wewnetrzne zakazonych zwierzat (9). Nalezy podkresli¢, iz ze wzgledu na mozliwos¢ odzyskania
wiasciwosci chorobotwérczych, odchodzi sie od stosowania szczepionek zawierajgcych
ostabione wirusy, zastepujac je innymi bardziej bezpiecznymi preparatami ochronnymi.

3.1 Szczepionki
Szczepionka to preparat stosowany w celu uodparniania czynnego, zawierajacy

okreslony antygen lub antygeny, ktére po wprowadzeniu do organizmu uodparniaja go na
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zakazenie jednym lub wieloma czynnikami chorobotwdrczymi. Mozemy wyréznié wiele
rodzajow szczepionek, ktére powstaty na przestrzeni ostatnich 225 lat (Rys.1.).

Szczepienia profilaktyczne stanowig najskuteczniejszg forme zapobiegania chorobom
zakaznym. Obecnie stosuje sie je przeciw btonicy, cholerze, durowi brzusznemu, gruzlicy,
grypie, Hib, wirusowi brodawczaka ludzkiego, japoriskiemu zapaleniu mdzgu, kleszczowemu
zapaleniu mdzgu, krztuscowi, meningokokom, odrze, ospie wietrznej, pneumokokom, polio,
rotawirusom, rézyczce, swince, tezcowi, wsciekliznie, WZW A, WZW B oraz COVID-19 Obok
szczepionek profilaktycznych mozemy wyrdzni¢ rowniez szczepionki terapeutyczne, ktére sg
preparatami stosowanymi w terapii celowanej przeciwko okreslonej chorobie, w tym
nowotworowej (10). Obok preparatéw majacych na celu ochrone zdrowia ludzkiego istnieje
szereg szczepionek profilaktycznych stosowanych w weterynarii (4).

Szczepionki profilaktyczne mozna podzieli¢ na preparaty zawierajgce rézne formy
antygenu (Rys.1). Najpopularniejsze na rynku to preparaty zawierajgce inaktywowane czynniki
chorobotwércze, jak np.: szczepionka przeciwko wsciekliznie, szczepionka przeciw polio oraz
szczepionka przeciwko wirusowi grypy WIV (ang. whole inactivated virus) dla ludzi (11), ktére
byty pierwszymi preparatami zawierajgcymi inaktywowane wirusy. Obecnie na rynku
dostepnych jest wiele szczepionek inaktywowanych chronigcych przed takimi chorobami jak:
poliomyelitis, wirusowe zapalenie watroby typu A, grypa, kleszczowe zapalenie médzgu,
japonskie zapalenie mdézgu.

Inng formg antygenu zawartego w preparatach ochronnych sg szczepy czynnikéw
chorobotwdrczych o ostabionej zjadliwosci okreslane jako szczepionki atenuowane.
Atenuowane patogeny zachowujg wtasciwosci antygenowe, a szczepionka tego typu wykazuje
dobre wtasciwosci ochronne. Przyktadem zywej szczepionki antywirusowej moze by¢
szczepionka przeciwko wirusowi grypy LAIV (ang. live attenuated influenza virus), ktéra zostata
wprowadzona na rynek w 2002 roku i charakteryzuje sie obnizong zdolnoscia replikacji wirusa
w temp. 37°C(12). Nalezy pamietaé, iz tzw. ,, zywe szczepionki” stwarzaja ryzyko powrotu formy
atenuowanej drobnoustroju do formy wysoce patogennej, co jest duzg wadg tych preparatow.
Na rynku wecigz dostepne sg preparaty zawierajgce atenuowane czynniki chorobotwodrcze.
Przyktadem tego typu preparatéw sg szczepionki: BCG (Bacillus Calmette-Guerin) przeciwko
gruzlicy; szczepionka MMR zawierajgca ostabione wirusy odry, swinki i rézyczki (MMR - ang.
measles, mumps, rubella); szczepionka przeciwko ospie wietrznej, rotawirusowemu niezytowi
zoftagdkowo-jelitowemu, donosowa atenuowana szczepionka przeciwko grypie, szczepionka
przeciwko durowi brzusznemu oraz szczepionka przeciwko zéttej goraczce.

Preparaty szczepionkowe mogg réwniez zawiera¢ metabolity bakteryjne, nazwane
toksoidami (anatoksynami), ktére charakteryzuja sie dobrymi wtasciwosciamiimmunogennymi
oraz wzbudzajg dtugotrwatg odpornosé. Przyktadem tego typu szczepionki jest toksoid tezcowy
bedacy sktadnikiem szczepionki skojarzonej DTP (szczepionka bfoniczo-tezcowo-krztuscowa,
adsorbowana) (13). Szczepionki polisacharydowe réwniez sg przyktadem szczepionek
podjednostkowych. Polisacharydowa otoczka niektérych bakterii moze byé uzywana jako
antygen podjednostkowy. Przeciwciata wytworzone w odpowiedzi immunologicznej na
polisacharydy zewnetrzne spetniajg role ochronng przed zakazeniem bakteryjnym. Najczesciej
stosowane tego typu preparaty to te zapobiegajace chorobom wywotanym przez Neiseria
meningitidis i Streptococcus pneumoniae (14).
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1798 - ospa prawdziwa 1927 - B¢G - gruzlica 1980 . Haemophilus influeaze

typu B
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Legenda:
) @
zywa inaktywowana polisacharydowa rekombinowana, zawierajgca produkty oparta
atenuowana nowej generacji metablizmu komdrek na mMRNA
k bakteryjnych J
podjednostkowe

Rysunek 1. Os czasu prezentujqca chronologie rozwoju szczepionek wraz z podziatem na rodzaje. Kolor brgzowy:
szczepionki atenuowane zawierajgce ostabione szczepy wirusow: ospa prawdziwa, rotawirusow oraz wirus grypy.
Kolor jasnoniebieski: szczepionki inaktywowane zawierajqce zabite drobnoustroje: szczepionki przeciwko dzumie,
tezcowi, krztuscowi, grypie, zoltaczce typu B oraz japonskiej encefalopatii. Kolor pomaranczowy: szczepionki
polisacharydowe zawierajgce oczyszczone polisacharydy otoczkowe, przeparaty stosowane w walce przeciwko
zakazeniom meningokokowym z grupy B, z grupy C, z grupy A, C, W, Y, zakazeniom Haemophilus influenzae typu B
(Hib). Kolor zielony: szczepionki podjednostkowe zawierajgce metabolity bakteryjne zwane toksoidami: szczepionki
przeciwko tezcowi i blonicy wcigz obecne na rynku. Kolor jasnozolty: szczepionki podjednostkowe zawierajgce
rekombinowane biatka, jak np. szczepionka przeciwko grypie (Flu block) lub czgski wirusopodobne jak preparat
szezepionkowy przeciwko zottaczce watroby typu B czy tez wirusowi brodawczaka ludzkiego (HPV). Kolor lazurowy:
szczepionki podjednostkowe oparte na mRNA. Przykladem jest wprowadzona w 2020 roku szczepionka przeciwko
COVID-19. MMR — nazwa szczepionki atenuowanej przeciwko odrze, swince i rozyczce (ang. measles, mumps, and
rubella); HBV — szczepionka przeciwko zZoltaczce wqtroby typu B (ang. hepatitis B virus); HPV — szczepionka
przeciwko wirusowi brodawczaka ludzkiego (ang. human papillomavirus); COVID-19 szczepionka przeciwko
ludzkiemu koronawirusowi powodujgcemu COVID-19 oparta na terapeutycznym mRNA.

Obecnie na rynku dostepnych jest wiele szczepionek polisacharydowych chronigcych
przed takimi chorobami jak: zakazenia pneumokokowe, zakazenia meningokokowe grupy B,
zakazenia meningokokowe grupy C, zakazenia meningokokowe grupy A, C, W, Y, dur brzuszny
czy tez przed zakazeniom Haemophilus influenzae typu b (Hib).
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Wraz z rozwojem takiej dziedziny nauki jak biologia molekularna powstat kolejny rodzaj
szczepionek podjednostkowych, ktdre zawierajg elementy czynnikdéw chorobotwdrczych.
Preparaty te zawierajg rozbite (ang. ,split”) wirusy lub ich fragmenty, oczyszczone za pomoca
technik chromatografii (15). Przyktadem tego typu szczepionek sg szczepionki przeciwko
grypie, w sktad ktérych wchodza: rozbite czagstki wirusa grypy lub oczyszczone biatkowe
antygeny powierzchniowe wirusa grypy (15). Stosunkowo niedawno rozpoczeto badania nad
zastosowaniem nowego typu preparatéw ochronnych, tzw. rekombinowanych szczepionek
podjednostkowych (16). Biopreparaty te gwarantujg bezpieczenstwo, jednakze niektore
wykazujg stosunkowo stabe wtasciwosci immunogenne.

Szczepionki oparte na czastkach Tradycyjne preparaty
wirusopodobnych szczepionkowe

nieinfekecyjne ryzyko wirulencji

bezpieczne dla oséb z obnizong odpornoscig toksyczne

szybki proces produkgcji dtugi proces produkcji

stabilne mniej stabilne niz VLPs

niezawieracjace alergenow ryzyko alergii

bezpieczne, niezawieracjgce materiatu genetycznego zawieracjgce materiat genetyczny - ryzyko mutacji

Rysunek 2. Zalety szczepionek opartych na czqstkach wirusopodobnych. Poréwnanie najwazniejszych wlasciwosci
tradycyjnych preparatéw szczepionkowych opartych na inaktywowanych lub atenuowanych wirusach i preparatow
zawierajgcych czqstki wirusopodobne.

Wiekszos¢ dostepnych szczepionek rekombinowanych mozna zaliczy¢ do grupy
szczepionek podjednostkowych. Ze wzgledu na znaczne rdéinice w procesie metod
otrzymywania klasycznych szczepionek podjednostkowych, stanowig one odrebng grupe (15),
w ktérej mozna wyrdznic:

e szczepionki rekombinowane podjednostkowe oparte o techniki ekspresji
obcych gendéw (17), szczepionki DNA, mRNA (18),

e szczepionki oparte na technologii produkcji pseudoczgsteczek wirusowych
(19),

e szczepionki podjednostkowe oparte na technologii produkcji czastek
wirusopodobnych (VLPs) (20) (3) (15).

Proces otrzymywania VLPs metodami inzynierii genetycznej umozliwia opracowanie
szybkich w procesie produkcji i stosunkowo tanich, a przede wszystkim bezpiecznych
szczepionek rekombinowanych (20). Dodatkowo czastki wirusopodobne wykazujg silne
wiasciwosci immunostymulujgce, co nie jest powszechne dla rekombinowanych antygenéw
podjednostkowych, w szczegdlnosci tych zawierajgcych silnie konserwowane rejony biatek.
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Wraz z rozwojem technologii produkcji rekombinowanych szczepionek
podjednostkowych, rozwinat sie nowy nurt badann majgcy na celu wzmocnienie odpowiedzi
immunologicznej poprzez zastosowanie czynnikdw aktywujgcych uktad immunologiczny
powszechnie nazwanych adjuwantami.

3.2. Czasteczki wirusopodobne

Czastki wirusopodobne (ang. virus like particles) to nanostruktury zbudowane z wielu
podjednostek biatkowych, ktére swojg budowa imitujg natywnego wirusa lub w znacznym
stopniu go przypominaja (21). Okreslenie VLPs odnosi sie do:

e niescharakteryzowanych struktur przypominajacych swojg morfologig
czasteczki wirusowe, ktére znajdujg sie w prébkach biologicznych,
e nanoczgsteczki pochodzenia wirusowego, ktére nie posiadajg materiatu
genetycznego,
e chemicznie lub genetycznie zmodyfikowane czgsteczki wirusowe infekcyjne
lub nieinfekcyjne,
e samoskfadajacych sie produktéw otrzymanych w wyniku ekspresji sekwencji
kodujgcych strukturalne biatka wirusowe produkowane w prokariotycznych
i eukariotycznych systemach do ekspresji heterologicznych gendw (22).
Czastki wirusopodobne sg potencjalnie idealnymi kandydatami na skuteczne preparaty
szczepionkowe. Jako silne immunostymulujgce nanostruktury zbudowane z biatek wirusowych
posiadajgcych prawidtowa konformacje stanowig wzorce molekularne zwigzane z patogenami
(ang. pathogen associated molecular patterns — PAMPs). Tego typu wzorce stymulujg silng
odpowiedz immunologiczng zaréwno humoralng, jak i komodrkowa (23). VLPs s3
biokompatybilne i bezpieczne, poniewaz brakuje im wirusowego materiatu genetycznego,
a zatem nie mogg sie replikowac jak konwencjonalne szczepionki atenuowane (24). Czastki
wirusopodobne sg nanostrukturami o wielkosci od 20 do 100 nm. Zakres ich wielkosci jest
optymalny, aby swobodnie przedostawac sie do weztéw chtonnych, a nastepnie do komdrek
prezentujacych antygen (ang. antigen presenting cell - APC), w szczegdlnosci wnikaé¢ do
komarek dendrytycznych (ang. dendritic cell - DC) (25). Te biologiczne nanostruktury o ztozone;j
budowie moga przybiera¢ rézne ksztatty; od wysoce zorganizowanej ikozaedralnej poprzez
uporzadkowang cylindryczng (helikalng), az do struktury kulistej zawierajgcej ostonke lipidowg
(26). Proces produkcji VLPs umozliwia rozwigzanie wielu technologicznych problemoéw
zwigzanych z produkcjg szczepionek (Rys. 2.). Najwazniejsze z nich to otrzymanie preparatow
niestanowigcych zagrozenia biologicznego oraz wolnych od alergendw. Proces produkcji
preparatéw opartych na biologicznych nanostrukturach zajmuje 12-14 tygodni, podczas gdy
dla konwencjonalnego preparatu zawierajgcego inaktywowany lub atenuowany patogen
wynosi 24-32 tygodnie (27).

3.2.1. Typy czasteczek wirusopochodnych
Ze wzgledu na réznorodnosc wiruséw mozemy wymieni¢ szereg VLPs: posiadajgce lub
nieposiadajgce ostonki lipidowej, charakteryzujgce sie rézng symetrig i strukturg oraz réznigce

sie iloscig komponentow biatkowych wchodzgcych w sktad VLPs (28) (29).
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Wirusy oraz VLPs, mogg posiada¢ symetrie: kubiczng — na ksztatt bryty foremnej,
tak zwang ikozaedralng, symetrie helikalng lub symetrie ztozong - obserwowang czesto
u wiruséw posiadajgcych ostonke. Dodatkowo w obrebie danej symetrii mozemy wyrdznic
VLPs, ktore zbudowane s3 z jednego, dwéch lub wiecej biatek strukturalnych (28). Ponizszy
rysunek przedstawia podstawowy podziat czgsteczek wirusopodobnych (Rys. 3.).
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Rysunek 3. Rodzaje czgstek wirusopodobnych. (i) VLPs zbudowanie z jednego biatka strukturalnego (Norowirus,
kroliczy kaliciwirus, HBV), (ii) VLPs zbudowanie z dwoch biatek wirusowych, ktore oddziatujq wzajemnie (Rice
Dwarf Virus (RDV)), (iii) VLPs zbudowane z trzech biatek strukturalnych, z czego jedno biatko tworzy wewnetrzny
rdzen, a pozostate dwa eksponowane sq na zewngtrz (Bluetongue Virus), (iv) VLPs zbudowane z 4 biatek, z czego
Jedno tworzy wewnetrzny rdzen (rotawirusy, enterowirusy), (v) VLPs zbudowane z 5 i wigcej bialek, ktore formujg
bardzo ztozone nanostruktury nie zawierajgce btony lipidowej, (vi) VLPs zawierajgce blone lipidowq sktadajqce sie
z jednego biatka powierzchniowego, (vii) VLPs sktadajqce si¢ z dwoch biatek powierzchniowych oraz blony lipidowej
(koronawirusy), (viii) VLPs skladajqce sie z blony lipidowej, biatka strukturalnego tworzqcego wewnetrzny rdzen
oraz biatka powierzchniowego (wirus grypy M1-VLPs-HA, Sars-CoV-2) (ix) VLPs skladajgce si¢ z blony lipidowej
biatka rdzenia oraz wielu glikoprotein i biatek strukturalnych, ktore eksponowane sq na powierzchni (herpeswirusy).
W nawiasie podano przykiady wiruséw dla ktorych opracowanolotrzymano VLPs

3.2.1.1. Bezostonkowe czastki wirusopodobne

Bezostonkowe czastki wirusopodobne zbudowane sg z jednego lub wielu biatek
kapsydowych. Biatka strukturalne produkowane w systemie ekspresyjnym w sposdb
spontaniczny formujg biologiczne struktury, ktére sg idealnymi wzorcami molekularnymi, ze
wzgledu na wielokrotnie powtarzajgce sie motywy. Sg to nanoczastki o wysoce zorganizowanej
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strukturze przestrzennej. Tego typu VLPs sg idealnymi kandydatami na preparaty ochronne
miedzyinnymi ze wzgledu na wydajnos¢ ich produkcji (30).

Dodatkowo bezostonkowe czgstki wirusopodobne sg mniejsze od ostonkowych VLPs,
co utatwia im pokonanie bariery tkankowej oraz wnikniecie do weztéw chtonnych, a w efekcie
lepszg stymulacje uktadu immunologicznego (31). Najtatwiejsze w otrzymaniu czastki
wirusopodobne to te, ktdre zbudowane s3 z jednego biatka. Takie nanostruktury otrzymano
dla kaliciwirusdw, papilomawirusdw czy tez parwowiruséw (32). Czastki wirusopodobne
zbudowane z kilku biatek sg trudniejsze w produkcji, gdyz potrzebna jest rdwnolegta produkcja
2 lub 3 biatek, ktére nastepnie uformuja biologiczng nanostrukture (20).

3.2.1.2. Ostonkowe czastki wirusopodobne

W pordwnaniu do VLPs bez ostonki, VLPs z ostonkg (ang. enveloped VLP, eVLP) maja
znacznie bardziej skomplikowany sktad i budowe. Nanostruktury te sktadajg sie z lipidowej
btony komérkowej pobranej od komorki gospodarza zwanej ostonkg oraz glikoprotein
wirusowych obecnych na zewnetrznej powierzchni (33). Powierzchniowe glikoproteiny
wirusowe zakotwiczone w ostonce lipidowej VLPs zawierajg epitopy neutralizujgce, ktére sg
kluczowe w aspekcie przysztej neutralizacji wirusa. Konstruujgc preparaty ochronne
zawierajgce eVLPs waznym jest, aby wybra¢ te glikoproteiny, ktére zawierajg epitopy
neutralizujgce, co warunkuje efektywnos$é preparatéw ochronnych. Ostonkowe VLPs obok
glikoprotein powierzchniowych moga byé zbudowane z biatek kapsydowych czy tez biatek
rdzenia, ktére majg wptyw na morfologie tych nanostruktur oraz na efektywnosc¢ procesu ich
tworzenia. eVLPs zostaty uzyte do opracowania preparatéw ochronnych przeciw chorobom
wywotywanym przez m.in. retrowirusy, wirus Hanta, wirus zéttaczki watroby typu C czy wirus
grypy (34) (30). Te stosunkowo duze struktury biologiczne, wykazujgce ponad 100 nm, mogg
agregowac w miejscu podania szczepionki i nie by¢ w stanie przenikng¢ do weztéw chtonnych,
co moze wptyngé na immunostymulacje uktadu odpornosciowego (31). Warto nadmienic, iz
produkowane obecnie nanoczasteczki lipidowe, ktdore sg nosnikiem dla terapeutycznego
mRNA, majg wielko$¢ 100 nm lub mniej, dzieki czemu wykazujg wysoka wydajnos¢ w
dostarczaniu szczepionki do docelowego miejsca (35).

3.3. Bioinzynieria czastek wirusopodobnych

Czastki wirusopodobne stanowig nowy nurt badaid oraz innowacyjne podejscie
w konstruowaniu szczepionek terapeutycznych i profilaktycznych (29). Jednym z przyktadow
szczepionek nowej generacji bedgcych w fazie badan klinicznych sg chimeryczne VLPs (ang.
chimeric VLPs - cVLPs) prezentujgce na swojej powierzchni fragmenty biatek indukujgcych
odpornos¢ przeciwzakazng roznych czynnikdéw chorobotwdérczych (20). Obce antygeny
umieszczane sg na powierzchni VLPs przy uzyciu metod inzynierii genetycznej lub poprzez
chemiczng koniugacje (32).

Intensyfikacja badan nad produkcjg VLPs otworzyta nowe mozliwosci wykorzystania
tych nanostruktur zaréwno jako szczepionek profilaktycznych, jak i terapeutycznych. Wyniki
wielu prac badawczych potwierdzajg, ze:
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e VLPs sg najbardziej efektywnymi immunogenami wykorzystywanymi do opracowania
i produkcji szczepionek.

e Niektére czasteczki wirusopodobne tworzg sie w sposdb spontaniczny
z pojedynczego strukturalnego biatka wirusowego, umozliwiajagc tym samym
opracowanie stosunkowo tatwej, szybkiej i taniej technologii produkcji.

e  Wiasciwosci niektérych biatek strukturalnych formujacych VLPs umozliwiajg
pobieranie obcego materiatu genetycznego, jak réwniez innych czasteczek. Takie
struktury dziatajg jak nosnik do konkretnych komoérek, tkanek lub organdéw z
wykorzystaniem w tym celu specyficznych przeciwciat VLPs przenoszace DNA
wykorzystywane sg w terapii genowej (Rys. 4.).

wiasciwosci stymulujace nosnik dla materiatu
odpowiedz immunologiczna genetycznego

bezpieczne —_— i / nosnik dla lekéw
4

umozliwiaja réznicowanie
zwierzat zakazonych
od zaszczepionych - DIVA

stabilne

prezentujace na swojej powierzchni
obce antygenty

Rysunek 4. Zalety oraz réznorodnos¢ zastosowania czgstek wirusopodobnych w przemysle farmaceutycznym
i weterynaryjnym. Schematyczna prezentacja mozliwosci wykorzystania czgstek wirusopodobnych do produkcji
szczepionek nowej generacji oraz jako nosnikow do terapii. Na rysunku przedstawiono mozliwos¢ upakowania
wewngtrz czgsteczki VLPs zarowno lekow jak i materiatu genetycznego.

Chimeryczne czastki wirusopodobne obecnie stanowig nowy nurt badan nad
opracowywaniem uniwersalnych preparatéw ochronnych oraz szczepionek terapeutycznych.
(34) (36). Te skomplikowane multibiatkowe nanostruktury zawierajg elementy pochodzace z
réznych wirusow, bgdz eksponowane na powierzchniobce epitopy (37). cVLPs mozna otrzymac
poprzez chemiczng koniugacje lub inzynierie genetyczng (38). cVLPs sg obecnie w fazie badan
klinicznych, a jednym z przyktadéw chimerycznej czgsteczki jest nanostruktura M2—HBcAg, jako
uniwersalna szczepionka przeciwko grypie (30). Chimeryczne czastki sg alternatywng metodg
uzyskiwania humoralnej oraz komodrkowej odpowiedzi immunologicznej na nisko
immunogenne antygeny (39). Takie chimeryczne czgsteczki sg stosowane nie tylko do
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opracowywania szczepionek przeciwko chorobom zakaznym, ale rdéwniez przeciwko
nieinfekcyjnym chorobom, jak: nadcisnienie, alergie, cukrzyca, nowotwory, czy choroba
Altzhimera (40) (41).

3.4. Odpowiedz immunologiczna a czastki wirusopodobne

Uzyskanie nabytej odpornosci immunologicznej prowadzi do produkcji komédrek
pamieci immunologicznej. Komérki te sg nieaktywne w organizmie gospodarza, dopdki nie
nastgpi kolejna ekspozycja na dany czynnik, w wyniku ktérej inicjujg one szybszg
i silniejszg odpowiedz na dostarczony patogen przy jednoczesnej obecnosci jedynie niewielkiej
liczby swoistych limfocytow. Typ odpowiedzi immunologicznej uzyskanej wobec ekspozycji na
antygen zalezy od jego charakteru. Czastki wirusopodobne majg zdolnos¢ indukowania
humoralnej i komorkowej odpowiedzi immunologicznej (32). VLPs prezentowane sg zarowno
na drodze endo-, jak i egzogennej. Prezentacja antygendw drogg endogenng jest preferencyjna
dla szczepionek przeciwko wirusom oraz chorobom nowotworowym. Niektére egzogenne
antygeny takie jak VLPs pobierane sg przez komérki prezentujgce antygeny APC, aby nastepnie
zostac prezentowane przez czgsteczki MHC klasy | poprzez droge endogenng, dzieki tak zwanej
prezentacji krzyzowej. Z punktu widzenia szczepien, prezentacja krzyzowa pozwala na
dostarczenie antygenu na drodze egzogennej generujgc jednoczesnie odpowiedz komédrkowsa,
CTL cytotoksyczng (42) (Rys. 5).

Jedng z gtéwnych cech czgstek wirusopodobnych jest ich charakterystyczna struktura
sktadajaca sie z wielu powtdrzen jednego biatka. Stanowig one swoiste wzorce molekularne
PAMPs, ktére rozpoznawane sg przez specyficzne receptory TLR (ang. toll-like receptors).
Powyzej opisana cecha powodujg, iz s3 one w stanie skutecznie pobudzi¢ ukfad
immunologiczny do produkcji przeciwciat neutralizujgcych. Opisano wiele typéw VLPs, ktére sg
w stanie indukowa¢ produkcje przeciwciat neutralizujgcych, powodujgc tym samym ochrone
przed patogenem.

Czastki te ze wzgledu na swojg wielkos¢ potrafig efektywnie przedostawac sie do
weztéw chtonnych z miejsca iniekcji, co powoduje, ze mogg one przechodzi¢ wtérnie do
narzadow limfatycznych i oddziatywaé bezposrednio z komérkami B, stymulujgc tym samym
produkcje przeciwciat (odpowiedZz humoralna). VLPs nie wymagajg dodatkowej obecnosci
czynnikéw aktywujgcych uktad immunologiczny (adjuwantéw). Wykazano, iz samostymulujgce
wtasciwosci sg nieodtgczng cechga tych nanostruktur. Wykazano réwniez, pobieranie czasteczek
wirusopodobnych przez komérki dendrytyczne (DCs), ktore nastepnie prezentowaty je jako
antygeny z udziatem MHC klasy Il oraz dodatkowo wspomagaty proces dojrzewania i migracji
komérek dendrytycznych, ktéry jest kluczowy do stymulacji wrodzonej odpowiedzi
immunologicznej (32) (43). Umiejetnos$¢ VLPs do oddziatywania z komérkami dendrytycznymi
jest bardzo wazng zaletg, ktdra wedtug obecnego stanu wiedzy aktywuje odpowiedZ wrodzong
i nabytg. Dodatkowo, niektére z VLPs, majg zdolno$¢ do imitowania nie tylko wirusa, ale
rowniez procesu infekcji. Poprzez zwigzanie sie z receptorem komdrkowym VLPs mogg by¢
pobierane przez komdrke, w tym przez komaorki prezentujgce antygen APC jako egzogenne
antygeny prezentowane przez MHC klasy | (44) (31) (Rys. 5).
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Rysunek 5. Schemat przedstawiajqgcy prezentacje antygenu na drodze endo i egzogennej przez komorki
prezentujqgce antygen (APC). Antygeny prezentowane sq przez komérki APC poprzez dwa szlaki: A) szlak
molekularny klasy MHC | — prezentacja VLPs jako antygenéw endogennych, B) szlak molekularny klasy MHC Il —
prezentacja VLPs jako antygenow egzogennych, A) Szlak molekularny klasy MHC I jest endogennym szlakiem
prezentujgcym antygen. Endogenne antygeny ulegajg ubikwitynacji a nastgpnie transportowane sq do proteasomu,
gdzie ulegajg degradacji. Powstate peptydy antygenowe o diugosci 8-12 reszt aminokwasowych wigzq si¢ z biatkiem
TAP bedgcym transporterem zwigzanym z przetwarzaniem antygenu (TAP - transporter associated with antigen
processing). TAP selektywnie transportuje pepzydy do swiatla retikulum endoplazmatycznego (ER). Nastgpnie
polipeptyd antygenu wigze sie z rowkiem peptydowym wigzqgcym antygen czgsteczki klasy MHC I w retikulum
endoplazmatycznym tworzqc kompleks czgsteczkowy. Kompleks transportowany jest do blony komérkowej poprzez
sie¢ aparatow Golgiego w celu rozpoznania przez limfocyty T CD8+, konczgc w ten sposob proces prezentacji
antygenu, B) szlak molekularny MHC klasy II jest egzogennym szlakiem prezentujqgcym antygen. Egzogenny antygen
jest rozpoznawany i pobierany na drodze endocytozy przez komorki APC. Nastepnie powstaje endosom lub lizosom
fagocytujgcy, ktory lgczy sig z lizosomem, tworzgc w rezultacie fagolizosom. Dzieki dostarczeniu enzymow
trawiennych przez lizosom, antygen jest stopniowo degradowany i przeksztaicany w odpowiedniej dlugosci peptydy.
W ten sposob antygen zostaje przygotowany do polqczenia sie z czgsteczkg MHC klasy II. Nastepnie w wyniku
ekspresji genow dla biatek MHC klasy I1 i syntezy bialek na powierzchni szorstkiego retikulum endoplazmatycznego
dochodzi do umiejscowienia tlancuchow biatkowych tworzqcych czgsteczke MHC w  obrebie siateczki
srodplazmatycznej. Jeszcze w retikulum dochodzi do przylgczenia si¢ w rowku czgsteczki MHC tzw. lancucha
niezmiennego, ktorego glowne zadanie polega na zablokowaniu rowka przed przylgczeniem jakiegos innego,
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przypadkowego peptydu obecnego w siateczce srodplazmatycznej. Czgsteczka MHC przechodzi nastgpnie przez
aparat Golgiego, gdzie nastepuje jej glikozylacja oraz przycigcie tancucha niezmiennego do peptydu okreslanego
nazwq CLIP (Zotta gwiazdka na schemacie). Uwolnione w pecherzyku pochodzqcym z aparatu Golgiego czgsteczki
MHC klasy II docierajq do endosomu zawierajgcego fragmenty antygenu w formie peptydow przygotowanych do
prezentacji. Nastepuje wymiana peptydu CLIP z rowka czgsteczki MHC klasy II na peptyd pochodzqcy z antygenu.
Powstaly stabilny kompleks molekularny- peptyd-MHC klasy II jest transportowany na powierzchnie blony komérki
APC, w celu rozpoznania przez limfocyty T CD4+ , koriczgc w ten sposob proces prezentacji antygenu. Alternatywnie,
egzogenny antygen moze byc prezentowany szlakiem molekularnym MHC klasy I poprzez prezentacje krzyzowg. Po
endocytozie eksportowane zdegradowane antygeny mogq by¢ transportowane do retikulum endoplazmatycznego za
posrednictwem biatka TAP, wchodzqc jednoczesnie na szlak molekularny charakterystyczny dla antygenow
endogennych. Nastgpnie epitop jest dokowany do kieszeni MHC klasy I, co powoduje rozpoznanie i aktywacje
limfocytow T CD8+.

3.5. Komercyjne preparaty szczepionkowe zawierajace czgstki wirusopodobne

Pierwsze preparaty szczepionkowe zawierajgce czastki wirusopodobne zawieraty
rekombinowane VLPs uformowane z biatek otoczki (HBsAg i HBcAg) wirusa zapalenia watroby
typu B (HBV) oraz wirusa mozaiki tytoniu (TMV) (45). Natomiast pierwsza komercyjna
szczepionka zawierajgca VLPs, wyprodukowana w heterologicznym systemie ekspresji genow,
zostata zatwierdzona przez amerykanska Agencje ds. Zywnosci i Lekéw (FDA) w 1986 roku (Rys.
6.). Szczepionka zawierajgca antygen HBsAg produkowana przez drozdze, zostata nazwana
Recombivax HB (46). W 2006 roku zarejestrowano drugg szczepionke opartg na VLPs, Gardasil
R przeciwko wirusowi brodawczaka ludzkiego (HPV) (47). Nastepnie zatwierdzono szczepionki
zawierajgce VLPs przeciwko HPV i HBV, z ktdrych cze$¢ wykazata skutecznosc
w badaniach klinicznych i przedklinicznych. Jak wskazujg dane literaturowe co najmniej 110
réznych VLPs zostato wyprodukowanych dla 35 rodzin réznych wiruséw (39). Potencjalne
szczepionki oparte na VLPs skierowane przeciwko réznym wirusom, w tym wirusowi Norwalk,
HIV, wirusowi Ebola, wirusowi SARS-CoV-2, wirusowi grypy sg nadal na réznych etapach badan
klinicznych (30).

Obecna intensyfikacja badan zaréwno w dziedzinie wirusologii, wakcynologii,
biologii molekularnej, mikrobiologii oraz biotechnologii skupia sie na réznych aspektach
technologicznych zwigzanych z procesami otrzymywania VLPs. Tak duze zainteresowanie tymi
nanostrukturami zainspirowane zostalo w duzej mierze sukcesami zwigzanymi
z opracowaniem VLPs dla antygenu powierzchniowego wirusa zapalenia watroby typu B (HBV)
oraz dla biatka L1 wirusa ludzkiego brodawczaka (HPV) (20) (Rys. 6.). Bardzo duza cze$¢ badan
klinicznych dotyczy zastosowania réznych form czastek wirusowych jako aktywnych
antygendw zawartych w preparatach szczepionkowych przeciwko grypie, wirusowi Noro,
wirusowi Chikungunya, encefalopatii wywotanej infekcjami wirusowymi, wirusowi
brodawczaka ludzkiego, malarii, wirusowi zespotu nabytego braku odpornosci, wirusowi
syncytialnego schorzenia uktadu oddechowego, koronawirusowi SARS-CoV-2 oraz wirusowi
Zika.

3.6. Systemy do produkcji czgstek wirusopodobnych
Jednym z kluczowych etapéw produkcji wybranych VLPs jest wybdr systemu

ekspresji gendéw. Dane literaturowe wskazujg, ze az % produkowanych czasteczek
wirusopodobnych imitujgcych wirusy bakteryjne czy tez roslinne produkowanych jest
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w systemach bakteryjnych. VLPs niezawierajgce otoczki i zbudowane tylko z jednego lub dwdch
biatek produkowane sg gtéwnie w wydajnych systemach opartych na komérkach bakteryjnych
czy drozdzowych. Ze wzgledu na fakt, iz ztozone czastki wirusopodobne zawierajg bardzo
czesto btone lipidowg, wybdr systemu ogranicza sie do komdrek owadzich lub ssaczych.
Pobieranie btony komarkowej od komorki gospodarza jest elementem krytycznym, dlatego tez
nie mozna produkowac tego typu VLPs w komodrkach drozdzy czy bakterii.

v

Legenda:

HBV - VLPs HPV - VLPs HEV - VLPs

Rysunek 6. Kamienie milowe w opracowaniu zatwierdzonych i obecnych na rynku szczepionek opartych na
czgstkach wirusopodobnych. Pierwsze dane literaturowe opisujgce HBV-VLPs (1982 r.), HPV-VLPs (1991 r.), HEV-
VLPs (2005 r.). HBV — wirus zottaczki watroby typu B (ang. hepatitis B virus); HPV - ludzki wirus brodawczaka (ang.
human papillomavirus); HEV — wirus zéltaczki wqtroby typu E (ang. hepatitis E virus).

W ostatnich latach opisano takie mozliwo$¢ produkowania VLPs w roslinach
i w pierwotniakach (48). Wykorzystanie komadrek ssaczych do produkcji VLPs stanowi maty
procent, gtéwnie ze wzgledu na wysoki koszt, ktory bezposrednio zwigzany jest z wydajnoscia
produkcji. Innowacyjng technologia wprowadzong na rynek w ostatnich latach sg systemy
pozakomérkowe (49), ktore nie bedg wykorzystywane do produkcji VLPs jako antygendéw
szczepionkowych ze wzgledu na ograniczenia zwigzane z wydajnoscig produkcji (50). Bardzo
wazne przy wyborze systemu do produkcji VLPs sg modyfikacje potranslacyjne wirusowych
biatek strukturalnych. Jedna z najwazniejszych modyfikacji potranslacyjnych jest glikozylacja
kluczowych biatek wirusowych. Glikoproteiny wirusowe sg odpowiedzialne za pierwsze etapy
cyklu replikacyjnego wirusa, w tym za wigzanie do receptora. Zahamowanie tego procesu
poprzez zablokowanie miejsc wigzgcych receptor to gtéwne zadanie przeciwciat
neutralizujgcych (51). Waznym jest uzyskanie w wyniku szczepienia przeciwciat, ktére beda
wigzaty glikozylowane biatka wirusowe. Dlatego tez wybdr systemu do produkcji czastek
wirusopodobnych jako aktywnego czynnika preparatu ochronnego jest tak istotna (Rys. 7.).
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3.6.1. System bakteryjny jako platforma do produkcji czastek wirusopodobnych

System  bakteryjny oparty jest na komercyjnie dostepnych, dobrze
scharakteryzowanych komdrkach Escherichia coli oraz wektorach DNA, ktdre czesto stosowane
sg do produkcji czastek wirusopodobnych sktadajgcych sie z jednego biatka (45) (52) (53). Jedng
z dodatkowych zalet, obok krétkiego czasu hodowli oraz niskiego kosztu, jest mozliwos¢
jednoczesnej produkcji biatek strukturalnych oraz specyficznych struktur RNA. Niestety system
opierajacy sie na komodrkach bakteryjnych ma réwniez duzo wad: brak wielu enzyméw
odpowiedzialnych za obrébke potranslacyjng, brak enzymdéw zwigzanych z tworzeniem
mostkéw dwusiarczkowych, problemy z zachowaniem rozpuszczalnego charakteru
produkowanych biatek ze wzgledu na szybkie tempo produkcji i niewtasciwe fatdowanie,
prowadzace do powstania ciatek inkluzyjnych, obecnos¢ endotoksyn w otrzymanych
rekombinowanych biatkach oraz obecnos¢ $Sciany komodrkowej, ktdra uniemozliwia
odpaczkowanie struktur VLPs zawierajgcych ostonke (Rys.7.). Z tego wzgledu bardzo duzo prac
badawczych skupito sie na mozliwosci wykorzystania innych systemow ekspresyjnych do
produkcji biologicznych nanostruktur w formie VLPs (54) (55).

3.6.2. System drozdzowy jako platforma do produkcji czastek wirusopodobnych

Intensyfikacja badan zwigzana z otrzymaniem rdinych czgstek wirusopodobnych
w komérkach drozdzy zwigzana byta z wprowadzeniem na rynek dwéch licencjonowanych
szczepionek opartych na VLPs otrzymanych wtasnie w tym systemie (56) (30). Zaletami tego
eukariotycznego systemu s3: (i) mozliwo$¢ jednoczesnej produkcji biatka oraz mRNA,
co w niektérych przypadkach warunkuje proces samotworzenia sie VLPs, (ii) obecnosc
maszynerii komérkowe] odpowiedzialnej za modyfikacje potranslacyjne takie jak glikozylacja
czy fosforylacja, co moze mie¢ wptyw na jakos$¢ uzyskanych nanoczastek (iii) mozliwosc
jednoczesnej produkcji kilku biatek strukturalnych, ktére nastepnie formujg sie w VLPs, jak np.
VLPs rotawirusa, ktore sktadajg sie z trzech warstw biatek strukturalnych (52). Jedng
z kluczowych wad tego systemu jest obecnos$¢ bardzo grubej Sciany komodrkowej
uniemozliwiajgcej pobieranie btony lipidowej, ktdra w przypadku VLPs zawierajgcych btone jest
warunkiem powstania nanostruktur. Dlatego tez dla czastek wirusopodobnych zawierajacych
otoczke lipidowa (eVLPs) konieczny jest wybor innego systemu do produkcji. Dodatkowo
wysoce mannozowy proces glikozylacji zachodzacy w komodrkach drozdzy, mozie miec
znamienny wptyw na odpowiedz immunologiczng. Wykazano, iz wysoce mannozowe struktury
cukrowe majg wiasciwosci immunostymulujgce (57). Dodatkowo, wazinym aspektem
w kontekscie produkcji preparatéw ochronnych jest mozliwos¢ produkcji VLPs w fermentorach,
€0 znaczaco obniza koszty i czas (58).

3.6.3. System oparty na produkcji biatek w komérkach owadzich jako platforma do
produkcji czastek wirusopodobnych

System oparty na produkcji biatek w komodrkach owadzich jest obecnie jedng

z najczesciej wykorzystywanych platform do produkcji rdéinego rodzaju czastek
wirusopodobnych zaréwno w badaniach podstawowych, rozwojowych jak i przemystowych na
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duzg skale (15). System ten ma bardzo duzo zalet zwigzanych z ekspresjg heterologicznych
gendw w komoérkach owadzich: (i) szybkie tempo wzrostu komdrek w pozywkach
syntetycznych, (ii) mozliwos¢ przeniesienia warunkéw hodowli do skali ponad-laboratoryjnej,
(iii) obecnos¢ enzymdw odpowiedzialnych za modyfikacje potranslacyjne, takie jak glikozylacja,
fosforylacja, acetylacja, ciecie endoproteolityczne. Wykazano, iz w komdrkach owadzich
dojrzewanie biatek zachodzi podobnie jak w komdrkach ssaczych z zachowaniem transportu
pomiedzy retikulum endoplazmatycznym, a aparatem Golgiego. Jedng z niewielu wad tego
systemu jest brak enzymdéw odpowiedzialnych za dofaczanie kwasu sialowego
(sialylotransferaz) w ostatnich etapach N — glikozylacji. Obecnie w wiekszosci przypadkéw
produkcja biatek w komdrkach owadzich oparta jest na wykorzystaniu zmodyfikowanych
bakulowirusow jako platformy do produkcji biatek heterologicznych. System Bac-to—Bac oparty
na rekombinowanym bakulowirusie umozliwia wprowadzenie sekwencji obcego genu pod
kontrole silnego promotora, jednego z pdinych biatek bakulowirusa — polihedryny.
Bakulowirusowy system ekspresji ma wiele zalet, jest przede wszystkim stosunkowo tatwym
narzedziem, ktdre daje mozliwos¢ nadprodukcji biatek, zbadania ich struktury oraz wtasciwosci
(59). Wada produkcji VLPs w komdrkach owadzich jest obecnos$c¢ czagsteczek rekombinowanego
bakulowirusa obok powstajgcych czgsteczek wirusopodobnych (60).

W ostatnich latach opisano genetycznie modyfikowane komérki owadzie, do genomu
ktérych wprowadzono obce geny, eliminujgc w ten sposéb uzycie bakulowirusa. Jednakze,
mozliwe jest wprowadzenie tylko jednej sekwencji genu kodujgcego strukturalne biatko
wirusowe do komérek owadzich (61). Podczas gdy tradycyjny system ekspresji
z wykorzystaniem bakulowiruséw umozliwia nadekspresje nawet 6 gendw jednoczesnie
(62)(63).

polipeptyd (:;’ kwas N-acetyloneuraminowy (NeuSAc) ] mannoza
O galaktoza N-Acetyloglukozamina (GlcNAc) [ fruktoza
ksyloza kwas N-glikoliloneuraminowy (Neu5Gc)

Rysunek 7. Zalety i wady réznych systemow do produkcji czgstek wirusopodobnych. Schematyczne zestawienie
najpopularniejszych wad oraz zalet przy wyborze systemu do produkcji czgstek wirusopodobnych; Poréwnanie
profilu glikozylacji rekombinowanych glikoprotein produkowanych w drozdzach, komorkach owadzich, pierwotniaku
L. tarentolae, komdrkach ssaczych oraz w roslinach
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Systemy do produkcji czastek wirusopodobnych
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3.6.4. System do produkcji biatek w komarkach ssaczych jako platforma do produkcji czastek
wirusopodobnych

Od ponad dwdch dekad opisuje sie wykorzystanie komérek ssaczych jako zZrddta
komercyjnie dostepnych farmaceutykdw, w tym szczepionek (64) (65). Biorgc pod uwage obecnos¢
ztozonej maszynerii komérkowej mamy pewnos¢, ze uzyskane czgstki sg identyczne pod wieloma
wzgledami z natywnymi wirusami (profil cukrowy glikoprotein, ciecie proteolityczne, obrdébki
potranslacyjne zwigzane z dojrzewaniem poszczegélnych biatek wirusowych) (37). Komaorki ssacze
produkujg w petni funkcjonalne oraz w petni glikozylowane biatka. Ssaczy system uzywany jest do
wytwarzania ztozonych VLPs otoczkowych sktadajgcych sie z wielu biatek strukturalnych, w tym
glikoprotein. Profil cukrowy gtéwnych biatek wirusowych ma kluczowy wptyw na odpowiedz
immunologiczng (66) (57).

Coraz czesciej opisywane sg tak zwane linie stabilnie produkujgce czastki wirusopodobne
(67). Zaletg tego rozwigzania technologicznego jest stata produkcja biatka przez komorki ssacze.
Obecnie produkcja rekombinowanych biatek oraz czastek wirusopodobnych wykorzystuje linie
komérkowe przystosowane do wzrostu w zawiesinie przy uzyciu chemicznie zdefiniowanych
pozywek wolnych od surowicy (68). Od kilku lat do produkcji rekombinowanych biatek w tym
przeciwciat terapeutycznych oraz VLPs wykorzystywana jest linia komdrkowa jajnika chomika
chinskiego (CHO; ang. chinese hamster ovary). Zaletg jest to, iz linia CHO nie pochodzi od cztowieka,
a zatem stwarza mniejsze ryzyko kontaminacji ludzkimi wirusami. Komérki CHO byty
wykorzystywane do produkcji VLPs hantawirusow (69). Kolejng powszechnie wykorzystywang linig
komérkowa do produkcji biatek rekombinowanych oraz nanostruktur biologicznych jest linia
komorek HEK293, w ktdrej uzyskano rdozne typy VLP: wscieklizny (70), HIV (71) czy VLPs grypy (72).

Istniejg obecnie dwie metody produkcji VLP w hodowlach komérek ssaczych. Klasyczna
metoda polega na wytworzeniu stabilnej linii komdérkowej, ktéra produkuje VLPs w sposob ciggtly
(70). Znacznie szybszym podejsciem jest klasyczna transfekcja komorek, aby po 48 godzinach
uzyskac czastki wirusopodobne.

Wadami zwigzanym z wykorzystaniem ssaczego systemu jest cena oraz stosunkowo niska
wydajnosé. Nalezy jednak braé pod uwage na ile ilos¢ w stosunku do jakosci bedzie warunkowac
sukces przysztego preparatu szczepionkowego.

3.6.5. System produkcji czastek wirusopodobnych w roslinach

Rozwdj inzynierii genetycznej pozwala na opracowywanie z roku na rok nowych technologii
produkowania czgstek wirusopodobnych. Jednym z nich byto wykorzystanie roslin jako platformy
do produkcji VLPs (73). Ponad 20 lat temu opisano po raz pierwszy produkcje rekombinowanych
biatek w roslinach. Uzyskanie ekspresji heterologicznego genu w roslinach zwigzane jest
z wykorzystaniem wektordw, ktére umieszczane sg w komarce roslinnej poprzez agroinfekcje czy
tez bombardowanie biolistyczne. Wykorzystanie techniki agroinfiltracji pozwala na uzyskanie
ekspresji transgenu w bardzo krotkim czasie, bo zaledwie w ciggu kilku dni od infekcji bakteriami
Agrobacterium. Metoda ta jest szeroko stosowana na catym swiecie, gdyz pozwala na szybkg ocene
poziomu ekspresji wprowadzonego transgenu poprzez oszacowanie efektywnosci produkgcji
kodowanego przez ten transgen biatka. Wykorzystujac tg metode biatka i VLPs produkowane s3
w sposodb ciggty, dlatego tez takg rosline mozna uznac za bioreaktor. Najczesciej wykorzystywanymi
roslinami do produkcji rekombinowanych biatek sg tyton, kukurydza, ryz oraz pomidor. Firma
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Medicago prowadzi obecnie badania kliniczne, majgce na celu wprowadzenie na rynek szczepionek
opartych na VLPs, ktére produkowane sg w roslinach, gtéwnie w lisciach tytoniu. Opracowywane
preparaty ochronne zawierajg VLPs np. wirusa grypy czy rotawirusa. Waznym jest fakt, iz roslinne
enzymy prowadzg do powstania w petni glikozylowanych biatek, ktére mogg ulegaé wszystkim
modyfikacjom potranslacyjnym (74). Opisano szereg VLPs uzyskanych w roslinach (75), w tym
réwniez VLPs SAR-CoV-2 (76) (77).

3.7. Zastosowanie VLPs

Czastki wirusopodobne imitujg natywne wirusy dlatego tez sg idealnymi kandydatami
do opracowywania preparatéw diagnostycznych oraz profilaktycznych. Zastosowanie czgstek
wirusopodobnych jako antygenéw referencyjnych zastepuje tradycyjne metody pozyskiwania
inaktywowanych wiruséw do badan. Wykorzystanie czgstek wirusopodobnych do terapii oraz jako
antygenow do szczepien jest obecnym trendem w opracowywaniu preparatéw terapeutycznych
nowej generacji. Ponadto czgsteczki wirusopodobne majg coraz szersze spektrum zastosowan,
takich jak terapia genowa, nanotechnologia, wakcynologia oraz szeroko pojeta diagnostyka (54).
Oto kilka przyktadéw wykorzystania VLPs:

1. VLPs jako podjednostkowe szczepionki rekombinowane przeciwwirusowe,
2. VLPs jako terapeutyczne podjednostkowe szczepionki rekombinowane,
3. VLPs jako nosniki:
a. obcych epitopow umieszczonych na powierzchni poprzez chemiczng koniugacje,
inzynierie genetyczng,
b. peptyddw o réznych wtasciwosciach,

c. ligandéw o réznych witasciwosciach w tym immunostymulujgcych petnigcych role
adjuwantow,

d. DNA,

e. mMRNA,

f. siRNA,

g. lekow,

4. VLPs do biowizualizacji,
5. VLPs jako antygeny do testow diagnostycznych w tym immunosensoréw.

3.8. Modele badawcze czasteczek wirusopodobnych

W niniejszej pracy postanowiono wykorzysta¢ dwa modele badawcze VLP. Wybdr modeli
badawczych zwigzany byt z istniejgcym zagrozeniem epidemiologicznym na terenie Polski. Pierwszy
model badawczy dotyczyt epidemii ptasiej grypy. Postanowiono uzy¢ do badan wirusa ptasiej grypy
typu H5N1. Wirus ptasiej grypy jest wirusem posiadajgcym ostonke, a zatem stanowi przyktad
ostonkowych czastek wirusopodobnych. Drugim czynnikiem etiologicznym powodujgcym znaczne
straty ekonomiczne w sektorze chowu krolikéw jest krdliczy kaliciwirus RHDV. Wirus ten posiada
symetrie ikozaedralng i nie posiada ostonki jest zatem modelem bezostonkowych VLPs
zbudowanych z jednego biatka. Aby w petni zrozumie¢ mechanizmy tworzenia sie czgstek
wirusopodobnych kluczowa jest znajomos¢ biologii obu wiruséw.
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3.8.1. Wirus grypy typu A; pierwszy model badawczy

3.8.1.1. Biologia oraz molekularne mechanizmy zmiennosci wirusa grypy typu A

Wirusy grypy typu A nalezg do rodziny ortomyksowiruséw, ktérych genom stanowi
segmentowany jednoniciowy RNA o polarnosci ujemnej. Gtéwnym rezerwuarem wirusa grypy jest
dzikie ptactwo wodne i wodno-btotne nalezgce do przedstawicieli rzedéw Charadriformes oraz
Anseriformes (78) (79) (80). Mozliwos¢ rozprzestrzeniania sie wiruséw grypy poprzez wedrowki
ptakdw powoduje, ze wirus ten jest jednym z najgrozniejszych czynnikdw chorobotwérczych. Jako
przyktad mozna wymieni¢ nowy szczep wirusa grypy typu A H5N8 wyizolowany na terenie Chin,
ktory krazyt wérdd ptactwa hodowlanego na terenie Niemiec, Holandii oraz USA w 2014 (81), by w
nastepstwie powstat nowy szczep H5N2, ktory wystepuje obecnie na terenie USA (82). Postep
cywilizacyjny oraz intensyfikacja badan doprowadzity w ostatnich latach do wyizolowania szczepdéw
wirusa grypy od nietoperzy. (83). Olbrzymie zréznicowanie wiruséw grypy typu A ma zwigzek
z roznorodnoscia dwoch gtownych glikoprotein  powierzchniowych: hemaglutyniny (HA)
i neuraminidazy (NA), ktére tworzg rézne podtypy wirusa np. HIN1, H3N3. Jak do tej pory, opisano
18 podtypow hemaglutyniny oraz 11 podtypdéw neuraminidazy (84) (85) (83) (Rys. 8.). Nalezy
zwréci¢ uwage, iz podtypy H17 oraz H18 zostaty opisane tylko u nietoperzy, podczas gdy od
dzikiego ptactwa wyizolowano wszystkie 16 hemaglutynin oraz 9 typéw neuraminidaz (83).
Dominujacy charakter w populacji ptakéw majg obecnie podtypy H9, H5, H7, H10, co ma
bezposrednie przetozenie na sytuacje epidemiologiczng na catym swiecie. Na dzied 24 czerwca
2019 r. odnotowano co najmniej 861 przypadkéw zakazen ptasim wirusem H5N1 u ludzi na catym
Swiecie (aktualne dane WHO). Szczepy wirusa ptasiej grypy (ang. avian influenza virus, AlV) typu
H5N1 uwazane byly za bardzo grozne wirusy, ktére mogty da¢ poczatek pandemii. Ostatnie badania
epidemiologiczne sugeruja, ze szczepy typu H9 charakteryzujg sie wyzszg zakaznoscig dla ludzi niz
inne AIV. W konsekwencji moze to powodowac przejSciowe infekcje u ludzi oraz doprowadzi¢ do
adaptacji tego odzwierzecego szczepu w populacji ludzkiej. Niepokojgcy jest réwniez fakt, ze wiele
nowych podtypdw, takich jak H7N9, H6N1, H1IONS8, H5N6 i H7N4 przekroczyto bariere gatunkowg
(86).

Jednym z gtéwnych problemdéw ogdlnoswiatowe] gospodarki sg epidemie ptactwa
hodowlanego wywotane przez wirusy ptasiej grypy. Tempo ewolucji oraz proces selektywnej
adaptacji jest nieporéwnywalnie wyzszy w przypadku infekcji ptactwa hodowlanego, co w efekcie
zwieksza prawdopodobienstwo powstania wysokopatogennych szczepdéw, ktédre mogg daé
poczatek nowym epidemiom wsréd ludzi (87) (88) (86). W zaleznosci od objawéw chorobowych
oraz wspotczynnika $miertelnosci mozemy wyrdznic trzy charakterystyczne wzory patogennosci
wirusa ptasiej grypy: niski — LPAI (ang. low pathogenic avian influenza), sredni - MPAI (ang. mildly
pathogenic avian influenza) oraz wysoki-HPAI (ang. high pathogenic avian influenza). W przypadku
tego ostatniego dochodzi¢ moze do zakazenia systemowego, a $miertelno$¢ moze wynosi¢ nawet
do 100%. Nalezy rowniez dodac¢, ze tylko podtypy H5 i H7 charakteryzujg sie fenotypem HPAI (89).

Wirus grypy wykorzystuje kwas sialowy dla przytaczenia sie do powierzchni komadrek
gospodarza, umozliwiajgc tym samym wnikniecie do wnetrza komarki (90). Wirusy ludzkiej grypy
preferencyjnie wigzg kwas sialowy potgczony z galaktozg wigzaniem a 2,6, podczas gdy szczepy
ptasiej grypy w wiekszosci przypadkow wigzg kwas sialowy potgczony z galaktozg wigzaniem a 2,3,
bedacy gtdwnym receptorem na powierzchni komaérek u ptakéw. Rdznice te majg ogromny wptyw
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na przekroczenie bariery gatunkowej przez wirusy grypy. Z badan wynika, iz u ludzi anatomiczna
dystrybucja wyzej opisanych receptoréw w poszczegdlnych czesciach nabtonka wysciefajgcego
drogi oddechowe wykazuje dominujgce rozmieszczenie receptorow typu SA o2,6Gal na
powierzchni komérek nabtonkowych btony nosowej, zatok przynosowych, gardta, tchawicy,
oskrzeli i w oskrzelikach koncowych. Receptory SA a2,3Gal wystepujg jedynie sporadycznie w
obrebie gornych partii uktadu oddechowego, ich obecnos¢ potwierdzono w miejscu potgczenia
oskrzeli i ptuc oraz na pneumocytach typu Il pecherzykéw ptucnych, czyli w dolnych partiach uktadu
oddechowego (91). Niektdre zwierzeta, jak np. Swinie, uwazane sg od wielu lat jako wazne Zrédto
nowych podtypéw wiruséw grypy, ktére mogg daé poczatek potencjalnie pandemicznym
szczepom, czego przykladem jest pandemia HIN1 z 2009 roku. Swinie posiadaja na powierzchni
komorek receptory, z ktédrymi wiazg sie liczne podtypy wiruséw grypy ptakow i ssakow (zaréwno
SA a2,3Gal, jak i SA a2,6Gal), co stwarza sprzyjajgce warunki do ko-infekcji i mieszania sie
poszczegdlnych segmentdw wirusowego RNA (VRNA). W ten sposdb generujg sie nowe podtypy
wirusowe, okreslane mianem reasortantéw (92) (93).

Panujgca na swiecie sytuacja epidemiologiczna zwigzana z ewolucjg wirusa grypy typu A
budzi strach przed kolejng pandemig. Wprowadzenie nowego podtypu wirusa grypy do ludzkiej
populacji zostato odnotowane wielokrotnie w ciggu ostatnich 20 lat (dane WHO). Przekroczenie
bariery gatunkowej wirusa ptasiej grypy nie doprowadzito jednak do powstania szczepu ptasiego
zaadoptowanego do nowego gospodarza jakim jest cztowiek. Dane epidemiologiczne oraz
szczegbtowe analizy filogenetyczne potwierdzajg jednak ewolucje tych groznych patogendéw w
kierunku akumulacji zmian majacych na celu adaptacje tego odzwierzecego czynnika
etiologicznego do nowych gospodarzy, w tym cztowieka.

Molekularne mechanizmy zmiennosci wirusa grypy wydajg sie zaleze¢ od trzech
mechanizméw: akumulacji mutacji adaptacyjnych, skoku antygenowego (reasortacja) oraz
rekombinacji (78) (94). Mutacje punktowe oraz ich kumulacja prowadzi do stopniowych zmian
w immunogennosci biatek wirusowych (78) (95). Ta zmiana wtasnosci antygenowych biatek nosi
nazwe przesuniecia antygenowego lub dryfu antygenowego i zwykle nie powoduje wielkich
epidemii, a tylko ograniczone zachorowania. Najwieksza presja uktadu immunologicznego
skierowana jest na biatka zewnetrzne, czyli HA i NA, i tutaj tez obserwuje sie najwieksze zmiany
sekwencji aminokwaséw wynikajace z dryfu antygenowego (96). Drastyczny wptyw na genom
wirusa ma proces wymiany segmentéw pomiedzy réznymi szczepami grypy przy zakazeniach
mieszanych nazwane zjawiskiem reasortacji czyli skoku antygenowego. Te nagte zmiany moga
powodowac przewage selekcyjng nad wirusami rodzicielskimi, a nastepnie by¢ przyczyng epidemii
lub nawet pandemii. Reasortacji ulegajg wszystkie segmenty wirusowego materiatu genetycznego,
ale szczegdlna role odgrywa wymieszanie segmentdw kodujacych glikoproteiny powierzchniowe
HA i NA. Wydaje sie, iz takie biatka jak nukleoproteina czy podjednostki polimerazy (PB1, PB2, PA)
odgrywajg znaczacg role w patogennosci (97) i dopiero wymiana kilku segmentéw catkowicie
zmienia wirusa i czyni go szczegdlnie niebezpiecznym (98)(99). Poprzez reasortacje wiruséw ptasich
i ludzkich w organizmach swin oraz na drodze ich pdzniejszej adaptacji, zostaty wprowadzone do
populacji ludzkiej wirusy H2N2 (1953 rok pandemia "grypa azjatycka") oraz H3N2 (1968 rok
pandemia "grypa Hong-Kong"). Do niedawna wydawato sie, ze udziat swin w generowaniu
pandemicznych odmian wirusdw grypy typu A jest warunkiem koniecznym. Obecnie wydaje sie,
ze mozliwa jest bezposrednia transmisja wiruséow ptasich na cztowieka bez udziatu gospodarza
posredniego; poprzez szybkie gromadzenie mutacji adaptacyjnych (100).
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Rysunek 8. Schematyczna prezentacja wystepowania serotypow hemaglutyniny wirusa grypy przenoszonego przez
dzikie ptactwo. Kolor niebieski: niskopatogenne szczepy wirusa grypy — LPAIV (ang. low pathogenic avian influenza);
serotypy hemaglutyniny (HA) H1-H16 sq obecne u dzikiego ptactwa wodnego (lewy panel) i drobiu domowego (srodkowy
panel). Kolor ciemno pomararczowy - wysocepatogenne szczepy wirusa ptasiej grypy — HPAIV (ang. highly pathogenic
avian influenza) infekujqce ptactwo z rzedu Anseriformes i Galliformes. Naturalne HPAIV (prawy panel) stwierdzono
glownie u kurowatych ptakéw domowych, ze wzgledu na bardzo szybkie tempo ewolucji zwigzane z epidemiami w sektorze
chowu drobiu; szczepy HPAIV pochodzq z prekursorow o niskiej patogennosci LPAIV i sq ograniczone do serotypow
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hemaglutyniny (HA) H5 i H7. Kolor granatowy: serotypy hemaglutyniny (HA) naturalnie wystepujqce u ludzi H1-H3 w
podtypach HIN1, H3N2 oraz H2N2. Kolor fioletowy: serotypy hemaglutyniny (HA) H3, H5, H7, H9, H10, H11; wykryte
zakazenia odzwierzece u ludzi szczepami A1V (dane na dzien 08.02.2023; WHO),; Kolor czarny: serotypy hemaglutyniny
(HA) naturalnie wystepujqce u nietoperzy H17 i H18.

3.8.1.2. Morfologia i organizacja genomu wirusa grypy typu A

Wirusy grypy typu A charakteryzujg sie zréznicowang morfologia (pleomorficzng, sferyczng
lub filamentarng), co w znacznym stopniu zwigzane jest z obecnoscig ostonki lipidowej w wirionie
pochodzgcej od gospodarza. Ostonka lipidowa wirusa swoim specyficznym sktadem chemicznym
odpowiada rejonom tratw lipidowych znajdujgcych sie w btonie komdrkowej gospodarza (101).
Przyjmuje sie, iz gtdwnymi czynnikami decydujgcymi o morfologii wirionu s3: zmiennos$é
genetyczna biatka M1 i stan polaryzacji komérek nabtonka uktadu oddechowego (102) (103).
Na powierzchni czgstki wirusowej znajdujg sie dwie gtéwne glikoproteiny powierzchniowe
hemaglutynina oraz neuraminidaza w stosunku ilosciowym ok. 5:1, w matej ilosci wystepuje
rowniez biatko M2 tworzace kanaty jonowe i warunkujgce infekcyjnosc czgstek wirusa grypy.

M2

M1

materiat
genetyczny
ssRNA

NP

Rysunek 9. Model budowy czgsteczki wirusa grypy typu A. Schematyczny diagram prezentujgcy budowe czgsteczki wirusa
grypy A przedstawiajgcy powierzchniowe glikoproteiny HA i NA, biatko M2, bialko tworzgce wewnetrzng ostonke M.
Wewngtrz czgsteczki wirusowej upakowane jest 8 segmentow wirusowego RNA (VRNA) zwiqzanych z biatkiem NP i
heterotrimeryczng polimerazq wirusowq tworzgc osiem kompleksow rybonukleoproteinowych (ang. ribonucleoprotein
complex, RNP). Kazdy kompleks RNP skiada si¢ z jednego segmentu RNA o polarnosci ujemnej zwigzanego z biatkiem NP
oraz biatkami PB1, PB2 i PA, ktore tworzq multimeryczng polimerazg RNA zalezng od RNA.
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Wewnetrzna strona czastki wirusowej wyscielona jest biatkiem M1, ktdére oddziatuje
zaréwno z domenami cytoplazmatycznymi hemaglutyniny, jak i neuraminidazy a dodatkowo ma
za zadanie kotwiczy¢ czagstki wirusowych rybonukleoprotein (104) (101). Budowa wirionu wirusa
grypy typu A przedstawiona jest na powyzszym rysunku (Rys. 9.).

Genom wiruséw grypy typu A skfada sie z 8 segmentéw kwasu rybonukleinowego
o ujemnej polarnosci, ktére tacznie majg dtugos¢ ok 14 000 nt (105) (106) (107). Kazda czasteczka
wirusowego RNA (VRNA) skfada sie z odcinka kodujgcego oraz 5’ i 3’ odcinkdw niekodujacych UTR
(ang. untranslated region), w obrebie ktérych mozna wyrdzni¢ ok. 7 nt odcinki konserwowane dla
wszystkich segmentdw vRNA wszystkich podtypdw wirusa grypy typu A. Obecnos$é sekwencji UTR
umozliwia powstanie drugorzedowej struktury RNA, ktéra warunkuje w kolejnych etapach:
powstanie komplekséw wirusowych podjednostek polimerazy przytgczonych nastepnie do
niekodujacych rejondw, inicjacje procesow replikacji i transkrypcji oraz poprawng morfogeneze,
(obecnos¢ tzw. sygnatdw pakujgcych warunkujgcych umieszczenie wszystkich 8 segmentéw
w potomnej czgsteczce wirusowej) (108) (109). Wirusowe czgstki RNA wystepujg w postaci
kompleksu rybonukleoproteinowego RNP (ang. ribonucleoprotein) zaréwno w czgstce wirusowej,
jak i w zakazonej komdrce gospodarza. Kazda czgsteczka RNP sktada sie z wirusowego RNA
zwigzanego przez silnie zasadowe biatko nukleoproteine, oraz z heterotrimerycznego kompleksu
RNA-zaleznej polimerazy RNA (PB1, PB2, PA). Zaréwno proces transkrypcji, jak i proces replikacji
wirusowego RNA zachodzi w jadrze komérki gospodarza (110) (105).

Replikacja wirusowego materiatu genetycznego jest niezalezng od startera syntezg
komplementarnego produktu przejsciowego (c-ssRNA+), ktéry nastepnie stuzy jako matryca do
syntezy potomnego materiatu genetycznego (v-ssRNA-). Ze wzgledu na obecnos$¢ w/w rejonéw
UTR, w sposbéb spontaniczny dochodzi do powstania RNP zawierajgcych zaréwno wirusowy,
jak i komplementarny przejsciowy RNA. Wedtug przyjetego ostatnio modelu replikacji, czynnikiem
decydujagcym o procesie powielania materiatu genetycznego jest dostepno$¢ biatka NP,
co oznacza opodznienie procesu replikacji do fazy pdinej zakazenia komérki wzgledem procesu
transkrypcji, ktéry odbywa sie jako pierwszy, w celu produkcji odpowiedniej ilosci biatek
wirusowych. W wyniku transkrypcji wirusowego RNA dochodzi do powstania na 5’ koncu
charakterystycznej struktury czapeczki, a nastepnie do poliadenylacji korica 3’ nowo powstatego
wirusowego mRNA. Powstate v-mRNA jest nastepnie transportowane z jgdra do cytoplazmy, gdzie
ulega translacji (111) (112).

3.8.1.3. Cykl replikacyjny wirusa grypy typu A

Wirusy grypy przenoszg sie drogg kropelkowa, co oznacza, ze to wiasnie
w goérnych drogach oddechowych rozpoczyna sie cykl replikacyjny tego patogenu. Mucyny
stanowig komponent surfaktantu nabtonka uktadu oddechowego. Zawierajg one bardzo duzo reszt
sialowych na swojej powierzchni, stanowigc tym samym , kotwice” dla wirusa grypy na pierwszym
etapie zakazenia (113). Jedng z podstawowych funkcji gtéwnego biatka neuraminidazy (NA) jest
zapobieganie sekwestracji czastek wirusowych na powierzchni mucyn, a tym samym ograniczanie
usuwania wirusa grypy wraz z wydzieling oddechowg juz na poczatku infekcji (36) (114). Pierwszy
etap cyklu replikacyjnego wirusa grypy to zwigzanie receptora na powierzchni komérki, w ktérym
kluczowa role odgrywa hemaglutynina oraz neuraminidaza. Przyjety obecnie model zaktada,
iz wirus grypy wigze sie z receptorem na powierzchni komorki gospodarza w obrebie rejonow
endocytotycznych (ang. endocytic sites) (115). Proces endocytozy w przypadku wironéw
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o morfologii sferycznej i pleomorficznej jest mechanizmem zaleznym od klatryny lub kaweoliny
(116). W kolejnych etapach uformowany endosom dojrzewa przechodzac przez wszystkie etapy
(ang. ,early endosom, late endosom, very late endosom”), ktére warunkujg uwolnienie
wirusowego materiatu genetycznego do jgdra komoérki gospodarza. Etapy dojrzewania endosomu
polegajg na statym spadku pH w jego wnetrzu co prowadzi do:

e zmiany konformacji biatka hemaglutyniny i ekspozycji peptydéw fuzyjnych, ktére
w konsekwencji odpowiadajg za fuzje btony endosomu z ostonkg wirusowsg;

e aktywacji biatka M2, ktére w formie homotetrameru tworzy wysoce selektywny
kanat jonowy odpowiadajacy za obnizenie pH wewnatrz wirionu;

e niskie pH endosomu oraz wewnatrz czgsteczki wirusowej odpowiada nastepnie za
powolng dysocjacje oligomerdw biatka M1 od powierzchni ostonki wirusowej oraz
biatka M1 zwigzanego z vVRNP;

e w wyniku fuzji blon endosomu z ostonka wirusowg nastepuje uwolnienie vVRNP do
cytoplazmy, skad prawdopodobnie jako jeden duzy kompleks, transportowany jest
do jadra komérkowego; jest to transport zalezny od sekwencji sygnatowej NLS
(ang. nuclear localization signal) znajdujacej sie w obrebie nukleoproteiny.

W jadrze komérkowym wirusowe rybonukleoproteiny wigzg sie ze strukturami chromatyny
poprzez oddziatywania biatka NP z histonami nukleosoméw. Kolejne etapy cyklu polegajg na
procesie transkrypcji oraz replikacji, a powstajacy wirusowy mRNA transportowany jest do
cytoplazmy, gdzie rozpoczyna sie proces translacji. Wirusowe biatka takie jak M1, NP, NEP, NS1,
PB1, PB2 oraz PA ulegajg translokacji do jadra, aby nastepnie formowaé potomne wirusowe
kompleksy rybonukleoproteinowe. Eksport dojrzatych vRNP do cytoplazmy odbywa sie z udziatem
biatka NEP, ktére zawiera sekwencje sygnatowg NES (ang. nuclear export signal) i oddziatuje
z kompleksem M1-vRNP (116). Istotna jest rola biatka M1, ktére poprzez oddziatywanie
z kompleksem wirusowej RNA-zaleznej polimerazy RNA wptywa na oddysocjowanie komplekséw
VRNP od struktur chromatyny, a dodatkowo hamuje proces transkrypcji na bardzo pdinym
poziomie infekcji komérki gospodarza (111) (112) (105).

Wirusowe biatka strukturalne takie jak HA, NA czy M2 sg biatkami syntetyzowanymi
w rybosomach przylegajagcych do szorstkiej siateczki endoplazmatycznej rER (ang. rough
endoplasmic reticulum) i juz podczas syntezy kierowane sg do $wiatta rER. Biatka te przechodzg
nastepnie przez wszystkie struktury aparatu Golgiego (ang. Golgi network; cis, mid, trans), gdzie
ulegajg réznym modyfikacjom potranslacyjnym (Rys. 9.). W $wietle struktur aparatu Golgiego typu
trans hemaglutynina ulega aktywacji proteolitycznej poprzez ciecie poliargininowej sekwencji
(,ERRRKKR”) przez proteazy z rodziny subtylizyn w przypadku szczepéw HPAI lub ciecie
proteoilityczne z udziatem innych komaorkowych proteaz w przypadku pozostatych podtypdéw (117).
Istotne jest, ze przed przedwczesng aktywacjg zwigzang ze zmiang konformacji biatka
hemaglutyniny, zapobiega aktywne w TGN (ang. trans Golgi network) biatko M2. Istotne jest
rowniez, iz sekwencje odpowiedzialne za kierowanie dwdch glikoprotein NA i HA do czesci apikalnej
spolaryzowanych komodrek gospodarza znajdujg sie w obrebie domen cytoplazmatycznej
i transbtonowej tych bialek. Transport HA i NA do mikro-domen tratw lipidowych wyzej opisanych
rejonow odbywa sie za pomocg pecherzykdw egzocytotycznych odpgczkowujgcych od TGN (118).
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Rysunek 10. Cykl replikacyjny wirusa grypy typu A. Schematyczny model cyklu replikacyjnego wirusa grypy prezentujgcy
etap: wigzania receptora na powierzchni komorki gospodarza; zmiany konformacyjne w obrebie hemaglutyniny oraz fuzje
blon endosomu z czgsteczkq wirusowq; uwolnienie RNP oraz transport materiatu genetycznego wirusa grypy do jgdra
komdrkowego; proces replikacji wirusowego RNA; proces transkrypcji wirusowego mRNA; proces translacji w
cytoplazmie oraz odpgczkowywania potomnych czgstek wirusowych. P — heterotrimeryczna polimeraza RNA wirusa
grypy; PB1, PB2, PA — podjednostki wirusowej polimerazy; NP. — biatko wigzgce wirusowe RNA (VRNA); ssRNA —
Jednoniciowe RNA wirusa grypy o polarnosci ujemnej; RNP- kompleks rybonukleoproteiny; HA — hemaglutynina, gléwna
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powierzchniowa glikoproteina wirus grypy; NA — neuraminidaza, glikoproteina wirusowa; M2 — biatko tworzqce kanat
jonowy; M1 — biatko tworzgce wewnetrzng ostonke wirusowq tWz. rdzen; H+ - kwasne srodowisko wewngtrz endosomu;
CPSF — czynnik odpowiadajgcy za modyfikacje mRNA (ang. cleavage and polyadenylation specificity factor);
NS1 — niestrukturalne biatko wirusa grypy (ang. nonstructural protein 1), NS2- niestrukturalne biatko wirusa grypy (ang.
nonstructural protein 2) zwane rowniez NEP (ang. nuclear export protein) posredniczy w jgdrowym eksporcie
genomowych RNA w formie rybonukleoprotein.

Glikoproteiny HA i NA rozpoznawane sg i wigzane przez biatko M1 bedgce w kompleksie
z wirusowymi RNP. Takie heteromultimeryczne kompleksy sg nastepnie dostarczane do
zewnetrznej btony komérkowej w odpowiednie rejony bogate w cholesterol i sfingolipidy w formie
jednej struktury. Multimeryczny charakter biatka M1 odpowiada za proces odpgczkowywania
nowopowstatych czastek wirusowych. Nie wiadomo jak dochodzi do selektywnego pakowania
potomnych segmentéw VRNA do wnetrza wirionu, prawdopodobnie kluczowg role odgrywaja
rejony UTR, a wszystkie 8 segmentdw tworzy superkompleks, ktory nastepnie transportowany jest
do btony komadrkowej (110). Tak powstate potomne czgsteczki wirusa grypy s3 zdolne do dalszych
infekcji.

3.8.1.4. Gtowne strukturalne biatka wirusowe

3.8.1.4.1. Hemaglutynina

Gtéwnym biatkiem powierzchniowym wirusa grypy typu A jest hemaglutynina (HA),
ktora stanowi 80% wszystkich biatek powierzchniowych. Glikoproteina ta, nalezaca do biatek
transbtonowych typu |, wystepuje w postaci homotrimeru (Rys. 11.) i warunkuje infekcyjnosc¢
wirusa poprzez petnienie wielu funkcji na wczesnych etapach infekcji. HA determinuje tropizm
tkankowy poprzez wigzanie do odpowiedniego receptora na powierzchni komérki, odpowiada wiec
za specyficznos¢ gatunkowa. W kolejnym etapie cyklu replikacyjnego HA warunkuje fuzje bton
otoczki wirusowej z btong komdrkowa gospodarza, a poprzez oddziatywania swojag domeng
cytoplazmatyczng z kompleksem M1-vRNA w sposéb posredni moze wptywaé na proces
odpaczkowywania wiriondw (119). HA jako monomer ma ok 60 kDa i sktada sie z dwdch
podjednostek: HA1l oraz HA2, przy czym na N-terminalnym korfcu znajduje sie sekwencja
sygnatowa, natomiast na C-terminalnym konicu domena transbtonowa (TMD) oraz ,ogon”
cytoplazmatyczny (CT). Hemaglutynina przechodzi zmiany konformacyjne, polegajace na cieciu
proteolitycznym formy prekursorowej HAO do dwdch podjednostek HAL oraz HA2, ktére pofaczone
sg mostkiem dwusiarczkowym. W strukturze przestrzennej homotrimeru mozna wyrdznic rejon
tzw. gtéwki oraz rejon ndzki (120) (Rys. 11.). W obrebie gtéwki znajdujg sie gtéwne determinanty
antygenowe, ktére otaczaja miejsce wigzania receptora, podczas gdy w obrebie ndzki mozemy
wyroznic: (i) charakterystyczny rejon alfa helisy, ktory poprzez wzajemne oddziatywania stabilizuje
strukture trimeryczng oraz (ii) peptyd fuzyjny, odgrywajacy kluczowa role na etapie fuzji ostonki
wirusowej oraz btony komdrkowej gospodarza (121).

Hemaglutynina podlega réznym modyfikacjom potranslacyjnym, z ktérych glikozylacja
wydaje sie by¢ najistotniejsza. W zaleznosci od typu HA mozemy wyrdznic¢ wiele miejsc glikozylacji
w obrebie monomeru (51). Wydaje sie, iz reszty cukrowe w obrebie rejonu ndzki
sg bardziej konserwowane niz te w obrebie gtéwki, co moze mie¢ bezposrednie przetozenie
na modulowanie powinowactwa do receptora oraz, poprzez maskowanie determinant
antygenowych, umozliwia unikanie odpowiedzi immunologicznej (Rys. 11.). Kluczowym, obok
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glikozylacji, wydaje sie by¢ proces palmitylacji w obrebie domeny cytoplazmatycznej
i transbtonowej, ktory wptywa na oddziatywania z rejonami tratw lipidowych (118).
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Rysunek 11. Charakterystyka gtéwnej glikoproteiny HA wirusa grypy typu A. a) Prawy gorny panel pokazuje drzewo
filogenetyczne HA, z podziatem na grupe 1 (w kolorze niebieskim) i grupe 2 (w kolorze zielonym). Serotypy HA, ktore
zostaly potwierdzone u ludzi, zaznaczone sq w ramkach. Zapozyczono z Bullard, B.L.; Weaver, E.A. Strategies Targeting
Hemagglutinin as a Universal Influenza Vaccine. Vaccines 2021, 9, 257. https://doi.org/10.3390/vaccines9030257; b)
Model czgsteczki wirusa grypy z niebieskq glikoproteing HA w formie homotrimeru; c¢) Liniowy schemat biatka
hemaglutyniny z zaznaczonymi podjednostkami HAL i HA2 oraz peptydem fuzyjnym — PF, rejonem transbtonowym (TMD,
ang. transmembrane domain) i ogonkiem cytoplazmatycznym CT (ang. cytoplasmatic tail); d) Struktura hemaglutyniny w
formie monomeru oraz trimeru z opisem rejonu glowki HAI i nézki HA2 hemaglutyniny. Struktura wygenerowana w
programie PayMol na podstawie PDB: 6PDX; e) Struktura hemaglutyniny w formie monomeru prezentujgca wyraznie
rejon zmiennej glowy oraz nozki. Struktura wygenerowana w programie PayMol na podstawie PDB: 6PDX;.f) Struktura
trimeru HA w formie plaskiej powierzchni z zaznaczonymi miejscami glikozylacji oraz determinantami antygenowymi.
Rysunek zapozyczono z (122).
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Hemaglutynina bedac gtéwna glikoproteing powierzchniowg stanowi najwazniejszy cel
wiekszosci szczepionek, co z kolei wptywa na dominujgcy, zalezng od HA odpowiedz
immunologiczng zaréwno w przypadku infekcji, jak i szczepienia (104). Przeciwciata skierowane
przeciwko gtéwce hemaglutyniny sg zdolne do neutralizacji wirusa. Jak dotad opisano 5 gtéwnych
determinant antygenowych w obrebie gtéwki HA (123) (124) (Rys. 11c).

Intensyfikacja badan zwigzanych z odpowiedziag immunologiczng na pandemiczny szczep
HIN1 umozliwita wyizolowanie nowej klasy przeciwciat uniwersalnych przeciwciat
neutralizujgcych, ktore wigzg sie do rejonu ndzki HA (125) (126). To rewolucyjne odkrycie
zaowocowato wieloma badaniami, ktére potwierdzity obecnos¢ determinant antygenowych
w rejonie podjednostki HA2 tworzacej nézke podtypu H1l. Na podstawie poréwnania o wiele
bardziej konserwowanego rejonu tworzgcego ndzike, zaproponowano podziat filogenetyczny
w obrebie HA na dwie grupy: pierwsza do ktdrej nalezg H1, H2, H5, H6, H8, H9, H11, H12, H13, H16,
H17 oraz druga: H3, H4, H7, H10, H14, H15 (125) (127) (Rys. 11.).

3.8.1.4.2. Neuraminidaza

Neuraminidaza (NA) jest drugg gtéwna glikoproteing powierzchniowa wirusa grypy typu A.
Biatko to nalezgce do Il klasy biatek transbtonowych posiada funkcje egzosialidazy, katalizujacej
proces odciecia kwasu sialowego zwigzanego przez HA. Monomer neuraminidazy sktada sie z N-
terminalnej domeny cytoplazmatycznej, rejonu transbtonowego oraz duzej ektodomeny C-
terminalnej eksponowanej na zewnatrz czastki wirusowej (128) (127). Biatko to funkcjonuje jako
homotetramer, petnigc kilka istotnych funkcji:

e odcina zwigzane przez  hemaglutynine  reszty  kwasy  sialowego
w nieodpowiednich miejscach komorki na etapie pierwszych etapéw infekcji;
e warunkuje przemieszczanie sie czastki wirusowej w docelowe miejsca
w uktadzie oddechowym;
e zapobiega agregacji nowo powstajgcych czgstek wirusowych na powierzchni
komoérki gospodarza.
Struktura neuraminidazy, podobnie jak w przypadku hemaglutyniny, wykazuje obecnos$¢ gtowki,
w ktorej zlokalizowane jest miejsce katalityczne, oraz bardzo kroétkiej nézki (129) (130) (128).
Neuraminidaza, ktéra nie charakteryzuje sie tak szybkim tempem ewolucji zostata podzielona na
dwie grupy filogenetyczne, do pierwszej zaliczamy N1, N4, N5 oraz N8, druga zas zawiera podtypy:
N2, N3, N6, N7, i N9 (127) (122) (Rys. 12.).
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Rysunek 12. Charakterystyka neuraminidazy wirusa grypy typu A. a) Prawy gdrny panel pokazuje drzewo filogenetyczne
NA, z podziatem na grupe 1 (w kolorze zielonym) i grupe 2 (w kolorze z6ttym). b) Model czgsteczki wirusa grypy z zottq
glikoproteing NA w formie homotetrameru; c) Liniowy schemat biatka neuraminidazy z zaznaczonymi podjednostkami NA1
i NA2 oraz rejonem transbfonowym (TMD, ang. transmembrane domain) i ogonkiem cytoplazmatycznym CT (ang.
cytoplasmatic tail); d) Struktura neuraminidazy w formie tetrameru z opisem rejonu gtowki NA1 i nézki NA2. Rysunek
zapozyczony z Mc Auley i wsp.2019. e) Struktura NA w formie tetrameru z zaznaczonymi miejscami glikozylacji oraz
determinantami antygenowymi; f) Struktura gtowki homotetrameru wygenerowana w programie PayMol na podstawie
PDB: 3TIC;

3.8.1.4.3. Biatko rdzenia M1

Biatko M1 kodowane przez 7 segment wirusowego materiatu genetycznego wystepuje
w najwiekszej ilosci w wirionie, od 1100 do 3000 kopi, w zaleznosci od ksztattu wirusa. Biatko to
przyjmuje lekko wydtuzong forme, a swoim wezszym koricem oddziatuje z btong komdrkowa
tworzac warstwe ztozong z potfaczonych dimerdw. Interakcje towarzyszgce formowaniu dimeru
umozliwiajg dalszg oligomeryzacje M1 oraz prowadzg do powstania kompletnej otoczki biatkowej
wirionu. Biatko M1 sktada sie zdomeny N- i C- terminalnej oraz tgcznika z konserwowanym rejonem
CCHH, ktéry prawdopodobnie tworzy strukture palca cynkowego, a dodatkowo ulega cieciu
proteolitycznemu w rejonie Glu164 - Met 165 (131) (Rys. 13.). Gtéwne biatko rdzenia (M1) petni
funkcje: (132) (133)
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e t3czy sie z ogonami cytoplazmatycznymi biatek btonowych HA, NA i M2, uczestniczac
zarazem w procesie paczkowania potomnych czasteczek wirusowych;

e wraz z biatkiem NS1/NEP bierze czynny udziat w transporcie RNP z jgdra komdrkowego
(134);

e poprzez oddziatywania z wirusowymi biatkami tgczy caty kompleks RNP z btong komérkowa
kontrolujgc upakowanie wirionu;

e jako gtéwne biatko strukturalne nadaje ksztatt potomnym czgstkom wirusowym.

Rysunek 13. Struktura i organizacja biatka M1 wirusa grypy typu A. @) Rozmieszczenie biatka M1 w VLPs grypy typu A
szezepu HK68 zawierajqcych biatka HA — NA — M1 — M2, wizualizowane przez umieszczenie struktury monomeru M1 w
Orientacjach i pozycjach okreslonych przez usrednienie subtomogramu. Pokazane sq trzy rownolegte pasma, z ktorych
kazdy ma inny kolor. Niektore monomery zostaly usunigte, aby odstoni¢ wnetrze wiokna. b, Struktura trzech sqsiednich
monomerow biatka M1 w nici okreslona przez usrednianie subtomogramu (szara powierzchnia), wyposazona w strukture
krystaliczng M1 NTD (kod PDB 1EA313) i model struktury drugorzedowej dla M1 CTD. Szara linia wskazuje potozenie
membrany. ¢, Model pojedynczego monomeru M1. Wskazano numery helisy (H). Dodatnio natadowane reszty, ktore
powodujg interakcje blonowe, sq pokazane na zielono (reszty 7678 w H5, 101 i 104 w H6 oraz 134 w H8). Reszty na
styku miedzyniciowym, ktérych mutacja zmienia morfologie wirionu, sq pokazane w kolorze magenta (reszta 41 w H3 i
reszty 951 102 w H6). Rysunek zapozyczony z Peukes et all, 2020.(131)
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3.8.2. Wirus goraczki krwotocznej krélikow; drugi model badawczy

Drugim modelem badawczym zaprezentowanym w tej pracy byt maty bezostonkowy
kaliciwirus — wirus goraczki krwotocznej krélikdw, ktory jest czynnikiem zakaznym wywotujgcym
jedna z najgrozniejszych epidemii wsrdd krélikdéw. W ciggu ostatnich 20 lat odnotowano wiele
ognisk choroby na terytorium Polski tego niegdys niepatogennego czynnika zakaznego zwierzat.
We wspodtpracy z dr hab. A. Fitznerem z Pafdstwowego Instytutu Badawczego, Zaktadu Pryszczycy
w Zdunskiej Woli (PIWet-PIB ZPr) podjeto préby charakterystyki krajowych izolatéw oraz
opracowania metod zapobiegania i monitorowania choroby wywotywanej przez ten czynnik
etiologiczny.

3.8.2.1. Taksonomia

Wirus choroby krwotocznej krélikdw, poczatkowo zaliczany do rodziny pikornawiruséw
(135), parwowiruséw (136) czy parwo-podobnych wiruséw (137), w 1990 roku zostat
zaklasyfikowany do rodziny Caliciviridae. Miedzynarodowy komitet taksonomii wiruséw (ICTV—
,International Committee on Taxonomy of Viruses”), w wyniku analizy filogenetycznej sekwencji
genu kodujacej gtéwne biatko strukturalne, wyodrebnit cztery rodzaje w obrebie kaliciwiruséw:
Lagovirus, Vesivirus, Norovirus, Sapovirus. Obecnie zaproponowano powiekszenie tej rodziny o
kolejne rodzaje: Nabovirus, Becovirus (138), Recovirus (139) oraz Valovirus (140).

3.8.2.2. Biologia RHDV

Pomér krolikow jest bardzo zakazng i Smiertelng wirusowa chorobg krélikéw
z gatunku Oryctolagus cuniculus. Krwotoczna choroba krélikébw moze mie¢ przebieg ostry
lub nadostry z objawami ogdélnoustrojowej skazy krwotocznej. Wirus w przeciggu 24 - 72 godzin od
zakazenia moze wywota¢ $mieré zwierzat (141). Brak mozliwosci namnazania wirusa RHD
w systemach hodowli komdérkowych spowodowat, iz jako jego Zrédio wykorzystuje sie narzady
wewnetrzne (watroba, $ledziona, w mniejszym stopniu nerki i grasica) zakazonych krdlikéw,
€co W znacznym stopniu uniemozliwia zbadanie zaréwno cyklu replikacyjnego, jak i niektérych
wiasciwosci oraz funkcji poszczegélnych biatek wirusowych. Opracowanie testéw diagnostycznych
oraz inaktywowanych szczepionek budzi watpliwosci natury etycznej.

Diagnostyka wirusa RHD opiera sie gtéwnie na:

e odczynie hemaglutynacji (HA), w ktdrym wykorzystuje sie zdolnos$¢ wirusa do aglutynacji
erytrocytow cztowieka grupy O;

e tescie ELISA

o mikroskopii elektronowej;

o reakcji odwrotnej transkrypcji (RT) i tancuchowej reakcji polimerazy (PCR) oraz reakcji PCR
w czasie rzeczywistym (135).
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3.8.2.3. Epidemiologia

W latach 80 ubiegtego wieku populacja krélika europejskiego zostata wyniszczona przez
nowy typ wirusa, okreslany jako wysoce Smiertelny i zakazny czynnik etiologiczny zaréwno wobec
krélikéw domowych, jak i dzikich z gatunku O. cuniculus. Po raz pierwszy opisu tego nowego
patogenu, okreslanego mianem wirusa krwotocznej choroby krélikéw dokonat Liu w 1984 roku.
Opisana epidemia miata miejsce w potudniowej prowincji Chin. Zachorowania objety populacje
importowanych z Niemiec krélikdw hodowlanych. W okresie kolejnych 12 miesiecy choroba RHD
pochtoneta ok. 140 miliondw krélikéw domowych na terenie Chin i rozprzestrzenita sie na obszarze
ponad 50 000 km?2. Geograficzne rozprzestrzenianie sie tego czynnika etiologicznego objeto
w latach 80 Koree, a nastepnie Indie. W 1986 roku po raz pierwszy opisano wystepowanie choroby
RHD (ang. rabbit haemmorhagic disease) na terenie Wtoch, skad rozprzestrzenita sie na obszar catej
Europy, a w obrebie kilku krajéw stata sie chorobg endemiczng. Na terenach Pétwyspu Iberyjskiego,
gdzie dziki krélik jest naturalnym sktadnikiem fauny, epidemie wywotane przez RHDV opisano
w 1988 roku w Hiszpanii, a w 1989 roku w Portugali. W Ameryce Potudniowej wirus ten po raz
pierwszy pojawit sie w Meksyku w 1988 roku i w tym samym czasie rozprzestrzenit sie na terytorium
potnocnej Afryki. Meksyk jest obecnie jedynym krajem Ameryki, w ktérym udato sie eradykowac
RHD. W Ameryce Pétnocnej wirus wystepuje od 2000 roku i co kilka lat powoduje epidemie wsrdd
zwierzat. Co jaki$ czas dane literaturowe opisujg wystepowanie choroby na terenach odlegtych
geograficznie, jak np. Kuba, Urugwaj czy wyspa Reunion nalezgca do archipelagu Maskarendow.
Co ciekawe, w latach 1989-1990 wirus RHD postuzyt jako czynnik eradykacji krélikdw na terenie
Australii, gdzie nadmierny przyrost populacji krélikbw powodowat bardzo duze straty
w endemicznej florze i faunie (141). Filogenetycznie zidentyfikowano cztery genotypy RHDV Gl.1,
czesto przywotywany do postaci klasycznej jedyny patogenny genotyp krgzacy od ponad 20 lat.
Rozpoznano cztery warianty w obrebie genotypu Gl.1, Gl.1a-d. Nowy genotyp Gl.2 pojawit sie we
Francji w 2010 roku i byt odpowiedzialny za masowe spadki populacji krélikéw w Europie. Genotypy
Gl.3 i Gl.4 odpowiadajg niepatogennym postaciom RHDV (135). Obecnie epidemie wywotane
wirusem gorgczki krwotocznej krélikdw wystepujg na catym sSwiecie powodujgc duze straty
ekonomiczne. Skuteczng metody zapobiegania chorobie jest odpowiednio prowadzona
immunoprofilaktyka, w ktérej zasadniczg role odgrywajg szczepienia.

3.8.2.4. Morfologia

Wirus goraczki krwotocznej kroélikdw wykazuje charakterystyczng dla kaliciwirusdw
morfologie oraz wtasciwosci fizyko-chemiczne. Ten 27 - 40nm bezostonkowy wirus posiada kapsyd
o symetrii ikozaedralnej (Rys. 14.) wewnatrz ktérego upakowany jest materiat genetyczny
w postaci: genomowego jednoniciowego kwasu rybonukleinowego o polarnosci dodatniej
(ssRNA+) oraz subgenomowego, krétszego RNA kodujgcego dodatkowe ilosci gtéwnego biatka
strukturalnego. lkozaedralny kapsyd jest dwudziestoScianem wykazujgcym, w wiekszosci
przypadkdéw, symetrie T=3. Obok symetrii T=3, wykazano obecnos¢ mniejszych lub wiekszych form
morfologicznych wirusa RHD, ktére opisano jako symetria T=1 oraz T=4. Kapsyd formowany jest
z pojedynczego biatka strukturalnego (VP60), ktdre moze tworzy¢é samoformujgce sie
wirusopodobne czasteczki (VLPs) (142) (143).
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Kapsyd o symetrii T=3 skfada sie z 90 dimerdw pojedynczego biatka strukturalnego VP60,
ktére formuje zewnetrzng i wewnetrzng powtoke potgczong ze soba rejonem zawiasowym.
Powtoki te zbudowane sg z 90 kapsomerdéw (dimery biatka VP60), ktdre tworzg charakterystyczne
32 zagtebienia (ang. calix). Powtoka zewnetrzna tworzy wypustki sterczace na zewnatrz kapsydu,
podczas gdy powtoka wewnetrzna zawiera oraz chroni wirusowy materiat genetyczny (144).

44 nm

Rysunek 14. Morfologia wirusa RHD. A) Oczyszczone i barwione negatywowo octanem uranylu czgstki wirusa RHD;
zdjecie z transmisyjnej mikroskopii elektronowej, B) schemat czqgsteczki wirusa RHD przy uzyciu metod kriomikroskopii
z rekonstrukcjqg 3D. Niebieskie sklepienia prezentujq charakterystyczne wypustki, zofte wgftebienia prezentujq
charakterystyczne wgtebienia (calix), czerwone wnetrze przedstawia wewnetrzng powfoke. Zdjecia pochodzgce z
publikacji Wang X. i wsp. 142 Atomic model of rabbit hemorrhagic disease virus by cryo-electron microscopy and
crystallography. PLoS Pathogens 9 (1)

3.8.2.5. Struktura genomu i molekularne mechanizmy zmiennosci

Genom wirusa gorgczki krwotocznej krélikdéw zbudowany jest z liniowego, jednoniciowego
RNA o polarnosci dodatniej, zakonczonego koncem poli-A  na 3 koncu
oraz kowalencyjnie zwigzanego z wirusowym biatkiem VPg na konicu 5 w pozycji Tyr-21 (145).
Obok genomowego wirusowego RNA (gRNA) o dtugosci ok.7,4 tys. zasad mozemy wyrdznic¢ rowniez
subgenomowy RNA (sgRNA) o dtugosci 2,2-2,4 tys. zasad, ktéry koduje gtdéwne biatko strukturalne
VP60 (Rys. 15.). Biatko to tworzy kapsyd i prawdopodobnie moduluje oraz reguluje proces
formowania wirionédw potomnych. Dodatkowo sgRNA koduje, nie do korca poznane, mate
strukturalne biatko VP10, ktére odgrywa role w replikacji i uwalnianiu potomnych wirionéw
z zainfekowanych komdrek gospodarza (146). W obrebie sekwencji genomowego RNA mozna
wyrézni¢ dwie ramki odczytu (ORF). Ramka odczytu ORF1 stanowi wiekszo$¢ genomu wirusowego
i koduje poliproteine o wielkosci 257 kDa. N-terminalna czes¢ pierwszej ramki odczytu zawiera
konserwowane sekwencje charakterystyczne dla rodziny pikornawiruséw, ktére kodujg 7 biatek
niestrukturalnych, wsrdd ktérych mozemy wyrdznié¢ takie biatka enzymatyczne jak: trypsyno-
podobng proteaze cysteinowg, RNA-zalezng polimeraze RNA oraz helikaze. W czesci 3’
genomowego RNA kodowane jest gtéwne biatko strukturalne VP60. Obie formy wirusowego RNA
sg w sposéb kowalencyjny zwigzane z biatkiem VPg, ktére prawdopodobnie bierze udziat w cyklu
replikacyjnym wirusa poprzez modulowanie infekcji oraz procesu translacji (147) (145). W drugiej,
mniejszej ramce odczytu ORF2, ktéra zlokalizowana jest na 3’ koncu genomowego oraz
subgenomowego kwasu rybonukleinowego kodowane jest biatko strukturalne VP10 o masie 12,5
kDa. Biatko to moze oddziatywac z genomowym RNA wptywajgc tym samym na proces replikacji,
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regulowaé produkcje biatka VP60 oraz bra¢ udziat w procesie pakowania RNA do czastek
wirusowych, a dodatkowo moze wptywaé na apoptoze zakazonych komodrek (Rys. 15.). Warto
nadmienié, iz nie do korica poznano mechanizm, ktéry reguluje ekspresje gtdwnego komponentu
kapsydu wirusa RHD.

genomowe RNA (7.5 kz)

ORF1
VPg ORF2

p23 NTPaza

T

RARp VP60

T 7 VP10

subgenomowe RNA

VP60
VPg " vPI0

Rysunek 15. Struktura genomu wirusa RHD. Struktura genomu wirusa RHD. VP60 — giéwne bialko kapsydu
samoformujgce VLPs; VP10 — bialko strukturalne odgrywa role w replikacji i uwolnianiu potomnych kapsydow z
zainfekowanych komorek gospodarza; VPQ — biatko odpowiadajgce za inicjacje translacji wirusowego mRNA; RdRp —
polimeraza RNA zalezna od RNA; 3CLpro - trypsyno-podobng proteaze cysteinowg; pl6, p23, p29 — biatka
niestrukturalne; NTPaza — helikaza; ORF — ramka odczytu; Genomowe RNA wirusowe obejmuje dwie ramki odczytu
(ORF). Ramka odczytu ORFI koduje poliproteing, ktora w wyniku cigcia proteolitycznego oraz modyfikacji
potranslacyjnych prowadzi do powstania pojedynczych biatek wirusowych. Czes¢ 3° genomowego RNA koduje giowne
biatko strukturalne VP60. Ramka odczytu ORF2 zlokalizowana na 3’ koncu genomowego oraz subgenomowego RNA
koduje biatko strukturalne VPI10. Obok genomowego RNA wystepuje subgenomowe RNA kodujgce biatka
strukturalne:VP10, VP60 i VPg.

W wyniku procesu translacji genomowego VRNA powstaje jedna dtuga poliproteina, ktdra
jest nastepnie cieta przez proteinaze cysteinowo-trypsynowa na mniejsze biatka
o wielkosciach: 13, 60, 41 i 72 kDa. W wyniku dalszych modyfikacji potranslacyjnych, zwigzanych
gtéwnie z cieciem proteolitycznym, powstajg wszystkie dojrzate biatka wirusowe (Rys. 15.) (141).
Ze wzgledu na ograniczone mozliwo$ci namnazania wirusa RHD w hodowlach tkankowych
poznanie jego doktadnej struktury oraz mechanizméw warunkujgcych patogennos¢ jest bardzo
trudne (147). Uwaza sie, iz jedynymi modyfikacjami potranslacyjnymi zaobserwowanymi dla tego
wirusa jest ciecie proteolityczne. Badania sekwencji nukleotydowej wykazaty kilka miejsc, ktére
prawdopodobnie mogg podlegaé¢ N-glikozylacji (146). Profil cukrowy na powierzchni biatek
wirusowych moze w znacznym stopniu wptywac¢ na patogennos$¢ wirusow oraz modulowad
odpowiedz immunologiczng.
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Rysunek 16. Cykl replikacyjny wirusa RHD. Poszczegdlne etapy cyklu replikacyjnego. 1- internalizacja wirusa, 2 - proces
odplaszczania, 3 - synteza poliproteiny, 4 - modyfikacje potranslacyjne, w wyniku ktérych powstajq biatka struktralne i
funkcjonalne, 5 - powstaje kompleks replikacyjny zawierajqcy wirusowe biatka funkcjonalne, 6 - synteza potomnej nici
RNA niekodujqcej, 7 - synteza potomnych kodujqcych nici RNA. Powstale potomne nici RNA mogq byc¢ bezposrednio

pakowane do potomnych czgsteczek wirusowych 10, ktore nastgpnie uwalniane sq z komorki gospodarza 11. Niekodujgce
RNA jest rowniez matrycq dla subgenomowego RNA - 8, z ktorego powstajg biatka strukturalne VP60 i VP10 - 9.
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3.8.2.6. Cykl replikacyjny

Wirus RHD wnika do gérnych drég oddechowych, gdzie wigze sie z receptorami HBGA H, A
i B typu 2 (ang. histo-blood group antygen). Po zwigzaniu receptora na powierzchni komérki
nastepuje proces internalizacji (148). Proces odptaszczania prowadzi do uwolnienia wirusowego
materiatu genetycznego do cytoplazmy, gdzie rozpoczyna sie proces translacji, w wyniku ktérego
powstaje jedno biatko prekursorowe w formie poliproteiny kodowane przez pierwszg ramke
odczytu. Nastepnie poliproteina podlega modyfikacjom potranslacyjnym polegajacym gtédwnie na
cieciu proteolitycznym, w wyniku ktérego powstajg wszystkie dojrzate biatka. Biatka
niestrukturalne, takie jak helikaza i RNA-zalezna polimeraza RNA tworzg nastepnie kompleks
replikacyjny, ktory wigze sie z genomowym RNA (gRNA) i syntetyzuje komplementarne nici RNA o
polarnosci ujemnej (c-ssRNA-). Komplementarny RNA stuzy nastepnie do syntezy wirusowego
genomowego i subgenomowego RNA (sgRNA) o polarnosci dodatniej. Powstate potomne nici gRNA
i sgRNA moga postuzy¢ jako matryca do syntezy biatek lub by¢ bezposrednio pakowane do nowo
powstajgcych wiriondw (Rys. 16.). Translacja drugiej ramki odczytu ORF2 zachodzi wedtug
unikalnego mechanizmu polegajgcego na reinicjacji translacji po skonczonym procesie dla ORF1.
Mechanizm ten nie jest w petni poznany, ale wiadomo, iz zalezy od sekwencji RNA zlokalizowane;j
powyzej miejsca start/stop, ktdra zostata nazwana TURBS (ang. termination upstream ribosomal
binding site). Ze wzgledu na niewielkie mozliwosci przeprowadzenia badan na modelu
komodrkowym w hodowlach tkankowych, wiele etapdw cyklu replikacyjnego tego wirusa nie jest
jeszcze do konca poznana. Nie wiadomo jak, kiedy i gdzie dochodzi do sktadania i uwalniania
potomnych czgstek wirusa RHD (149).

3.8.2.7. Gtéwne biatko kapsydu

Gtéownym komponentem kapsydu wirusa RHD jest biatko VP60, ktére kodowane jest
zaréwno przez genomowy, jak i subgenomowy RNA wirusowy. Biatko to ma wielko$¢ ok. 60 kDa,
na ktore skfada sie 579 reszt aminokwasowych. W obrebie monomeru tego biatka mozemy
wyroznic trzy domeny: domene S, rejon zawiasowy oraz domene P, ktéra dalej zostata podzielona
na dwie subdomeny P1i P2 (146) (150).

Domena S zlokalizowana jest na N-terminalnym ramieniu biatka VP60 i sktada sie
z czesci wewnetrznej (od 10 - 49 aa) formujace] ptaszczyzne wewnetrzng kapsydu; uwazang
obecnie za odrebng domene NTA (ang. N - terminal arm), oraz czesci zewnetrznej
(50 - 225 aa), ktdra tworzy charakterystyczne B-harmonijki. Interesujgcym jest fakt, iz w obrebie
wszystkich przedstawicieli kaliciwirusow domena S jest silnie konserwowana (Rys. 17.).

Domena P biatka VP60 zlokalizowana jest na korcu C-terminalnym, tworzac pfaszcz
zewnetrzny kapsydu, posiadajgcy najbardziej immunogenne wiasciwosci. Ze wzgledu na presje
selekcyjng rejon kodujacy tg czes¢ biatka jest najbardziej zmienny. W obrebie tej czesci mozemy
wyrozni¢ dwie subdomeny: P1 i P2. Subdomena P1 jest nieciggta i, jak przedstawiono na rysunku
nr 17, rozcigga sie od reszty aminokwasowej- 226 - 278 oraz 406 - 520 tworzgc charakterystyczne
boczne sklepienia kapsomeréw, podczas gdy gdrne sklepienie uformowane jest przez subdomene
P2.

51



rejon zawiasowy

579

domena S
230 238 287 450 467 484
rejon antygenowy L epitop konformacyjny rejon antygenowy H
nieciggty, rozpoznawany
w przez przeciwciata TH8 (
domena S PI

Rejony zmiennosci sekwencji

\

579

579

Rysunek 17. Lokalizacja rejonéw zmiennych w obrebie sekwencji aminokwasowej biatka VP60 wirusa RHD oraz
lokalizacja gtéwnych determinant antygenowych. Schemat liniowy biatka VP60 obrazujgcy glowne domeny S oraz P
wraz z podziatem na subdomeny P1 i P2. Rejony antygenowe prezentuje gorny panel. Rejony zmiennosci nukleotydowej
sekwencji prezentuje dolny panel; rejony antygenowe zaznaczono od A do F.

W obrebie P2 mozemy wyrdzni¢ 7 charakterystycznych petli tgczgcych ze sobg struktury
beta kartek, ktére dominujg w obrebie tej czesci biatka. Najbardziej hydrofilowy region w obrebie
catej domeny P stanowi petla pierwsza L1, ktéra jest najbardziej eksponowang czescig catego
kapsydu wirusa RHD (Rys. 18.). Przeciwciata neutralizujgce skierowane przeciwko czasteczce
wirusowej tgcza sie bezposrednio z tym rejonem, ktéry prawdopodobnie odpowiada réwniez za
wigzanie receptora na powierzchni komoérki gospodarza. Rejon zawiasowy jest petlg tgczacy ze
sobg opisywane domeny i jak opisano, moze byé przyczyng powstawania charakterystycznych
defektywnych form wirusa RHD (144) .
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dimery biatka VP 60
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Rysunek 18. Schemat przestrzenny czgsteczki RHDV oraz biatka VP60. a) monomer biatka VP60, b) dimer biatka VP60,
¢) schemat przestrzenny czgsteczki wirusowej, d) konformacje dimerow biatka VP60. Zdjecia zaadoptowane z Hutson,
Anne M., Robert L. Atmar, and Mary K. Estes. "Norovirus disease: changing epidemiology and host susceptibility factors."
Trends in microbiology 12.6 (2004): 279-287. Kolor niebieski —zewnetrzna czesé biatka VP60; Kolor czerwony —
wewnetrzna czesc biatka VP60 obejmujgca rejon subdomeny P1; Kolor zotty — wewnetrzna czesé biatka VP60 obejmujgca
subdomeng S; Kolor zielony — fragment biatka VP60 odpowiedzialny za wigzanie RNA.

Biatko VP60 wystepuje w postaci dimeru, ktéry ze wzgledu na swojg charakterystyczng
budowe przestrzenng zostat nazwany kapsomerem. Biatko to moze wystepowa¢ w trzech
konformacyjnych formach: A, B i C. Poszczegdlne konformacje tego biatka tworzg dimery, ktére
parujg sie w nastepujacy sposob: A/B oraz C/C. 180 kopii biatka VP60 tworzy 90 dimeréw
funkcjonujgcych jako kapsomery typu A/B oraz C/C. Kapsyd formowany jest z 30 kapsomerdw typu
C/C oraz 60 kapsomeréw typu A/B, ktére razem tworzg 32 charakterystyczne zagtebienia
w ksztatcie kielicha (Rys. 18.) (150) (142). Biatko VP60 powstaje w wyniku translacji
subgenomowego RNA, oraz w wyniku procesu proteolitycznego ciecia poliproteiny podczas cyklu
replikacyjnego wirusa. Wieksze biatko, stanowigce gtdwny komponent kapsydu dojrzatych czgstek
wirusowych, powstaje poprzez translacje subgenomowego RNA. Po wielu latach potwierdzono,
ze biatko to podlega dodatkowym modyfikacjom potranslacyjnym takim jak glikozylacja (146).
Analiza biatka VP60 wykazata obecnos¢ dwdch gtdéwnych regiondw zawierajgcych determinanty
antygenowe. Pierwsza nieciggta domena antygenowa nazwana domeng L, stanowi
prawdopodobnie epitop konformacyjny. Druga domena antygenowa H zlokalizowana jest w C-
terminalnej czesci biatka i wykazuje o wiele stabszg reaktywnos¢ z przeciwciatami monoklonalnymi
(Rys. 17.) (151). Pomimo wieloletnich badan, wiele hipotez dotyczgcych wirusa RHD nie zostato
jeszcze potwierdzonych.
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4. Cel pracy

Celem niniejszej pracy doktorskiej byta konstrukcja potencjalnych szczepionek
rekombinowanych opartych na czasteczkach wirusopodobnych jako nowych i bezpiecznych
preparatéw ochronnych. Dodatkowym celem pracy byto wykorzystanie czgstek wirusopodobnych
jako antygenow referencyjnych do opracowania czutych testéw diagnostycznych majacych na celu
wykrywanie i monitorowanie epidemii wywotanych przez wirusy RNA takie jak wirus grypy typu A
oraz wirus gorgczki krwotocznej krélikow.

Modele badawcze uzyte w niniejszej rozprawie doktorskiej wybrane zostaty ze wzgledu na
powtarzajace sie epidemie wirusa ptasiej grypy oraz choroby pomoru krélikéw na terenie Polski.

Etapy pracy dla kazdego modelu badawczego obejmowaty:

e projektowanie i konstrukcje rekombinowanych bakulowiruséw niosgcych geny
warunkujgce powstawanie czgstek wirusopodobnych w komérkach owadzich;

e produkcje, oczyszczanie i charakterystyke czgstek wirusopodobnych;

e przygotowanie potencjalnych preparatdow ochronnych zawierajgcych  czastki
wirusopodobne i przeprowadzenie immunizacji zwierzat;

e analiza odpowiedzi immunologicznej na podany preparat szczepionkowy;

e projektowanie i konstrukcja testéw diagnostycznych w oparciu o czastki wirusopodobne
oraz uzyskanie surowic poliklonalnych stanowigcych cenne narzedzia diagnostyczne.
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5. Materiaty

5.1. Rekombinanty bakulowirusowe

Bac-VP60/SGM
Rekombinowany bakulowirus poliedrozy jgdrowej Autographa californica zawierajgcy gen

kodujacy strukturalne biatko VP60 wirusa goraczki krwotocznej krélikéw (rekombinant pochodzi z
kolekcji Katedry Wirusologii Molekularnej MWB UG i GUMed i jest konstruktem witasnym
wykonanym podczas pracy magisterskiej)

Bac-WT
Bakulowirus poliedrozy jagdrowej Autographa californica (AcNPV) typu dzikiego (kolekcja Katedry
Wirusologii Molekularnej MWB UG-GUMed)

5.2. Szczepy wiruséw RNA

5.2.1 Wirus grypy typu A
Referencyjne szczepy wirusa ptasiej grypy typu A
e Szczep A/ostrich/Denmark/725/96 (H5N2) (Pafnstwowy Instytut Weterynarii w Putawach
(PIWet))
e Szczep Afturkey/Poland/95/1995 (H7N2) (Panstwowy Instytut Weterynarii w Putawach
(PIWet)
Referencyjne inaktywowane szczepy wirusa ptasiej grypy typu A
e Inaktywowany szczep wirusa H5N1 A/Ck/Scot/59 (Animal Health and Veterinary
Laboratories (VLA, Weybridge, Wielka Brytania)
e Inaktywowany szczep wirusa H5N2 A/Ost/Den/72420/96 (Animal Health and Veterinary
Laboratories (VLA, Weybridge, Wielka Brytania)

Referencyjny szczep wirusa ludzkiej grypy typu A

e Pandemiczny szczep wirusa ludzkiej grypy typu A A/Virginia/ATCC3/2009/H1N1 (ATCC nr
VR-1738) (American Type Culture Collection, USA)

Materiat genetyczny szczepu H5N1 wirusa ptasiej grypy typu A

e RNA wyizolowane z wysokopatogennego szczepu H5N1 A/swan/Poland 305-135V08-2006
(PIWet); HPAIV EpiFlu Database Acc.No. EP1156789

5.2.2 Wirus goraczki krwotocznej krélikow

Referencyjny szczep wirusa goraczki krwotocznej krolikow

e Szczep KGM (Panstwowy Instytut Weterynarii w Putawach (PIWet))
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5.3. Szczepy bakteryjne

Escherichia coli TOP10 — mcrA, A(mrr-hsdRMS-mcrBC), ¢80AlacZDM15, AlacX74, deoR, recAl,
araA139, A(ara, leu)7697, galU, galK, I, rpsL, endA1, nupG (Invitrogen, Life Technologies, USA)

Escherichia coli MACH1 - ArecA1398 endAl tonA ®80AlacM15 AlacX74 hsdR(ri mg*) (Invitrogen
Life Technologies, USA)

Escherichia coli DH10Bac
F-, mcrA, A(mrr-hsdRMS-mcrBC), F80AlacZDM15, AlacX74, endAl, deoR, recAl, A(ara, leu)7697,
ara A139, galU, galK, rpsL, , nupG, KanR, TetR, LacZa+ (Invitrogen, Life Technologies, USA)

5.4. Linie komodrkowe

Sf9 — linia ciggta komdrek owadzich pochodzgca z tkanki jajnika motyla nocnego Spodoptera
frugiperda (kolekcja Katedry Wirusologii Molekularnej MWB UG-GUMed)

MDCK - linia ciggta komédrek psiej nerki Madin-Darby'ego (ang. Madin-Darby canine kidney)
(kolekcja Katedry Wirusologii Molekularnej MWB UG-GUMed)

HEK293T - ludzka linia ciggta pochodzaca z komérek embrionalnej nerki transdukowana
retrowirusem, produkujgca duzy antygen T wirusa SV40 (kolekcja Katedry Wirusologii Molekularnej
MWB UG-GUMed)

5.5. Wektory

pFastBacl — wektor transferowy bakulowirusowego systemu ekspresji genéw ,Bac-to-Bac™”,
AmpR, Gent® (Invitrogen, Life Technologies, USA)

PGEM-T easy — wektor stuzgcy do klonowania produktow PCR otrzymanych po zastosowaniu
polimeraz dodajgcych reszty poliA na 3’koicu amplifikowanej sekwencji, Amp®R (Promega, USA)

pcDNA3.1 — wektor ekspresyjny umozliwiajgcy produkcje biatek w komérkach ssaczych, AmpR
(Invitrogen, Life Technologies, USA)

5.6. Pozywki
5.6.1. Pozywki do hodowli bakteryjnych

Pozywka ptynna LB (Lurii-Bertaniego)

Bacto-trypton 10g
Ekstrakt drozdzowy 5g
NacCl 10g
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Sktadniki rozpuszczono w 1 | wody destylowanej i jatowiono w autoklawie (30 min, 0,7 atm, 121°C)

Pozywka stata LA

Bacto-trypton 10g
Ekstrakt drozdzowy 5g

NacCl 10g
Bacto-agar 15g

Sktadniki rozpuszczono w 1 | wody destylowanej i jatowiono w autoklawie (30 min, 0,7 atm, 121°C)
5.6.2. Pozywki do hodowli komdkek ssaczych

Pozywka DMEM (ang. Dulbecco’s modified Eagle’s medium) (Gibco, USA) uzupetniona 2 mM
L-glutaminy, 0,2% BSA, 10% FBS oraz 25 mM HEPES’u z dodatkiem antybiotykéw: 100 U/ml
penicyliny i 1 pg/ml streptomycyny.

5.6.3. Pozywki do hodowli komérek owadzich

Podtoze wzrostowe HYQ SFX (Thermo Scientific, USA)
Podtoze wzrostowe Grace’s Insect Medium (Sigma, USA)
Podtoze wzrostowe TC-100 (Invitrogen, USA)

5.7. Odczynniki do pracy z DNA i RNA

Bufor TAE - bufor elektrodowy do elektroforezy agarozowej
40 mM Tris-octan sodu, 1 mM EDTA, pH 8,5

Bufor TE o pH 8,0
10 MM TRIS pH 7,4, 1 mM EDTA

Roztwor bromku etydyny:
10 mg/mlw H,0

Bufor obcigzajacy do DNA 6x stezony:
40% sacharoza, 0,25% bfekit bromofenolowy, 200 mM EDTA pH 8,0

»Enhancer” 5x do reakcji PCR
3 M betaina, 5% DMSO

Bufory do oczyszczania DNA

Sol I:
50 mM glukoza, 10 mM EDTA pH 8,0, 25 mM Tris-HCl pH 8,0
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Sol II:

1% SDS, 0,2 N NaOH

Sol lll:

3 M octanu potasu, 11,5% kwas octowy

Bufory do oczyszczania DNA bakmidowego

Sol I:

15 mM Tris-HCI pH 8,0, 10 mM EDTA pH 8,0, 100 pug/ml RNaza A
Sol Il:

1% SDS, 0,2 N NaOH

Sol I1I:

3 M octan potasu pH 5,5

RNaza A:
100 mg/ml w buforze: 15 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl pH 7,5

Proteinaza K
20 mg/ml w buforze TE

Mieszanina chloroform : alkohol izoamylowy
24 objetosci chloroformu z 1 objetoscia alkoholu izoamylowego.

5.8. Odczynniki do pracy z bakteriami

IPTG:

40 mg/ml w H,0

X-Gal:

50 mg/ml w N,N — dimetyloformamidzie (DMF)

5.9. Roztwory antybiotykéw

Ampicylina — roztwér 200 mg/ml w wodzie

Gentamycyna — roztwor 10 mg/ml w wodzie

Kanamycyna — roztwér 50 mg/ml w wodzie

Tetracyklina — roztwér 10 mg/ml w alkoholu etylowym

Roztwor Penicyliny/Streptomycyny — roztwér wodny zawierajgcy 5000 U/ml penicyliny oraz 5000
ug/ml streptomycyny

5.10. Bufory i roztwory do pracy z biatkami i czastaki wirusopodobnymi

PBS:
1,37 mM NacCl, 2,7 mM KCl, 1,47 mM KH2POs, 4,3 mM Na;HPO4 pH 7,4
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PBST:
PBS + 0,05% Tween 20

TBS:
50 mM Tris-HCl, 150 mM NacCl, pH 7,4

TBST:
TBS + 0,05% (Tween 20)

TBST/T:
TBS + 0,05% (Tween 20) + 0,2% Triton X-100

30% roztwor akrylamidow:
29,2% akrylamid, 0,8% N, N-metyleno-bisakryloamid

10% zel poliakrylamidowy rozdzielajagcy (dolny) do  elektroforezy = SDS-PAGE
(sktadniki na 20 ml):

7,9 ml H,0, 6,7 ml 30% mieszaniny akrylamidéw, 5 ml 1,5M Tris-HCI pH 8,8, 200 pl 10% SDS, 200
pl 10% APS, 8 ul TEMED

5% zel poliakrylamidowy zageszczajacy (gorny) do elektroforezy SDS-PAGE

(sktadniki na 10 ml):

6,8 ml H,0, 1,7 ml 30% mieszaniny akrylamidéw, 1,25 ml 1 M Tris-HCl pH 6,8, 100 pl 10% SDS, 100
ul 10% APS, 10 pl TEMED

Bufor elektrodowy do SDS-PAGE 10 x stezony:
25 mM Tris, 192 mM glicyna, 1% SDS, pH 8,3

Roztwor lizujacy do komérek owadzich 1:
20 mM Tris-HCI, 150 mM NacCl, 1 mM EDTA, 1% Triton X-100, 20 mM jodoacetamid, pH 7,4

Roztwor lizujgcy do frakcjonowania komorek owadzich 2 :
0,03 M Tris-HCl pH 7,5, 0,01 M Mg(OAc)2, 1% Nonidet NP40

Roztwdr 100% (w/v) kwasu tréjchlorooctowego.
500 g kwasu tréjchlorooctowgo rozpuszczono w 227 ml wody.

Bufor lizujgco-obcigzajacy do SDS-PAGE 4 x stezony:
25 mM Tris-HCl pH 6,8, 6% SDS, 40% glicerol, 0,04% btekit bromofenolowy, 20% [-merkaptoetanol
(tylko do buforu redukujgcego)

Roztwor barwigcy Coomassie (sktadniki na 150 ml)
25 ml 80% kwasu octowego, 125 ml metanolu, 2,5 g btekitu Coomassie Briliant Blue R-250
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Roztwor odbarwiajgcy Coomassie (sktadniki na 500 ml)
50 ml 80% kwasu octowego, 100 ml metanolu, 350 ml wody

Bufor to transferu mokrego biatek z zelu poliakrylamidowego na membrane:
25 mM Tris, 192 mM glicyna

Bufor to transferu potsuchego biatek z zelu poliakrylamidowego na membrane:
25 mM Tris, 250 mM glicyna, 15% metanol

Bufor blokujgcy do immunoblottingu
TBS 1x, 3% BSA

Bufor ptuczacy do immunoblottingu
TBS 1x, 0,05% Tween 20, 0,2% Triton X-100

Roztwor czerni amidowej
0,5% czern amidowa, 20% CHsCOOH

Roztwor do odwracalnego wybarwiania bton typu PVDF
0,2% roztwor Ponceu S w 1% TCA

Bufor elucyjny | do oczyszczania biatek z btony PVDF
50 mM Tris-HCl pH 9,5, 2% SDS, 1% Triton X-100, 0,1% DTT

Bufor elucyjny Il do oczyszczania biatek z btony PVDF
25 mM Tris pH 8,5, 1% Triton X-100, 2% SDS

Inhibitor proteaz serynowych PMSF (ang. phenylmethanesulfonyl fluoride)
10 mM roztwdr w izopropanolu

Roztwor do reakcji z alkaliczng fosfatazg:
100 mM Tris-HCl pH 9,5, 50 mM MgCl;, 100 mM NacCl

Roztwor NBT (btekitu nitrotetrazoliowego) — substratu dla alkalicznej fosfatazy:
50 mg/ml w 70% N,N — dimetyloformamidzie (DMF)

Roztwor BCIP (5-bromo-4-chloro-3-indolilofosforan) — substratu dla alkalicznej fosfatazy:

50 mg/ml w 100% N,N — dimetyloformamidzie (DMF)

Roztwor AEC (3-amino-9-etylokarbozol):
4 mg/ml w 100% N,N — dimetyloformamidzie (DMF)

Roztwor wywotujacy do reakcji z peroksydaza chrzanowa w tescie IPMA:

250 pl roztworu AEC o stezeniu 4 mg/ml, 5 ml 0,5 M roztworu octanu sodu pH 5,0, 5 pl 30% H0,
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Roztwor wywotujacy do reakcji z peroksydaza chrzanowa w tescie Western Blotting:
30 mg 4-chloro 1-naftolu, 10 ml zimnego 96% etanolu, 50 pl TBS, 10 ul 30% H,0,

Roztwor podstawowy czerwieni obojetnej (Neutral Red Stock; NR Stock):
0,04 % roztwdr czerwieni obojetnej

Bufor TM
10 mM Tris-HCl pH 7,4, 10 mM MgCl,

Roztwory sacharozy do ultrawirowania
20%, 30%, 40%, 50%, 60% w wodzie lub w buforze TM

Scharoza do zageszczania bakulowirusowych lizatéw
25% sacharoza w (w/w) 5 mM NaCl, 10 mM EDTA

Bufor weglanowy do optaszczania ptytek antygenem
0,1 M NayCOs, pH 9,6, pH buforu ustalono za pomocg 0,1 M NaHCO;

Bufor PBT
1% (w/v) BSA z 0,01% Tween 20 w PBS

Bufor ptuczacy do testu ELISA
PBS z 0,05% (v/v) Tween 20 oraz 0,1 % BSA

Bufor cytrynianowy
25 mM cytrynian sodu, 25 mM kwas octowy

Roztwor OPD (orto-fenylodiamina) — substratu dla peroksydazy chrzanowej (ELISA):
0,4 mg OPD / 1 ml buforu cytrynianowego

Roztwor TMB (3,3,5,5'-tetrametylobenzydyna) — substratu dla peroksydazy chrzanowej (ELISA):
10 mg/ml w N,N — dimetyloformamidzie

Roztwar substratu do testu ELISA:
5ml 0,1 M NaAc — octan sodu, 50 pl TMB, 2,5 pul H,0,

Ptyn Alsevera
2% glukozy, 0,8% dwuwodnego cytrynianu tréjsodowego, 0,42% chlorku sodu, 0,05%
jednowodnego kwasu cytrynowego

5.11. Przeciwciata

< Koniugaty przeciwciat anty-mysich, anty-kréliczych, anty-kurzych sprzezonych z alkaliczng
fosfataza lub peroksydazg chrzanowg (Santa Cruz Biotechnology, USA)

R/

< Poliklonalna surowica krélicza anty-NA —AIV (Abcam, USA)
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X3

8

Mysie monoklonalne przeciwciata anty-M1 IV (Abcam, USA)

R/
0’0

Poliklonalna surowica krdélicza anty-VP60 - RHDV (otrzymana od A. Fitznera z Panstwowego
Instytutu Weterynaryjnego w Zdunskiej Woli)

X4 Mysie monoklonalne przeciwciata 1H8-anty VP60 — RHDV (otrzymana od A. Fitznera z
Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego w Zdunskiej Woli)

< Mysie monoklonalne przeciwciata anty 6xHis-tag (Qiagen, USA)

X4 Mysie monoklonalne przeciwciata anty-HA(H1H1), (Sino Biological Inc., 11048-MMO08,
Chiny)

<> Mysie monoklonalne przeciwciata anty-HA(H1H1), (Santa Cruz Biotechnology, sc-52025,
Chiny)

<> Poliklonalna surowica krélicza anty-HA(H1IN1), kolekcja Zaktadu Szczepionek

Rekombinowanych
<> Kurze poliklonalne przeciwciata anty-H5N1, RAA7002 (Animal Health and Veterinary
Laboratories Agency, Wielka Brytania)

< Mysie monoklonalne przeciwciata anty-HA(H5N1), (Sino Biological Inc., 11048-MM01,

< Mysie monoklonalne przeciwciata anty-HA(H5N1), (Sino Biological Inc., 11048-MMO6,

< Mysie monoklonalne przeciwciata anty-HA(H5N1), (Sino Biological Inc., 11048-MM10,

< Kurze poliklonalne przeciwciata anty-H5N2(A/Ost/Den/72420/96, RAA7003 (Animal Health
and Veterinary Laboratories Agency, Wielka Brytania)

<> Kurze poliklonalne przeciwciata anty-H5N2, Painstwowy Instytut Weterynarii w Putawach
<> Kurze przeciwciata poliklonalne anty-H5NX, Pafnstwowy Instytut Weterynarii w Putawach
<> Mysie monoklonalne przciwciata anty-HA(H3N2), (Sino Biological Inc., 11056-MMO03,
Chiny)

<> Krélicze poliklonalne przeciwciata anty-HA(H4N®G), (Sino Biological Inc., 11714-RP01, Chiny)
<> Krélicze poliklonalne przeciwciata anty-HA(H7N9), (Sino Biological Inc., 40104-RP02, Chiny)
X Kurze poliklonalne przeciwciata anty-HA(H7NX), Paristwowy Instytut Weterynarii w
Putawach

<> Syntetyczne wysokospecyficzne humanizowane przeciwciato FI6, Okairos

Odczynniki chemiczne:

Enzymy restrykcyjne (BamHI, Spel, EcoRl, Xhol, Hindlll, Notl), bufory do enzymow restrykcyjnych,
wzorzec do elektroforezy agarozowej GeneRuler DNA Ladder Mix, wzorzec do elektroforezy
poliakrylamidowej 100 pz DNA Ladder, zestaw do klonowania produktéw po reakcji PCR pletClon,
polimeraza Taq, dNTP, enzym alkaliczna fosfataza, masowe wzorce biatkowe do elektroforezy
poliakrylamidowej, NBT, BCIP, (Fermentas, Life Technologies, USA)

Agaroza, akrylamid, bromek etydyny, btekit bromofenolowy, Tris, glicyna, surowicza albumina
wotowa (BSA), TEMED, Triton X-100, Tween 20, dimetyloformamid, AEC, APS, -merkaptoetanol,
SDS, TMB, EDTA, KCI, NaCl, MgCl,, octan sodu, czerwien obojetna, czerrn amidowa, ztoze niklowe,
biatko A, PMSF, kompletny adjuwant Freunda (CF), niekompletny adjuwant Freunda (ICF), trypsyna,
roztwér antybiotykéw Antibiotic-Antimycotic, TPC-modyfikowana trypsyna, ampicylina,
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kanamycyna, tetracyklina, gentamycyna, lizozym, RNaza, Bluo-gal, IPTG, Proteinaza K, MgCl,
(Sigma, USA)

Lipofektyna, bydleca surowica ptodowa (ang. fetal bovine serum — FBS), zestaw do reakcji
odwrotnej transkrypcji ThermoScript™ RT-PCR (Invitrogen, Life Technologies, USA)

Peptydy: Peptyd LAH reprezentujgcy dtugg alfa helise w rejonie HA stalk: biotynylowany-
RIQDLEKYVEDTKIDLWSYNAELLVALENQHTIDLTDSEMNKLFEKTRRQLRENA (JPT PeptideTechnologies,
Niemcy)

Ligaza faga T4, bufor do ligacji, zestawy do izolacji DNA plazmidowego: ,,Plazmid Miniprep Plus” i
,Plazmid Midi AX”, zestaw do izolacji DNA z zelu agarozowego ,,DNA gel-out”, zestaw do izolacji
RNA z komdrek ,Total RNA Mini”, zestaw do oczyszczania DNA po reakcjach enzymatycznych
,Clean-up”, polimeraza Maraton, polimeraza Taq, Ekstrakt drozdzowy, Bacto-trypton, Bacto-agar
(A&A Biotechnology s.c., Polska)

Zestaw do reakcji odwrotnej transkrypcji - Improm-Il Reverse Transcription System (Promega, USA)
Odczynniki do ECL - SuperSignal West Pico lub SuperSignal West Dura (Thermo Scientific, USA)
Substrat dla enzymu alkalicznej fosfatazy w tescie typu IPMA - Vector NovaRed Substrate Kit
(Vector Laboratories, USA)

Dimetylosulfotlenek (DMSO), jodoacetamid (Fluka, Szwajcaria)

Roztwory wywotywacza i utrwalacza RTG, Klisze RTG (Kodak, USA)

Btona PVDF (Carl Roth, Niemcy)

Bibuta Whatman 3 MM (Whatman, Wielka Brytania)

Probdéwki do ultrawirowania (Beckman, USA)

Agaroza (Prona, USA)

Pozostate odczynniki pochodzity z firmy Polskie Odczynniki Chemiczne (POCh, Polska)

5.12. Aparatura

. Aparat do elektroforezy agarozowej — Sigma, USA

. Aparat do elektroforezy poliakrylamidowej — Sigma, USA

. Aparat do elektrotransferu — Kucharczyk TE, Polska

. Chtodziarka 4°C — Bosch, USA

. Cieplarka 37°C — Heraeus, Niemcy

. Czytnik ptytek Nanoquant, Infinite M200 — Tecan, Szwajcaria
. Hemocytometr (komora Thoma do zliczania komérek) — Marienfeld, Niemcy
° Inkubator 37°C — Heraeus, Niemc

° Inkubator 27°C — Heraeus, Niemc

. Kotyska laboratoryjna — Unitwist, Potudniowa Afryka

° Komora laminarna Hera Safe — Heraeus, Niemcy
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Komora laminarna Mini-V/PCR — Telstar, USA

taznia wodna — Bioblock Scientific, USA

Mieszadto magnetyczne KMO2 basic — IKA Werke, Niemcy
Mieszadto typu Vortex MS2 Minishaker — IKA Werke, Niemcy
Mikroskop $wietlny — TMS-F — Nikon, Japonia

Mikroskop fluorescencyjny TE300 z tréjkanatowym systemem konfokalnym
PCM2000 - Nikon, Japonia

Mikroskop elektronowy — Philips CM100, Holandia

pH-metr PHM210 — MeterlLab, USA

Pojemnik Dewara z ciektym azotem Bio Cane™ 34 — Thermolyne, USA
Rotor do ultrawiréwki SW41Ti — Beckman, USA

Rotor do ultrawiréwki SW28 — Beckman, USA
Spektrofotometr Novaspec || — Pharmacia Biotech, Szwecja
Spektrofotometr UV typu Gene Quant — Pharmacia Biotech, Wielka Brytania
System do fotointerpretacji zeli GelDoc 2000 — BioRad, USA
Termoblok DRI-BLOCK DB-2A — Techne, Wielka Brytania
Termocykler LightCycler 2.0™ - Roche Diagnostic, Szwajcaria
Termocykler Personal — Biometra, Niemcy

Transiluminator UV — UVP Upland CA, USA

Ultrawirowka L7-55 Ultracentrifuge — Beckman, USA

Waga analityczna BP2215 — Sartorius, Francja

Waga WTB200 — Radwag, Wielka Brytania

Wirdwka Biofuge Fresco — Heraeus, Niemcy

Wirdwka Biofuge Pico — Heraeus, Niemcy

Wirdwka Biofuge Primo R — Heraeus, Niemcy

Wytrzasarka orbitalna Multi RS-60 — Biosan, totwa
Wytrzasarka powietrzna 37°C — New Brunswick Scientific, USA
Wytrzgsarka wodna 37°C — New Brunswick Scientific, USA
Zamrazarka -20°C — Gorenje, Stowenia

Zamrazarka do gtebokiego mrozenia -70°C — REVCO, USA
Zasilacz Power Pac 300 — BioRad, USA
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6. Metody

6.1. Metody namnazania wirusa grypy

6.1.1. Namnazanie wirusa grypy na zarodkach kurzych

Préobke srodowiskowg (wymaz z kloaki) zawierajgcg wirusa rozcieficzono 10-cio krotnie
w jatowym buforze PBS z dodatkiem 10000 U/ml penicyliny. Zawiesine doktadnie wymieszano i
inkubowano przez 1 godzine w temperaturze pokojowej. Nastepnie wirowano 5 minut przy 2000
rom w 4°C. Supernatant zebrano i przefiltrowano przez filtr 0,40 um. 9-12 dniowe jaja w
standardzie SPF (ang. specific pathogen-free) oswietlano i zaznaczono miejsce wkucia (ok. 5 mm
od poczatku komory powietrznej). Odkazono zaznaczone miejsce jodyng i delikatnie wykonano
wktucie. Wprowadzono do jamy omoczniowej 200 pl przygotowanej préby srodowiskowej lub
préby referencyjnej A/H5N2, a nastepnie uszczelniono parafing otwor po wktuciu. Jaja inkubowano
6 dni w 37°C. Po 6 dniach zbierano ptyn omoczniowo-owodniowy i przechowywano do dalszych
analiz w temperaturze 4°C lub porcjowano i przechowywano w -70°C. Opisana metoda namnazania
wirusa grypy typy A wykonana zostata przeze mnie w referencyjnym laboratorium w Paistwowym
Instytucie Weterynarii w Putawach w Zaktadzie Chordb Drobiu, w ktéorym odbytam szkolenie
z metody namnazania wirusa grypy na zarodkach kurzych.

6.1.2. Namnazanie wirusa grypy w komdérkach MDCK

Komérki MDCK hodowane byty w pozywce DMEM z L-glutaming, HEPESem, BSA, 10% FBS
z dodatkiem antybiotykéw: 100 U/ml penicyliny i 1 pg/ml streptomycyny. Hodowle komodrek
w butelce T75 przeptukano dwukrotnie 10 ml pozywki DMEM bez FBS. W kolejnym etapie komorki
przeptukano 10 ml pozywki DMEM z dodatkiem TPCK-modyfikowanej trypsyny w rozciefczeniu
1:500. Pozywke zebrano znad komérek i dodano 20 pl wirusa grypy o mianie 128 na podstawie
testu HA, inkubacje prowadzono 30 minut w 37°C. Dodano nastepnie 15 ml pozywki DMEN z TPCK-
modyfikowang trypsyng i prowadzono hodowle do momentu wystgpienia efektu cytopatycznego
(2-3 dni). Pozywke znad komodrek zawierajgcg wirusa przechowywano w -70 °C lub wykorzystano
do optymalizacji procesu oczyszczania wirusa grypy.

6.2. Metody pracy z RNA

6.2.1. Izolacja RNA wirusowego

Do izolacji RNA z préb $rodowiskowych lub z ptynu omoczniowo-owodniowego
wykorzystano zestaw Total RNA Kit firmy A&A Biotechnology s.c.. 1zolacja RNA oparta jest na
zmodyfikowanej metodzie Chomczynskiego (152) opisanej przez Gromadzka i wsp. (153).
W pierwszym etapie komérki poddawane byty lizie, a endogenne RNA-zy byty inaktywowane przez
dziatanie mieszanki soli chaotropowych i fenolu. W nastepnym etapie dodawany byt chloroform w
celu ekstrakcji RNA, a cato$¢ poddano wirowaniu. Faze gérng zawierajgcg RNA zbierano i po
dodaniu izopropanolu nanoszono na mini kolumne ze ztozem krzemionkowym. W tych warunkach
RNA zostato zatrzymane na ztozu. W ostatnim etapie oczyszczone RNA wymyto z mini kolumny
woda wolng od RNAz. Oczyszczone RNA poddawano reakcji odwrotnej transkrypcji.
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6.2.2. Reakcja odwrotnej transkrypcji petnej dtugosci genéw wirusa grypy typu A szczepu H5N1
A/swan/Poland 305/ 2006 HPAIV (ang. Reverse Transcription)

Informacje genetyczng zapisang na RNA przepisywano na cDNA przy pomocy reakcji
odwrotnej traskrypcji RT-PCR z zastosowaniem komercyjnie dostepnego zestawu Improm-Ii
Reverse Transcription System (Promega, USA). Proces przepisania informacji zawartej w RNA na
cDNA oparty jest na zmodyfikowanej metodzie opisanej przez E. Hoffmann i wsp. z 2001 r
z wykorzystaniem odwrotnej transkryptazy AMV (RT-AMV) zgodnie z opisem Gromadzka i wsp.
2008. Mieszaniny reakcyjne przygotowano wedtug ponizszej tabeli:

Tab. 1. Sktad mieszaniny reakcyjnej zastosowanej w procedurze RT-PCR podczas wstepnej
denaturacji.

Objetos¢
[pel]

Sktadnik

Startery uniwersalne (10 uM) 2,0

dNTP (10 mM) 2,0
RNA (50 ng) 8,0
RAZEM 12,0

Po doktadnym wymieszaniu wszystkich  sktadnikéw, probowki umieszczono
w termocyklerze i przeprowadzono wstepng denaturacje przez 5 minut w 65°C. Nastepnie
probdéwke umieszczono w lodzie i dodawano sktadniki wedtug tabeli 2:

Tab. 2. Sktad mieszaniny reakcyjnej zastosowanej w procedurze RT-PCR.

Sktadnik Objetosc [pl]
Bufor 5x 4,0
H20 1,0
DTT (100 mM) 1,0
Inhibitor RNazy (20 u/pl) 1,0

Odwrotna transkryptaza (40 u/ul) | 1,0

8,0
RAZEM

Przygotowane mieszaniny umieszczano w termocyklerze i przeprowadzano reakcje RT-PCR
w 42°C przez 45 minut. Otrzymane cDNA wykorzystywano nastepnie do procesu amplifikacji petnej
dtugosci gendw.
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6.3. Metody pracy z DNA

6.3.1. Reakcja PCR petnej dtugosci genow HA, NA, M1 wirusa grypy typu A szczepu H5N1
A/swan/Poland 305-135V08-2006 HPAIV (ang. highly pathogenic avian influenza virus)

W celu amplifikacji petnej dtugosci gendw ha, na, m1 zaprojektowano serie starteréow
w oparciu o analizy sekwencji nukleotydowych dostepnych w bazie danych National Center for
Biotechnology Information — GenBank (Tab. 3). Amplifikacje petnej dtugosci genéw ha, na, m1
wykonano przy uzyciu polimerazy Maraton z firmy A&A Biotechnology s.c., ktéra jest mieszaning
polimeraz Pwo i Tag oraz termostabilenj dUTP-azy. Taka kompozycja enzymdéw pozwolita na
synteze bardzo dtugich fragmentéw DNA (od 2 do 40 tys. pz). tancuchowg reakcje polimerazy
wykonywano w koricowe]j objetosci 50 pl zgodnie z zaleceniami producenta. Uzyskane petnej
dtugosci geny kodujgce strukturalne biatka wirusa grypy zostaty zsekwencjonowane we wspotpracy
z Panig prof. A. Sirko z Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN. Uzyskane sekwencje zostaty umieszczone
w bazie danych EpiFlu Database Accession No. EPI156789 oraz w patencie P220281 i US9505806
B2.

6.3.2 Projektowanie oraz konstrukcja plazmidéw do produkcji czagstek wirusopodobnych wirusa
grypy typu A

Konstrukty monocistronowe

Produkty PCR opisane w punkcie 6.3.1 o wielkosci 1700 pz (HA), 1400 pz (NA) i 1000 pz
(M1) poddano ligacji do plazmidu pGem-T easy, a nastepnie zsekwencjonowano
i subklonowano do wektora transferowego pFastBacl ponizej promotora polihedryny AcNPV. Dla
plazmidu transferowego pFastBacl zawierajgcego petnej dtugosci gen ha (pHA) uzyto enzymoéw
restrykcyjnych BamHI i Spel, dla plazmidu transferowego pFastBacl zawierajgcego petnej dtugosci
gen na (pNA) uzyto enzymy Xhol i Hindlll. Dla plazmidu transferowego pFastBacl zawierajgcego
petnej dtugosci gen m1 (pM) uzyto enzymu EcoRlI (Tab. 3). Wszystkie enzymy zakupiono w firmie
Thermo Scientific, USA.

Konstrukty bicistronowe

Bakmidowy wektor transferowy niosgcy geny ha i ml (pHA/M1) otrzymano przez
subklonowanie fragmentu DNA plazmidu pM1 zawierajgcego M1 pod promotorem polihedryny
przy uzyciu enzymow restrykcyjnych SnaBl i Hpal i umieszczono w miejscu Hpal plazmidu pHA (Rys.
22.).

Konstrukt tricistronowy
Bakmidowy wektor transferowy zawierajgcy wszystkie trzy sekwencje kodujace biatka
strukturalne wirusa grypy (pNA/HA/M1) zostat skonstruowany przez subklonowanie bicistronowej

kasety zawierajgcej geny ha i m1 z plazmidu pHA/M1 przy uzyciu enzymdw restrykcyjnych SnaBl i
Avrll i umieszczono w miejsca Hpal i Avrll plazmidu pNA (Rys. 22).
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Rysunek 19. Schemat budowy petnej dtugosci hemaglutyniny oraz skroconej formy ndzki hemaglutyniny
a) Schemat przedstawiajqcy petnej dtugosci biatko HA z podziatem na domeng HAI wraz z rejonem glowy hemaglutyniny
z zaznaczonymi epitopami oraz domeng HA2. b) Schemat HA stalk, na ktérym przedstawiono delecje rejonu “glowy”
pomiedzy cysteing 52 a cysteing 277 oraz linker glicynowy. S-S — mostek dwusiarczkowy stabilizujgcy strukture
hemaglutyniny; C52, C277 — cysteiny w pozycji 52 i 277; PF — peptyd fuzyjny; TMD — rejon transblonowy,; CT — ogonek
cytoplazmatyczny; GGGG- linker glicynowy. Gromadzka i wsp. 2022 (154)

6.3.3. Projektowanie i konstrukcja uniwersalnego antygenu w formie nézki HA

Wszystkie sekwencje kodujgce uniwersalny antygen wirusa grypy typu A w postaci nézki
HA zaprojektowano jako bezgtowg domene HA1 hemaglutyniny i zsyntetyzowano (155) (GeneArt,
USA) (Rys. 19.). Aby zachowa¢ odpowiednig konformacje wedtug Steela i wsp. (120) linker
glicynowy oflankowany cysteinami zastgpit region gtowy domeny HA1. Syntetyczg sekwencje
kodujgcyg bezgtowg HA ze szczepu H5N1 wklonowano do wektora transferowego pFastBacl
w miejsca restrykcyjne EcoRl i Notl. Dodatkowo syntetyczne sekwencje kodujgce nézki HA ze
szczepu H5N1, pandemicznego ludzkiego szczepu HIN1 oraz szczepu H7N9 wklonowano do
wektora pcDNA3.1 w miejsca restrykcyjne BamHI i ECoRV.

6.3.4. I1zolacja DNA plazmidowego z bakterii

Do izolacji plazmidowego DNA uzywano zestawéw ,,Plasmid Miniprep Plus” lub ,Plasmid
Midi AX” firmy A&A Biotechnology s.c. opartego na zdolnosci wigzania sie DNA do zt6z
krzemionkowych w wysokich stezeniach soli chaotropowych. Procedure oczyszczania
przeprowadzano zgodnie z zataczonym protokotem od producenta.
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Tab. 3. Startery uzyte w celu amplifikacji genéw kodujacych strukturalne biatka HA, NA i M1 wirusa ptasiej grypy polskiego szczepu H5N1

ey reatrykovin sekwencja rozpoznawana
numer segmentu nazwa biatka  nazwa konstruktu  nazwa startera sekwencja startera 5'-3' Y rykeyiny przez enzym restrykcyjny
uzyty do klonowania
dodana do startera
: For (FHSs) CAATCTGTCAAAATGGAGAAWATAGTRC brak
segment 4 hemaglutynina  p GEM T-easy HA Rev (RHSS) BT B AT ak e
: For (FHS) ATAGGATCCAAAATAGTGCTTCTTTTTGC BamH | ATA GGA
segmen 3 JemeEityning BacHA Rev (RHS) AATACTAGTGACTCTGAACTCACAAATTT spel AAATTT
6 inid B A For (FNS) CTCGAGAGCAAAAGCAGGAGTTCAAA ATG Xho I CTC GAG
segment nuraminidaza AC-N Rev (RNS) AT AT CTEARTGCTERATES S s
For (FMS) GAATTC AGCAAAAGCAGGTAGATGTTG EcoR | GAATTC

segment 7 biatko rdzenia M1 BAC-M1
Rev (RMS) GGAGTAAAAAACTACCTTGTTTCTACTGAATTC EcoR | GAATTC
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6.3.5. Elektroforeza agarozowa

Rozdzielanie fragmentéw DNA prowadzano w zelach agarozowych o stezeniu: 0,7% dla
fragmentéw DNA do 1800 pz oraz 1% dla fragmentéw DNA o wielkosci ponizej 800 pz. Agaroze
rozpuszczano w buforze TAE z dodatkiem bromku etydyny (0,5 ug/ml). Przed naniesieniem na zel
probki mieszano z buforem obcigzajgcym w stosunku objetosciowym 6:1. Rozdzielanie
prowadzono w aparacie poziomym w buforze TAE przy statym napieciu 5V/cm zelu. Po skoriczonym
rozdzielaniu zele analizowano w swietle ultrafioletowym o dtugosci fali réwniej 306 nm
i dokumentowano z uzyciem aparatu Geldoc firmy BioRad.

6.3.6. Izolacja DNA z zelu agarozowego

W celu wyizolowania z zelu fragmentéw DNA po rozdzielaniu elektroforetycznym,
z zelu agarozowego wycinane byly kawatki agarozy zawierajgce odpowiedni fragment DNA,
a nastepnie oczyszczane zgodnie z protokotem dotgczonym do zestawu ,,DNA Gel-Out” z firmy A&A
Biotechnology s.c..

6.3.7. Oczyszczanie DNA po reakcjach enzymatycznych

W celu oczyszczenia DNA po reakcjach enzymatycznych zastosowano zestaw ,,Clean-up”
z firmy A&A Biotechnology s.c.. Oczyszczanie prowadzono zgodnie z instrukcjg dofaczong do
zestawu.

6.3.8. Trawienie DNA enzymami restrykcyjnymi

W celu przygotowania wstawek i plazmidéw do klonowania badz przeprowadzenia analizy
restrykcyjnej produktu ligacji przeprowadzono trawienie enzymami restrykcyjnymi takimi jak:
BamHlI, Spel, EcoRl, Xhol, Hindlll, Notl, Hpal, Avrll, SnaBl. Reakcja prowadzona byta w temperaturze
37°C przez 1 godzine. Trawienia enzymami restrykcyjnymi przeprowadzono zgodnie z powszechnie
przyjetymi zaleceniami wedtug Sambrook i Russell.

Tab. 4. Mieszanina reakcyjna do przeprowadzenia trawienia enzymami restrykcyjnymi

Trawienie prob DNA prowadzono w mieszaninie o sktadzie:

Odczynnik Objetos¢ (pl)
DNA (2 pg) X
Bufor 10x stezony 2

Enzym restrykcyjny (zwykle 1-2 U/ug DNA) X
H20 Do objetosci 20 pl

x- zmienna ilo$¢ sktadnika uzyta do reakcji
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6.3.9. Ligacja

Ligacje przeprowadzano przy uzyciu ligazy DNA faga T4. Reakcje przeprowadzano
w catkowite]j objetosci 20 pl. llo$¢ DNA uzytego do ligacji ustalano indywidualnie dla kazdej reakgji,
tak aby stosunek molarny ilosci wstawki do wektora wynosit 3:1. Reakcje ligacji prowadzono przez
noc w temperaturze 16°C. Sktad mieszaniny reakcyjnej zostat przedstawiony w tabeli ponizej.

Tab. 5. Sktad mieszaniny reakcyjnej do ligacji

Odczynnik Objetos¢ (pl)
Ligaza faga T4 1

Bufor dla ligazy 2x stezony 2

Wektor (plazmid) X

Wstawka X

H20 Do objetosci 20 ul

x- zmienna ilo$¢ sktadnika uzyta do reakcji

6.4. Systemy do ekspresji heterologicznych biatek
6.4.1. Bakulowirusowy system ekspresji genéw Bac-to-Bac™

Bakulowirusowy system ekspresyjny Bac-to-Bac™ (Invitrogen, USA) oparty jest
na miejscowo-specyficznej transpozycji, ktéra zachodzi w komérkach bakterii Escherichia coli.
Bakterie E. coli szczepu DH10Bac zawierajg genom bakulowirusowy wbudowany w wektor
wahadtowy zwany bakmidem, ktéry posiada gen opornosci na kanamycyne (KanR) i fragment DNA
kodujacy peptyd lacZa. Na 5’ koncu genu lacZa wprowadzono fragment DNA zawierajgcy miejsce
wtgczania sie bakteryjnego transpozonu Tn7 (mini-att Tn7). Bakterie szczepu DH10Bac posiadajg
rowniez plazmid pomocniczy kodujacy biatka potrzebne do procesu transpozycji (m.in.
transpozaze) i gen opornosci na tetracykline (TetR). W kolejnym plazmidzie nalezgcym do
opisywanego systemu, tzn. plazmidach transferowym pFastBac wystepujag dwa promotory
bakulowirusowe (polihedryny i p10) umozliwiajgce ekspresje gendw w komdrkach owadzich.
Plazmidy te zawierajg rowniez gen opornosci na gentamycyne (GenR), a rejon ktéry ulega
transpozycji oflankowany jest ramionami transpozonu Tn7. Wszystkie procedury (Rys. 20.)
wykonano zgodnie z instrukcjg producenta ,Bac-to-Bac™ Baculovirus Expression System User
Guide (Invitrogen, USA).

6.4.1.1. Transpozycja w oparciu o system Bac-to-Bac™
Do 200 pl rozmrozonych komodrek kompetentnych DH10Bac dodano 2 - 100 ng

rekombinowanego plazmidu transferowego pFastBacl. Po 30 minutach inkubacji w lodzie
przeprowadzono szok temperaturowy (1,5 minuty 42°C). Nastepnie dodano 900 pl pozywki LB,
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bakterie hodowano 4 godziny z wytrzgsaniem 180 rpm w 37°C. Po transpozycji 10 ul hodowli
wysiano na ptytke z podfozem LA z nastepujacymi zwigzkami selekcyjnymi o stezeniu koicowym:

e gentamycyna 7 pg/ml
e kanamycyna 50 pg/ml
e tetracyklina 10 pg/ml
e IPTG 40 pg/ml

e X-gal 150 pg/ml

Ptytki inkubowano 48 godzin w 37°C do momentu pojawienia sie wyraznie rozrdéznialnych
biatych i niebieskich kolonii. Pojedyncze biate kolonie posiadajgce zrekombinowany bakmid
przeniesiono do 4 ml pozywki LB z kanamycyng i gentamycyng i hodowano przez noc z
wytrzgsaniem w 37°C, a nastepnie oczyszczano zrekombinowane wysokoczgsteczkowe DNA
bakmidowe.
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Rysunek 20. Schemat uzyskiwania rekombinowanych bakulowirusow przy uzyciu systemu Bac-to-Bac™.
Bakulowirusowy system ekspresyjny oparty jest na miejscowo-specyficznej transpozycji, ktora zachodzi w komérkach
bakterii E. coli. Wektor transferowy z wprowadzonym obcym genem na drodze transformacji wprowadzany jest do
komarek bakteryjnych, gdzie zachodzi rekombinacja miejscowo-specyficzna do bakmidu. Rekombinowane bakmidy stuzg
nastegpnie do transfekcji komorek owadzich i uzyskania rekombinowanych bakulowirusow niosqcych obce geny pod
kontrolg promotora polihedryny. Schemat na podstawie ,, Bac-to-Bac™ Baculovirus Expression System User Guide”
(Invitrogen, USA). Ttumaczenie wiasne. Tn7R, Tn7R — sekwencje bakteryjnego transpozonu Tn7 (mini-att Tn7); PpH —
pozny promotor polihedryny; LacZ - fragment DNA kodujgcy peptyd lacZo. stosowany w procesie alfa komplementacji.
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6.4.1.2. Transfekcja komdérek owadzich

Rekombinowane DNA bakmidowe oczyszczano metodg lizy alkalicznej i uzyto
do transfekcji komdrek owadzich linii Sf9 za pomoca lipofektyny wedtug instrukcji producenta
(Invitrogen, USA). Do transfekcji komdrek rosngcych na ptytce M-6 stosowano 5 pg DNA
bakmidowego zmieszanego z 5 pl lipofektyny w 2 ml pozywki HyQ. Taka mieszanine nakraplano na
komérki owadzie. Komérki inkubowano przez 4 godziny w 27°C, a nastepnie mieszanine
transfekcyjng wymieniano na swiezg pozywke HyQ. Komérki hodowano przez 72 - 96 godzin,
a uzyskany lizat wirusowy wykorzystywano do namnozenia rekombinowanych bakulowiruséw
w hodowlach stacjonarnych.

6.4.1.3. Namnazanie bakulowirusa w hodowli komérek owadzich

Rekombinowane bakulowirusy namnazano w hodowli stacjonarnej, jednowarstwowej.
W tym celu komodrki Sf9 hodowano w butelkach T-25, T-75, T-175/T-225. Po usunieciu pozywki
znad komoérek dodawano lizat wirusowy w objetosci stanowigcej m.o.i. (ang. ,multiplicity of
infection”) 0,1 - 0,05 oraz pozywke w takiej ilosci, aby przykryta komérki rosngce na dnie butelki.
Inkubowano 1 godzine w celu adsorpcji wirusa, a po tym czasie uzupetniano pozywka do 5 ml
(butelka T-25), 15 ml (T-75) lub 35 ml (T-175/T-225). Komadrki zakazone bakulowirusem hodowano
do momentu wystgpienia efektu cytopatycznego, zwykle 5 - 6 dni. Lizaty wirusowe przechowywano
w +4°C z dodatkiem 4% surowicy bydlecej (FBS) bez dostepu Swiatta.

6.4.1.4. Okreslanie miana namnozonego bakulowirusa

Przygotowano seryjne dziesietne rozcieAczenia namnozonego  bakulowirusa
w pozywce HyQ. Nastepnie usunieto pozywke znad wysianych na ptytke M-6 komérek Sf9
i zastgpiono jg przygotowanymi kolejnymi seryjnymi rozcieficzeniami bakulowirusa w dwadch
powtdrzeniach. Inkubacje z bakulowirusem prowadzono 1 godzine w 27°C. Po inkubacji zbierano
pozywke z rekombinowanym bakulowirusem, a komdrki Sf9 zalewano pozywka zawierajacg 1%
agaroza. Po zastygnieciu agarozy nakraplano 0,2 ml pozywki zawierajgcej FBS
i antybiotyki. Hodowle prowadzono 7 dni w temperaturze 27°C. Nastepnie zbierano pozywke,
a agaroze pokrywano 1 ml 0,05% roztworu czerwieni obojetnej w PBS w celu wybarwienia
powstatych tysinek. Inkubacje prowadzono przez 2 godziny w 27°C bez dostepu $wiatta. Miano
wirusa okreslano korzystajgc ze wzoru gdzie:

Miano (ilos¢ pfu/ml) = liczba tysinek x 1/wspétczynnik rozcienczenia

Miano wirusa to ilos¢ jednostek formujgcych tysinke w mililitrze przy okreslonym
rozcienczeniu.
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6.4.2. Owadzi system ekspresji genéw
6.4.2.1. Hodowla komoérek owadzich

Hodowle komadrek owadzich linii Sf9 (Spodoptera frugiperda) prowadzono w pozywce HyQ-
SFX (HyClone, USA) z dodatkiem antybiotykéw (streptomycyna, penicylina) i Srodka grzybobdjczego
Fungizon w ilosci 5 ul/ml pozywki. Prowadzono hodowle ptynne lub stacjonarne w zaleznosci od
potrzeb. Hodowle ptynne prowadzono w kolbach szklanych o objetosci 50, 100 lub 250 ml w 20 -
100 ml pozywki z wytrzgsaniem 125 rpm w temperaturze 27°C. Co 3 - 4 dni hodowle rozcieficzano
w stosunku objetosciowym 1.5 (5 x 10° kom./ml) w celu jej odmiodzenia. Hodowle
jednowarstwowe prowadzono w inkubatorze w temperaturze 27°C na ptytkach M-6 i M-12 oraz
w butelkach T-25, T-75, T-175, T-225 w celu namnozenia zrekombinowanych bakulowiruséw oraz
nadprodukcji biatek (Growth and maintenance of insect cell lines; Thermo Lifescience, USA).

6.4.2.2. Zakazenie komorek owadzich

Na ptytki M-12 wsiewano komérki Sf9 w iloéci 8 x 10° na jedng studzienke
i umieszczano w inkubatorze w temperaturze 27°C w celu przylgniecia komdrek do ptytki.
Po 3 godzinach pozywke znad komodrek zbierano i zastepowano swiezg pozywka zawierajgca
rekombinowanego bakulowirusa. Po godzinnej adsorpcji w temperaturze 27°C zbierano pozywke
i zastepowano S$wiezg. Infekcje prowadzono do wuzyskania efektu cytopatycznego
ok. 48 - 96 godzin.

6.4.2.3. Frakcjonowanie komadrek

Zakazone rekombinowanymi bakulowirusami komodrki owadzie lini Sf9 zbierano
w réznych punktach czasowych, 24 - 96 godzin po infekcji do probdwek typu Eppendorf
i ptukano trzykrotnie w buforze PBS. Nastepnie komorki lizowano w buforze lizujgcym. Lize
prowadzono w 4°C przez 1 godzine w wytrzasarce orbitalnej. Zlizowane komérki przenoszono do
probowek typu Eppendorf i wirowano 15 minut przy 15000 x g w celu oddzielenia frakgcji
rozpuszczalnej lizatu. Tak przygotowane prébki zawierajgce biatka wirusowe przechowywano
w —20°C do dalszych analiz.

Z pozywki wytracono biatka kwasem tréjchlorooctowym (TCA). Do 1 ml pozywki dodawano
TCA do koncowego stezenia 20%. Precypitacje prowadzono w 4°C przez 15 minut
na wytrzasarce orbitalnej a nastepnie wirowano 15 minut przy 10000 x g. Osad trzykrotnie
przeptukano zimnym acetonem, a nastepnie pozostawiono probki do wyschniecia.
Tak przygotowane prébki przechowywano do dalszych analiz.

6.4.3. Bakteryjny system ekspresji genow
6.4.3.1. Przygotowanie komoérek kompetentnych Escherichia coli TOP10

Szczep E. coli TOP10 hodowano w 10 ml pozywki LB w temperaturze 37°C przez noc
w wytrzgsarce powietrznej 180 rpm. Nastepnego dnia hodowle odmfadzano 1:50 w 100 ml pozywki
bez antybiotykéw i hodowano z wytrzasaniem przez 3 - 4 godziny do ODgy = 0,3 - 0,5. Catos¢
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hodowli przeniesiono do probéwek o pojemnosci 50 ml. Po schfodzeniu w lodzie hodowle
wirowano 10 minut przy 4000 x g w temperaturze 4°C, a osad zawieszano w 10 ml zimnego 0,1 M
CaCls. Po 1 godzinnej inkubacji w lodzie zawiesine ponownie wirowano, a osad zawieszano w 2 ml
zimnego CaCl, z 5% glicerolem. Tak przygotowang zawiesine komdrek kompetentnych
rozporcjowano po 200 ul do probéwek typu Eppendorf i przechowywano w temperaturze -70°C.

6.4.3.2. Transformacja komdrek bakteryjnych E. coli

Do 200 pl komoérek kompetentnych E. coli rozmrozonych w lodzie dodawano 10-100 ng
DNA plazmidowego. Po 30 minutach inkubacji w lodzie, przeprowadzano szok termiczny bakterii
w 42°C przez 2 minuty, po czym prébke schtadzano ponownie w lodzie przez 2-3 minuty. Do
zawiesiny dodawano 800 pl pozywki LB i inkubowano z wytrzagsaniem 45 minut w 37°C.
Transformowane komorki wysiewano na state podfoza LA zawierajgce odpowiedni antybiotyk
selekcyjny. Inkubacje bakterii na ptytkach prowadzono przez noc w 37°C lub 48 godzin w przypadku
szczepu DH10 Bac.

6.4.4. Ssaczy system ekspresji genow

6.4.4.1. Hodowla komorek ssaczych

Komarki nabtonka nerki wywodzgce sie z ludzkiego embrionu linii HEK293T oraz komérki
nerek psa MDCK hodowano w pozywce DMEM z dodatkiem 10% FBS, 1% L-glutaminy oraz
antybiotykdéw w temperaturze 37°C i 5% stezeniu CO,. W celu przepasazowania komorki ptukano
dwukrotnie 5 ml buforu PBS, a nastepnie dodawano 2 ml roztworu 0,25% trypsyny
i inkubowano w 37°C przez 2-3 minuty. W celu neutralizacji trypsyny do zawiesiny dodawano 8 ml|
pozywki D-MEM z 6% FBS. Komoérki liczono w komorze Thoma i w zaleznosci od
ich przeznaczenia wysiewano w odpowiedniej gestosci do butelki hodowlanej (butelki T-25 i T-75,
ptytki M-6 lub M-12).

6.4.4.2. Transfekcja komadrek ssaczych DNA plazmidowym

Komorki linii HEK293T transfekowano DNA plazmidowym zawierajagcym gen kodujacy
skrocong forme hemaglutyniny wirusa grypy typu A w formie ndzki (HA stalk). Transfekcje
przeprowadzano z uzyciem odczynnika Jet Prime, postepujgc zgodnie z protokotem dostarczonym
przez producenta (Polyplus transfection, USA).

6.5. Techniki pracy z biatkami

6.5.1. Elektroforeza w zelu poliakrylamidowym w obecnosci SDS (SDS-PAGE)

Elektroforeze SDS-PAGE prowadzono w ukfadzie nieciggtym w zelach o stezeniu
poliakrylamidéw 16,5%, 12%, 10%, 8% (zel rozdzielajacy) i 4,5% (zel zageszczajacy).
Przed naniesieniem na zel prébki mieszano z buforem lizujgco-obcigzajgcym zawierajgcym
betamerkaptoetanol redukujgcym lub nieredukujgcym w stosunku 4:1. Prébki denaturowano we
wrzacej tazni wodnej przez 10 minut i wirowano 30 sekund 10 000 rpm. Rozdziat elektroforetyczny
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w zelu prowadzono w buforze elektrodowym przy statym napieciu 120V
(dla zeli o wymiarach 14 x 11 cm) i 80V (dla zeli o wymiarach 6 x 9 cm) w zelu zageszczajacym
i odpowiednio 140V i 120V w zelu rozdzielajagcym. Mieszaniny biatek firmy Life Technologies
0 masach czgsteczkowych od od 11 do 170 kDa stosowano jako wzorce masy czgsteczkowe;j.

6.5.2. Elektrotransfer biatek z zelu poliakrylamidowego na membrane PVDF

Transfer biatek rozdzielonych w Zzelach poliakrylamidowych na membrane typu PVDF
prowadzono w aparacie do transferu mokrego. W tym celu zel po elektroforezie, membrane
przeptukang metanolem oraz arkusze bibuty Whatmann 3mm umieszczano na 2 minuty w buforze
do transferu. Nastepnie uktadano w ramce aparatu do transferu kolejno trzy arkusze bibuty
Whatmann 3mm, zel, membrane PVDV i kolejne arkusze bibuty. Cato$¢ umieszczano w aparacie do
transferu mokrego wypetnionego buforem do transferu i prowadzono elektrotransfer przy statym
napieciu 25V przez noc.

6.5.3. Immunodetekcja biatek na membranie PVDF metodg Western Blotting

Po przeprowadzonym transferze, membrane typu PVDF inkubowano przez 1 godzine
w temperaturze pokojowej z tagodnym wytrzgsaniem w buforze blokujgcym (3% odttuszczone
mleko w buforze TBS). Nastepnie membrane przenoszono do roztworu specyficznych dla
analizowanego antygenu przeciwciat pierwszorzedowych w buforze blokujgcym z dodatkiem 0,1%
Tweenu 20 (3% mleko odttuszczone w buforze TBST) i kontynuowano inkubacje przez 1 - 2 godziny.
Nadmiar niespecyficznie zwigzanych przeciwciat usuwano przez trzykrotne przemywanie bfony
buforem TBST przez 10 minut. Kolejng godzinng inkubacje prowadzono w roztworze koniugatu
przeciwciat drugorzedowych sprzezonych z alkaliczng fosfatazg lub peroksydaza chrzanowg
rozcieiczonych w 3% odttuszczonym mleku w buforze TBST. Niezwigzany koniugat usuwano przez
ptukanie membrany w analogiczny sposdb jak wyzej. Detekcje kompleksdw biatko-przeciwciato-
koniugat przeprowadzano przy uzyciu metody chromogenicznej z uzyciem substratéw dla
alkalicznej fosfatazy - BCIP/NBT rozpuszczonych w buforze dla alkalicznej fosfatazy lub metody
chemiluminescencji (ECL, ang. ,enhanced chemiluminescence”) z uzyciem substratu dla
peroksydazy chrzanowej - roztworu Iluminolu. W przypadku stosowania metody
chemiluminescencji membrane inkubowano przez 5 minut z roztworem substratow SuperSignal
West Pico lub SuperSignal West Dura (ThermoScientific, USA), umieszczano miedzy dwoma
kawatkami przezroczystej folii i wktadano do kasety. W ciemni przyktadano do btony klisze
fotograficzng i naswietlano w zaleznosci od potrzeb 1-10 minut. Naswietlong klisze umieszczano
kolejno w roztworze wywotywacza, wodzie i roztworze utrwalacza.

6.5.4. Oczyszczanie biatek z btony typu PVDF

W celu nadprodukcji rekombinowanych biatek wykonano zakazenie komoérek Sf9
w hodowli ptynnej w iloéci 2x10° kom./ml pozywki HYQ. Hodowle o objetosci 100 ml zakazano
lizatami bakulowirusowymi przy m.o.i. 3 - 5. Nastepnie przeprowadzono frakcjonowanie komaérek
owadzich i tak przygotowane prébki poddano rozdziatowi w zelu poliakrylamidowym 8%. Kolejny
etap polegat na transferze biatek z zelu na membrane typu PVDF. W celu zlokalizowania biatka na
btonie PVDF wykonano test typu Western Blotting na odcietym kawatku btony. Nastepnie, btone
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przechowywang w wodzie inkubowano w roztworze czerni amidowej przez 10 s i odbarwiano
w wodzie redestylowanej. Po zaznaczeniu otdwkiem lokalizacji biatka, pasek zawierajgcy biatko
wycieto i pocieto na mate kawateczki. Kawatki btony umieszczono w buforze do elucji biatka z btony
typu PVDF. Biatko inkubowano przez noc z intensywnym wytrzgsaniem. Fragmenty btony wirowano
5 minut 10000 x g. Supernatant zebrano przeniesiono do osobnej probdwki typu Eppendorf. Elucje
powtdrzono zawieszajgc kawatki btony kolejno w 900 i 700 pl buforu elucyjnego. Eluaty o objetosci
2 ml umieszczono w acetonie w celu precypitacji biatka (4x objetosci préby) i inkubowano przez
noc w —20°C. Prébki wirowano w 4°C przez 30 minut 10000 x g, przeptukano acetonem,
inkubowano w temperaturze pokojowej przez 10 minnut i wirowano 5 minut przy 10000 x g a
nastepnie suszono. Wysuszone biatko zawieszono w buforze TE i przechowywano w —20°C.

6.5.5. Badanie aktywnosci rekombinowanych biatek oraz czastek wirusopodobnych
6.5.5.1. Test badania aktywnosci neuraminidazy

Badanie aktywnosci rekombinowanej neuraminidazy przeprowadzono uzywajgc zestawu
Amplex Red Catalase Assay Kit z firmy Life Technologies. Test wykonywano zgodnie z protokotem
producenta. W pierwszej kolejnosci badane prébki zawieszono w referencyjnym buforze,
a nastepnie wykonano seryjne rozcieiczenia. Przygotowane prébki naniesiono na 96 dotkowe U -
denne czarne ptytki, nastepnie naniesiono 50 pl roztworu roboczego zwierajgcego odczynnik
Amplex Red oraz HRP, oksydaze galaktozowg i fetuine. Inkubacje prowadzono przez 30 minut
w 37°C w ciemnosci, a nastepnie mierzono absorbancje przy dtugosci fali 560 nm
w spektrofotometrze Tecan. Przy standaryzacji testu kontrole negatywng stanowit bufor
referencyjny, a kontrole pozytywnga neuraminidaza z Clostridium perfringens dotagczona do zestawu
przez producenta.

6.5.5.2. Test hemaglutynacji

Test ten polega na zdolnosci aglutynowania krwinek przez wybrane patogeny
jak i pojedyncze biatka tych patogendw. Jest to test pozwalajacy potwierdzi¢ funkcjonalnosé
rekombinowanego biatka. Doktorantka odbyta szkolenie w zakresie techniki wykonywana testow
HA i HI w referencyjnym laboratorium w Putawach.

Przygotowanie krwinek

Pobrang przez weterynarza krew w ilosci 5 ml z zyly danego zwierzecia (kura, krélik)
przeniesiono do 15 ml ptynu Elsevera. Nastepnie przesgczono rozcieiczong krew przez gaze
w celu pozbycia sie zanieczyszczen. Catos¢ dopetniono do 50 ml jatowym buforem PBS
z dodatkiem jondw magnezu i wapnia (Biomed, Lublin), a nastepnie wirowano 2000 x g przez 10
minut. Usunieto osocze (gérng faze), a dolng faze zawieszono w 50 ml jatowego buforu PBS i kolejny
raz wirowano 2000 x g przez 10 minut. Nastepnie osad zawieszono w 50 ml jatowego PBS i
wirowano 10 minut, 2000 x g, po czym zbierano 35 ml supernatantu. 3x stezone krwinki byty
gotowe do dalszego uzycia przez okres 7 dni. W celu przygotowania roztworu roboczego 1x
stezonego, pobierano 300 pl krwinek z wyjSciowego 3x stezonego roztworu i rozpuszczano w 30 ml
jatowego PBS z dodatkiem jondw magnezu i wapnia. Krwinki przechowywano w 4°C.
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Wykonanie testu hemaglutynacji

Do testu hemaglutynacji wykorzystuje sie ptytki 96 dotkowe V-denne. Dodawano po
25 ul jatowego buforu PBS z dodatkiem jonéw magnezu i wapnia na kazdg studzienke. Nastepnie
do ostatniej studzienki na ptytce dodawano 25 pl badanego antygenu w trzech powtdrzeniach
i wykonano dwukrotne seryjne rozcieficzenia. Kolejno dodano 25 pul jatowego buforu PBS oraz 25
pul 1x stezonych krwinek. Inkubacje prowadzono 30 minut w temperaturze pokojowej i
odczytywano wyniki. W przypadku gdy antygen jest zdolny do aglutynacji nie obserwuje sie
charakterystycznego opadania krwinek na dno V - dennej ptytki.

6.6. Techniki mikroskopowe

6.6.1. Transmisyjna mikroskopia elektronowa i barwienie negatywowe

Przygotowane preparaty czastek wirusopodobnych rozcieiczano w stosunku
objetosciowym 1:4 w buforze zawierajgcym dwuwarto$ciowe jony magnezu zgodnie z opisem
Gromadzka i wsp. 2006. Na formwarowang siatke niklowg, bgdZ miedziang zawierajgcg btone
weglanowg, nakrapiano preparat i inkubowano w temperaturze pokojowej przez 3 minuty.
Za pomocy bibuty sciggano preparat i naktadano 25 pl 2% octan uranylu lub 2% kwas
fosfowolframowy. Po 30 sekundach Sciggano barwnik za pomoca bibuty, a preparat umieszczano
w szalce Petriego na bibule i przechowywano w temperaturze pokojowej do dalszych analiz.
Doktorantka odbyta wielomiesieczne szkolenie w zakresie technik mikroskopii elektronowej
prowadzone przez Dr Grazyne Konope w Zaktadzie Mikroskopii Elektronowej Uniwersytetu
Gdanskiego i opanowata samodzielne wykonywanie preparatéw jak réwniez obserwacje
mikroskopowe.

6.7. Techniki pracy z czastkami wirusopodobnymi

6.7.1. Produkcja bezostonkowych VLPs-RHDV w komadrkach owadzich

W celu produkcji bezostonkowych czgstek wirusopodobnych wykonywano zakazenie
komodrek Sf9 w hodowli ptynnej w ilosci 2x108/ml pozywki lub w hodowli stacjonarnej zgodnie
z opisem Gromadzka i wsp. 2006 (156). Hodowle o rdinej objetosci zakazano lizatami
bakulowirusowymi przy m.o.i. 5. Po 60 godzinach zbierano pozywke wraz z komdrkami
i wirowano przez 30 minut przy 8500 x g. Nastepnie w celu zageszczenia czgstek wirusopodobnych
obecnych w pozywce, uzyskany supernatant ultrawirowano przez 3 godziny przy 82000 x g w 4°C.
Osad zawieszono w 0,5 ml pozywki i inkubowano przez noc w 4°C w celu catkowitego rozpuszczenia
zageszczonych czastek wirusopodobnych. Na przygotowany wczesniej skokowy gradient
sacharozowy 20-60% naktadano przygotowang prébke. Aby rozdzieli¢ czastki wirusopodobne od
bakulowiruséw wykonano ultrawirowanie w gradiencie sacharozy przez 16 godzin przy 90000 x g
w 4°C. Zebrane frakcje zawierajgce VLPs przechowywanao do dalszych analiz, jak np. mikroskopia
elektronowa, badanie stabilnosci czy tez immunodetekcja.
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6.7.2. Produkcja ostonkwych VLPs wirusa grypy w komdérkach owadzich

Produkcje ostonkowych VLPs wykonano wykorzystujgc system bakulowirusowy (154).
Komérki Sf9 wysiano do 5 butelek T225 w iloéci 6x107. Po 4 godzinach wykonano zakazenie
komérek owadzich przy m.o.i. réwnym 3 wybranymi lizatami bakulowirusowymi niosgcymi jeden,
dwa lub trzy geny kodujace strukturalne biatka wirusa grypy. Hodowle prowadzono przez 60
godzin. Po tym czasie zebrano komoérki i pozywke i poddano wirowaniu 8500 x g przez 30 minut
w celu oddzielenia komdrek od pozywki. Pozywke w ilosci 100 ml ultrawirowano przez 2 godziny
w 4°C przy 82 000 x g w celu zageszczenia czgstek wirusopodobnych. Nastepnie osad rozpuszczono
w 2 ml buforu NTE przez noc w 4°C. Rozpuszczone i zageszczone VLPs naktadano na gradient
sacharozowy skokowy i ultrawirowano 16 godzin w 4°C przy 82000 x g. Frakcje zbierano po 1 ml od
gory i analizowano w zelu poliakrylamidowym. Dodatkowo wykonano immunodetekcje
poszczegdlnych biatek. Wybrane frakcje zbierano i zageszczano poprzez ultrawirowanie przez
2 godziny w 4°C przy 82000 x g. Osad nastepnie rozpuszczano w buforze NTE. Tak przygotowane
prébki zawierajgce poszczegdlne VLPs przechowywano do dalszych analiz.

6.7.3. Przygotowanie antygendéw do szczepien

W celu przygotowania antygenu do szczepien w postaci VLPs wykonano zakazenie komérek
owadzich w hodowli stacjonarnej na wiekszg skale zmiareczkowanym lizatem bakulowirusowym.
Po 60 godzinach wykonano cykl ultrawirowan i zebrano poszczegdlne frakcje gradientu. Frakcje te
analizowano poprzez rozdziat w zelu poliakrylamidowym gradientowym 4 - 16%. Zel
poliakrylamidowy barwiono btekitem kumazyny. Poszczegdlne frakcje potgczono i zageszczono
poprzez ultrawirowanie, a nastepnie rozpuszczono w buforze PBS.

6.8.Techniki immunologiczne

6.8.1. Test immunoperoksydazowy w hodowlach jednowarstwowych

Test typu IPMA (ang. immunoperoxidase monolayer assay) przeprowadzano
na ptytce M-6, po 48 godzinach od zakazenia komérek owadzich rekombinowanym bakulowirusem
niosgcym geny strukturalnych biatek wirusa ptasiej grypy lub wirusa RHD. Eksperyment
przeprowadzono z zastosowaniem zaprezentowanej przez Gromadzka i wsp. (156) (154) metody.
Po 48 godzinach zbierano pozywke, a komodrki przemywano buforem  PBS,
a nastepnie utrwalano poprzez dodanie 70% zimnego metanolu (1 ml, 20 minut). Nastepnie,
utrwalone komérki Sf9 ptukano 2 razy 1 ml buforu PBS i inkubowano 1 godzine w temperaturze
pokojowej z roztworem pierwszorzedowych przeciwciat, w rozcieficzeniu 1:500 w PBST. Nastepnie
komorki ptukano buforem PBS+Tween 80% w celu usuniecia niezwigzanych przeciwciat i dodawano
roztwér przeciwciat drugorzedowych sprzezonych z peroksydazg chrzanowg w rozcienczeniu
1:1000 w buforze PBST. Po godzinnej inkubacji ponownie odptukano niezwigzane przeciwciata.
W celu detekcji komplekséw stosowano bufor 0,05 M octan sodu o pH 5,0 zawierajacy 200 pg/ml
3-amino-9-etylo-karbazol i nadtlenek wodoru lub komercyjnie dostepny substrat - Vector NovaRed
Substrate Kit (Vector). Komorki oglagdano pod mikroskopem swietlnym.
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6.8.2. Produkcja monospecyficznej surowicy poliklonalnej

Kroliki zaszczepiono podskdrnie. Do immunizacji uzyto rekombinowane antygeny HA
i NA wirusa grypy oraz VP60 wirusa RHD w ilosci 200 pg rekombinowanego biatka w 0,5 ml PBS
z dodatkiem kompletnego adjuwantu Freunda w stosunku objetosciowym 1:1 zgodnie z opisem
Fitzner i Gromadzka 2007 (157). Po 21 dniach zwierzeta szczepiono po raz drugi srodskornie
antygenem w ilosci 100 -200 pg w 0,5 ml buforu PBS w obecnosci niepetnego adjuwantu Freunda
w stosunku objetosciowym 1:1. Surowice pobierano 14 dni po drugim szczepieniu. Krew ttoczono
do jatowej probdéwki polistyrenowej lub polietylenowej tak by strumien pobranej krwi sptywat
skosnie po $cianie, co zapobiegato hemolizie krwinek. Pobrang prébke krwi pozostawiono
w temperaturze pokojowej (2 - 3 godziny) lub w temperaturze 37 C do czasu powstania skrzepu (30
- 45 minut). Krew umieszczono w lodédwce w temperaturze 4'C na okres kilku do kilkunastu godzin
do catkowitego utworzenia skrzepu. Surowice oddzielono od skrzepu zlewajgc jg ostroznie do
jatowej probdéwki i wirowano przez 20 minut przy 3000 x g. Tak zebrang surowice przechowywano
w -20°C.

6.8.3. Test zahamowania hemaglutynacji

Test ten wykonywany byt na 96-dotkowych V - dennych ptytkach. W celu przeprowadzenia
analizy badanych surowic, uprzednio zmiareczkowanym antygenem HA zgodnie z opisem w sekgji
6.5.5.2., uzyto 4 jednostek antygenu HA. Nastepnie dodano po 70 ul jatowego buforu PBS
z dodatkiem jondw magnezu i wapnia oraz 10 pl badanej surowicy do pierwszej studzienki.
Do trzeciej studzienki dodano 25 ul PBS. Do drugiej studzienki przeniesiono 25 ul z pierwszej
studzienki. Od 3 studzienki na ptytce wykonano seryjne rozciericzenia. Kolejno dodano 25 pl PBS
oraz 25 ul uprzednio przygotowanego antygenu (4 jednostki antygenu) i inkubowano przez 25
minut w temperaturze pokojowej. Nastepnie dodano 25 pl zawiesiny krwinek. Inkubowano 30
minut w temperaturze pokojowej i odczytywano wyniki. W przypadku reakcji antygen - krwinka
jest mozliwa do zaobserwowania charakterystyczna zawiesina, gdy antygen nie zwigze sie z krwinka
obserwujemy tzw. guziczek. W przypadku gdy przeciwciata sg zdolne do optaszczenia i zwigzania
antygenu, nie dochodzi do hemaglutynacji i krwinki opadajg na dno ptytki.

6.8.4. Charakterystyka czasteczek wirusopodobnych w tescie ELISA
6.8.4.1. Detekcja VLP-RHDV w tescie ELISA

Na ptytke 96 dotkowg dodano 100 pl rozciericzonego w PBS antygenu w postaci czastek
wirusopodobnych wirusa RHD i inkubowano przez noc w 4°C. Ptytke ptukano pieciokrotnie buforem
PBST. Dodano roztwér PBS z3% BSA i 0,05% Tween 20 w celu zablokowania niespecyficznych miejsc
wigzania. Ptytke inkubowano przez 30 minut w 37°C. Nastepnie ptukano pieciokrotnie buforem
PBST, po czym dodawano roztwor przeciwciat poliklonalnych skierowanych przeciwko wybranemu
biatku w rozcienczeniu objetosciowym 1:2000 w buforze PBT w ilosci 100 pl/studzienke
i inkubowano 2 godziny w temperaturze 37°C. Niezwigzane przeciwciata odmywano przez 5-krotne
ptukanie buforem PBST, a nastepnie inkubowano z koniugatem przeciwciat drugorzedowych
sprzezonych z peroksydazg chrzanowg w rozcieiczeniu 1:2000 w buforze PBT w ilosci 100
ul/studzienke. Po 5-krotnym ptukaniu buforem PBST prowadzono reakcje enzymatyczng przez 15
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minut z zastosowaniem substratu TMB. Reakcje zatrzymano poprzez dodanie 100 pl/studzienke
2 M H,SO.. Absorbancje mierzono przy dtugosci fali 450 nm z zastosowaniem czytnika ptytek
Nanoquant, Infinite M200.

6.8.4.2. Detekcja VLP-RHDV w tescie podwdjnego wigzania ELISA

Ptytki 96 dotkowe zostaly optaszczone specyficzng surowicg krdlicza — rozcienczong
w buforze PBS (inkubacja 24 godziny w temperaturze pokojowej). Ptytki przeptukano 3 razy
buforem PBS. 50 pl kontroli pozytywnej — (referencyjnego antygenu wirusowego rozcienczonego
w buforze PBS zawierajgcym 3% BSA) dodano na studzienki i inkubowano przez 1 godzine w 37°C.
Po przeptukaniu, 50 pl specyficznych przeciwciat pochodzacych ze swinki morskiej anty-RHDV
rozciedczonych w odpowiedni sposéb w PBS z 3% BSA zostato dodane do kazdej studzienki
i inkubowano przez 1 godzine w 37°C. Ptytki przeptukano, a nastepnie dodano 50 ul przeciwciat
drugorzedowych sprzezonych z HRP i inkubowano jak wyzej. Po 4-krotnym ptukaniu buforem PBST
prowadzono reakcje enzymatyczng przez 15 minut z zastosowaniem substratu OPD
( z ang. o-phenylenediamine) zawierajgcym 0,05% H,0,. Reakcje zatrzymano poprzez dodanie 100
ul/studzienke 1,25 M H,SO4. Absorbancje mierzono przy dtugosci fali 492 nm z zastosowaniem
czytnika ptytek Nanoquant, Infinite M200. Ten typ testéw ELISA wykonywany byt
w referencyjnym laboratorium w Zdunskiej Woli przez dr hab Andrzeja Fitznera.

6.8.4.3. Detekcja konformacyjnych epitopéw VLP-RHDV w tescie podwdjnego wigzania ELISA z
wykorzystaniem monoklonalnych przeciwciat 1H8 sprzezonych z peroksydaza chrzanowg

Ptytki 96 dotkowe zostaty optaszczone monospecyficzng surowicg krdliczg rozcieficzong
w buforze PBS w ciggu 24 godzin. Po zakonczeniu optaszczania ptytki przeptukano 3 razy buforem
PBS. 50 pl kontroli pozytywnej stanowiacej referencyjny antygen wirusowy dodano na studzienki
i inkubowano przez 1 godzine w 37°C. Po przeptukaniu ptytek, 50 pl specyficznych przeciwciat
monoklonalnych sprzezonych z HRP rozcieficzonych objetosciowo 1:1000 w PBS z 3% BSA dodano
do kazdej studzienki i inkubowano przez 1 godzine w 37°C. Po 4-krotnym ptukaniu buforem PBST
prowadzono reakcje enzymatyczng przez 15 minut z zastosowaniem substratu OPD zawierajgcym
0,05% H,0,. Reakcje zatrzymano poprzez dodanie 100 pul/studzienke 1,25 M H,SO,. Absorbancje
mierzono przy dtugosci fali 492 nm z zastosowaniem czytnika ptytek Nanoquant, Infinite M200.
Ten typ testéw ELISA wykonywany byt w referencyjnym laboratorium w Zdunskiej Woli przez dr
hab Andrzeja Fitznera.

6.9. Badania na modelu zwierzecym

Szczepienia krélikow

Czasteczki wirusopodobne RHD uzyskane w komdrkach owadzich uzyte byty
do immunizacji krolikéw w celu uzyskania surowic poliklonalnych. Zaszczepiono 4 kroliki
$rodskérnie 200 pg VLPs-RHDV w  formulacji z kompletnym adjuwantem Freunda.
Po 21 dniach kréliki zostaty doszczepione 100 pg VLPs w formulacji z niekompletnym adjuwantem
Freunda. 14 dni pdzniej od krdlikéw zostata pobrana krew. Jeden niezaszczepiony krélik stanowit
kontrole negatywng eksperymentu. W celu oznaczenia dynamiki narastania przeciwciat
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w wyznaczonych terminach pobierano od zaszczepionych zwierzat krew (w dniu: 0, 12, 22, 37, 41,
42, 51, 54). Pobrang krew inkubowano w 37°C przez 2 godziny, a nastepnie przez noc w 4°C.
Nastepnie wirowano przez 30 minut przy 2500 x g. Wyodrebniong surowice porcjowano
i przechowywano w -20°C.

Szczepienia kawii domowych

Czasteczki wirusopodobne RHD uzyskane w komodrkach owadzich byly uiyte do
immunizacji kawii domowych w celu uzyskania surowic poliklonalnych. Zaszczepiono 3 kawie
domowe podskdrnie 200 ug VLPs w formulacji z kompletnym adjuwantem Freunda. Po 21 dniach
Swinki zostaty doszczepione 100 pg VLPs w formulacji z niekompletnym adjuwantem Freunda. 14
dni pdzniej pobierano od zaszczepionych zwierzat krew. Jedna niezaszczepiona kawia domowa
stanowita kontrole negatywna eksperymentu. Pobrang krew inkubowano w 37°C przez 2 godziny,
a nastepnie przez noc w 4°C. Nastepnie wirowano przez 30 minut przy 2500 x g. Wyodrebniong
surowice porcjowano i przechowywano w -20°C.

Szczepienia kur

Czastki wirusopodobne wirusa ptasiej grypy szczepu H5N1 uzyskane w systemie
bakulowirusowym w komérkach owadzich uzyto do immunizacji kur. Grupa 41 kur brojleréow
3 tygodniowych zostata zaszczepiona domiesniowo do miesnia piersiowego dawka 200 pl
preparatu szczepionkowego zawierajgcego 10-25 pg VLPs-grypy. Druga grupa 9 kur stanowita
kontrole. Cztery z nich zostaty zaszczepione PBS z dodatkiem adjuwantu a pozostate 5 byty
nieszczepione. Po 27 dniach wykonano kolejne szczepienie takg samg dawka szczepionki w taki
sam sposdb domiesniowo do miesnia piersiowego. Krew do analizy pobierano w 22, 49, 56 oraz 63
dniu zycia kur. Odpowiedz immunologiczng kur badano testami posrednimi ELISA oraz HI.

6.10. Analiza odpowiedzi immunologicznej po szczepieniu preparatami o potencjale ochronnym

6.10.1 Ocena ilosciowa dynamiki narastania przeciwciat w odpowiedzi immunologicznej na
szczepienie H5SN1-HA VLP, H5N1-HA/M1 VLP i H5N1-HA/NA/M1 VLP u kur za pomoca testu
ELISA

Test ELISA zostat uzyty do wykrycia i iloSciowego okreslenia odpowiedzi immunologicznej
na szczepienie kur réznego rodzaju H5N1-VLPs. 96-dotkowg ptytke z ptaskim dnem pokryto 50
ng/dotek w 100 pl inaktywowanego referencyjnego wirusa H5N1, zakupionego w laboratorium
referencyjnym Animal Health and Veterinary Laboratories Agency (AHVLA, Weybridge, Wielka
Brytania). Plytke optaszczono przez noc w 4°C. Nastepnie ptytke ptukano 4x 5 minut 200
ul/studzienke buforu do ptukania (PBS/0,05% Tween20). Ptytke blokowano przez 1 godzine w 37°C
250 pl/studzienke buforu blokujgcego (3% BSA/PBS/0,05% Tween 20), a nastepnie ptukano jak
poprzednio. Dodano 100 pl/studzienke rozciericzonych 1:300 surowic kurczat z immunizowanych
kur zebranych w 34 dniu po pierwszej immunizacji i inkubowano przez 1 godzine w 37°C. Ptytke
przemyto jak poprzednio. Nastepnie dodano 100 pl/dotek skoniugowanych z AP drugorzedowych
przeciwciat anty-kurzych (anty-IgY) (1:2000 w 3% BSA/PBS/0,05% Tween 20) i inkubowano przez
1 godzine w temperaturze pokojowej. Po ostatnim etapie ptukania ptytek (6 x 5 minut z 200
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ul/studzienke buforu ptuczacego) dodano 100 pl/studzienke roztworu substratu NPP.
Intensywnosc¢ sygnatu zmierzono przy 450 nm za pomocg czytnika ptytek.

6.10.2 Charakterystyka odpowiedzi immunologicznej na szczepienie kur preparatem H5N1-
HA/NA/ M1 VLP w formulacji z petnym i z niekompletnym adjuwantem testem ELISA

Test ELISA zostat uzyty do wykrycia i iloSciowego okredlenia odpowiedzi immunologicznej
na szczepienie kur preparatem zawierajgcym H5N1-HA/NA/M1 VLPs. 96 - dotkowg ptytke z ptaskim
dnem pokryto 100 pl o stezeniu 50 ng/dotek inaktywowanego referencyjnego antygenu wirusa
H5N1, zakupionego w laboratorium referencyjnym Animal Health and Veterinary Laboratories
Agency (AHVLA, Weybridge, Wielka Brytania). Ptytke optaszczano przez noc w 4°C. Nastepnie
ptytke ptukano 4x 5 minut 200 ul/studzienke buforu do ptukania (PBS/0,05% Tween20). Ptytke
blokowano przez 1 godzine w 37°C 250 pl/studzienke buforu blokujgcego (3% BSA/PBS/0,05
%Tween 20) a nastepnie ptukano jak poprzednio. Dodano 100 pl/studzienke rozciericzonych 1:300
surowic kurczat z immunizowanych kur zebranych w 34 dniu po pierwszej immunizacji
i inkubowano przez 1 godzine w 37°C. Ptytke przemyto jak poprzednio. Nastepnie dodano 100
ul/dotek skoniugowantch z AP drugorzedowych przeciwciat anty-kurzych (anty-IgY) (1:2000
w 3% BSA/PBS/0,05 %Tween 20) i inkubowano przez 1 godzine w temperaturze pokojowe;j.
Po ostatnim etapie ptukania ptytek (6 x 5 minut z 200 pl/studzienke buforu ptuczacego) dodano
100 pl/studzienke roztworu substratu NPP. Intensywnos¢ sygnatu zmierzono przy 450 nm za
pomocg czytnika ptytek TECAN.

6.10.3. Ocena dynamiki narastania przeciwciat w czasie w odpowiedzi immunologicznej na
szczepienie HSN1-HA/NA/M1 VLP u kur za pomocg testu ELISA

Test ELISA zostat uzyty do miareczkowania uzyskanych surowic i ilosciowego okreslenia
odpowiedzi immunologicznej na szczepienie kur H5N1-HA/NA/M1VLPs. 96-dotkowg ptytke
z ptaskim dnem pokryto referencyjnym antygenem w formie inaktywowanego wirusa H5N1 50
ng/dotek w objetosci 100 ul, zakupionego w laboratorium referencyjnym Animal Health and
Veterinary Laboratories Agency. Plytke optaszczano przez noc w 4°C. Ptytke ptukano 4 x 5 minut
200 pl/studzienke buforu do ptukania (PBS/0,05% Tween 20), a nastepnie blokowano przez
1 godzine w 37°C 250 pl/studzienke buforu blokujgcego (3% BSA/PBS/0,05% Tween 20). Ptytke
nastepnie ptukano jak poprzednio. W celu okreslenia dynamiki narastania specyficznych
przeciwciat dodano po 100 ul/studzienke rozcieficzonych 1:300 surowic kurczat zimmunizowanych
kur zebranych w dniach 0, 17, 34, 41 po pierwszej immunizacji i inkubowano przez 1 godzine
w 37°C. Po tym czasie ptytke przemyto jak uprzednio. Nastepnie dodano drugorzedowe
przeciwciata anty IgY skoniugowane z AP w ilosci 100 pl/dotek (1:2000 w 3% BSA /PBS/0,05%
Tween 20) i inkubowano przez 1 godzine w temperaturze pokojowej. Po ostatnim etapie ptukania
ptytek (6 x 5 minut z 200 pl/studzienke) dodano 100 pl/studzienke roztworu substrat fosforanu p-
nitrofenylu. Intensywnos¢ sygnatu zmierzono przy 450 nm za pomocg czytnik ptytek TECAN.
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6.10.4. Miareczkowanie do punktu koricowego surowic od kurczat immunizowanych H5N1-
HA/NA /M1 VLP w tescie ELISA

Surowice uzyskane w 41 dniu po szczepieniu od immunizowanych brojleréw zebrano
i pofaczono. 96-dotkowa ptytka ELISA (Greiner Microlon High-Binding, bezbarwna) zostata
optaszczona referencyjnym antygenem w postaci inaktywowanego wirusa H5N1 (Animal Health
and Veterinary Laboratories Agency w ilosci 50 ng/dotek w objetosci 100 pl. Optaszczano ptytke
przez noc w 4°C. Nastepnie ptytke ptukano 4 x 5 minut 200 pl/studzienke buforu do ptukania
(PBS/0,05% Tween 20), blokowano przez 1 godzine w 37°C 250 pl/studzienke buforu blokujgcego
(3% BSA/PBS/0,05 % Tween 20). Ptytke przeptukano jak opisano poprzednio i do studzienek dodano
seryjne rozcienczenia zebranych surowic kurzych (w 3% BSA/PBS/0,05% Tween 20), a nastepnie
inkubowano przez 1 godzine w temperaturze pokojowej. Seryjne rozcienczenia referencyjnych
kurzych przeciwciat A/H5N1/HPAI (Veterinary Laboratories Agency, Wielka Brytania;
w 3% BSA/PBS/0,05% Tween 20) postuzyty jako kontrola pozytywna. Po inkubacji ptytke przemyto
jak poprzednio i dodano przeciwciata drugorzedowe anty IgY (kozie anty-kurze sprzezone z AP;
w 3% BSA/PBS/0,05% Tween 20). Po ostatnim etapie ptukania (6 x 5 minut z 200 pl/studzienke
buforu ptuczacego) dodano 100 pl/studzienke roztworu substratu NPP. Intensywno$é sygnatu
mierzono przy 450 nm za pomocg czytnika ptytek TECAN.

6.10.5. Ekspresja i charakterystyka uniwersalnego antygenu hemaglutyniny w formie HA stalk w
komdrkach owadzich za pomoca testu typu IPMA z monoklonalnymi przeciwciatami anty-H1IN1
lub uniwersalnymi przeciwciatami Fi6

Komorki Sf9 (8x10°) wysiano na 2,5 - cm szalce hodowlanej w syntetycznej pozywce SFX,
a nastepnie zakazono bakulowirusem kodujgcym biatko HA stalk szczepu H5N1 przy wielokrotnosci
zakazenia jednej komérki owadziej (m.o.i) wynoszgcym 5. Czterdziesci osiem godzin po infekcji
komarki przemyto buforem PBS i utrwalono 70% zimnym metanolem przez 20 minut. Nastepnie
utrwalone komaérki Sf9 przemyto 2 razy buforem PBS i inkubowano przez 1 godzine w temperaturze
pokojowej z 500 ul/studzienke przeciwciat anty-HIN1 Mab rozciericzonych 1:1000 Ilub
z przeciwciatami Fi6 hMab rozcieficzonymi 1:1000 z 1% Tween 80 w PBS. Nastepnie zastosowano
500 pl/studzienke przeciwciat drugorzedowych rozciericzonych 1:2000 w PBS i 1% Tween 80. Ptytke
inkubowano przez 1 godzine i ptukano 3 razy 1 ml buforu do ptukania (sdl fizjologiczna buforowana
Tris pH 7,2/0,1% BSA/0,05% Tween 80). Reakcja zostata uwidoczniona za pomocg zestawu
substratéw NovaRED. Komoérki obserwowano za pomocg mikroskopu konfokalnego Nikon
PCM2000.

6.10.6. Analiza reaktywnosci krzyzowej puli uniwersalnych przeciwciat powstatych w wyniku
szczepienia kur preparatami zawierajgcymi HSN1-HA/NA/M1 VLP; detekcja homologicznego i
heterologicznych antygenéw w formie HA stalk w komérkach ssaczych za pomoca testu IPMA

Komérki HEK293 w ilosci 8x10° wysiano na 2,5 - cm szalki hodowlane w kompletnej
pozywce DMEM. Nastepnie wykonano transfekcje przy uzyciu plazmidéw pcDNA3.1 zawierajgcych
homologiczny konstrukt HA stalk H5N1, heterologiczny konstrukt HA stalk szczepu pandemicznego
H1IN1 oraz heterologiczny konstrukt pcDNA3.1 HA stalk ze szczepu H7N9. Do transfekcji uzyto
odczynnika Jet Prime zgodnie z protokotem producenta (PolyPlus, USA). 48 godzin po transfekcji
komoérki przemyto buforem PBS, zamrozono w -70°C przez 15 minut i utrwalono 4%
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formaldehydem. Nastepnie komdrki inkubowano z rozcieiczonymi 1:300 w PBS z 1% Tween 80
surowicami kurczat uzyskanymi w 41 dniu po szczepieniu (500 pl/studzienke na ptytce M6). Plytke
inkubowano przez 1 godzine i ptukano 3 razy po 1 ml buforu do ptukania (sdl fizjologiczna
buforowana Tris o pH 7,2/0,1% BSA/0,05% Tween 80). Nastepnie zastosowano drugorzedowe
przeciwciata anty IgY 500 pl/studzienke (kozie anty-kurze rozciericzone 1:2000 w PBS i 1% Tween
80). Ptytke inkubowano przez 1 godzine i ptukano 3 razy 1 ml buforu do ptukania (sél fizjologiczna
buforowana Tris pH 7,2/0,1% BSA/0,05% Tween 80). Reakcja zostata uwidoczniona za pomoca
zestawu substratow NovaRED. Komadrki obserwowano za pomocag mikroskopu konfokalnego Nikon
PCM2000.

6.10.7. Analiza reaktywnosci krzyzowej heteropodtypowej domeny LAH z ludzkiego szczepu
H3N2 w obrebie HA2 domeny z surowicami kurzymi po szczepieniu potréjnymi VLP H5N1/NA-
HA-M1 ; Test peptydowy ELISA

96 - studzienkowq ptytke ELISA (Pierce Streptavidin High Binding Capacity, Clear) pokryto
100 pl/studzienke w stezeniu 10 pg/ml biotynylowanego peptydu RIQDLEKYVEDTKIDLWSYNAELL
VALENQHTIDLTDSEMNKLFEK TRRQLRENA LAH (syntetyzowanego przez JPT Peptide Technologies,
Niemcy). Optaszczano ptytke przez 2 godziny z wytrzgsaniem w temperaturze pokojowej.
Nastepnie ptytke ptukano czterokrotnie przez 5 minut 200 pl/studzienke buforu do ptukania (sol
fizjologiczna buforowana Tris pH 7,2/0,1% BSA/0,05% Tween 20). Na ptytke dodano 100
ul/studzienke rozcienczonych objetosciowo 1:300 surowic kurczat z zaszczepionych kur. Ptytke
inkubowano przez 2 godziny z wytrzgsaniem w temperaturze pokojowej. Nastepnie ptytke ptukano
jak poprzednio i dodano 100 pl/studzienke drugorzedowych przeciwciat anty 1gY rozcieficzonych
1:1000. Po 1 godzinnej inkubacji w temperaturze pokojowej ptytki ptukano (6 x 5 minut z 200
ul/studzienke buforu do ptukania), nastepnie dodano 100 pl/studzienke roztworu substratu NPP
(SigmaFast; Sigma, USA). Intensywnos¢ sygnatu mierzono przy 450 nm za pomocy czytnika ptytek
TECAN.

6.10.8. Oznaczanie miana przeciwcial w surowicach kréliczych po szczepieniu VLP-RHDV
z wykorzystaniem testu ELISA - Test kompetycyjny ELISA

Ptytke 96 -dotkowga ptaskodenng optaszczono swoistg krdliczg surowicg odpornosciows.
Nastepnie na ptytke naniesiono mieszanine badanej surowicy i statej dawki antygenu
referencyjnego wirusa RHDV. W nastepnym etapie zastosowano przeciwciata monoklonalne CR,
zwigzane z peroksydazg chrzanowa. Obecnos¢ przeciwciat w badanej surowicy wykrywano
spektrofotometrycznie na podstawie reakcji barwnej po dodaniu substratu OPD.

W cELISA o nazwie LPBE ELISA wykorzystano przeciwciata poliklonalne oraz polskie wirusy
referencyjne szczepu SGM. LBPE ELISA jest testem kompetycyjnym, wielowarswowym z etapem
seroneutralizacji w fazie ptynnej, stad nazwa Liquid-Phase-Blocking ELISA. Jesli w badanej surowicy
sg obecne przeciwciata przeciwko wirusowi RHD, to wigzg one referencyjny antygen blokujac w ten
sposéb jego wolne determinanty antygenowe, co z kolei uniemozliwia w dalszym etapie
przyftaczenie sie przeciwciat zawartych w poliklonalnej surowicy stuzacej do detekcji antygenu.
Reakcja wigzania badanych przeciwciat z antygenem zachodzi w fazie ptynnej na ptytce U - dennej,
stad nazwa tego testu. W wyniku testow kompetencyjnych wynik dodatni, czyli reakcje badanej
surowicy z antygenem, oznacza brak reakcji barwnej. Natomiast w przypadku kontroli negatywne;j
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obserwujemy barwng reakcje, gdyz antygen nie zwigzat sie z przeciwciatem badanym tylko
z przeciwciatem komercyjnym, ktére mogto by¢ dalej rozpoznane przez ll-rzedowe przeciwciata
sprzezone z HRP, ktére w wyniku dodania substratu dato wynik dodatni. Ten typ testéw ELISA
wykonywany byt w referencyjnym laboratorium w Zdunskiej Woli przez Pana dr hab Andrzeja
Fitznera.

6.11. Ocena skutecznosci prototypu szczepionki nowej generacji przeciwko RHDV, eksperyment
typu ,challange”

Czasteczki wirusopodobne wirusa RHD uzyskane w komdrkach owadzich byty uzyte do
immunizacji krélikow. Grupa 7 seronegatywnych dorostych krélikow (3 miesiecznych) zostata
zaszczepiona podskdrnie dawka 1 ml preparatu szczepionkowego zawierajacej 200 pug VP60-VLPs.
Druga grupa 4 krélikdéw stanowita kontrole negatywng. Dwa z nich byty nieszczepione, a dwa
zostaty zaszczepione pozywka znad komdrek niezakazonych Sf9. OdpowiedZz immunologiczng
krélikéw badano testem HI oraz testem ELISA po 12 dniach od szczepienia. W tym samym dniu
wszystkie zwierzeta zostaty zainfekowane poprzez podskdérng inokulacje wirusem RHD o mianie
HI=1/10240, ktére stanowito stukrotnie wyzszg dawke niz dawka Smiertelna czyli LD50 (ang. lethal
dose 50). W celu oceny wiasciwosci immunogennych jednodawkowej eksperymentalnej
szczepionki nowej generacji w dniach 0, 8, 12 po szczepieniu oraz 8 dni po eksperymentalnym
zakazeniu pobrano proébki krwi w celu oznaczenia miana przeciwciat w testach HI oraz ELISA.
Eksperyment zostat wykonany w referencyjnym laboratorium Zaktadu Pryszczycy w Zduniskiej Woli.

6.12. Analiza statystyczna

Zebrane dane analizowano i wizualizowano przy uzyciu oprogramowania GraphPad Prism
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA) i Excel (Microsoft, Redmond, WA, USA). Analize
przeprowadzono za pomocg testow nieparametrycznych ze wzgledu na ograniczong liczbe prébek,
ktére nie wystarczaty do potwierdzenia normalnego rozktadu otrzymanych wynikow.

Analiza statystyczna do oceny iloSciowej dynamiki narastania przeciwciat w odpowiedzi
immunologicznej na szczepienie H5N1-HA VLP, H5N1-HA/M1 VLP i H5N1-HA/NA/M1 VLP u kur
za pomoca testu ELISA

Dane wykorzystano w analizie Two-way RM ANOVA oraz nastepnie w analizie mieszanych
efektdw wraz z dwuetapowg liniowg procedurg step-up Benjaminiego, Kriegera i Yekutieli’'ego (p =
0,05). Analize wykonano dla grup danych H5N1 HA VLPs, H5N1 HA/M1 VLPs oraz HSN1 HA/M1/NA
VLPs + CF pomiedzy odpowiedzig zaobserwowang w poszczegdlnych dniach po szczepieniu. W
kolejnym kroku takze poréwnano odpowiedzi dla poszczegdlnych dni po szczepieniu réznymi
preparatami: HSN1 HA VLPs, H5N1 HA/M1 VLPs oraz HSN1 HA/M1/NA VLPs + CF.

Analiza statystyczna do charakterystyki odpowiedzi immunologicznej na szczepienie kur
preparatem H5N1-HA/NA/M1 VLP w formulacji z petnym i z niekompletnym adjuwantem testem
ELISA

Dane wykorzystano w analizie Two-way RM ANOVA oraz nastepnie w analizie mieszanych
efektdw wraz z dwuetapowg liniowg procedurg step-up Benjaminiego, Kriegera i Yekutieli’'ego (p =
0,05). Dane poréwnywano w grupie HSN1 HA/M1/NA VLPs + CF lub H5N1 HA/M1/NA VLPs + ICF
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pomiedzy odpowiedzig zaobserwowang w poszczegdlnych dniach po szczepieniu. Nastepnie dane
dla poszczegdlnych dni poréwnano miedzy H5SN1 HA/M1/NA VLPs + CF oraz H5N1 HA/M1/NA VLPs
+ ICF.

Analiza statystyczna do oceny ilosciowej odpowiedzi immunologicznej na szczepienie
potréjnymi VLP H5N1/NA-HA-M1 u kur

Analize statystyczng miana przeciwciat w surowicach pobranych w rdznych punktach
czasowych przeprowadzono w programie GraphPad Prism przy uzyciu nieparametrycznego testu
Kruskala—Wallisa (p = 0,05). W kolejnym kroku, w celu kontroli fatszywie wykrytych réznic istotnych
statystycznie, przeprowadzono test poréwnan wielokrotnych Benjaminiego, Kriegera
i Yekutielitego (p = 0,05). Kazdg surowice badano w dwdch powtdrzeniach, a do analizy
statystycznej wykorzystano usrednione pomiary absorbancji z obu powtérzen.

Analiza statystyczna reaktywnosci krzyzowej heteropodtypowej domeny LAH ludzkiej
H3N2 HA2 z surowicami kurzymi po szczepieniu potréjnymi VLP H5N1/NA-HA-M1

Poréwnanie miana przeciwciat dla surowic pobranych przed i po szczepieniu
przeprowadzono przy uzyciu nieparametryczny test Wilcoxona (p = 0,05) dla sparowanych grup.
Analizy statystyczne przeprowadzono dla surowic pobranych od kazdej kury, a takze pomiedzy
grupami zwierzat nieszczepionych i zaszczepionych. Kazdg surowice testowano w dwdch
powtdrzeniach technicznych.

6.13. Analiza poréwnawcza sekwencji aminokwasowych obejmujgcych wysoce konserwowany
rejon dtugiej alfa helisy (LAH) w obrebie badanych antygenéw w postaci HA stalk

Poréwnanie wysoce konserwowanych rejonéw dtugiej alfa helisy (LAH) réznych szczepow
wirusa grypy, w tym: H5N1, HIN1, H7N9 i H3N2. Sekwencje aminokwasowe petnej dtugosci
hemaglutynin pobrano z The National Center for Biotechnology Information, Influenza Virus
database, o numerach dostepu: ADA83041 A/Abakan/02/2009/ (H1N1), AGL44438
A/Shanghai/02/2013 (H7N9), ABU50579 A/Texas/01/2007 (H3N2), baza danych EpiFlu, numer
dostepu: EPI156789 A/swan/Poland 305-135V08-2006 (H5N1)). Poréwnanie sekwencji wykonano
z wykorzystaniem oprogramowania Geneious Prime przy uzyciu algorytmu dopasowania Geneious.

6.14. Analiza petnej dtugosci sekwencji aminokwasowej kodujacej strukturalne biatka

Uzyskane sekwencje nukleotydowe dla hemaglutyniny polskiego szczepu wirua grypy typu
H5N1 oraz biatka VP60 wirusa RHD poddano analizom in silico. Jako pierwszg wykonano translacje
przy uzyciu programu ExPasy Translate Tool. Nastepnie w celu potwierdzenia serotypu sekwencji
ha wykonano analize poréwnawczg przy uzyciu algorytmu BLAST (ang. basic local alignment search
tool).
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7. Wyniki

7.1. Pierwszy model badawczy - ostonkowe czastki wirusopodobne wirusa grypy typu A

7.1.1. Amplifikacja i charakterystyka gendow kodujgcych biatka HA, NA, M1 krajowego izolatu
wirusa grypy typu A H5N1

Pierwszym modelem badawczym byt wysocepatogenny szczep H5N1 wirusa grypy typu A.
W 2006 roku podczas epidemii wirusa ptasiej grypy referencyjne laboratorium Panstwowego
Instytutu Weterynaryjnego w Putawach wyizolowato kilka szczepdw w/w wysoce patogennego
wirusa. Otrzymany od dr Krzysztofa Smietanki RNA wirusowy stanowit podstawe do dalszych badan
majgcych na celu charakterystyke tego zakaznego czynnika chorobotwodrczego.

W celu przepisania materiatu genetycznego z RNA na cDNA wykonano reakcje odwrotnej
transkrypcji z wykorzystaniem uniwersalnych sekwencji 7 nukleotydowych znajdujgcych sie
w obrebie rejonéw niekodujgcych (UTR) genomu wirusa grypy. Uzyskano cDNA wszystkich 8
segmentdéw genomu wirusa grypy, ktére postuzyto nastepnie do amplifikacji poszczegdlnych genéw
kodujgcych strukturalne biatka wirusa grypy typu H5N1: hemaglutynine (HA), neuraminidaze (NA)
oraz biatko rdzenia M1. Jako pierwszy powielono gen kodujgcy gtdwng glikoproteine
powierzchniowg hemaglutynine. Reakcje amplifikacji przeprowadzono z wykorzystaniem DNA
polimerazy Maraton, ktdra jest mieszanka polimerazy Pwo i Taq oraz termostabilnej UTPazy. Uzycie
tych polimeraz pozwolito na synteze bogatych w pary GC oraz dtugich fragmentéw DNA kodujgcych
wyzej wymienione geny. Zaprojektowano ponad 20 par zdegenerowanych starteréw, ktore
umozliwity amplifikacje segmentu 4 kodujacego hemaglutynine. Startery zaprojektowane
w oparciu o sekwencje kodujacg HA szczepédw mongolskich ptasiej grypy typu H5N1 pozwolity na
amplifikacje petnej dtugosci genu ha (Tab. 3.). Produkty reakcji PCR wklonowano nastepnie do DNA
wektora pGEM-T Easy, ktéry zawiera korice TTTT pozwalajgce na klonowanie DNA bezposrednio po
reakcji amplifikacji. Uzyskana sekwencja kodujgca biatko HA zostata zsekwencjonowana
w Instytucie Biochemii i Biofizyki PAN w Warszawie. Uzyskane sekwencje poréwnano nastepnie za
pomocy programu MultiAlign w celu ustalenia ewentualnych mutacji punktowych bedacych
wynikiem btednie wstawionych zasad podczas procesu amplifikacji lub/oraz ewentualnych
rozbieznosci bedacych efektem btedéw wynikajgcych z procesu samego sekwencjonowania. W
wyniku poréwnania wyodrebniono sekwencje, o dtugosci 1704 pz. Sekwencje aminokwasowg HA
uzyskano w wyniku procesu konwersji in silico z uzyciem programu ExPasy Translate Tool, ktéra
kodowata biatko dtugosci 568 reszt aminokwasowych.

91



b lokalizacja potencjalnych miejsc N-glikozylacji
@ miejsce cigcia proteolitycznego hemaglutyniny H5N1 38, PO J 9 yiad

ReTHEISE K81 pradiorss RoOlUsSIUIATIAA Siter in Seaente

330 3£ ao 360 r -
HAL VLATGL TAGFTEGGHI §
HA2 VLATGLRNSPQ! TAGF TEGGHI b
HAG VLATGLRNSPQ TAGF TEGGHI g
Consensus VLATGLRNS TAGFIEGGH! [ I ‘

C lokalizacja rejonu transbfonowego

"DAS® TH-segment prediction

d specyficzno$¢ gatunkowa w obrebie aminokwasow 226 V i 228 K

=
Hag 90

Consensus | /G THHPNDRAEQTRLYQNPTTYISVGTSTLNGRLYPKIATRSKYNGOSGRHEF|
[EDLLYLHGIHHPNDRAEQTRL YONPTTYISVGTSTLNQRLYPKIATRSKVNGOSGRHEF|
[EDLLVLHGTHHPNDAREQTRL YONPT TYTSYGTSTLNQRLYPKIATRSKYNGQSGRHEF|
JEDLLVLHGTHHPNDRREQTRL YQNPTTYTSVGTSTLNQRLVPKIATRSKYNGOSGRHEF|

AA

200 210 220 230 240

#300% 91713034 LS¥a.

o 100 200 300 400 500 600
Query sequence

HA 1 HA 2

328
L T TTWimmr, 1 Il <cT
C52 c277 A
TMD
S-S i
epitopes |WSb
[ICa
HSa
ECb

Rysunek 21. Analiza bioinformatyczna sekwencji aminokwasowej petnej dfugosci hemaglutyniny z polskiego izolatu
H5N1 a) Analiza poréownawcza sekwencji aminokwasowych rejonu cigcia proteolitycznego sekwencji poliargininowej w
obrebie hemaglutyniny. Porownanie sekwencji wykonano z wykorzystaniem oprogramowania Geneious Prime przy uzZyciu
algorytmu dopasowania Geneious. b) Analiza potencjalnych miejsc N-glikozylacji w obrebie sekwencji aminokwasowej
biatka hemaglutyniny. Analize wykonano przy wykorzystaniu algorytmu NetGlyc 1.0 stuzgcego do okreslania
prawdopodobnych miejsc N-glikozylacji. ¢c) Analiza rejonow hydrofobowych i rejonu transblonowego w obrebie sekwencji
aminokwasowej biatka HA. Analize wykonano przy wykorzystaniu algorytmu TopPred stuzgcego do okreslania i
wyznaczania rejonow hydrofobowych. d) Analiza poréwnawcza w rejonie odpowiadajgcym za specyficznos¢ gatunkowq
w obrebie glowy hemaglutyniny. Poréwnanie sekwencji wykonano z wykorzystaniem oprogramowania Geneious Prime
przy uzyciu algorytmu dopasowania Geneious. e) schemat budowy biatka hemaglutyniny;, HAI — domena pierwsza HA
zawierajgca glowne determinanty antygenowe (epitopy); HA2 — domena druga HA zawierajgca rejon transblonowy,
ogonek cytoplazmatyczny oraz rejon nozki HA; S-S — mostek dwusiarczkowy stabilizujgcy strukture hemaglutyniny; C52,
C277 — cysteiny w pozycji 52 i 277; PF — peptyd fuzyjny; TMD — rejon transblonowy, CT — ogonek cytoplazmatyczny;
HAL - A/swan/Poland 305-135V08-2006 ; HA2 — A/Cygnus/ Astrakhan/AST 05-2-1/2005(H5N1); HA6 — A/Great Black-
Headed Gull/Quinghai/2/05 (H5N1)
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Analiza poréwnawcza BLAST potwierdzita, iz uzyskana sekwencja obejmuje gen kodujacy
hemaglutynine serotypu H5 wirusa ptasiej grypy A/H5N1. W wyniku analiz in silico (Rys. 21.).
Okreslono lokalizacje regionu transbtonowego w obrebie sekwencji aminokwasowej
hemaglutyniny, ktéra obejmuje reszty aminokwaséw 533-555. Pierwszych 16 reszt
aminokwasowych dotyczy sekwencji sygnatowej kierujgcej niedojrzate biatko do wnetrza retikulum
endoplazmatycznego. ,,Ogonek” cytoplazmatyczny tworzony jest przez reszty aminokwasowe od
556 do 568, a cate biatko wykazuje lokalizacje zewnatrzkomoérkows. Dodatkowo ustalono
prawdopodobng ilo$¢ miejsc N—glikozylacji (Rys. 21.b). W wyniku poréwnania réznych izolatow
podtypu H5N1 wykazano, iz izolat polski jest najblizej spokrewniony z izolatem rosyjskim Astrakhan
i nalezy do kladu 2.2.2 1. Analiza miejsca ciecia proteolitycznego wykazata obecnos¢ sekwencji
poliargininowej, co potwierdza, iz jest to szczep wysocepatogenny (HPAI). Dodatkowo obecnos¢
reszt aminokwasowych w pozycji 238 (Q) i 240 (G) wskazuje na preferencyjne wigzanie z kwasem
sialowym potaczonym wigzaniem a2-3, co jest charakterystyczne dla szczepdéw ptasich.
Analogiczne analizy wykonano dla sekwencji aminokwasowych kodujgcych biatka NA i M1.

Ze wzgledu na wysokg wydajnos¢ produkcji biatek oraz obecnosé enzyméw niezbednych
do przeprowadzenia modyfikacji potranslacyjnych, takich jak glikozylacja, postanowiono
produkowac strukturalne biatka wirusa grypy w komdrkach owadzich uzywajgc do tego celu
systemu bakulowirusowego. Kolejne etapy pracy polegaty na ekspresji gendw kodujgcych gtéwne
biatka strukturalne polskiego izolatu wirusa grypy ptasiej HSN1 w celu uzyskania niezbednych
narzedzi do dalszych prac w postaci antygendéw i surowic. Uzyskane narzedzia postuzyly do
konstrukcji réznych form czastek wirusopodobnych.

7.1.2. Czastki wirusopodobne grypy szczepu H5N1

W celu konstrukcji i charakterystyki czastek wirusopodobnych opracowano procedure
produkcji i oczyszczania VLPs wirusa ptasiej grypy polskiego izolatu H5N1. Konstrukty
bakulowirusowe zawierajgce sekwencje kodujgce biatka HA, NA oraz M1 stanowity konstrukty
monocistronowe, co oznacza, iz kazdy plazmid transferowy zawierat jeden gen kodujacy
strukturalne biatko wirusa grypy. Podczas optymalizacji procesu produkcji zauwazono, iz VLPs
H5N1 tworzg sie wydajniej w wyniku ko-ekspresji niz w wyniku ko-infekcji komérek owadzich.
W pierwszym etapie prac postanowiono skonstruowac plazmidy trasferowe pFastBacl zawierajace
wiecej niz jeden gen pod kontrolg promotora polihedryny zgodnie z opisem Gromadzka i wsp. 2022
(154). Nastepnie w wyniku rekombinacji miejscowo-specyficznej otrzymano rekombinowane DNA
bakmidowe BAC HA/ML HSNL = BAC HANA/ML HSNL - Li4re  postuzyly do uzyskania lizatéw
bakulowirusowych (Rys. 22.). Po zmiareczkowaniu poszczegdlnych lizatéw bakulowirusowych
wykonano zakazenie komérek owadzich w celu produkcji czasteczek wirusopodobnych wirusa

grypy typu H5N1.

7.1.2.1. Optymalizacja metodologii - oczyszczanie wirusa grypy

Optymalizacje metodologii oczyszczania czastek wirusopodobnych wirusa grypy typu A,
rozpoczeto od oczyszczenia oraz uwidocznienia czgstek wirusa grypy referencyjnego szczepu H5N2.
Wirus grypy ptasiej HSN2 zostat namnozony przez doktorantke w referencyjnym laboratorium
w zarodkach kurzych podczas pobytu w PadAstwowym Instytucie Weterynarii w Putawach
w Zaktadzie Choréb Drobiu, a nastepnie wykorzystany do optymalizacji technik oczyszczania oraz

93



mikroskopii elektronowej. Ptyn omoczniowo-owodniowy zawierajgcy wirusa ptasiej grypy
natozono na gradient skokowy sacharozowy, a nastepnie ultrawirowano. Wykonano rozdziat
poszczegblnych frakcji po ultrawirowaniu w Zzelu poliakrylamidowym 12% w warunkach
redukujgcych, a nastepnie zel barwiono btekitem kumazyny.

a
ﬁ'an Gm NA
b

Tn7R Gm HA

Tn7R Gm

w e R s

Rysunek 22. Schemat kaset ekspresyjnych wprowadzanych do bakmidowych wektoréw transferowych. Schematyczne
rysunki przedstawiajqce kasety mono-, bi- i tricistronowe wprowadzane na wektorach transferowych pFastBacl.
Gromadzka i wsp. 2022. a) monocistronowa kaseta zawierajqca gen kodujqcy neuraminidaze pod kontrolg promotora

polihedryny b) monocistronowa kaseta zawierajqca gen kodujgcy hemaglutyning pod kontrolg promotora polihedryny c)
monocistronowa kaseta zawierajgca gen kodujqcy biatko rdzenia M1 pod kontrolg promotora polihedryny d) bicistronowa
kaseta zawierajqca geny kodujgce biatko hemaglutyniny i biatko rdzenia w jednej orientacji pod kontrolg promotorow
polihedryny e) tricistronowa kaseta zawierajgca geny kodujqce biatko neuraminidazy, hemaglutyniny i biatko rdzenia w
Jjednej orientacji pod kontrolg promotoréw polihedryny; Tn7R, Tn7L — sekwencje bakteryjnego transpozonu Tn7 (mini-att
Tn7); PolH — pdZny promotor polihedryny, Gm — gen opornosci na gentamycyne,; SV40pA — Sygnal poliadenylacji z wirusa
malpiego 40; HA — gen kodujgcy hemaglutyning; NA — gen kodujqgcy neuraminidaze; M1 — gen kodujgcy biatko rdzenia
wirusa grypy.

Rysunek 23 przedstawia czastki wirusa grypy H5N2 obecne we frakcji 7, 8, 9 oraz 10.
Najwieksze stezenie czastek wirusowych mozna zaobserwowac we frakcji 8, w ktérej ilos¢ biatka
rdzenia M1 byfta podwyzszona. Przeprowadzono immunodetekcje biatek przy zastosowaniu
techniki Western Blotting z wykorzystaniem przeciwciat monoklonalnych anty-M1 (Rys. 23b.) oraz
referencyjnej surowicy kurzej anty-H5N2. Wyniki potwierdzity, iz biatka wybarwione btekitem
kumazyny to miedzy innymi M1 oraz HA (wynik nieprzedstawiony). W kolejnym etapie oczyszczony
wirus H5N2 z frakcji 8 postuzyt do optymalizacji techniki barwienia negatywowego w mikroskopii
elektronowej. Przetestowano rézne rodzaje siatek oraz rézne rodzaje barwnikéw. W przypadku
czastek wirusa grypy najlepsze wyniki uzyskano stosujgc miedziane siatki napylane weglem.
Oczyszczone czastki wirusowe zageszczono poprzez ultrawirowanie i rozpuszczono w buforze NTA.
Czastki mieszano w stosunku objetosciowym % z buforem TM i inkubowano przez noc z 2%
aldehydem glutarowym. Barwienie negatywowe wykonywano z uzyciem 2% kwasu
fosfowolframowego.
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Rysunek 23. Wynik oczyszczania i charakterystyka wirusa grypy typu A. a) Schemat czgstki wirusa grypy typu A. Kolory:
zolty - biatko neuraminidazy, pomaranczowy - biatko M2, niebieski biatko hemaglutyniny, zielony biatko rdzenia M1,
granatowy - ostonka lipidowa, wewngtrz materiat genetyczny wirusa w postaci segmentowanego RNA. b) Wirus grypy
typu A H5N2 oczyszczony z plynu omoczniowo-owodniowego w gradiencie cukrowym, rozpuszczony w buforze NTE, a
nastgpnie naniesiony na siatke miedziang napylang weglem. Preparat barwiono negatywowo 2% kwasem
fosfowolframowym. Powigkszenie 39 000 x. c) Oczyszczanie wirusa grypy typu A H5N2 w gradiencie cukrowym, Plyn
omoczniowo-owodniowy zawierajgcy wirusa grypy typu HS5N2 nalozono na skokowy gradient sacharozowy i
ultrawirowano w 4°C przez 16 godzin (82 000 x g). Zebrano poszczegdlne frakcje i rozdzielono w zelu poliakrylamidowym
w warunkach redukujgcych, nastepnie barwiono blekitem kumazyny oraz wykonano immunodetekcje metodg \Western
Blotting przy uzyciu przeciwciat monoklonalnych anty-M1; d) Analiza aktywnosci hemaglutyniny oczyszczonego wirusa
H5N2 testem HA. Okreslono miano HA dla oczyszczonych czgstek wirusa H5N2 w tescie hemaglutynacji, kontrolg
negatywngq stanowily frakcja 2 po oczyszczaniu W gradiencie gestosci cukru.; kDa — wzorzec biatkowy (Life Technologies,
USA); Aloch/Den/725/96 (H5N2) — szczep wirusa ptasiej grypy uzyty do optymalizacji metodologii oczyszczania W
gradiencie gestosci cukru oraz optymalizacji preparatyki w celu wizualizacji technikq mikroskopii elektronowej.

7.1.2.2. Produkcja i oczyszczanie czgstek wirusopodobnych zawierajgcych na swojej powierzchni
glikoproteine HA (H5N1-HA VLPs)

Konstrukty bakulowirusowe zawierajgce sekwencje kodujgce biatka HA, NA oraz M1
stanowity konstrukty monocistronowe, co oznacza iz kazdy plazmid transferowy zawierat jeden gen
kodujagcy strukturalne biatko wirusa grypy. Procedura klonowania przedstawiona zostata w pkt
6.3.2 w sekcji Metody. Sekwencja kodujgca biatko HA zostata wklonowana do plazmidu
transferowego pFastBacl przy uzyciu enzymow BamHI i Spel. Nastepnie uzyskano rekombinowane
DNA bakmidowe i wykonano transfekcje komérek owadzich. W celu okreslenia czy w wyniku
ekspresji genu kodujgcego glikoproteine HA powstawac bedg zewnatrzkomérkowe pecherzyki
zawierajgce na swojej powierzchni hemaglutynine wykonano zakazenie komérek owadzich lizatem
bakulowirusowym BACHA"NL pg 60 godzinach wykonano cykl ultrawirowar i zebrano poszczegdlne
frakcje gradientu. Frakcje te analizowano nastepnie w zelu poliakrylamidowym gradientowym 4-
16%. Zel poliakrylamidowy barwiono btekitem kumazyny. Imunodetekcja biatka HA w zelu
poliakrylamidowym w warunkach redukujgcych oraz nieredukujgcych z wykorzystaniem
przeciwciat anty-HAO wykazata obecnos¢ hemaglutyniny w réznych frakcjach. Frakcje 7, 8 i 9, ktére
odpowiadaty sacharozie o stezeniu ok. 30% zawieraty biatka HA, co moze wskazywaé na obecnos¢
czgstek H5N1-HA VLPs (Rys. 24.).
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Rysunek 24. Wynik oczyszczania i charakterystyka czqstek wirusopodobnych wirusa grypy H5N1-HA. a) Schemat kasety
monocistronowej zawierajgcej gen kodujqcy biatko hemaglutyniny pod kontrolg promotorow polihedryny, Tn7R, Tn7L —
sekwencje bakteryjnego transpozonu Tn7 (mini-att Tn7); PolH — pdZny promotor polihedryny; Gm — gen opornosci na
gentamycyng, SV40pA — Sygnal poliadenylacji z wirusa malpiego 40; HA — gen kodujgcy hemaglutyning; M1 — gen
kodujgcy biatko rdzenia wirusa grypy. b) Schemat czgstki wirusopodobnej wirusa grypy typu A H5NI-HA, kolory:
niebieski - biatko hemaglutyniny, granatowy - ostonka lipidowa. ¢) Czgstki wirusopodobne wirusa grypy typu A H5NI-
HA oczyszczone na gradiencie cukrowym. Preparat barwiono negatywowo 2% kwasem fosfowolframowym, skala 100 nm.
d) Immunodetekcja HSN1-HA VLPs w gradiencie gestosci sacharozy przy uzyciu techniki Western Blotting w warunkach
nieredukujqcych. Zageszczone czgstki wirusopodobne wirusa grypy typu HS5NI natozono na skokowy gradient
sacharozowy i ultrawirowano w 4°C przez 16 godzin (82 000 x g). Zebrano poszczegolne frakcje (1-13) i rozdzielono w
zelu poliakrylamidowym w warunkach nieredukujgcych, a nastepnie wykonano immunodetekcje metodg \Western Blotting
przy uzyciu przeciwcial anty-HAO; W — wzorzec masowy to PageRuler Pre-Stained Protein Ladder (10 - 170 kDa)
(LifeTechnologies, USA)

W celu zbadania czy obecnos¢ biatka HA w poszczegdlnych frakcjach oznacza obecnosc
nanostruktur typu VLPs wykonano barwienie negatywowe przy uzyciu 2% kwasu
fosfowolframowego, a nastepnie preparaty oglagdano w mikroskopie elektronowym (Rys. 24d).
Zaobserwowano obecnos¢ struktur o wielkosci ok. 100 nm, ktdre swojg morfologig przypominaty
czastki wirusa grypy. Na podstawie analizy densytometrycznej obliczono efektywnos¢ procesu
produkgji i oczyszczania HSN1-HA VLPs. Z 50 ml hodowli co stanowito 1,4x 108 komdrek owadzich
uzyskano 62,5 pug HA zawartych w czgstkach subwirusowych co w skali 1 litra daje ok. 1,2 mg.
Antygeny H5N1-HA VLPs zostaty poporcjowane i zamrozone z dodatkiem glicerolu 1% w -80°C.
Dodatkowo okreslono wiasciwosci hemaglutynacyjne uzyskanych czastek wirusopodobnych, ktére
korelowaty z wynikami uzyskanymi dla natywnych czgstek wirusowych (Rys.25)
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Rysunek 25. Wynik produkcji i charakterystyka czgstek wirusopodobnych wirusa grypy H5N1-HA do szczepien. a)
Czgstki wirusopodobne HSN1-HA VLPs produkowane w komorkach owadzich naniesione na skokowy gradient sacharozy
(20-60%) i ultrawirowane. Poszczegolne frakcje zebrane z gradientu poddano rozdzialowi w zZelu poliakrylamidowym
gradientowym, nastgpnie barwiono blgkitem kumazyny. W — wzorzec masowy to PageRuler Pre-Stained Protein Ladder
(10 - 170 kDa) (LifeTechnologies, USA); 2-10 poszczegdlne frakcje zebrane z gradientu. b) Zageszczone czgstki
wirusopodobne H5N1-HA. Wybrane frakcje polgczono i zageszczono przy uzyciu ultrawirowania; W — Wz0rzec masowy
to PageRuler Pre-Stained Protein Ladder (10 - 170 kDa) (LifeTechnologies, USA); 1 — zageszczone i czesciowo
oczyszczone czgstki wirusopodobne H5NI1-HA; 2 — czgstki wirusopodobne H5NI1-HA doczyszczone poprzez trzykrotne
ultrawirowanie. ¢) Immunodetekcja biatka HA metodg Western Blotting przy uZyciu przeciwcial anty-HAQ; masa
molekularna hemaglutyniny ok 70 kDa. d) Analiza aktywnosci hemaglutyniny w  oczyszczonych —czgstkach
wirusopodobnych wirusa grypy HSN1-HA testem HA. Okreslono miano HA dla oczyszczonych czgstek wirusopodobnych
H5N1-HA w tescie hemaglutynacji, kontrole negatywnq stanowila pozywka znad zakazonych dzikim bakulowirusem
komorek owadzich (WT); kontrole pozytywng stanowil oczyszczony wirus grypy A/och/Den/725/96 (H5N2) oraz
inaktywowany wirus A/Ck/Scot/59 (H5N1) (Animal Health and Veterinary Laboratories.

7.1.2.3. Produkcja i oczyszczanie czgsteczek wirusopodobnych zawierajacych glikoproteing HA
oraz biatko rdzenia M1 (H5N1-HA/M1 VLPs)

W celu okreslenia z jakg wydajnoscig beda sie tworzy¢ czastki wirusopodobne zawierajace
biatko rdzenia M1 oraz glikoproteine HA postanowiono skonstruowaé bicistronowy plazmid
transferowy niosgcy oba wyzej wymienione geny. Skonstruowano plazmid transferowy
,podwdjny” niosgcy w tej samej orientacji gen hemaglutyniny pod promotorem polihedryny,
a nastepnie gen biatka rdzenia M1 pod kolejnym promotorem polihedryny. Uzyskany we
wczeshiejszym etapie pracy monicistronowy plazmid pFastBac HA trawiono enzymami Hpal oraz
SnaBl w celu wyciecia kasety kodujgcej zaréwno promotor polihedryny, gen hemaglutyniny oraz
sekwencje sygnatowgq dla ogona poli A. Nastepnie plazmid pFastBac M1 trawiono enzymem Hpal.
Przeprowadzono ligacje uzyskanego fragmentu DNA z liniowym plazmidem pFastBacM1 (Rys. 26).
Uzyskany bicistronowy plazmid transferowy postuzyt do uzyskania DNA bakmidowego, a nastepnie
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rekombinowanych lizatéw bakulowirusowych. W celu okreslenia, czy w wyniku ekspresji genéw
kodujgcych biatko rdzenia oraz glikoproteine HA powstawac bedg zewngtrzkomaorkowe pecherzyki
w formie czastek wirusopodobnych, wykonano zakazenie komdrek owadzich lizatem
bakulowirusowym BACHA/MIHSNL po 60 godzinach wykonano cykl ultrawirowar i zebrano frakcje
gradientu. Frakcje te analizowano nastepnie na zelu poliakrylamidowym gradientowym 4-16%.
Imunodetekcja biatka M1 oraz glikoproteiny HA (Rys. 26.) rozdzielonych w zelu poliakrylamidowym
w warunkach redukujgcych oraz nieredukujgcych z wykorzystaniem przeciwciat anty-M1 oraz anty-
HAO potwierdzita obecnos¢ tych biatek w we frakcjach 6, 7 i 8, co odpowiadato ok. 30% stezenia
sacharozy.
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Rysunek 26. Wynik oczyszczania i charakterystyka czgstek wirusopodobnych wirusa grypy H5N1-HA/M1. a) Schemat
kasety bicistronowej zawierajgcej geny kodujqgce biatko hemaglutyniny i biatko rdzenia w jednej orientacji pod kontrolg
promotoréw polihedryny; Tn7R, Tn7L — sekwencje bakteryjnego transpozonu Tn7 (mini-att Tn7); PolH — pézny promotor
polihedryny; Gm — gen opornosci na gentamycyne, SV40pA — Sygnal poliadenylacji z wirusa malpiego 40; HA — gen
kodujgcy hemaglutyning; M1 — gen kodujqcy biatko rdzenia wirusa grypy. b) Schemat czgstki wirusopodobnej wirusa
grypy typu A H5N1-HA/M1, kolory: niebieski - biatko hemaglutyniny, granatowy - ostonka lipidowa, zielony - biatko
rdzenia M1. ¢) Immunodetekcja HSN1-HA/M1 w gradiencie cukrowym przy uzyciu metody Western Blotting. Zageszczone
czgstki wirusopodobne wirusa grypy typu H5N1-HA/M1 natozono na skokowy gradient sacharozowy i ultrawirowano w
4°C przez 16 godzin (82 000 x g). Zebrano poszczegolne frakcje (1-10) i rozdzielono w zelu poliakrylamidowym w
warunkach redukujqcych, a nastgpnie wykonano immunodetekcje A) przy uzyciu przeciwcial anty-HAO; B) przy uzyciu
przeciwcial anty-M1; C) immunodetekcja rozdzielonych w zZelu poliakrylamidowym w warunkach nieredukujgcych VLPs
przy uzyciu surowicy anty-HAO; M — wzorzec masowy to PageRuler Pre-Stained Protein Ladder (10 - 170 kDa). d)
Transmisyjna mikroskopia elektronowa czgstkek wirusopodobnych wirusa grypy typu A HSNI1-HA/M1 oczyszczonych w
gradiencie cukrowym. Preparat barwiono negatywowo 2% kwasem fosfowolframowym. Skala — 100nm.

Obecnos¢ czasteczek wirusopodobnych uwidoczniono przy uzyciu transmisyjnej
mikroskopii elektronowej. W tym celu wybrang frakcje (7) wybarwiano negatywowo 2% kwasem
fosfowolfranowym. Widoczne w obrazie czastki wirusopodobne miaty wielkos¢ ok. 100 nm oraz
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posiadaty charakterystyczng strukture wirusa grypy (Rys. 26). Obecno$¢ homotrimeru
hemaglutyniny na powierzchni VLPs potwierdzono za pomoca testu hemaglutynacj. Na podstawie
analizy densytometrycznej obliczono efektywnos¢ procesu produkcji i oczyszczania H5N1-HAM1
VLPs. Z 50 ml hodowli (1,4x 108 komdrek owadzich) uzyskano ok. 35 pg HA zawartych w czastkach
wirusopodobnych, co w skali 1 litra daje ok. 700 ug HA (Rys. 27.).
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Rysunek 27. Wynik produkcji i charakterystyka czgstek wirusopodobnych wirusa grypy H5N1-HA/M1 VLPs do
szczepien. a) Czgstki wirusopodobne HSNI1-HA/M1 VLPs produkowane w komorkach owadzich naniesione na skokowy
gradient sacharozy (20-60%) i ultrawirowane. Poszczegdlne frakcje zebrane z gradientu poddano rozdziatowi w zelu
poliakrylamidowym gradientowym, nastgpnie barwiono bigkitem kumazyny. W — wzorzec masowy to PageRuler Pre-
Stained Protein Ladder (10 - 170 kDa) (LifeTechnologies, USA); 2-10 poszczegolne frakcje zebrane z gradientu. b)
Zageszczone czqstki wirusopodobne HS5NI1-HAIM1 VLPs. Wybrane frakcje polgczono i zageszczono przy uzyciu
ultrawirowania; W —wzorzec masowy to PageRuler Pre-Stained Protein Ladder (10 - 170 kDa) (LifeTechnologies, USA);
1 — zageszczone i czesciowo oczyszczone czgstki wirusopodobne H5SNI-HA; 2 — czgstki wirusopodobne H5N1-HA
doczyszczone poprzez trzykrotne ultrawirowanie. ¢) lmmunodetekcja biatka HA przy uzyciu przeciwcial anty-HAQ oraz
biatka M1 przy uzyciu przeciwcial anty-M1 metodg Western Blotting; masa molekularna hemaglutyniny ok. 70 kDa; masa
molekularna M1 to ok. 30 kDa. d) Analiza aktywnosci hemaglutyniny w oczyszczonych czgstkach wirusopodobnych wirusa
grypy HS5N1-HA/M1 VLPs testem HA. Okreslono miano HA dla oczyszczonych czgstek wirusopodobnych HSNI1-HA VLPs
w teScie hemaglutynacji, kontrole negatywnq stanowita pozywka znad zakazomych dzikim bakulowirusem komorek
owadzich (WT); kontrole pozytywng stanowit oczyszczony wirus grypy A/och/Den/725/96 (H5N2).Kazda kropka
reprezentuje miana HA uzyskane w kazdym eksperymencie. Stupki przedstawiajq mediany uzyskanych mian HA.
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7.1.2.4 Produkcja i oczyszczanie czgsteczek wirusopodobnych zawierajacych glikoproteiny HA,
NA oraz biatko rdzenia M1 (HSN1-HA/NA/M1 VLPs)

W celu okreslenia jak efektywnie tworzy¢ sie bedg czastki wirusopodobne zawierajgce
biatko rdzenia M1 oraz glikoproteiny HA i NA postanowiono skonstruowac plazmid transferowy
niosgcy wszystkie trzy wymienione geny (Rys. 28.). Uzyskany podczas pracy plazmid pFastBac
HA/M1 trawiono enzymami Avrll oraz SnaBl w celu wyciecia kasety kodujgcej zaréwno promotor
polihedryny, gen hemaglutyniny oraz sekwencje sygnatowa dla ogona poliA oraz gen biatka rdzenia
pod promotorem polihedryny. Nastepnie plazmid pFastBac NA trawiono enzymami Hpal i Avrll.
Przeprowadzono ligacje uzyskanego fragmentu DNA z liniowym plazmidem pFastBacNA. Uzyskany
,potréjny” plazmid transferowy postuzyt do uzyskania DNA bakmidowego oraz lizatéw
bakulowirusowych.
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Rysunek 28. Wynik oczyszczania i charakterystyka czgstek wirusopodobnych wirusa grypy H5N1-HA/NA/M1 VLPs. a)
Schemat tricistronowej kasety zawierajgcej geny kodujgce biatko neuraminidazy, hemaglutyniny i biatko rdzenia w jednej
orientacji pod kontrolg promotorow polihedryny; Tn7R, Tn7L — sekwencje bakteryjnego transpozonu Tn7 (mini-att Tn7);
PolH — pozny promotor polihedryny; Gm — gen opornosci na gentamycyne, SV40pA — Sygnal poliadenylacji z wirusa
malpiego 40; HA — gen kodujgcy hemaglutyning; NA — gen kodujgcy neuraminidaze; M1 — gen kodujgcy biatko rdzenia
wirusa grypy. b) Schemat czgstki wirusopodobnej wirusa grypy typu A H5N1-NA/HA/M1 VLPs, kolory: niebieski - biatko
hemaglutyniny, granatowy - osfonka lipidowa, zielony - bialko rdznia MI, Z6ity - neuraminidaza. ¢) Immunodetekcja
biatek-HA/NA/M1 w gradiencie sacharozowym przy uzyciu metody Western Blotting. Zageszczone frakcje zawierajgce
czqstki wirusopodobne wirusa grypy typu HS5SNI1-NA/HA/M1 VLPa natozono na skokowy gradient sacharozowy i
ultrawirowano. Zebrano poszczegolne frakcje (1-10) i rozdzielono w Zelu poliakrylamidowym w warunkach redukujgcych,
a nastepnie wykonano immunodetekcje c.A.) przy uzyciu przeciwciat anty-HAO; c.B) przy uzyciu przeciwciat anty-M1;
c.C) przy uzyciu przeciwciat anty-NA; 1-10 poszczegolne frakcje zebrane po gradiencie sacharozowym,; M — wzorzec
masowy to PageRuler Pre-Stained Protein Ladder (10 - 170 kDa) Life Technologies. d) Transmisyjna mikroskopia
elektronowa (TEM) oczyszczonych H5N1-NA/HA/M1 VLPs. Preparat barwiono negatywowo 2% kwasem
fosfowolframowym. Skala - 100nm.
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W celu okredlenia czy w wyniku ekspresji gendw kodujacych biatko rdzenia oraz
glikoprotein HA i NA powstawac¢ bedg czastki wirusopodobne wykonano zgodnie z opisang
procedurg zakazenie komdrek owadzich lizatem bakulowirusowym BACHAMI/NA HSNL  pg g0
godzinach wykonano cykl ultrawirowan i zebrano poszczegdlne frakcje gradientu. Frakcje
analizowano nastepnie w zelu poliakrylamidowym gradientowym 4-16%. Zel poliakrylamidowy
barwiono bfekitem kumazyny. Imunodetekcja biatka M1 oraz glikoproteiny HA rozdzielonych
w zelu poliakrylamidowym w warunkach redukujgcych oraz nieredukujgcych z wykorzystaniem
przeciwciat anty-M1 oraz anty-HAO potwierdzita obecnos¢ tych biatek, co moze sugerowaé
obecnos$¢ czastek wirusopodobnych. Frakcje 4, 5 i 6, 7, ktore usytuowane byly w gradiencie
odpowiadajgcym stezeniu sacharozy ok. 30%, prawdopodobnie zawierajg nanostruktury (Rys. 29.).
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Rysunek 29. Charakterystyka czqstek wirusopodobnych wirusa grypy H5N1-HA/NA/M1 VLPs. a) Immunodetekcja
biatek-HA, NA w gradiencie sacharozowym przy uzyciu metody Western Blotting w warunkach nieredukujgcych.
Zageszczone frakcje zawierajqce czgstki wirusopodobne wirusa grypy typu HSN1-NA/HA/M1 VLPs natozono na skokowy
gradient sacharozowy i ultrawirowano w 4°C przez 16 godzin Zebrano poszczegolne frakcje (1-10) i rozdzielono w zelu
poliakrylamidowym w warunkach nieredukujgcych, a nastegpnie wykonano immunodetekcje a.A) przy uzyciu przeciwcial
anty-NA; a.B) przy uzyciu przeciwcial anty-HA; M —wzorzec masowy to PageRuler Pre-Stained Protein Ladder (10 - 170
kDa) Life Technologies. b) Test hemaglutynacji. Jako kontrole pozytywng zastosowano AIVA/ostrich/Denmark/725/96
(H5N2). Miano HA okreslono jako odwrotnosé¢ najwyzszego rozcienczenia z aktywnosciq HA. Kazda kropka reprezentuje
miana HA uzyskane w kazdym eksperymencie. Stupki przedstawiajqg mediany uzyskanych mian HA. c) Test aktywnosci
neuraminidazy. Jako kontrole pozytywng zastosowano AIV A/Ck/Scot/59 (H5NI1). Dla kazdego testu przedstawiono
Sredniq warto$¢ z trzech niezaleznych przeprowadzonych eksperymentéw. Srednie wartosci A560 i odchylenia
standardowe przedstawiono na osi y.

W celu potwierdzenia obecnosci czgsteczek wirusopodobnych wykonano barwienie
negatywowe przy uzyciu transmisyjnej mikroskopii elektronowej. Oczyszczone VLPs z frakgcji
6 wybarwiono negatywowo 2% kwasem fosfowolframowym. Widoczne w obrazie czastki
wirusopodobne miaty wielkos$¢ ok. 100 nm oraz posiadaty charakterystyczng strukture wirusa grypy
(Rys. 28.). W celu scharakteryzowania oczyszczonych VLPs grypy wykonano test hemaglutynacji
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oraz test aktywnosci neuraminidazy (Rys. 29). Na podstawie analizy densytometrycznej obliczono
efektywnosci procesu produkcji i oczyszczania H5SN1-HA/M1/NA VLPs. Z 100 ml hodowli (2,8x 108
komdrek owadzich) uzyskano ok. 60 ug HA zawartych w czgstkach wirusopodobnych co w skali 1
litra daje ok. 600 pg HA.

7.1.3. Badanie wtasciwos$ci immunogennych otrzymanych VLPs

Mozliwosci wykorzystania czastek wirusopodobnych polskiego izolatu wirusa grypy typu
H5N1 jako potencjalnej szczepionki profilaktycznej zbadano in vivo na zwierzetach. Jako model
badawczy wykorzystano kury brojlery, a szczepienia przeprowadzono w kurniku
eksperymentalnym w Lewatdzie Wielkim.

Kurom podawano preparat szczepionkowy w 22 dniu zycia. Wybor ten pokierowany byt
dwoma czynnikami: wielkoscig pisklaka (prawie niemozliwe jest pobranie krwi od pisklat w wieku
do 14 dni) oraz obecnoscig na wczesnym etapie zycia przeciwciat matczynych kurzych, ktére moga
dawad fatszywie pozytywne wyniki, co potwierdzono w wyniku wczesniejszych rund szczepien.
Kury, ktérym podana zostata eksperymentalna szczepionka, nie otrzymaty wczesniej szczepien
kontrolnych np. na chorobe Newcastle'a (NDV). Wczesniejsze wyniki dowiodty, iz w wyniku podania
szczepionki na NDV obserwuje sie fatszywie pozytywne wyniki w testach ELISA majgcych na celu
ustali¢ dynamike narastania przeciwciat po szczepieniu kolejnym preparatem. Kury podzielone
zostaty na 4 grupy tak, aby mozliwe byto poréwnanie odpowiedzi immunologicznej na 3 rozne
rodzaje VLPs (Rys. 30 31.).

Pierwsza grupa kur szczepiona byta preparatem szczepionkowym zawierajgcym czastki
wirusopodobne niosgce na swojej powierzchni glikoproteine HA w ilosci 15 pg na jedng dawke
szczepionki potagczong z niepetnym adjuwantem Freunda. Druga grupa kur zaszczepiona zostata
preparatem szczepionkowym zawierajgcym czgstki wirusopodobne niosgce na swojej powierzchni
glikoproteine HA oraz biatko rdzenia M1 w ilosci 15 pg HA na jedng dawke szczepionki potaczong z
niepetnym adjuwantem Freunda. Grupa trzecia kur zaszczepiona zostata preparatem
szczepionkowym zawierajgcym czastki wirusopodobne niosgce na swojej powierzchni
glikoproteiny HA oraz NA i biatko rdzenia M1 w ilosci 15 pg HA na jedng dawke szczepionki
potgczong z niepetnym adjuwantem Freunda. W celu zbadania rdznic w stymulacji uktadu
immunologicznego po zastosowaniu potrdjnych VLPs w formulacji z réznymi adjuwantami
zaszczepiono kury preparatem szczepionkowym zawierajgcym czastki wirusopodobne niosgce na
swojej powierzchni glikoproteiny HA, NA i biatko rdzenia M1 w ilosci 15 pg na jedng dawke
szczepionki potaczong z kompletnym adjuwantem Freunda. Grupa kontrolna to 5 kur
nieszczepionych. Kury z grup 1, 2, 3, 4 szczepione byly po raz pierwszy w 22 dniu zycia domie$niowo
do miesnia piersiowego. Nastepnie po 17 dniach od pierwszego szczepienia kury szczepiono po raz
drugi w 39 dniu zycia takimi samymi preparatami szczepionkowymi. Krew od kur pobierano z zyty
tokciowej kolejno w dniach 22, 39, 56 i 63. Pobrana krew byta nastepnie inkubowana w 37°C przez
1 godzine, a nastepnie inkubowana w 4°C przez noc. Po tym czasie krew wirowano przez 20 minut
przy 4000 x g w celu wyodrebnienia surowicy. Uzyskane surowice przechowywano w -20°C do
dalszych badan (Rys. 31.). Surowica pobrana przed szczepieniem stanowita surowice 0, ktora byta
jednoczesnie kontrolg negatywng w wykonywanych testach majacych na celu okresli¢ dynamike
przyrostu przeciwciat w czasie po szczepieniu poszczegdlnymi preparatami. Surowica pobrana w
49 dniu byta surowicg po 17 dniach od pierwszego szczepienia. Kolejne z dnia 56 i 63 byty
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surowicami po drugiej ekspozycji antygenu wobec uktadu immunologicznego i zostaty okreslone
jako surowice po 34 i 41 dniach od pierwszego szczepienia (Rys. 31.).

H5NI1-HA VLPs H5N1-HA/M1 VLPs

A/ostrich/Denmark/725/96 HSNI-NA/HA/M1 VLPs
(H5N2)

Rysunek 30. Transmisyjna mikroskopia elektronowa preparatow zawierajgcych oczyszczone czgstki wirusopodobne
wirusa grypy typu A. Preparaty barwiono 2% kwasem fosfowolframowym. Skala - 100nm. Kontrole pozytywng
zastosowano A/ostrich/Denmark/725/96 (H5N2).

TYPY VLPS:

3
y
HA/NA /M1 HA /M1 HA /M1
DZIEN O DZIEN 17 DZIEN 34 DZIEN 41
immunizacja immunizacja ‘ ‘
wybranymi wybranymi
H5NI1-VLPs H5N1-VLPs
15 ug HA + ICF 15 ug HA + ICF

“ 6

Rysunek 31. Schemat szczepien czgstkami wirusopodobnymi wirusa grypy typu A/H5N1. Kury zaszczepiono dwoma
dawkami preparatow zawierajgcych rozne formy czgstek wirusopodobnych wirusa grypy H5N1. Do szczepien uzyto 15
ug biatka hemaglutyniny zawartej w czgstkach wirusopodobnych. Krew od immunizowanych kur pobierano w dniach 0,
17, 34 oraz 41. HA- hemaglutynina; NA —neuraminidaza; M1 — biatko wewnetrznego rdzenia czgstki VLPs; CF—kompletny
adjuwant Freunda; ICF — niekompletny adjuwant Freunda.
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7.1.3.1. Ocena ilo$ciowa dynamiki wzrostu poziomu przeciwciat w odpowiedzi immunologiczne;j
na szczepienie H5N1-HA VLP, H5N1-HA/M1 VLP i HSN1-HA/NA/M1 VLP u kur za pomocg testu
ELISA

Wykonano analize dynamiki narastania przeciwciat anty-HA u kur szczepionych réznymi

formami VLPs. W tym celu przeprowadzono test ELISA z rozciericzonymi 1:300 surowicami kurczat
immunizowanych kur zebranymi w 34 dniu po pierwszej immunizacji (Rys. 32.).
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Rysunek 32. Analiza porownawcza wzrostu poziomu przeciwciat w odpowiedzi immunologicznej po szczepieniu
réznymi formami VLPs. Kury zaszczepiono dwoma dawkami preparatu zawierajgcego: HSN1-HA VLPs, HS5N1-HA/M1
VLPs lub H5N1-NA/HA/M1 VLPs. Krew pobrang w dniach 0, 17, 34, 41 analizowano przy uzyciu testu ELISA. Plytke
oplaszczong referencyjnym antygenem w postaci inaktywowanego wirusa H5NI1. Rozcienczone surowice kurze (1:300)
postuzyly do wyznaczenia Kinetyki wzrostu poziomu przeciwcial po szczepieniu. Surowica kurczqt z dnia 0 stuzyla jako tlo.
Dla kazdego testu ELISA przedstawiono Srednig wartosé z trzech niezaleznych przeprowadzonych eksperymentéw. Srednie
wartosci A450 i odchylenia standardowe sq pokazane na osi y.

Uzyskane dane wykorzystano w analizie Two-way RM ANOVA oraz nastepnie w analizie
mieszanych efektdw wraz z dwuetapowa liniowg procedurg step-up Benjaminiego, Kriegera
i Yekutieli’ego (p = 0,05). Analize wykonano dla grup danych H5N1 HA VLPs, H5N1 HA/M1 VLPs
oraz H5N1 HA/M1/NA VLPs + CF. Analiza statystyczna wykazata, iz w wyniku szczepienia
konstruktem H5N1 HA VLPs oraz H5N1 HA/M1 VLPs nastgpita stymulacja odpowiedzi
immunologicznej na podany antygen (dane liczbowe uzyskane dla dni 0, 17, 34 wykazywaty istotne
roznice statystyczne dla danego rodzaju VLPs). Dodatkowo nie wykazano rdznic istotnych
statystycznie dla wynikéw uzyskanych w dniach 34 i 41, co moze sugerowac staty i utrzymujacy sie
poziom przeciwciat po szczepieniu druga dawkg w dniu 14. Wyniki analizy statystycznej dla H5N1
HA/M1/NA VLPs wykazaly z kolei istotne statystycznie réznice w wynikach liczbowych uzyskanych
dla kazdego analizowanego dnia (0, 17, 34, 41). Nastepnie poréwnano poziom przeciwciat
w kazdym dniu (0, 17, 34, 41) pomiedzy poszczegdlnymi dniami po szczepieniu réznymi
preparatami: HSN1 HA VLPs, H5N1 HA/M1 VLPs oraz H5N1 HA/M1/NA VLPs + CF. Analiza nie
wykazata réznic istotnych statystycznie dla wszystkich rodzajow jedynie w dniu 0. Wyniki uzyskane
dla poszczegdlnych rodzajéw VLPs wykazaty istotne statystycznie réznice zaréwno po pierwszej
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dawce preparatu, jak i po drugiej dawce potencjalnych preparatéw ochronnych. Na podstawie
uzyskanych wynikéw do dalszych badan postanowiono wybrac czgstki HSN1 NA/HA/M1 VLPs.

7.1.3.2. Charakterystyka odpowiedzi immunologicznej na szczepienie kur preparatem H5N1-
HA/NA/M1 VLP w formulacji z petnym i z niekompletnym adjuwantem testem ELISA

Czastki wirusopodobne okeslane sg jako antygeny silnie immunogenne, dlatego tez
postanowiono scharakteryzowac¢ wtasciwosci immunogenne czgsteczek wirusopodobnych H5N1-
HA/NA/M1 VLPs. W tym celu zaszczepiono dwie grupy kur broileréw. Pierwszg grupe zaszczepiono
preparatem H5N1-HA/NA/M1 VLPs w formulacji z kompletnym adjuwantem Freunda, ktdry
wykazuje silne wiasciwosci immunomodulacyjne, a drugg grupe zaszczepiono preparatem H5N1-
HA/NA/M1 VLPs w formulacji z niekompletnym adjuwantem Freunda.

Kury zaszczepiono dwoma dawkami preparatu, a krew pobierano w odstepach czasowych
0, 17, 34 i 41 dzien po pierwszej immunizacji. Nastepnie przebadano uzyskane surowice w celu
analizy odpowiedzi immunologicznej na podany antygen w formulacji z kompletnym
i niekompletnym adjuwantem. Ze wzgledu na fakt, iz badane surowice w rozciericzeniu 1/100 moga
dawad fatszywie pozytywne wyniki, ponizsza rycina prezentuje usrednione wyniki uzyskane dla
poszczegblnych grup kur przy rozcienczeniu 1:300. Analize wykonano testem ELISA
z zastosowaniem referencyjnych antygendw H5N1 (Rys. 33.). Jako kontrole pozytywng uzyto
referencyjnej surowicy kurzej uzyskanej po szczepieniu inaktywowanym wirusem H5N1. Kontrole
negatywng stanowity surowice zerowe pobrane od kur przed szczepieniem.
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Rysunek 33. Charakterystyka odpowiedzi immunologicznej na szczepienie kur preparatem H5N1-HA/NA/M1 VLP
w formulacji z pefnym i z niekompletnym adjuwantem testem ELISA. Kury zaszczepiono dwoma dawkami preparatu
zawierajgcego: HYNI-NA/HA/M1 VLPs w mieszaninie w stosunku objetosciowym 1:1 z kompletnym adjuwantem Freunda
(CF), bgd? z niekompletnym adjuwantem Freunda (ICF). Krew pobrang w dniach 0, 17, 34, 41 analizowano przy uzyciu
testu ELISA. Plytke oplaszczong referencyjnym antygenem w postaci inaktywowanego wirusa H5NI. Rozcienczone
surowice kurze (1:300) postuzyly do wyznaczenia kinetyki narastania przeciwciat po szczepieniu. Surowica kurczqt z dnia
0 stuzyta jako tlo. Dla kazdego testu ELISA przedstawiono Sredniq wartos¢ z trzech niezaleznych przeprowadzonych
eksperymentow. Srednie wartosci A450 i odchylenia standardowe sq pokazane na osi y.
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Podobnie jak dla pierwszych wynikéw wykonano analize Two-way RM ANOVA oraz
nastepnie analize mieszanych efektdw wraz z dwuetapowg liniowg procedurg step-up
Benjaminiego, Kriegera i Yekutieli’ego (p = 0,05). Analize wykonano dla grup H5N1 HA/M1/NA VLPs
+ CF oraz H5N1 HA/M1/NA VLPs + ICF. Analiza statystyczna wykazata, iz w wyniku szczepienia
konstruktami H5N1 HA/M1/NA VLPs w formulacji z kompletnym i niekompletnym adjuwantem
stymulacja odpowiedzi immunologicznej nastgpita na oba typy preparatéw (dane liczbowe
uzyskane dla dni 0, 17, 34, 41 wykazywaty istotne rdznice statystyczne zaréwno dla formulacji
zawierajacej CF, jak i ICF). Co sugeruje a zarazem potwierdza, zasadnos$¢ wykorzystania VLPs jako
preparatéw  ochronnych bez koniecznosci zastosowania  dodatkowych  czynnikéw
immunostymulujgcych (adjuwantéw). Nastepnie poréwnano poziom przeciwciat w kazdym dniu (O,
17, 34, 41) pomiedzy poszczegdlnymi wynikami uzyskanymi dla preparatu zawierajgcego
i niezawierajgcego adjuwant. Analiza nie wykazata rdznic istotnych statystycznie. Zastosowanie
kompletnego adjuwantu Freunda nie wptyneto zatem znacznie na poziom produkcji przeciwciat
anty H5N1. Uzyskane wyniki wskazuja, iz czgstki wirusopodobne sg idealnymi kandydatami na
preparaty szczepionkowe i same w sobie zawierajg wiasciwosci silnie immunomodulacyjne.

7.1.3.3. Analiza odpowiedzi humoralnej po immunizacji kur brojleréw preparatem H5N1-
HA/NA/M1 VLP w formulacji z niekompletnym adjuwantem Freunda

Ocene odpowiedzi immunologicznej na potencjalng szczepionke u kur brojleréw,
przeprowadzono wykonujgc miareczkowanie surowic do punktu korncowego za pomocg testu ELISA
(Rys. 34.).
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Rysunek 34. Miareczkowanie do punktu koricowego surowic kurczgt po immunizacji HSN1-NA/HA/M1 VLP. Ptytki do
testow ELISA pokryto referencyjnym antygenem w postaci inaktywowanego wirusa H5N1. Seryjne rozcienczenia
referencyjnych kurzych przeciwciat poliklonalnych A/H5N1/HPAI postuzyty jako kontrola pozytywna. Surowica kurczqt z
dnia 0 i kontrolna surowica od kurczgt nieszczepionych stuzyty jako tto. Wspotczynnik rozcienczenia zebranych surowic
pokazano na osi x. Dla kazdego testu ELISA przedstawiono sredniq wartosc¢ z trzech niezaleznych przeprowadzonych
eksperymentéw. Srednie wartosci A450 i odchylenia standardowe sq pokazane na osi y.

Miareczkowanie surowicy w punkcie koncowym pokazuje, ze koricowe miano przeciwciat
uzyskane po immunizacji preparatem H5N1-HA/NA/M1 VLP w formulacji z niekompletnym
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adjuwantem Freunda osiggneto 1:2700 (Rys. 34.). Miano przeciwciat oszacowano jako stezenie
w surowicy, przy ktérym wigzanie byto co najmniej dwukrotnie wyzsze niz tto.

7.1.3.4. Ocena dynamiki narastania ilosci przeciwciat w czasie w odpowiedzi immunologicznej
na szczepienie H5SN1-HA/NA/M1 VLP u kur za pomocg testu ELISA

Odpowiedz humoralng u brojleréw na immunizacje potréjnymi VLPs HSN1-HA/NA/M1 VLP
oceniono wykonujgc badanie kinetyki produkcji przeciwciat. Analiza mian przeciwciat we krwi
pobranej w 0, 17, 34 i 41 dniu po pierwszej dawce preparatu wykazata wzrost odpowiedzi
humoralnej po immunizacji brojleréw potréjnymi VLPs H5N1-HA/NA/M1. Produkcje przeciwciat
wykryto juz po pierwszej dawce szczepionki. Druga dawka potréjnych czasteczek VLP H5N1/NA-
HA-M1 nie zwiekszyta znaczgco liczby wytwarzanych przeciwciat, co réwniez wskazuje na wysoki
potencjatimmunostymulacyjny i zasadnos¢ stosowania czastek wirusopodobnych jako szczepionek
nowej generacji (Rys. 35.).
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Rysunek 35. Dynamika poziomu anty-H5N1 IgY w surowicach immunizowanych kurczqt Kinetyke miana przeciwciat u
kurczqt (n = 5) po szczepieniu podstawowq i przypominajgcq dawkq preparatu zawierajgcq potrojne VLP H5NI-
NA/HA/M1 mierzono testem ELISA. Mediana (gruba linia) pokazana zostata w przedziale miedzykwartylowym 25%1i 75%
(linie wgskie). Dzien pobrania surowicy pokazany jest na osi x. Wartosci A450 pokazane sq na osi y. Analize statystyczng
przeprowadzono za pomocq nieparametrycznego testu Kruskala—Wallisa (p = 0,05) oraz testu wielokrotnych porownan
Benjaminiego, Kriegera i Yekutieli (p = 0,05). Roznice statystyczne wykryto miedzy dniami 0-41 i 0-34 (p = 0,014) i
przedstawiono na wykresie jako symbol gwiazdy.
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7.1.3.5. Analiza potencjalnej skutecznosci preparatu szczepionkowego H5N1-HA/NA/M1 VLPs -
charakterystyka odpowiedzi immunologicznej pod katem powstawania przeciwciat
neutralizujgcych u kur szczepionych czgstkami HSN1-HA/NA/M1 VLPs

Produkcja przeciwciat skierowanych przeciwko antygenowi zawartemu w preparacie
szczepionkowym jest warunkiem koniecznym, aby preparat miat szanse by¢ skuteczny. Niestety
produkcja przeciwciat, ktére mozna wykry¢ np. testami ELISA nie $wiadczy, iz uzyty do szczepienia
antygen doprowadzi do powstania przeciwciat neutralizujgcych. Jednym z testéw, ktdre wskazujg
na obecnosc¢ przeciwciat neutralizujgcych sg testy zahamowania hemaglutynacji. W celu okreslenia
czy w wyniku szczepienia powstata pula przeciwciat neutralizujgcych wykonano test zahamowania
hemaglutynacji (HI). Wyniki testu (Rys. 36.) wskazujg, iz w rezultacie szczepienia kur czgstkami
wirusopodobnymi w puli powstatych przeciwciat znajdujg sie réwniez przeciwciata zdolne do
zwigzania hemaglutyniny (przeciwciata neutralizujgce). Miano HI zebranych potgczonych surowic
kur osiggneto poziom 128 HI. W literaturze mozna odnalez¢ informacje, ze badane preparaty sg
skuteczne, gdy miano Hl osigga > 16. Jako kontrole pozytywng zastosowano inaktywowane wirusy
H5N1 A/Ck/Scot/59 i H5N2 i A/Ost/Den/72420/96. Kury szczepione PBS nie wykazywaty zadnej
aktywnosci HI.

512

miano HI

Legenda:

1 - surowica uzyskana po szczepieniu kur HSN1 HA/IM1/NA VLPs
2 - surowica uzyskana po szczepieniukur 1:1 PBS/ICF

3 — surowica referencyjna A/Ck/Scot/59 (H5N1)

4 - surowica referencyjna A/Ost/Den/72420/96 (HS5N2)

5 - kontrola negatywna testu (brak surowicy)
Rysunek 36. Miano HI potgczonych surowic kurczqt zebranych po immunizacji potréjnymi VLP H5N1-NA/HA/M1 Jako

kontrole pozytywnq zastosowano przeciwciata HSN1 A/Ck/Scot/59 i HSN2 A/Ost/Den/72420/96. Surowice od kurczqt
szczepionych mieszaning PBS/ICF stuzyly jako kontrola negatywna. Test HI przeprowadzono w trzech powtorzeniach.
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7.1.3.6. Charakterystyka skroconej formy biatka hemaglutyniny polskiego izolatu H5N1 jako
potencjalnie uniwersalnego antygenu

7.1.3.6.1 Ekspresja skroconej formy genu kodujacego hemaglutynine w postaci nézki HA w
komarkach owadzich

W celu uzyskania biatka hemaglutyniny w formie potencjalnie uniwersalnego antygenu
pozbawionego wysoce zmiennego rejonu gtéwki zaprojektowano syntetyczny gen. Gen kodowat
sekwencje podjednostki drugiej HA2 hemaglutyniny oraz fragment C - i N - konca rejonu
podjednostki HA1. Zaprojektowany gen posiadat delecje fragmentu pomiedzy dwiema
konserwowanymi cysteinami C52 oraz C277, w obrebie ktdérego znajdujg sie gtéwne determinaty
antygenowe (Rys. 37.). W rejonie pomiedzy C52 i C277 wstawiono tacznik kodujacy cztery reszty
glicyny. Dodatkowo syntetyczny gen zawierat miejsca restrykcyjne dla enzymow EcoRl oraz Notl,
ktdre zostaty wykorzystane do procedury klonowania. Otrzymano lizaty bakulowirusowe niosgce
gen kodujacy skrécona forme HA. W celu okreslenia kinetyki produkcji biatka oraz lokalizacji biatka
w czasie w komérkach owadzich wykonano test typu ,, Time course”. Kontrole negatywnga stanowity
komorki zakazone dzikim bakulowirusem, ktdre zbierane byty w ten sam sposéb. Nastepnie
wszystkie prébki frakcjonowano w celu oddzielenia frakcji bton od cytoplazmy. Biatka z pozywki
wytrgcone zostaty kwasem trichlorooctowym. Tak przygotowane prébki rozdzielono w zelu
poliakrylamidowym 10% w warunkach redukujgcych, a nastepnie wykonano immunodetekcje przy
uzyciu surowicy krdliczej anty-H5N1 HAO/HA1. Skrocona forma biatka HA stalk jest wydajnie
produkowana juz od 48 godziny po infekcji rekombinowanym bakulowirusem, jak mozna
zaobserwowac biatko jest zlokalizowane gtéwnie w btonach komérkowych (Rys. 37.). llos¢
produkowanego biatka w formie niezdegradowanej jest najbardziej efektywna przy m.o.i. réwnym
1. Przy zakazeniu m.o.i. réwnym 3 i 5 zaobserwowano spadek ilosci petnej formy produkowanego
biatka oraz wzmozong degradacje. W celu sprawdzenia czy produkowane biatko tworzy formy

C HAstalkHSN1 55 48 godzinach komdrki

homotrimeryczne wykonano zakazenie komdérek owadzich BA
zebrano i oddzielono frakcje bton od cytoplazmy. Nastepnie wykonano rozdziat frakcji biatka HA
stalk w Zelu poliakrylamidowym 10% w warunkach nieredukujgcych. Immunodetekcja przy uzyciu
metody Western Blotting z wykorzystaniem przeciwciat referencyjnych anty-H5N1 VLA wykazata
obecno$é prazkdw o masach ok. 75 kDa oraz wiekszych ok. 120 kDa, co moze wskazywaé na
tworzenie sie form oligomerycznych odpowiadajgcych swojg wielkoscig formie dimeru i trimeru.

W celu potwierdzenia prawidtowego fatdowania uniwersalnego antygenu ndzki HA,
wykonano testy IPMA z monoklonalnymi przeciwciatami uzyskanymi dla hemaglutyniny fenotypu
H1N1 oraz neutralizujgcymi uniwersalnymi ludzkimi przeciwciatami FI6 (Rys. 38.). Przeciwciata FI6
opisane sg jako ludzkie przeciwciata syntetyczne zdolne do neutralizacji wielu podtypdéw wirusa
grypu typa A i zostaty wyizolowane z komérek plazmatycznych dawcédw podczas pandemii w 2009
roku. Ponadto scharakteryzowano je jako przeciwciata konformacyjne i liniowe, ktére wigza
konserwowany region nézki HA.
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Rysunek 37. Kinetyka produkcji oraz lokalizacja biatka HA stalk w czasie w komérkach owadzich. @) Schemat budowy
biatka HA stalk oraz prawdopodobnych jego form obecnych w komorkach, powstatych w wyniku proteolizy.
b) Komorki Sf9 zakazono BACYP®, a nastepnie w réznych odstepach czasowych zbierano prébki. Komorki
poddano frakcjonowaniu w celu wyodrebnienia frakcji bton oraz cytoplazmy, a biatka z pozywki wytrgcano
kwasem trichlorooctowym. Poszczegolne frakcje poddano elektroforezie SDS-PAGE w zelu 10%. Nastgpnie
wykonano immunodetekcje biatek metodqg Western Blotting z uzyciem surowicy kroliczej. Jako kontrolg
negatywnq wykorzystano szczep bakulowirusa typu dzikiego BACYT, zaprezentowana kontrola to frakcje
zebrane w 120 godzinie po infekcji. Wzorzec masowy to Prestained Protein Molecular Weight Marker z firmy
Fermentas. G — glicyna; C52, C277 — pozycja cysteiny w dominie HA1 hemaglutyniny; S-S — mostek
disiarczkowy; g.p.i. — godzin po infekcji.

OdpowiedZz immunologiczna na wiekszos¢ preparatéw szczepionkowych stosowanych
w profilaktyce wirusa grypy jest okreslana jako hemaglutyninozalezna. Okreslenie to odnosi sie do
rejonu gtowy HA, w ktérym zlokalizowane sg gtdwne determinanty antygenowe, w tym epitopy
odpowiedzialne za neutralizacje wirusa. Jak wynika z danych literaturowych ludzki uktad
immunologiczny w wyniku ekspozycji na czasteczke wirusa grypy produkuje zaréwno przeciwciata
rozpoznajace rejon zmienny gtowy, jak i pule uniwersalnych przeciwciat rozpoznajgcych
zakonserwowane rejony hemaglutyniny w obrebie nozki HA. Wykazano,
ze uniwersalne szeroko neutralizujgce przeciwciata rozpoznajag domene HA2 w hemaglutyninie
bezgtowej (HA stalk).
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Rysunek 38. Schematyczna budowa i charakterystyka uniwersalnego antygenu w formie nozki HA z homologicznego
szczepu wirusa H5N1. b) Schematyczne przedstawienie przewidywanej struktury monomeru HA i monomeru nozki HA.
Struktura wygenerowana w programie Chimera na podstawie struktury hemaglutyniny szczepu H5N1 (PDB: 1MQN). c)
Ekspresja nozki HA HSN1 w komorkach owadzich potwierdzono metodq IPMA z przeciwciatami monoklonalnymi anty-
HS5NI. Jako kontrole pozytywng zastosowano HA petnej diugosci ze szczepu H5N1. Komorki zakazone bakulowirusem
typu dzikiego zastosowano jako kontrole negatywnq. Zdjecia wykonano przy powigkszeniu 10X. d) Reaktywnosé antygenu
nozki HA i petnej diugosci HA z HSN1 w  tescie IPMA z neutralizujgcymi uniwersalnymi ludzkimi przeciwciatami FI6.
Nozke HA i HA petnej diugosci ze szczepu H5N1 wykryto w transfekowanych komorkach owadzich. Zdjecia wykonano
przy powiekszeniu 20X.

Jak dotgd nie scharakteryzowano odpowiedzi immunlogicznej po szczepieniu kur
preparatami szczepionkowymi pod katem powstawania uniwersalnych przeciwciat rozpoznajgcych
konserwowane rejony nézki HA w modelu kurzym. W niniejszej pracy postanowiono zbadaé,
czy po immunizacji kur preparatami ochronnymi w formie VLPs-H5N1 powstanie pula
uniwersalnych przeciwciat rozpoznajgcych konserwowany rejon nézki HA. W tym celu
zaprojektowano i wyprodukowano w komérkach ssaczych konstrukty nézki HA zaréwno z 1, jak i 2
grupy HA. Rekombinowane biatko ndézki HA pochodzace z homologicznego szczepu HS5N1,
heterologicznego szczepu H7N9/Szanghaj, jak rowniez z heterosubtypowego szczepu ludzkiej grypy
pH1N1 zaprojektowano przy uzyciu tej samej strategii, jak opisano powyzej (Rys. 38.). Syntetyczne
sekwencje wklonowano do ssaczych wektoréw ekspresyjnych (pcDNA3.1; Invitrogen, USA) i uzyto
do transfekcji komérek HEK293. W celu potwierdzenia ekspresji réznych antygendw ndzki HA,
przeprowadzono test IPMA. Kazdy konstrukt nézki HA wykryto przy uzyciu réznych przeciwciat
monoklonalnych swoistych dla szczepédw wirusa grypy HIN1, H5N1, HION2 i H7N9 (Rys. 39.).
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Rysunek 39. Wyniki ekspresji genu kodujqgcego skréconq hemaglutynine w formie nézki HA réznych szczepow wirusa
grypy w komérkach ssaczych. Produkcja antygenow nozki HA z grupy 1 i 2 HA w komorkach HEK293. Komorki
transfekowano konstruktami HA-stalk HIN1, H5N1 i H7N9. Ekspresje genu kodujgcego biatko nozki HA wykryto przy
uzyciu roznych przeciwciat monoklonalnych specyficznych dla szczepow wirusa grypy HIN1, HSNI, H3N2, HIN2 i H7N9Y.
Jako kontrole negatywngq zastosowano komorki nietransfekowane. Zdjecia wykonano przy powiekszeniu 40X.

7.1.3.7. Analiza reaktywnosci puli uniwersalnych przeciwciat powstatych w wyniku szczepienia
kur preparatami zawierajgcymi H5N1-HA/NA/M1 VLP - detekcja homologicznego,
heterologicznego i heterosuptypowego antygenu w formie HA stalk w komérkach ssaczych za
pomoca testu IPMA

Kurza surowice uzyskang po szczepieniu potréjnymi HSN1-NA/HA/M1 VLPs wykorzystano
do detekcji rekombinowanych form biatka nézki HA produkowanych w komérkach ssaczych
HEK293. Wykazano reaktywno$¢ kurzych surowic pobranych w 41 dniu po szczepieniu
z uniwersalnymi antygenami ndzki HA. Reaktywnos$¢ uzyskanych surowic potwierdzono zaréwno
dla nézki HA z homologicznego szczepu wirusa H5N1, jak i z heterologicznego szczepu AlV
H7N9/Szanghaj. Dodatkowo wykazano reaktywno$¢ krzyzowg dla antygenu ndzki HA
zaprojektowanej w oparciu o heterosubtypowy ludzki szczep wirusa pH1N1. Uzyskane wyniki
wskazujg, ze immunizacja potréjnymi VLPs H5N1-NA/HA/M1 doprowadzita do powstania puli
uniwersalnych przeciwciat (Rys.40.).
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Legenda:
1 — surowica uzyskanapo szczepieniu kur HSN1 HA/M1/NA VLPs
2 — surowica uzyskanapo szczepieniu kur 1:1 PBS/ICF

Rysunek 40. Analiza reaktywnosci krzyzowej surowic kurczgt otrzymanych po szczepieniu potréjnymi VLP H5N1/NA-
HA-M1 z antygenami nozki HA z grup 1 i 2 HA. Detekcje biatka nozki HA ze szczepow HINI, H5NI1 i H7N9
przeprowadzono na transfekowanych komorkach HEK293. Jako tlo zastosowano surowice z kur szczepionych PBS. Jako
kontrole negatywng zastosowano komorki nietransfekowane. Zdjecia wykonano przy powigkszeniu 40X.

7.1.3.8. Analiza reaktywnosci krzyzowej uniwersalnych przeciwciat powstatych w wyniku
szczepienia kur preparatami zawierajagcymi H5N1-HA/NA/M1 VLP z syntetycznym peptydem
odpowiadajgcemu rejonowi LAH z heterosubtypicznego szczepu H3N2 w tescie ELISA

Najmniej zmiennym regionem w ndzce HA jest region dtugiej alfa helisy — LAH (ang. long
alfa helix). Poréwnanie sekwencji aminokwasowych kodujgcych regiony LAH z biatka HA podtypu
H5N1, pHIN1, H7N9 i H3N2 wykazata ponad 45% identycznosci sekwencji miedzy nimi (Rys. 41.).
W celu jednoznacznego zbadania, czy uniwersalne przeciwciata rozpoznajgce nézke HA powstate
po szczepieniu kurczat potréjnymi VLP H5N1/NA-HA-M1 bedg w stanie rozpoznaé syntetyczny
peptyd obejmujacy rejon dtugiej alfa helisy z heterosubtypowego szczepu ludzkiego wirusa grypy
typu H3N2 wykonano test ELISA, w ktorym ptytka optaszczona byta peptydem LAH. Do analizy
zdolnosci wigzania peptydéw LAH uzyto surowice zerowg oraz surowice po drugiej immunizacji
z dnia 41 od pieciu kur. Uzyskane wyniki sugeruja, ze surowice z dnia 41 zawieraty wieksze ilosci
uniwersalnych przeciwciat IgY, specyficznie rozpoznajgcych epitopy LAH (Rys. 42.). Analiza
statystyczna przeprowadzona za pomocg testu nieparametrycznego nie wykazata statystycznie
istotnych réznic miedzy prébkami uzyskanymi przed i po szczepieniu od kazdej kury, ani miedzy
danymi zgrupowanymi.
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LAH H7N9 49.09% 45.45% 61.82%

LAH H3N2 52.73% 54.55% 61.82%

Rysunek 41. Analiza poréwnawcza sekwencji aminokwasowych kodujqcych regiony dtugiej alfa helisy LAH (ang. long
alpha helix) z biatka HA H5N1, pHIN1, H7N9 i H3N2 HA. (A) Analiza poréwnawcza sekwencji aminokwasowych z
wyznaczeniem sekwencji konsensusowej, gdzie najwigksze podobienstwo zostalo oznaczone kolorem zielonym. (B) Macierz
pokazujqca procent identycznosci sekwencji miedzy sekwencjami. Analizy zostaly przeprowadzone przy uzyciu programu
Geneious z uzyciem algorytmu Geneious.

0,8

B surowica "0"
Bl czagstki wirusopodobne H5N1/NA-HA-M1

o
o
]

Absorbancja 450 nm
o o
N Iy
1 1

0,0-
1 2 3 4 5

Kurczak

Rysunek 42. Reaktywnosé krzyzowa surowic kurczqt otrzymanych po szczepieniu potréjnymi VLP H5N1/NA-HA-M1 z
peptydem LAH z H3 z grupy 2 HA. Miano przeciwcial u kurczgt (n = 5) przed (Jasnoszary stupek) i po (ciemnoszary stupek)
szczepieniu potréjnymi VLP HIN1/NA-HA-MI mierzono za pomocq peptydowego testu ELISA. Srednie wartosci OD i
odchylenia standardowe przedstawiono na osi y. Badane kurczeta przedstawiono na osi x. Analize statystyczng
przeprowadzono przy uzyciu nieparametrycznego testu Wilcoxona (p = 0,05) dla par.
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7.2. Drugi model badawczy bezostonkowych ikozaedralnych czgstek wirusopodobnych -
VLPs wirusa krwotocznej choroby krélikow

7.2.1. Charakterystyka molekularna biatka VP60 wirusa RHD polskiego izolatu SGM jako biatka
samoformujgczego czgstki wirusopodobne wirusa RHD

Przedmiotem badan byt szczep wirusa krwotocznej choroby krélikdw pochodzacy z kolekcji
dr. hab. Andrzeja Fitznera z Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego — Panstwowego Instytutu
Badawczego, Zaktadu Pryszczycy w Zdunskiej Woli (PIWet-PIB ZPr). Szczep oznaczony symbolem
SGM wyizolowany zostat w 1988 roku, wykazywat zdolnosé do aglutynacji erytrocytéw ludzkich
grupy 0. Materiatem do badani byt plazmidy pGemT-easy z wklonowang sekwencjg genu vp60,
uzyskang przez doktorantke podczas wykonywania pracy magisterskiej. Plazmid pGemT-easy"P605¢M
postuzyt do sekwencjonowania genu vp60 z zastosowaniem starteréw srodkowych betal i beta2.
Uzyskane sekwencje genu vp60 szczepu SGM zostaty nastepnie poddane analizie
bioinformatycznej. Jako pierwsze wykonano poréwnanie otrzymanych sekwencji z referencyjnym
szczepem niemieckim FRG (nr akcesyjny GenBank M 67473). Analiza poréwnawcza wykazata,
ze w obrebie rejonu hiperzmiennego C (301-310 aa) mozna stwierdzi¢ najwyzszy wspotczynnik
zmiennosci sekwencji zaréwno nukleotydowej, jak i aminokwasowej. Pozostate mutacje rozktadaty
sie rownomiernie w obrebie catego genu.

Gtdwnym komponentem czastki wirusa RHD jest strukturalne biatko kapsydu VP60.
Postanowiono uzyska¢ rekombinowane biatko VP60 polskiego szczepu wirusa RHD
w komodrkach owadzich przy uzyciu systemu bakulowirusowego. Wczesniejsze badania,
przeprowadzone podczas pracy magisterskiej doktorantki, potwierdzity ekspresje genu kodujgcego
biatko VP60 w komdrkach owadzich przy uzyciu techniki IPMA. Kolejne etapy pracy doktorskiej
polegaty na analizie lokalizacji biatka VP60, optymalizacji ekspresji genu kodujgcego to biatko oraz
charakterystyce czastek wirusopodobnych zbudowanych z tego biatka. W celu okreslenia doktadnej
lokalizacji biatka VP60 we frakcjach komdrek owadzich oraz okreslenia kinetyki ekspresji genu vp60
w czasie wykonano test typu , Time course”. Komorki owadzie zakazono bakulowirusem niosgcym
gen kodujacy biatko VP60, BAC'"®, a jako kontrole zastosowano dzikiego bakulowirusa BACWV.
Nastepnie w odpowiednich odstepach czasowych zbierano prébki hodowli i poddawano
frakcjonowaniu, tak aby oddzieli¢ frakcje bton od cytoplazmy. Biatka obecne w pozywce wytrgcano
przy uzyciu kwasu trichlorooctowego. W celu jednoznacznego potwierdzenia lokalizacji biatka VP60
oraz okreslenia kinetyki ekspresji przeprowadzono immunodetekcje metodg Western Blotting
z uzyciem kréliczej surowicy anty-RHDV (Rys. 43.). Wykryty metodg immunodetekcji prazek
odpowiada wielkosci biaka ok. 60 kDa, co odpowiada wielkosci biatka VP60. Intensywnos¢ prazka
koreluje z iloscig biatka i wskazuje na transport biatka z bton do cytoplazmy, a nastepnie do
pozywki. Zaobserwowano, iz od 48 godziny po infekcji BAC'"P® biatko kierowane jest do cytoplazmy,
po czym jest wydzielanie do pozywki. Wraz z uptywem czasu zaobserwowano spadek zawartosci
biatka VP60 we frakcji btonowej, co prawdopodobnie ma zwigzek z postepujgca w czasie wzmozong
sekrecjg biatka do pozywki oraz postepujgcy liza komdrek w 120 godzinie po infekcji bedaca
efektem namnazania sie bakulowirusa w hodowli.
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Rysunek 43. Wynik rozdziatu elektroforetycznego przedstawiajqgcy analize lokalizacji komérkowej oraz kinetyki
ekspresji genu kodujgcego strukturalne biatko VP60 formujgce kapsyd wirusa RHD w komdrkach owadzich Sf9.
Komorki Sf9 zakazono BACP®, a nastgpnie w réznych odstepach czasowych zbierano prébki do analizy.
Komorki poddano frakcjonowaniu w celu wyodrebnienia frakcji blon oraz cytoplazmy, a bialka z pozywki
wytrgcano kwasem trichlorooctowym. Poszczegolne frakcje poddano elektroforezie typu SDS-PAGE w zelu
10%. Nastepnie wykonano immunodetekcje biatek metodg Western Blotting z uzyciem kréliczej surowicy anty-
RHDYV. Jako kontrole negatywng wykorzystano dzikiego bakulowirusa BAC"T zebranego w 120 godzinie po
infekcji. G.p.i. — godziny po infekcji.

Przeprowadzono test majacy na celu oznaczenie optymalnej warto$ci miana bakulowirusa
uzytego do zakazenia w komaérkach Sf9. W tym celu komadrki owadzie zakazono zmiareczkowanym
lizatem bakulowirusowym BACY"®° o réznych wartosciach m.o.i.: 0,1; 1; 5. Hodowle zakazonych
komérek prowadzono przez 96 godzin. Biatka z pozywki wytrgcono kwasem trichlorooctowym.
Tak przygotowane prébki poddano rozdziatowi w 10% Zzelu poliakrylamidowym, a nastepnie
wykonano transfer biatek z zelu na btone PVDF. Przy uzyciu techniki Western Blotting wykonano
immunodetekcje rekombinowanego biatka VP60 z zastosowaniem krdliczej surowicy anty-RHDV.
Stwierdzono, ze zwiekszenie ilosci czgstek BACY"®°przypadajgcych na komdérke owadzig skutkowato
jedynie niewielkim wzrostem ilosci otrzymanego biatka (Rys. 44.). Dlatego tez w dalszych
doswiadczeniach wykonywano zakazenie rekombinowanym bakulowirusem przy m.o.i. réwnym 1,
a hodowle zakazonych komérek prowadzono przez 96 godzin, przy czym dalszym analizom
poddawano biatka obecne w pozywce.

7.2.2. Okreslenie budowy oraz identyfikacja procesu tworzenia VLPs wirusa goraczki krwotocznej
krolikéw polskiego izolatu SGM o wiasciwosciach hemaglutynujacych

Pierwszy etap charakterystyki procesu tworzenia sie czastek wirusopodobnych RHDV
polegat na wykonaniu w okreslonych warunkach czasowych testu kinetyki produkcji potencjalnych
czastek wirusopodobnych wydzielanych do pozywki przez zakazone komérki owadzie. Wykonano
zakazenie 20 ml komodrek owadzich w hodowli ptynnej przy m.o.i. rdwnym 1, a nastepnie
w odstepach czasowych (24, 48, 72, 96, 120 godzin po infekcji) pobierano po 1 ml hodowli.
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Rysunek 44. Wynik rozdziatu elektroforetycznego przedstawiajgcy oznaczenie optymalnej wartosci wielokrotnosci
zakazenia dla rekombinowanego bakulowirusa BAC VP60 w komérkach Sf9. Komorki Sf9 zakazono rekombinowanym
bakulowirusem BACVP60 oraz rownolegle dzikim bakulowirusem stanowigcym kontrole negatywng BACWT. Po 96
godzinach po infekcji przy pomocy 20% TCA wytrgcono biatka z pozywki, a nastepnie wykonano immunodetekcje biatek
przy uzyciu metody Western Blotting z wykorzystaniem surowicy krdliczej anty-RHDV. W - Prestained Protein Molecular
Weight Marker (Life Technologies, USA).

Jako pierwszy wykonano test hemaglutynacji z pozywka pobrang w réznych odstepach
czasu. Z rysunku 45b wynika, iz po 72 godzinie od zakazenia nastepuje wyrazny wzrost miana HA
co odpowiada gwattownemu wzrostowi wydzielanych do pozywki biatek, ktére nastepnie formuja
czastki wirusopodobne. Uzyskane VLPs-RHDV wykazujg takie same wtasciwosci hemaglutynujace
jak referencyjny natywny wirus RHD. W 72 godzinie po zakazeniu miano HA wynosito 2560 i stale
wykazywato tendencje wzrostowg, by w 96 godzinie po infekcji osiggna¢ miano 20480, ktére
utrzymywato sie na tym poziomie w 120 godzinie po infekcji. Warto dodaé, iz miano HA kontroli
pozytywnej (natywny wirus RHD z homogenatu watroby zainfekowanego krélika) wynosito 10240,
co sugeruje, ze rekombinowane biatko VP60 prawdopodobnie efektywnie tworzy VLPs w pozywce
syntetycznej w wyniku zakazenia komdrek owadzich rekombinowanym bakulowirusem BAC V7€,

W celu potwierdzenia obecnosci rekombinowanego antygenu RHDV w postaci VLPs-RHDV
wykonano analizy testem ELISA w Panstwowym Instytucie Weterynaryjnym w Zakfadzie Pryszczycy
w Zdunskiej Woli. Jako pierwszy wykonano test ELISA z wykorzystaniem przeciwciat poliklonalnych
anty-RHDV. Ptytke optaszczong surowicg kréliczg inkubowano z poszczegdlnymi frakcjami pozywki
zebranej w réznym czasie od zakazenia. Nastepnie dodano referencyjng surowice anty-RHDV
pochodzgcg od swinki morskiej. Wyniki potwierdzity swoistos¢ wykrytego antygenu wskazujac,
iz najwieksza ilo$¢ biatka w pozywce wystepuje od 96 do 120 godziny po infekcji (Rys. 45c.). Analizy
przeprowadzono w odniesieniu do préb kontrolnych, ujemnej i dodatniej, ktére stanowity
referencyjny antygen w postaci wirusa RHD wyizolowanego z watroby zakazonych krdélikow
i homogenat watroby zdrowego krélika.
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Rysunek 45. Kinetyka formowania sie czqsteczek wirusopodobnych w pozywce znad zakazonych komdrek Sf9. a)
Schemat biatka kapsydu (VP60) w formie monomeru, dimeru oraz czqstki wirusopodobnej. b) Formowanie czgsteczek
wirusopodobnych (VLPs — RHDV/VP60) zbadano przy uzyciu testu hemaglutynacji. Pozywke znad zakazonych komérek
owadzich zbierano w réznych czasach po infekcji i sprawdzano ich funkcjonalnosé zalezng od konformacji testem HA.
Kontrola pozytywna - referencyjny, natywny wirus RHD szczepu SGM. Kontrole negatywng stanowita pozywka znad
komérek owadzich zakazonych dzikim bakulowirusem BACYT. Krwinki stanowily kontrole negatywnq eksperymentu. Na
osi y przedstawiono zlogarytmowane wartosci miana HA; h - godziny po infekcji. ¢) Detekcja biatka kapsydu z uzyciem
przeciwcial rozpoznajgcych epitopy liniowe i konformacyjne wirusa RHD. Pozywka zawierajgca VLPs-RHDV/VP60
zostata zebrana w réznych czasach po infekcji rekombinowanym bakulowirusem BACYP®. Nastepnie poszczegdlne probki
pozywki poddane zostaly analizie przy uzyciu testu ELISA. Do testu uzyto kroliczej surowicy anty-RHDV rozpoznajgcej
epitopy liniowe i konformacyjne. Kontrolg negatywng byta pozywka znad komorek owadzich zakazonych dzikim
bakulowirusem BACYT. Kontrolg pozytywng byt referencyjny wirus RHD. d) Detekcja VLPs-RHDV/VP60 z uzyciem
przeciwciat monoklonalnych 1HS8 rozpoznajgcych epitop konformacyjny wirusa RHD. PozZywka zawierajgca VLPs-
RHDV/VP60 zostata zebrana w réznych czasach po infekcji BACYP®. Nastepnie poszczegdlne prébki pozywki poddane
zostaly analizie przy uzyciu testu ELISA. Do testu uzyto monoklonalnych przeciwcial konformacyjnych 1HS
rozpoznajgcych epitop konformacyjny w obrebie nieciggtej domeny P2. Kontrolg negatywng byta pozywka znad komorek
owadzich zakazonych dzikim bakulowirusem BACY'. Kontrolg pozytywng byt referencyjny wirus RHD szczep KGM.

W celu potwierdzenia, iz uzyskane wyniki odnoszg sie nie tylko do monomeru biatka VP60,
ale réwniez do czastek VLPs-RHDV wykonano test ELISA z wykorzystaniem monoklonalnych
przeciwciat konformacyjnych 1H8. Przeciwciata te reagujg z epitopem konformacyjnym
zlokalizowanym w warstwie zewnetrznej natywnych czgstek wirusowych. Test ELISA wykonywany
byt analogicznie z tg rdzinicg, iz przeciwciata monoklonalne sprzezone byty z HRP. Wyniki
potwierdzity, iz od 72 godziny mozina zaobserwowac¢ wydajng produkcje biatka, ktore
rozpoznawane jest przez przeciwciata rozpoznajgce epitopy konformacyjne, co sugeruje
formowanie sie czgstek wirusopodobnych (Rys. 45d.).

Otrzymane wyniki pozwolity okresli¢ warunki hodowli, ktére byty podstawg dalszych
badan. W celu oczyszczenia czgstek wirusopodobnych VLPs-RHDV, komodrki zakazono
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rekombinowanym bakulowirusem BAC"?%° przy m.o.i. réwnym 1, a hodowle prowadzono 96 godzin.
4 ml pozywki zawierajgcej rekombinowane biatko VP60 w formie VLPs natozono na skokowy
gradient sachorozowy (60-20%) i ultrawirowano przez 90 minut przy 82000 x g w 4°C. Po tym czasie
zbierano kolejne frakcje z gradientu. Kazdg 600 ul frakcje poddano nastepnie rozdziatowi w zelu
poliakrylamidowym 10% w celu analizy jakosciowej. Wybarwiony btekitem kumazyny zel
poliakrylamidowy przedstawia rycina nr 46¢. Masa czgsteczkowa biatka ok. 60 kDa wyznaczona na
podstawie szybkosci migracji w zelu poliakrylamidowym w warunkach redukujgcych pozwala
stwierdzi¢, iz we frakcjach odpowiadajacych ok. 35% stezeniu sacharozy znajduje sie biatko
strukturalne wirusa RHD. W wyniku analizy wyodrebniono poszczegdlne frakcje zawierajgce biatko
VP60, a w celu potwierdzenia obecnosci VP60 wykonano immunodetekcje rozdzielonych biatek
technikg Western Blotting z uzyciem poliklonalnej surowicy anty-VP60 (Rys. 46a). Badania
potwierdzity, iz pragzek na wysokosci ok. 60 kDa zlokalizowany we frakcji 6, 7 i 8 zawiera biatka VP60.
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Wirus RHD VLPs — RHD/VP60

Rysunek 46. Wynik oczyszczania i charakterystyka VLPs-RHDV/VP60. a) Oczyszczanie poprzez ultrawirowanie w
gradiencie gestosci sacharozy VLPs-RHDV/VP60. Komorki owadzie zakazono rekombinowanym bakulowirusem, hodowle
prowadzono 96 godzin po infekcji. Pozywke naniesiono na gradient sacharozowy 60-20%, zebrano poszczegolne frakcje
i analizowano: gorny panel - w Zelu poliakryloamidowym 10% w warunkach redukujgcych barwiono biekitem kumazyny;
dolny panel - wykonano immunodetekcje biatka metodg Western Blotting z wykorzystaniem przeciwcial anty-VP60. b)
Analiza porownawcza struktury oligomerycznej w formie VLPs biatka VP60 przy uzyciu techniki mikroskopii elektronowej.
VLPs-VP60 oczyszczone w gradiencie gestosci sacharozy rozpuszczone w buforze TM, a nastepnie barwione negatywowo
2% octanem uranylu. Skala — 100 nm.

W celu potwierdzenia obecnosci czasteczek wirusopodobnych, nanostruktury zostaty
uwidocznione przy uzyciu mikroskopii elektronowej. W tym celu oczyszczone w gradiencie
sacharozowym VLPs rozcieficzono w stosunku objetosciowym 1:4 w buforze zawierajagcym
dwuwartoSciowe jony wapnia (TM), a nastepnie przygotowano preparat na siatce niklowej
optaszczonej btong weglowg, ktéry wybarwiano negatywowo 2% octanem uranylu. Dodatkowo
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jako kontrole pozytywng uzyto natywnego wirusa RHD wyizolowanego z watroby zakazonych
krélikéw, ktdry oczyszczono w gradiencie gestosci sacharozy. Nastepnie przygotowano preparat do
mikroskopii elektronowej analogicznie jak dla badanej prébki. Kontrole negatywng stanowit bufor
TM. Badanie metodg mikroskopii elektronowej (EM) potwierdzito obecnos¢ nanostruktur, ktore
swojg budowag przypominaty natywnego wirusa. Widoczne w obrazie czastki wirusopodobne byty
morfologicznie podobne do wirionéw natywnego wirusa, miaty identyczng wielkos$é (ok. 40 nm)
oraz posiadaty charakterystyczng strukture (Rys. 46.).
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Rysunek 47. Woynik oczyszczania i charakterystyka VLPs-RHDV/VP60. a) Analiza poszczegdlnych frakcji po
ultrawirowaniu pod kqtem zbadania wlasciwosci funkcjonalnych VLPs-RHDVIVP60. Wiasciwosci funkcjonalne
potencjalnych nanostruktur badano testem hemaglutynacji. Kontrole negatywng stanowita pozZywka znad komorek
owadzich zakazonych szczepem bakulowirusa typu dzikiego. Kontrolg pozytywng stanowit referencyjny wirus RHD szczep
SGM. b) Analiza poszczegolnych frakcji VLPs-RHDV/VP60 uzyskanych metodg ultrawirowania pod kqtem eksponowania
epitopow  konformacyjnych wirusa RHD. Wykonano posredni test ELISA z wykorzystaniem referencyjnych
monoklonalnych przeciwciat 1HS wigzqcych epitopy konformacyjne RHDV. Kontrolg negatywnq stanowita pozywka znad
komérek owadzich zakazonych szczepem bakulowirusa typu dzikiego BACYT. Kontrole pozytywng stanowil referencyjny
wirus RHD szczep SGM.

Istotnym byta odpowiedzZ na pytanie czy wszystkie frakcje zawierajg funkcjonalne biatko
oraz czy w kazdej z tych frakcji biatko to formuje czastki wirusopodobne. Aby odpowiedzie¢ na to
pytanie zostaty wykonane przez dr hab. Andrzeja Fitznera testy ELISA z wykorzystaniem zaréwno
surowicy poliklonalnej anty-RHDV, jak réwniez przeciwciat monoklonalnych CR. W celu
potwierdzenia funkcjonalnosci tych nanostruktur wykonano dodatkowo badanie testem
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hemaglutynacji (Rys. 47.), ktérego wynik jednoznacznie pokazuje, iz najwiekszg aktywnosé
hemaglutynujagcg majg struktury znajdujace sie we frakcji 7, usytuowanej w gradiencie
odpowiadajgcym sacharozie w stezeniu 30-35%.

Wynik testu ELISA dowodzi, iz w wybranych do analizy frakcjach 5, 6 i 7 znajdujg sie
nanostruktury biatkowe, ktére rozpoznawane sg przez przeciwciata rozpoznajace epitopy zaréwno
konformacyjne, jak i liniowe. Proces otrzymywania oraz oczyszczania czgstek wirusopodobnych
zostat zoptymalizowany i byt podstawg dalszych badan.

7.2.3. Ocena skutecznosci preparatow szczepionkowych zawierajacych antygen w formie czastek
wirusopodobnych - eksperyment typu ,,challenge”

W celu oceny mozliwosci wykorzystania VLPs polskiego izolatu wirusa RHD jako
potencjalnej szczepionki profilaktycznej wykonano badania na zwierzetach. Wszystkie badania
z wykorzystaniem wirusa RHD przeprowadzone byty w PIWet PIB ZPr w Zdunskiej Woli przez dr
hab. Andrzeja Fitznera (Rys. 48.).

DZIEN 0 DZIEN 12 DZIEN 20
A 4
o Zakazenie ‘
Immunizacja .
VLPs RHDV wirusem
RHDV

¢ v

Rysunek 48. Schemat szczepienia krolikow oraz eksperymentaknego zakazenia wirusem RHD. Grupa 7
seronegatywnych dorostych krélikow zostata zaszczepiona podskdrnie dawkq preparatu szczepionkowego zawierajgcego
200 ug VP60-VLPs. Druga grupa 4 krolikow stanowita kontrole negatywnqg. W 12 dniu wszystkie zwierzeta zostaty
zainfekowane poprzez podskdrng inokulacje wirusem RHD o mianie HI = 1/10240, ktére stanowito stukrotnie wyzszq
dawke niz dawka smiertelna czyli LD50 (ang. lethal dose 50). W celu oceny wtasciwosci immunogennych jednodawkowej
eksperymentalnej szczepionki nowej generacji w dniach 0, 12 po szczepieniu oraz 8 dni po eksperymentalnym zakazeniu
pobrano probki krwi w celu oznaczenia miana przeciwciat w testach HI oraz ELISA.
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Sposrdd grupy krélikdw szczepionych eksperymentalng szczepionky zawierajacg VLPs
RHDV wszystkie przezyly probe zakazenia i zostaty skrwawione po uptywie 10 dni. Sposrdd krélikow
kontrolnych nr 8-11 trzy padty w okresie do 48 godziny po zakazeniu, a czwarty padt w trzeciej
dobie przed 72 godzing. U krélikdw immunizowanych stwierdzono wzrost poziomu przeciwciat w
prébkach surowic pobranych w kolejnych dniach po szczepieniu i zakazeniu. Po zakazeniu u
wszystkich krélikow nastgpit silny wzrost miana swoistych przeciwciat, co moze sugerowac
stymulacje uktadu odpornosciowego w kierunku odpowiedzi humoralnej. Najwyzsze miana
swoistych przeciwciat w 12 dniu czyli przed zakazeniem natywnym wirusem RHD szczepu KGM
miaty kréliki nr 3i 4.
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Rysunek 49. Krzywa przezycia krélikow immunizowanych potencjalnym preparatem ochronnym VLPs-RHDV/VP60
poddanych zakazeniu wirusem RHD w warunkach eksperymentalnych. Grupa 7 krélikow zostata zaszczepiona
eksperymentalng szczepionkqg opartq na VLPs-RHDV polskiego szczepu SGM. Grupa 4 seronegatywnych krélikow
stanowita kontrole. Dwa z nich byty nieszczepione, a dwa zostaty zaszczepione pozywkq znad komdrek Sf9. Po 12 dniach
od szczepienia wszystkie zwierzeta zostaty zainfekowane poprzez podskorng inokulacje wirusem RHD o mianie HI =
1/10240, ktore stanowifo stukrotnie wyzszq dawke niz dawka smiertelna czyli LD50 (ang. Lethal dose 50). Eksperyment
byt prowadzony 8 dni po eksperymentalnym zakazeniu.

7.2.4. Wykorzystanie antygenow w postaci VLPs oraz surowic odpornosciowych do opracowania
testow diagnostycznych

Produkcja specyficznych przeciwciat neutralizujgcych oraz antygendw, ktére wykazuja
wiasciwosci zblizone do natywnego wirusa umozliwia wykorzystanie tych cennych narzedzi do
podjecia préby opracowania testu diagnostycznego. Aby opracowac test diagnostyczny w postaci
testu ELISA nalezy dysponowaé przede wszystkim duzg pulg przeciwciat, ktére mogtyby byc
wykorzystane w tym tescie. W tym celu w Zdunskiej Woli zaszczepiono krdliki i kawie domowe
zarobwno oczyszczonym, jak réwniez nieoczyszczonym antygenem w postaci VLPs-RHDV.
Zaszczepiono w sumie 3 kréliki oraz jedng $winke morska nieoczyszczonym antygenem w formie
VLPs w pozywce w obecnosci kompletnego adjuwanta Freunda oraz 5 krélikéw i 3 swinki morskie
oczyszczonymi z pozywki VLPs-RHDV, rowniez z dodatkiem kompletnego adjuwantu. W wyniku
immunizacji zwierzat laboratoryjnych uzyskano silng odpowiedz immunologiczng, ktéra prowadzita
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do powstania wysoko dodatnich surowic poliklonalnych. Surowice odpornosciowe uzyskane
w wyniku szczepienia oczyszczonym preparatem wykazaly wyzsze miana, niz te szczepione
preparatem zawierajgcym pozywke znad zakazonych komérek.

Do wykrywania oraz ilosciowej oceny przeciwcial, w tym przeciwciat neutralizujgcych
dr hab. Andrzej Fitzner opracowat test kompetycyjny ELISA (ang. ,,competition ELISA”, cELISA).
W metodzie tej ptytke 96 dotkowa ptaskodenng optaszczono swoistg krdliczg surowicg
odpornosciowa. Nastepnie na ptytke naniesiono mieszanine badanej surowicy i statej dawki
antygenu referencyjnego wirusa RHDV. W nastepnym etapie zastosowano przeciwciata
monoklonalne CR, zwigzane z enzymem peroksydazg chrzanowg. Obecnos¢ przeciwciat
w badanej surowicy wykryto spektrofotometryczne na podstawie reakcji barwnej po dodaniu
substratu OPD. Jak wskazujg wyniki intensywny wzrost produkcji przeciwciat przypada na 41 dzien
po pierwszym szczepieniu, a 19 dzief po drugim szczepieniu. Podanie drugiej dawki antygenu ma
znaczacy wptyw na poziom produkcji swoistych przeciwciat, co zwigzane jest
z kolejng ekspozycjg antygenu wobec uktadu immunologicznego, ktéry w wyniku pierwszego
szczepienia/pierwszego kontaktu z antygenem wytworzyt prawdopodobnie pule komérek pamieci
B (Rys. 50.).
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Rysunek 50. Dynamika narastania przeciwciat neutralizujqgcych anty-VLPs w wyniku szczepienia krolikow
okreslona przy uzyciu testu zahamowania hemaglutynacji oraz kompetycyjnych testow ELISA. W testach ELISA
wykorzystano referencyjne przeciwciata monoklonalne — ELISA Mab oraz poliklonalne przeciwciata krdlicze w tescie
LPBE (Liquid Phase Blocking ELISA). W tescie zahamowania hemaglutynacji wykorzystano referencyjny antygen w
postaci wirusa RHD.

Postanowiono sprawdzi¢, czy swoiste przeciwciata uzyskane w wyniku szczepienia krolikéw
beda wykazywaty zdolnos¢ do neutralizacji wirusa poprzez zahamowanie hemaglutynacji, a takze
oznaczy¢ dynamike narastania przeciwciat w wyniku szczepienia krélikbw VLPs RHDV
z wykorzystaniem testu HI. W tym celu w Paristwowym Instytucie Weterynarii w Zdunskiej Woli
wykorzystujgc test HI oznaczono miana Hl oraz wyznaczono krzywa wzrostu produkcji przeciwciat.
Rysunek 50 prezentuje uzyskane wyniki, ktére wykazujg, iz po 41 dniu po szczepieniu nastepuje
gwattowny wzrost iloSci przeciwciat wigzgcych antygen (Rys. 50).
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Nastepnie wykonano ocene obecnosci przeciwciat anty-RHDV w surowicach
odpornosciowych krélikéw i kawii domowych immunizowanych oczyszczonymi czastkami VLPs.
W tym celu przeprowadzono test zahamowania hemaglutynacji oraz testy cELISA z wykorzystaniem
przeciwciat monoklonalnych oraz poliklonalnych (Rys. 51.).
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Rysunek 51. Ocena wystepowania przeciwciat anty-RHDV w surowicach zwierzqt immunizowanych
oczyszczonymi czqgstkami VLPs-VP60. WV tescie zahamowania hemaglutynacji wykorzystano referencyjny antygen
w postaci wirusa RHD. W testach ELISA wykorzystano referencyjne przeciwciata monoklonalne — ELISA Mab oraz
poliklonalne przeciwciata krdlicze w tescie LPBE (Liquide Phase Blocking ELISA).

W celu uzyskania reagentéw - surowic odpornosciowych do testéw ELISA zaszczepiono 5
kroélikéw i 3 kawie domowe z uzyciem antygenu RHDV w postaci czgstek VLPs. Najlepszg odpowiedz
immunologiczng oraz najwieksze stezenie przeciwciat zaobserwowano u krélika nr 3 i 4 oraz
u $winek morskich nr 2 i 3. Badanie surowic od wyzej opisanych zwierzat pobranych po ok. 2
tygodniach od podania dawki przypominajacej wykazato obecnosé swoistych przeciwciat dla wirusa
RHD o bardzo wysokich mianach (Rys. 51.).

7.2.4.1. Opracowanie i walidacja testu diagnostycznego typu ELISA z wykorzystaniem VLPs-
RHDV oraz surowic uzyskanych w wyniku immunizacji zwierzat

We wspodtpracy z PIWet PIB ZPr w Zdunskiej Woli opracowano dwa testy diagnostyczne
z wykorzystaniem uzyskanych antygenéw oraz surowic.

Posredni test ELISA do wykrywania antygenu wirusa krwotocznej choroby krélikéw (RHDV) w
materiale biologicznym

Do detekcji wirusa RHD w badanym materiale biologicznym (prébce), uzywa sie
poliklonalnych surowic odpornosciowych kréliczych i swinki morskiej zawierajgcych swoiste
przeciwciata, ktore wigzg sie z determinantami antygenowymi wirusa. W pierwszym etapie badania
state podtoze (ptytka o witasciwosciach sorbcyjnych) optaszcza sie pierwszorzagdowymi
przeciwciatami (surowica poliklonalna kurza). Nastepnie antygen (badana prdébka) wigze sie
z podtozem, a w kolejnej fazie tgczy z drugorzedowymi przeciwciatami obecnymi w surowicy swinki
morskiej (Rys. 52.). W koncowym etapie zachodzi reakcja wigzania przeciwciat znakowanych
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enzymem HRP z IgG surowicy swinki morskiej. Wizualnym wynikiem rozpadu substratu (OPD) pod
wplywem enzymu obecnego w koniugacie jest reakcja barwna. Wynik dodatni czyli wykrycie
antygenu wirusa RHD objawia sie wystgpieniem silnej reakcji barwnej (kolor pomaranczowy).
Intensywnos$¢ zabarwienia mierzy sie spektrofotometrycznie przy okreslonej dtugosci fali,
odpowiedniej dla substratu (492 nm). Metoda opracowana zostata w ZPr PIWet, z uwzglednieniem
wytycznych przedstawionych w podreczniku ,,OlE Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for
Terrestrial Animals” (5-ta edycja, 2004 r.) oraz w instrukcji ,,Instruction for RHD-EBHS virological
kit” (RHD OIE Reference Laboratory, I1ZS Brescia, Wtochy, 2004). Probki do badania przygotowuje
sie zgodnie z instrukcjg nr 1-01/ZPr/PB-08, 09, 10,11 ,Opracowanie i standaryzacja antygenu wirusa
RHD"” (1998).

BRAR ZABARWTENTAWYNIE UTEMNY
substrat-0PD

substrat-OPD

Koniugat (HRP-surowica krolicza anty-swinka morska)

surowica swinki morskiej anty-RHDV

!

Rysunek 52. Schemat posredniego testu ELISA do wykrywania antygenu wirusa krwotocznej choroby krolikow (RHDV)
w materiale biologicznym
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Wykrywanie swoistych przeciwciat przeciwko wirusowi krwotocznej choroby krélikéw (RHDV) w
materiale biologicznym

Przeciwciata przeciwko wirusowi RHD, jesli s3 obecne w badanej surowicy wigzg sie
z antygenem RHDV i blokujg jego wolne determinanty antygenowe uniemozliwiajgc przytaczanie
sie przeciwciat swoistych zawartych w poliklonalnej surowicy odpornosciowej $winki morskie;j.
W wyniku tego nie dochodzi do reakcji z koniugatem i nie nastepuje degradacja substratu.
Wizualnie nie stwierdza sie reakcji barwnej (jasne pola) w studzienkach z surowicg kontrolng
dodatnig i w badanych prébkach surowic, w ktérych sg obecne przeciwciata swoiste przeciwko
wirusowi, natomiast w studzienkach z surowicg kontrolng ujemna, w kontroli antygenu i
w badanych prébkach surowic, ktére nie zawieraja swoistych przeciwciat wystepuje wyrazna
reakcja barwna (intensywnie pomaranczowe pola) (Rys. 53.).

BRAK ZABARWIENIA - WYNIK DODATNI

substrat-OPD

REAKCJA BARWNA-WYNIK UJEMNY
substrat-OPD

koniugat
(surowica krélicza anty-§winka morska-HRP)

wica §winki morskiej anty-RHDV

przeciwciala dla wirusa RHD

surowica kury anty-RHDV

:
Y

Rysunek 53. Schemat kompetycyjnego testu ELISA do wykrywanie przeciwciat swoistych przeciwko
wirusowi krwotocznej choroby krélikéw (RHDV)
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Czastki wirusopodobne jako stabilne antygeny referencyjne wykorzystywane do opracowywania
testow diagnostycznych

Ocena mozliwosci  wykorzystania jako antygendéw  referencyjnych  czgstek
wirusopodobnych oraz analiza reaktywnosci antygenu w formie biologicznej nanostruktury
z oczyszczonym biatkiem VP60 w formie monomeru, wykazata niemal jednoznacznie zasadnos¢
stosowania VLPs jako antygendw referencyjnych do testéw (Rys. 54.). Poréwnanie reaktywnosci
oczyszczonego biatka w formie liniowej oraz oczyszczonych VLPs wskazaty jednoznacznie, iz do
opracowywanego w ramach niniejszej pracy testu diagnostycznego o wiele bardziej zasadne bedzie
uzycie jako antygenu referencyjnego VLPs. Antygen w postaci VLPs byt reaktywny z przeciwciatami
w rozcieniczeniu 1:82 000.
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Rysunek 54. Ocena mozliwosci wykorzystania jako antygenow referencyjnych czgstek wirusopodobnych. Wykonano
test ELISA LPBE z uzyciem réznych rozciericzen antygendw w formie VLPs oraz w formie oczyszczonego biatka. Na osi X
przedstawiono rozciericzenia surowic, na osi Y przedstawione zostaty wyniki absorbacji.

Ostatnim etapem badan w ramach niniejszej pracy doktorskiej byta ocena stabilnosci
czastek wirusopodobnych. Do badania uzyto oczyszczone czastki VLPs w gradiencie gestosci
sacharozy. Nastepnie w stosunku objetosciowym 1:1 dodano glicerol i przechowywano w -20°C
przez wiele lat. Oczyszczone VLPs-RHDV przechowywano réwniez bez dodatku glicerolu
w temperaturze -20°C przez 2 i 10 lat. W celu sprawdzenia stabilnosci VLPs przeprowadzono test
hemaglutynacji oraz test ELISA z wykorzystaniem przeciwciat skierowanych przeciwko epitopom
konformacyjnym (Rys. 55.). Wykazano, iz antygen RHDV w postaci VLPs moze by¢ przechowywany
z dodatkiem glicerolu w -20°C, nawet powyzej 15 lat nie tracgc whasciwosci hemaglutynujacych
oraz antygenowych (Rys. 55.).
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Rysunek 55. Analiza wynikow stabilnosci VLPs-RHDV. Stabilnos¢ VLPs RHDV zbadano w réznych odstepach czasu: 2, 10
i 17 lat. Przeprowadzono test hemaglutynacji oraz test ELISA z monoklonalnymi przeciwciatami 1HS. Kontrole pozytywng
stanowily referencyjne szczepy wirusa RHD (KGM, GRZ oraz). RED2016

7.3. Podsumowanie

W ramach niniejszej pracy zoptymalizowano procedury prowadzace do produkcji dwéch
typdw czastek wirusopodobnych. Ztozone ostonkowe czgsteczki wirusopodobne uzyskano w trzech
formach zaréwno z jednym, dwoma, jak i trzema biatkami strukturalnymi wirusa grypy typu H5N1.
Szczepienie kur preparatami H5N1-VLPs doprowadzito do powstania przeciwciat neutralizujgcych.
Dodatkowo wykazano, iz szczepienie kur brojleréw potrojnymi VLP HPAI H5N1 wyzwala
wytwarzanie uniwersalnych przeciwciat anty-HA-stalk o szerokim spektrum. Te uniwersalne
przeciwciata sg zdolne do rozpoznawania antygendow w formie HA stalk zaréwno z homologicznych
szczepéw wirusa ptasiej grypy HS5N1, jak i heterologicznych szczepéw H7N9, jak réwniez
z heterosubtypowych szczepdw wirusa grypy ludzkiej HIN1 i H3N2.

lkozaedralne czastki wirusopodobne zbudowane z jednego biatka kapsydu uzyskano dla
polskiego szczepu SGM wirusa RHD. Szczepienie krolikéw eksperymentalng szczepionkg przeciwko
pomorowi krélikéw wykazato 100% ochrony. Uzyskane surowice poliklonalne oraz antygeny
w formie VLP RHDV postuzyty do opracowania dwdch testéw diagnostycznych wykorzystywanych
obecnie do monitorowania wystepowania wirusa RHD w Polsce.

Uzyskane wyniki wnoszg nowe spojrzenie na konstrukcje preparatéw szczepionkowych
nowej generacji.
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8. Dyskusja

Wirusy RNA stanowig obecnie jedno z najwiekszych zagrozen zdrowia publicznego, ktérego
istotnym problemem staje sie ochrona przed nowymi zakazeniami. Rozwdj nauki
w ostatnich latach pozwolit na intensyfikacje badan w dziedzinie szczepionek nowej generacji.
Te ochronne preparaty sktadajg sie bardzo czesto z rekombinowanych antygendéw uzyskanych w
roznych systemach ekspresji. W ciggu ostatnich lat najwieksza uwage poswieca sie mozliwosci
wykorzystania biologicznych nanostruktur w postaci czgstek wirusopodobnych (VLPs) jako
bezpiecznych i efektywnych preparatéw ochronnych. Wykorzystanie tych biologicznych
nanostruktur nie ogranicza sie jednak do opracowania nowych szczepionek,
sg one rowniez cennym narzedziem do badan diagnostycznych, szczegélnie wodwczas
gdy ze wzgleddw bezpieczenstwa niemozliwe jest zastosowanie odpowiednich kontroli opartych
o infekcyjne wirusy (26). Wykorzystanie VLPs jako referencyjnych kontroli pozytywnych rozwigzuje
powyzszy problem. Czastki wirusopodobne wykorzystywane sg rowniez jako system zastepczy dla
wiruséw stabo lub nienamnazajgcych sie w hodowlach komdrkowych in vitro. Przyktadem jest
wykorzystanie VLPs jako modelu zastepczego dla takich wiruséw jak: norowirus, kroliczy
kaliciwirus, wirus brodawczaka ludzkiego czy wirus Marburg (158).

Wirusy odzwierzece stanowia powazne zagrozenie epidemiologiczne zaréwno
w aspekcie zdrowia publicznego, jak i strat ekonomicznych zwigzanych z hodowlg zwierzat (159).
Wirusy ptasiej grypy oraz krélicze kaliciwirusy stanowig zagrozenie epidemiologiczne
na terenie Polski, Europy i Swiata. Oba z wymienionych wiruséw RNA odpowiadajg za znaczace
straty w produkcji miesa drobiowego i kréliczego (160) (161).

Celem niniejszej pracy byta konstrukcja i produkcja czgstek wirusopodobnych oraz
ich zastosowanie do monitorowania i zapobiegania infekcjom wywotywanym przez wybrane wirusy
RNA. Pierwszy model badawczy stanowity ostonkowe helikalne ortomyksowirusowe czasteczki
wirusopodobne wirusa grypy typu A. Drugi model badawczy stanowity bezostonkowe ikozaedralne
kaliciwirusowe czgstki wirusopodobne zbudowane z jednego biatka kapsydu. W niniejszej pracy
zastosowano polskie szczepy terenowe wiruséw RNA: szczepy wirusa ptasiej grypy typu A H5N1
oraz wirusa goraczki krwotocznej kroélikéw szczepu SGM genotypu GIl.1 genogrupy 2 (162).
Wybrane wirusy zostaty scharakteryzowane na podstawie uzyskanych sekwencji kodujgcych
gtéwne biatka strukturalne. Dodatkowo wytworzone zostaty specyficzne narzedzia do badan:
antygeny w formie petnej dtugosci rekombinowanych biatek wirusowych oraz surowice
umozliwiajgce immunodetekcje. Otrzymane w niniejszej pracy narzedzia postuzyty nastepnie do
konstrukcji i produkcji czgstek wirusopodobnych polskich szczepéw terenowych wirusa grypy H5SN1
oraz wirusa RHD.

Realizowane prace byty czescig dwdch projektdw badawczych i umozliwity wprowadzenie
do Zakftadu Szczepionek Rekombinowanych na Miedzyuczelnianym Wydziale Biotechnologi UG
GUMed zoptymalizowanych procedur zwigzanych z konstrukcjg, produkcjg oraz oczyszczaniem
réznych czastek wirusopodobnych, co przyczynito sie do uzyskania finansowania innych projektéw
typu B+R.
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8.1. Wirus grypy typu A H5N1

Pierwszym modelem badawczym wykorzystanym w niniejszej pracy byt wysokopatogenny
szczep  wirusa ptasiej grypy o fenotypie H5N1  wyizolowany w 2006 roku
od padtych dzikich tabedzi (szczep wykorzystany w tej pracy A/swan/Poland/305-135v08-2006). W
Polsce w latach 2006-2007 odnotowano trzy przypadki epidemii ptasiej grypy podtypu H5N1 (163).
Z powodu wyzej opisanych epidemii zlikwidowano kilkaset tysiecy kurczat, co w konsekwencji
pociggneto za sobg bardzo duze straty ekonomiczne szacowane na 10 milionéw ztotych z tytutu
samych odszkodowan. Straty ekonomiczne wywotane przez wirusa ptasiej grypy na catym swiecie
liczy sie w miliardach dolaréw rocznie. RNA wirusa grypy H5N1 polskiego izolatu z 2006 roku zostat
otrzymany od dr hab. Krzysztofa Smietanki z Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego —
Panstwowego Instytutu Badawczego w Putawach. Powielenie materiatu genetycznego kodujacego
petnej dtugosci biatka strukturalne (HA, NA, M1) wykonano za pomocg reakcji odwrotnej
transkrypcji. Pierwsza otrzymana sekwencja nukleotydowa petnej dtugosci genu hemaglutyniny
kodujgcego gtéwne biatko wirusowe postuzyta do analiz ,,in silico”. Analiza poréwnawcza z innymi
szczepami wykazata, ze badany gen wywodzi sie od wirusa ptasiej grypy o fenotypie H5N1. Na
podstawie analizy filogenetycznej wykazano, ze szczep ten jest blisko spokrewniony z izolatami
ptasiej grypy z okolic potudniowo-zachodniej Rosji - Astrakhanu. Dalsze analizy ,,in silico” sekwencji
aminokwasowej rejonu miejsca ciecia hemaglutyniny wykazaty rozbudowany motyw
poliargininowy, ktéry jest typowy dla hemaglutynin serotypu H5 pochodzacych ze szczepéw
o fenotypie wysokopatogennym (HPAI). Zwiekszona wrazliwos¢ na komdrkowe proteazy szczepéw
HPAI powoduje, iz tropizm tkankowy zostaje zachwiany (164). Szczepy HPAI H5 i H7 zawierajgce
sekwencje poliargininowg odpowiedzialne sg za epidemie u ptactwa hodowlanego. Analizy
filogenetyczne wykonane przez dr hab. Krzysztofa Smietanke wykazaty, ze polski izolat H5N1 z 2006
roku mozna zaliczy¢ do kladu 2.2.2 (165). Analizy filogenetyczne wykonane na potrzeby tej pracy
potwierdzity przynaleznos$¢ tego wirusa do kladu 2.2.2. W wyniku poréwnania poszczegélnych
sekwencji reprezentujgcych dane klady w obrebie podtypu H5N1 wyszczegdlniono istotne rdznice
w sekwencji aminokwasowej. Ze wzgledu na rézny wptyw poszczegdlnych mutacji, postanowiono
omowié je tematycznie.

Hemaglutynina jest gtéwng glikoproteing wirusa grypy, ktéra odpowiada za wigzanie
receptora na powierzchni komaérki gospodarza oraz pdzniejszg fuzje bton (51). Tropizm wirusa
grypy uzalezniony jest od wigzana specyficznych receptordw wystepujacych na powierzchni
komoérki gospodarza. Jak wynika z danych literaturowych, reszty aminokwasowe zaangazowane
w interakcje z receptorem komdrkowym sg wysoce konserwowane wsréd wszystkich 18 podtypdw
hemaglutynin. Pojedyncze substytucje w obrebie tych reszt aminokwasowych moga wptyngé na
specyficznosé rozpoznawanych receptorow, co w konsekwencji moze prowadzi¢ do przetamania
bariery gatunkowej skutkujgc powstaniem nowych szczepdéw odzwierzecych (166) (167) (168).
Ze wzgledu na bardzo duze ryzyko powstania nowego pandemicznego szczepu, miejsce wigzania
receptora (receptor binding site - RBS) byto przedmiotem wielu badan. Okreslono, iz RBS sktada sie
z poszczegdblnych reszt aminokwasowych: 98, 134-138, 153, 155, 183, 190, 194, 212 oraz waznej
sekwencji 222-228. (169) (170) (171). Analiza poréwnawcza sekwencji aminokwasowej polskiego
szczepu HS5N1 z sekwencjami przedstawicieli innych cladéw (2.1-A/Vietnam/05; 1’-
A/HongKong/213/03; 3-A/HongKong/156/97; 2.1-A/Indonesia/7/03) wykazata kilka zmian. D94N
jest substytucjg wystepujaca blisko miejsca RBS, jednakze reszta aminokwasowa w pozycji Y98
pozostata niezmieniona. W obrebie rejonu 134-138 wystepujg réznice pomiedzy szczepami
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izolowanymi w latach 1997-2003 a pochodzgcymi z lat 2004-2006, w pozycji L137Q. Ze wzgledu na
fakt, iz leucyna jest aminokwasem niepolarnym a obszary niepolarne utatwiajg przytgczaniu
hydrofobowych makroczgsteczek, zmiana tego aminokwasu na glutamine, ktéra zawiera obszary
polarne moze prowadzi¢ do zmiany wfasciwosci i funkcji biologicznych. Kolejna zmiana moze
w konsekwencji prowadzi¢ do utraty jednego miejsca N-glikozylacji w pozycji E212K. Polskie
szczepy nie posiadaty mutacji w miejscach 222-224. Jak wskazujg dane literaturowe mutacje Q222L
i G224S s3 kluczowe, gdyz rozszerzajg zakres rozpoznawania receptoréw ludzkich.

W 2012 roku grupa Wanga zidentyfikowata kolejne kluczowe reszty aminokwasowe, ktére
biorg udziat w procesie rozpoznawania receptora oraz w procesie dojrzewania hemaglutyniny
podczas syntezy. Wykazano, ze reszty aminokwasowe F147/F148, Y161, N170, R220, K307/K310 sg
bardzo wazne podczas infekcji wirusa grypy (172). Analiza sekwencji aminokwasowej
hemaglutyniny polskiego szczepu z 2006 roku nie wykazata réznic w obrebie wyzej wymienionych
pozycji. Polski izolat nie zawierat réwniez substytucji H103Y, ktéra zostata opisana dla izolatu
A/Indonesia/5/05, a ktora prawdopodobnie wptywa na temperaturo - zalezno$¢ hemaglutyniny
oraz wrazliwosé na pH (173). Wkazano, ze substytucje w pozycji T156A oraz N154D réwniez majg
wplyw na transmisje miedzygatunkowg reasortantéw H5. Zmiana tych reszt aminokwasowych
skutkuje zaburzeniem profilu cukrowego HA. Utrata miejsc glikozylacji moze mie¢ wptyw na
wirulencje wirusa. W wyniku analiz wykazano obecnos¢ mutacji TI56A oraz N154D w obrebie HA.
W obrebie sekwencji polskiego izolatu wykazano obecnos¢ jeszcze jednej mutacji T315lI,
ktéra prawdopodobnie stabilizuje peptyd fuzyjny (173) (174).

Sekwencja aminokwasowa rejonu wigzania receptora, ktéra odpowiada za specyficznosc
gatunkowa jest charakterystyczna dla ptasich izolatow wirusa A/H5N1. Kolejne zmiany
aminokwasow zlokalizowane byly gtéwnie w podjednostce HA1l tworzacg gtdéwke,
ze wskazaniem na rejony wigzania receptora, w ktérym to zlokalizowane sg gtéwne determinanty
antygenowe. Mozemy wymieni¢ poszczegdlne mutacje wptywajgce na odmienny profil
antygenowy: D94N, L175, T188, K189R, ktore =z kolei mogg mie¢ wptyw
na interakcje w obrebie monomeru HA z resztami aminokwasowymi Y91, H179, L190, co z kolei
moze modulowac wigzanie receptora. Brak substytucji reszty seryny w pozycji 223 na reszte
asparaginy nie utatwia wigzania receptora typu alfa 2,6. Ponadto reszty aminokwaséw V226 oraz
L228 (w numeracji H5), istotne w determinacji specyficznosci gatunkowej, sg charakterystyczne dla
ptasich szczepéw A/H5N1 (WHO, 2005). Zlokalizowano 7 potencjalnych miejsc N-glikozylacji,
z ktorych 5 znajduje sie w regionie podjednostki HA1, a 2 w obrebie podjednostki HA2. Duza liczba
miejsc glikozylacji jest typowa dla izolatéw o wysokiej dynamice ewolucyjnej. Wzrost liczby
tancuchoéw oligosacharydowych jest bowiem scisle zwigzany ze zjawiskiem maskowania epitopdw.
Dwa z przewidzianych miejsc N-glikozylacji wystepuje blisko sekwencji wchodzacych w skfad RBS,
co moze mie¢ wptyw na oddziatywanie hemaglutyniny z receptorem (modyfikacja powinowactwa
lub/i specyficznosci) (122). Miejsce ciecia hemaglutyniny zlokalizowano w odcinku sekwencji
aminokwasowej w pozycji 340-350, ktdra jest typowa dla wysokopatogennych szczepdéw wirusa
ptasiej grypy. Miejsce ciecia posiada strukture z rozbudowanym traktem poliargininowym, ktory
rozpoznawany jest przez proteazy komérkowe subtylizynopodobne. W wyniku analiz ,in silico”
zlokalizowano pojedynczy region transbtonowy potozony blisko C-korica tarcucha
polipeptydowego, co jest charakterystyczne dla wszystkich hemaglutynin oraz innych biatek
btonowych klasy I.

Drugg otrzymang sekwencjg byta sekwencja kodujgca gtéwng glikoproteing
powierzchniowg neuraminidaze (NA). Sekwencje aminokwasowg NA uzyskano w wyniku procesu
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konwersji in silico z uzyciem programu ExPasy Translate Tool, ktéra kodowata biatko o dtugosci 449
reszt aminokwasowych.

Analiza porédwnawcza z sekwencjami zawartymi w biologicznych bazach danych
z wykorzystaniem algorytmu BLAST potwierdzita, iz uzyskana sekwencja stanowi gen kodujacy
neuraminidaze serotypu N1 wirusa ptasiej grypy A/H5N1. W wyniku kolejnych analiz in silico
okreslono lokalizacje regionu transbtonowego, ktéry obejmuje reszty aminokwasowe 7-33.
Dodatkowo w obrebie 1-30 reszty aminokwaséw znajduje sie sekwencja sygnalna kierujaca
niedojrzate biatko do swiatta retikulum endoplazmatycznego. Ogonek cytoplazmatyczny tworzony
jest przez pierwsze 6 reszt aminokwaséw, a cate biatko wykazuje lokalizacje zewngatrzkomérkowsa.
Dodatkowo ustalono potencjalne 4 miejsca N—glikozylacji zgodnie z danymi literaturowymi (128).
W wyniku poréwnania réznych izolatéw H5N1 ustalono, iz polski izolat jest najblizej spokrewniony
z izolatem rosyjskim Astrakhan, tak jak w przypadku wynikéw uzyskanych dla segmentu 4
kodujgcego hemaglutynine.

W 2013 roku Yongkiettrakul i wsp. opublikowali prace na temat funkcji poszczegélnych
reszt aminokwasowych w obrebie sekwencji neuraminidazy. Reszty aminokwasowe warunkujgce
aktywnos¢ enzymatyczng to: 118, 151, 152, 224, 276, 293, 347, 371 i 406 (175). Analiza sekwencji
aminokwasowej NA polskiego szczepu HS5N1 wykazata, ze w obrebie wymienionych reszt
aminokwasowych wystepuje substytucja R152M. Mutacja ta moze mie¢ wptyw na aktywnos¢
enzymatyczng neuraminidazy. Panadto wiadomo, iz niektére reszty aminokwasowe stabilizujg
strukture i konformacje neuraminidazy; mozemy do nich zaliczy¢é poszczegdlne reszty
aminokwasowe: 119, 136, 149, 156, 178, 179, 198, 222, 227, 252, 274, 277, 294 i 425. Izolat polski
posiada mutacje Y252I, ktéra moze wptywac na stabilnos¢ struktury homotetrameru oraz wptywadé
na zmniejszong wrazliwo$¢ na Oseltamiwir (176) (177). Pozostate mutacje to P340L, G336D, K432E,
ktére mogag wptywaé na antygenowos¢ biatka wirusowego. Stwierdzono réwniez dwie delecje:
pierwszg pojedynczg w miejscu G258 oraz drugg 9 aa w obrebie rejonu 451-458 aa, ktére sg typowe
dla szczepow ludzkich oraz swinskich. Nie zaobserwowano jednak obecnosci mutacji, ktore zostaty
opisane jako kluczowe dla wirulencji wirusa czy tez powodujgcych opornos¢ na Oseltamivir (178)
(176) (175) (174) (179).

Kolejnym etapem i jednym z gtéwnych celéw prezentowanej rozprawy doktoraskiej byta
konstrukcja czgstek wirusopodobnych wirusa ptasiej grypy. W pierwszej kolejnosci opracowano
metodyke zwigzang z oczyszczaniem i zobrazowaniem czgstek wirusa grypy jako modelu do
poézniejszych prac z czastkami wirusopodobnymi. Uzyskane wyniki potwierdzity, mozliwo$¢
oczyszczania czgstek wirusowych poprzez ultrawirowanie w skokowym gradiencie cukrowym.
Wizualizacja wirusa grypy poprzez transmisyjng mikroskopie elektronowg wymagata optymalizacji
procedury barwienia negatywowego. Dane literaturowe opisujg szereg metod barwienia
negatywowego z wykorzystaniem octanu uranylu, kwasu wolfranowego, kwasu
fosfowolfranowego, molibdenianu amonu. Najlepsze wyniki barwienia negatywowego uzyskano
stosujgc kwas fosfowolfranowy.

W celu uzyskania czgstek wirusopodobnych skonstruowano szereg kaset ekspresyjnych
mono, bi i tricistronowych wprowadzonych do wektorow transferowych pFastBacl.
Monocistronowe kasety zawieraty gen kodujgcy neuraminidaze, hemaglutynine lub biatko rdzenia
M1 pod kontrolg promotora polihedryny. Bicistronowa kaseta zawierata geny kodujgce biatko
hemaglutyniny i biatko rdzenia w jednej orientacji pod kontrolg promotoréw polihedryny.
Tricistronowa kaseta zawierata geny kodujgce biatko neuraminidazy, hemaglutyniny i biatko
rdzenia w jednej orientacji pod kontrolg promotoréw polihedryny.
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Kolejny etap polegat na uzyskaniu wysokich mian lizatéw bakulowirusowych niosgcych
uzyskane mono-, bi- i tricistronowe kasety, ktére postuzyty do pdzniejszej produkcji VLPs. W tym
celu poréwnano dostepne w literaturze techniki majgce na celu uzyskanie wysokich mian
wirusowych. Namnazanie bakulowirusow w hodowlach ptynnych, a nastepnie oczyszczanie
poprzez ultrawirowanie nie przyniosto zadowalajgcych efektéw, dlatego tez postanowiono
zmodyfikowal przyjetg w Zaktadzie Szczepionek Rekombinowanych procedure namnazania
bakulowiruséw (180). Modyfikacja polegata na namnazaniu lizatéw bakulowirusowych
w wiekszych objetosciach w hodowli stacjonarnej przy minimalnej ilosci pozywki znajdujacej sie
nad zakazonymi komdrkami. Do produkcji biologicznych nanostruktur wirusa grypy stosowano
wczesny pasaz lizatéw bakulowirusowych, o mianie od 7x107 do 10°.

Pierwszym typem otrzymanych czastek wirusopodobnych byta czasteczka zawierajgca
biatko hemaglutyniny. Komérki owadzie Sf9 zostaty zakazone rekombinowanym bakulowirusem
niosgcym kasete monocistronowg z genem ha. Na wstepie okreslono dynamike tworzenia sie
zewnatrzkomorkowych pecherzykéw zawierajacych biatko HA. Najlepsze wyniki uzyskano
w hodowli komdrkowej prowadzonej przez 60 godzin po infekcji komérek lini Sf9. Dodatkowo
wykazano, iz w hodowlach stacjonarnych proces produkcji VLPs jest bardziej wydajny
w poréwnaniu do wynikéw uzyskanych w hodowli ptynnej. Czastki wirusopodobne H5N1-HA VLPs
oczyszczono w gradiencie cukrowym i scharakteryzowano przy uzyciu technik mikroskopii
elektronowej.

Kolejny etap pracy polegat na otrzymaniu VLPs skfadajgcych sie z dwdch biatek
strukturalnych wirusa grypy H5N1-HA/M1 VLPs. Podczas tego etapu dokonano pordéwnania
efektywnosci tworzenia sie VLPs wirusa grypy stosujgc procedury ko-infekcji oraz ko-ekspresji.
W tym celu wykonano zakazenie komérek owadzich stosujgc bicistronowego rekombinanta
bakulowirusowego, ktory zawierat strukturalne biatka wirusa grypy oraz ko-infekcje dwoma
rekombinantami bakulowirusowymi posiadajgcymi analogiczne geny kodujace biatka wirusa grypy.
Wyniki wskazaty jednoznacznie, iz w wyniku ko-ekspresji VLPs powstajg wydajniej
niz w przypadku infekcji wieloma bakulowirusami naraz. Jest to prawdopodobnie zwigzane
z faktem, ze podczas ko-ekspresji kazda komodrka produkuje jednoczesnie wszystkie biatka
wirusowe (181) (182), ktére zostaty wprowadzone do DNA bakulowirusowego. W przypadku
ko-infekcji prawdopodobne jest, iz nie wszystkie komodrki zostang zakazone dwoma lud trzema
rekombinantami  bakulowirusowymi. Co wazniejsze, w skutek ko-infekcji dochodzi
prawdopodobnie do tworzenia sie réinych form czastek zewngtrzkomdrkowych, ktére moga
posiadac¢ na swojej powierzchni rézne kombinacje wirusowych glikoprotein. Kolejny etap pracy
polegat na otrzymaniu VLPs sktadajgcych sie z trzech biatek strukturalnych wirusa grypy H5N1-
HA/M1/NA VLPs. W przypadku wirusa grypy prawdopodobne jest, iz w wyniku ko-infekcji
konstruktami monocistronowymi tworzy¢ sie bedg rézne rodzaje VLPs zawierajace jedno, dwa lub
wszystkie z trzech biatek M1, HA oraz NA. Czastki wirusopodobne H5N1 HA/M1 oraz H5N1
HA/M1/NA oczyszczano zgodnie ze zoptymalizowang metoda wirowania w gradiencie gestosci
sacharozy, a nastepnie analizowano w zelu poliakrylamidowym oraz wizualizowano przy uzyciu
techniki transmisyjnej mikroskopii elektronowej. Dane literaturowe opisujg wiele rodzajéw VLPs
otrzymanych dla réznych typow wirusow grypy (H5N1, HIN1, H7N9, H3N2) przy zastosowaniu
roznych strategii (75) (183) (184) (185) (186) (187) (188) (189). Uzyskane wyniki korelujg z wynikami
opisanymi przez inne grupy badawcze (126). Podsumowujgc, najbardziej efektywny sposéb
wytwarzania VLPs to ko-ekspresja gendw wirusa grypy z jednej kasety ekspresyjnej, a nie
ko-infekcja pojedynczymi wektorami (190) (191) (185) (192). Pierwszy sposdb ma pewne zalety
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w stosunku do drugiego. Po pierwsze nie ma koniecznos$ci generowania wielu rekombinantéw
bakulowirusowych kodujgcych pojedyncze biatka wirusa grypy, co obniza koszty wytwarzania oraz
skraca czas produkcji. Ponadto wielokrotnos¢ infekcji podczas ko-ekspresji powinna by¢é
stosunkowo duza (3), lecz nie az tak (5-10), jak w przypadku ko-infekcji, co z kolei znaczgco wptywa
na naktady finansowe zwigzane z komercjalizacjg. Innym aspektem jest dobdr promotora (193).

W literaturze w zaleznosci od obecnosci biatek strukturalnych wirusa grypy uzytych do
produkcji biologicznych nanostruktur mozna wyrdzni¢ rézne rodzaje czastek: pozakomdrkowe
czastki sub-wirusowe sktadajgce sie z hemaglutyniny, neuraminidazy i biatka M2, ale pozbawione
biatka rdzenia M1 (194) (195) (196) (185); czastki wirusopodobne zawierajgce biatko M1 oraz
glikoproteiny wirusa grypy lub/i biatko strukturalne M2 (197) (198) (189) (199), czasteczki
kapsydopodobne zawierajgce tylko biatko rdzenia M1 (200), i wreszcie czastki pseudowirusowe
grypy, ktérych produkcja oparta jest na platformie wykorzystujgcej wektory lentiwirusowe oraz
biatko Gag (201) (202) (203).

Zoptymalizowane w tej pracy procedury pozwolity zbada¢, czy i z jakg wydajnoscig beda
tworzy¢ sie pozakomdrkowe czgstki sub-wirusowe niosgce na swojej powierzchni hemaglutyning,
czastki wirusopodobne zawierajagce biatko M1 oraz hemaglutynine i czastki wirusopodobne
zawierajgce biatko M1 oraz dwie glikoproteiny HA i NA. Uzyskane wyniki wskazujg, ze czgstki
wirusopodobne produkowane sg z wysokg wydajnoscig, natomiast czgsteczki najbardziej ztozone
zawierajgce obie glikoproteiny wirusa grypy tworzyty sie z najmniejszg wydajnoscig. Uzyskana
wydajno$¢ produkcji VLPs (H5N1-HA — 1,2 mg/L; HSN1-HA/M1-VLPs — 0,7 mg/L; H5SN1-HA/NA/M1
VLPs — 0,6 mg/L) czyni uzyskane czastki atrakcyjnymi antygenami, ktére mogg by¢ wykorzystane do
testéw ELISA do monitorowania obecnosci przeciwciat u ptactwa i zwierzat. Uzyskana wydajnos¢
byta zblizona do wydajnosci opisywanej w literaturze (204). Dane literaturowe dotyczace
poréwnania wydajnosci produkcji oraz jakosci w dwdch liniach komérek owadzich tj. Spodoptera
frugiperda (Sf9) i linia komadrek Trichoplusia ni WIT-TN5B1-4 (High Five) wykazata dramatyczne
roznice w wydajnosci i gestosci czastek, jak réwniez w poziomie zanieczyszczenia czgstkami
bakulowirusowymi. Uwaza sie, ze linia komdrek owadzich WIT-TN5B1-4 powinna by¢ linig
rekomendowang do produkcji VLPs grypy (204).

Charakterystyka czgsteczek wirusopodobnych HSN1-HA, HS5N1-HA/M1 i H5SN1-HA/M1/NA
testem hemaglutynacji wykazata zdolno$¢ do hemaglutynacji na poziomie kontroli pozytywnej
w postaci inaktywowanego wirusa H5N1 i H5N2. Wskazuje to na obecnosé poprawnie zwinietej
w postac trimeru hemaglutyniny na powierzchni VLP.

Wyprodukowane i oczyszczone czgstki wirusopodobne postuzyty do szczepienia zwierzat
w celu oceny witasciwosci immunogennych uzyskanych biologicznych nanostruktur (205). VLPs
imitujac czastki wirusowe i zawierajgc funkcjonalne biatka wirusowe sg zdolne do wnikania do
komdrek. Ponadto te nanoczastki, zawierajgc wiele powtdrzen tych samych biatek, w tym
przypadku antygendw, stanowig prawdopodobnie swego rodzaju wzorce molekularne PAMP,
co powoduje efektywne stymulowane uktadu odpornosciowego. Waznym jest rowniez fakt, ze jako
funkcjonalne nanostruktury rozpoznajg receptory na danym typie komédrek gospodarza (206).
Wykazano réwniez dla VLPs grypy otrzymanych w komdrkach owadzich, doskonate wtasciwosci
stymulujgce ukfad odpornosciowy charakterystyczny dla adiuwantéw, sg one zdolne do
indukowania wrodzonej i nabytej odpowiedzi immunologicznej (126) i mogg stymulowac produkcje
komorek pamieci oraz prowadzi¢ do powstania odpornosci krzyzowej, jak rowniez i ochrony (207)
(208).
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W wyniku szczepienia czgstkami wirusopodobnymi istnieje mechanizm prowadzacy do
powstania przeciwciat neutralizujgcych, jak w przypadku infekcji. Gdy na powierzchni VLPs
eksponowane jest biatko HA jest to tak zwana odpowiedz HA dominujaca. (189) (191). Aktualne
badania wskazujg, Ze zastosowanie VLPs wirusa grypy jest alternatywa dla opracowania
szczepionek nowej generacji przeciwko grypie pandemicznej (209) (210). Najlepszym przyktadem
jest uzyskanie czgsteczek VLPs wirusa H7N9 w kilka tygodni po tym, jak ukazata sie sekwencja
nukleotydowa kodujgca biatka HA i NA (211).

Zaplanowane w niniejszej pracy doswiadczenia miaty na celu zbadanie odpowiedzi
immunologicznej u kur po szczepieniu preparatami zawierajgcymi rézne czgstki wirusopodobne.
Jak opisano w niniejszej pracy uzyskano i oczyszczono trzy rodzaje VLPs. Zaszczepiono 4 grupy
kurczakdw: pierwszej grupie podano preparat zawierajgcy H5N1-HA VLPS, drugiej grupie podano
H5N1-HA/M1 VLPs, a trzeciej HSN1-HA/M1/NA VLPs. Czwarta grupa kurczat nieszczepionych
stanowita kontrole negatywng. Preparaty podane byty w dawce 15 pg na kurczaka z dodatkiem
niepetnego adiuwantu Freunda. W obrebie grupy H5N1-HA/M1/NA VLPs zaszczepiono dodatkowo
5 kurczakow preparatem w dawce 15 pg z dodatkiem kompletnego adiuwantu Freunda, w celu
poréwnania odpowiedzi immunologicznej w stosunku do grupy kurczat szczepionych preparatami
zawierajgcymi niepetny adiuwant. Kury szczepione byty w dwdch dawkach w dniu 0 oraz w dniu 17.
W celu okreslenia dynamiki przyrostu przeciwciat krew pobierano w réznych odstepach czasu: 0,
17, 34 i 41 dniach trwania eksperymentu. Testy ELISA wykazaty ze, immunizacja kur wszystkimi
trzema konstruktami biologicznych nanostruktur indukowata produkcje przeciwciat. Najwyzsze
miana swoistych przeciwciat w 34 dniu po szczepieniu miaty kury zaszczepione VLPs HA/NA/M1.
Surowice pobrane w 34 i 41 dniu po szczepieniu wykazujg podobne wartosci usrednione dla
poziomu przeciwciat. Dodatkowo charakterystyka odpowiedzi immunologicznej na szczepienie kur
preparatem H5N1-HA/M1/NA VLPs w formulacji z petnym i niekompletnym adjuwantem Freunda
przeprowadzona testem ELISA wykazata, iz szczepienie z uzyciem kompletnego adjuwantu Freunda
nie wptynetfo drastycznie na poziom produkcji przeciwciat. Moze to sugerowac, iz VLPs jak donosza
dane literaturowe, wykazujg bardzo dobre wtasciwosci stymulujgce odpowiedz uktadu
immunologicznego, zaréwno humoralng, jak i komdrkowg. W 2013 roku opublikowano wyniki
immunizacji kur preparatami zawierajacymi VLPs wirusa grypy H5N1 (212). Miareczkowanie do
punktu koncowego surowic kurczat po immunizacji HSN1-HA/M1/NA VLPs wykazato, ze uzyskane
surowice sg wysoce reaktywne i dziatajg w rozcienczeniu do 1:2700 w poréwnaniu do kontroli
negatywnych. Dynamika poziomu IgY anty -H5N1 w surowicach immunizowanych kurczat wykazata
wysoki potencjat immunostymulacyjny juz po pierwszej dawce preparatu szczepionkowego
opartego na czastkach wirusopodobnych.

Wiekszos¢ danych literaturowych prezentuje wyniki uzyskane na modelu kur typu SPF lub
na modelu mysim (185) (213) (214). Prowadzone w niniejszej pracy badania wykonane byty na
kurach brojlerach, jako naturalny model badawczy kurczakéw hodowlanych, co jest wartosciag
dodang uzyskanych wynikéw, ktére potwierdzajg wysoki poziom przeciwciat anty-HA w surowicach
szczepionych ptakéw. Doswiadczenia wykonywane na kurach wolnych od patogendéw (sterylnych)
sg o wiele prostsze zaréwno do wykonania, jak i do interpretacji. Obecnos¢ poszczegdlnych
glikoprotein oraz biatka rdzenia ma prawdopodobnie o wiele wiekszy wptyw na efektywnosc¢
ochrony zwierzat, niz na stymulacje uktadu immunologicznego do produkcji przeciwciat. Obecnos¢
wysoce konserwowanego biatka M1 oraz neuraminidazy N1 moze skutkowac szerszg, w stosunku
do konstruktu H5N1-HA VLPs, ochrong przed heterologicznymi podtypami. Nalezy pamietac,
iz odpowiedz immunologiczna skierowana jest gtdwnie w kierunku biatka HA. Uzyskane wyniki
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sugerujg zasadnos¢ wykorzystania VLPs jako antygendw szczepionkowych, nalezy jednak dodac
iz konieczne jest wykonanie testéw typu ,challenge”, ktére ze wzgledu na brak mozliwosci nie
zostato wykonane w ramach niniejszej pracy. Aby potwierdzi¢ wtasciwosci ochronne preparatu
szczepionkowego przeprowadzono test zahamowania hemaglutynacji, ktéry wykazuje produkcje
przeciwciat neutralizujgcych. Wedtug danych literaturowych uzyskanie wyniku w tescie HI na
poziomie od 1/32-1/64 oznacza, iz preparat szczepionkowy bedzie dawat ochrone przed
zakazeniem (215). Miano HI uzyskanych surowic kurzych osiggneto poziom 1:128 HI, co wskazuje
na wysoki potencjat ochronny potencjalnych preparatéw.

Wszystkie dotychczas opisane szczepionki pobudzajg odpowiedZ immunologiczna
skierowang na gtéwny antygen, ktérym jest domena gtéwki HA (HA-dominujgca odpowiedz
immunologiczna) (189). , Gtéwka” hemaglutyniny to podjednostka HA1, ktéra zawiera wiekszos$¢
determinant antygenowych oraz wykazuje najwiekszg zmienno$¢ nukleotydowa. Mozna zatem
zatozy¢, ze specyficzna dla danego szczepu odpowiedz immunologiczna o bardzo waskim zakresie
ochrony zwigzana jest z odpowiedzig uktadu immunologicznego na wysoce zmienng sekwencyjnie
gtéwke HA (216) (217). Przez wiele lat nie przypuszczano, ze domena nézki HA moze odgrywac role
w indukowaniu odpowiedzi immunologicznej prowadzacej do powstania przeciwciat,
ktére zdolne sg do rozpoznania nie tylko homologicznych podtypdw wirusa grypy, ale
i heterologicznych podtypéw. W 2009 roku naukowcy mieli niepowtarzalng szanse zbadania duzej
liczby surowic pobranych od ludzi zainfekowanych pandemicznym szczepem $winskiej grypy HIN1.
Badania doprowadzity do wyizolowania i zsekwencjonowania uniwersalnych przeciwciat
neutralizujgcych, ktére rozpoznawaty wszystkie typy hemaglutynin. Dalsze badania dowiodty,
Ze epitop rozpoznawany przez te przeciwciata zlokalizowany jest w rejonie nézki hemaglutyniny
(125). Rejon nézki hemaglutyniny  wykazuje stabilnos¢  genetyczng (218).
W konsekwencji wiele grup badawczych zadawato sobie pytanie: czy i w jaki sposéb konserwowana
domena ndzki HA bedzie stymulowaé¢ wuktad immunologiczny i czy powstate
w wyniku immunizacji przeciwciata zachowaja swoj uniwersalny charakter (125). Od 2010 roku
toczg sie badania majace na celu scharakteryzowanie uniwersalnego antygenu w postaci ndzki HA
pochodzacej z pandemicznego szczepu HIN1. Ze wzgledu na uniwersalny charakter antygeny
w formie ndzki HA oraz ektodomena biatka M2, czy tez uniwersalny epitop w obrebie
neuraminidazy, sg obecnie podstawg wielu badan (219). Ostatnie badania opisujg ekspresje
i charakterystyke domeny nézki HA z ludzkich szczepow wirusa grypy, ktére wytwarzane byty
w komérkach ssaczych (120) (220) (150) (221). Brak danych literaturowych na temat uniwersalnego
antygenu w formie HA ndzki u ptasich szczepdw wirusa grypy sktonito do podjecia préby uzyskania
tego antygenu w komdrkach owadzich. W celu konstrukcji homotrimerycznej hemaglutyniny
pozbawionej struktury gtowy postanowiono zaprojektowac gen, ktéry zawierat zakonserwowane
reszty cysteiny w pozycji C52 i C277 (numeracja H3) oraz linker sktadajgcy sie z 4 reszt glicyny (120).

Zachowanie zakonserwowanych reszt cystein pozwolito uzyska¢ rekombinowane biatko
hemaglutyniny HS5N1 w formie ndézki w komoédrkach owadzich. Mozna stwierdzié,
ze zakonserwowane cysteiny w pozycji C52 oraz C277 pozwalajg na otrzymanie rekombinowanych
biatek HA pozbawionych globularnej gtéwki zaréwno w przypadku ludzkich, jak i ptasich szczepéw
wirusa grypy. Ekspresja skroconego wariantu genu ha w formie nézki w komdrkach owadzich
prowadzita do powstania funkcjonalnego biatka. Produkcja skréconej formy biatka w postaci ndzki
w komoérkach Sf9 prowadzita do powstania kilku form biatka. Jest wielce prawdopodobne, ze
proteazy komérkowe takie jak furyna, rozpoznajg charakterystyczny motyw poliargininowy,
zlokalizowany w podjednostce HA2, a nastepnie w wyniku ciecia proteolitycznego powstajg trzy

136



formy biatka: krétki kawatek podjednostki HA1, podjednostka HA2 oraz petny fragment kodujgcy
hemaglutynine w postaci nézki. Zastosowanie konwertazy furynowe] podczas produkcji biatka
w komérkach owadzich prowadzito do czesciowego zahamowania ciecia proteolitycznego. W celu
potwierdzenia formy homotrimerycznej postanowitam przeprowadzi¢ doswiadczenie majgce na
celu wykrycie hemaglutyniny w formie nézki na powierzchni zainfekowanych rekombinowanym
bakulowirusem komodrek Sf9. W tym celu wykonano cytometrie przeptywowa. Wyniki wskazuja
jednoznacznie, ze pozbawione gtdwki biatko HA jest efektywnie transportowane do zewnetrznych
bton komodrkowych, co sugeruje, iz procesy fatdowania i dojrzewania biatka przebiegaja
prawidtowo, w tym transport przez aparaty Golgiego oraz modyfikacje potranslacyjne. Obecnos¢
homotrimeru zostata potwierdzona dodatkowo za pomocy rozdziatu rekombinowanych biatek HA
w formie nézki w zelu poliakryloamidowym w warunkach nieredukujgcych oraz immunodetekcje
z uzyciem przeciwciat monoklonalnych anty-H1IN1. Aby w petni scharakteryzowa¢ potencjalnie
uniwersalny antygen HA stalk postanowiono wykonaé barwienie immunohistochemiczne
zakazonych komodrek owadzich z uzyciem uniwersalnych przeciwciat FI6. Monoklonalne
przeciwciato FI6 wigze epitop uzywajac zaréwno lekkiego, jak i ciezkiego taricucha (222). Wiadomo
rowniez, iz przeciwciato to rozpoznaje epitop konformacyjny (223). Mozna zatem przyjac,
ze pozytywny wynik barwienia in situ potwierdza poprawng konformacje biatka HA w formie nézki.
Uniwersalne przeciwciata, ktére wytwarzane sg w komdrkach ssaczych, stosowane sg obecnie
w terapii (224) (225). Jednym z tych przeciwciat jest przeciwciato FI6, ktére wigzgc domene nézki
HA prowadzi do neutralizacji wirusa poprzez zahamowanie fuzji ostonki wirusowej
z btong endosomu. Wykazano, ze FI6 neutralizuje ludzkie szczepy wirusa grypy typu H1N1
i H3N2 oraz chroni myszy przed infekcjg wirusami typu H1IN1, H3N2 oraz H5N1(222). Uzyskane
wyniki dowodzg, ze usuniecie globularnej gtéwki skutkuje zwiekszong reaktywnoscig
z antygenami w postaci nézki HA.

Wiele grup prowadzi obecnie badania majgce na celu charakterystyke przeciwciat
skierowanych przeciwko konserwowanej domenie nézki HA (222). Analiza sekwencji wykazata
podobienstwo ludzkich i ptasich sekwencji kodujacych konserwowany epitop zlokalizowany
w domenie ndzki HA (226). Dane literaturowe dotyczg charakterystyki uniwersalnego epitopu
zlokalizowanego w obrebie hemaglutyniny ludzkiego szczepu H1IN1p (120) (227). Brak wiedzy na
temat ptasiego wariantu hemaglutyniny w formie ndzki skfonit mnie do wykonania analizy
reaktywnosci uzyskanego antygenu z réznymi przeciwciatami rozpoznajgcymi caty panel réznych
hemaglutynin, zaréwno typu H5, jak i innych typow (H1, H4, H7, H3).

Istnieje pilna potrzeba opracowania preparatéw, ktdre zapewnityby szerszg ochrone przed
infekcjami wirusem grypy typu A. Opracowanie uniwersalnej szczepionki przeciw grypie jest
obecnie podstawg wielu badan (228) (229) (219). Uzyskane przeze mnie wyniki wskazujg, iz czgstki
wirusopodobne niosgce na swojej powierzchni funkcjonalne biatka wirusowe sg jedna
z lepszych strategii opracowania szczepionek nowej generacji. Przyszty sukces uniwersalnej
szczepionki zalezeé¢ bedzie w duzym stopniu od bioinzynierii czastek wirusopodobnych, ktére
zawierac bedg uniwersalne antygeny wirusa grypy. Jedno z niewielu doniesien literaturowych na
temat efektywnosci szczepien kur antygenami w postaci VLPs potwierdza, zgodnie z uzyskanymi w
niniejszej pracy doktorskiej wynikami, produkcje przeciwciat neutralizujgcych (122) (230) (231).
W toku badan zadatam sobie pytanie: Czy szczepienie kur czgstkami wirusopodobnymi prowadzi¢
bedzie do powstania puli ,,uniwersalnych” przeciwciat rozpoznajacych rejon nézki HA?. Uzyskane
wyniki potwierdzajg, iz w wyniku szczepienia kur antygenem w postaci VLP-H5N1 powstaje pula
przeciwciat, ktére rozpoznajg skrécong forme HA w postaci ,ndzki”. Powstate przeciwciata
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rozpoznaty zaréwno rekombinowane antygeny ,ndzki” HA, uzyskane w komdrkach ssaczych,
zaréwno dla grupy pierwszej, jak i grupy drugiej hemaglutynin w tescie IPMA. Wynik ten potwierdzit
uniwersalny charakter powstatych w wyniku immunizacji przeciwciat. Najsilniej konserowanym
rejonem w obrebie HA ndzki jest rejon dtugiej alfa helisy (LAH). Analiza poréwnawcza sekwencji
aminokwasowych rejonu LAH z réznych heterologicznych szczpéw wirusa grypy wykazata ponad
45% podobienstwa sekwencji. Reaktywnos¢ krzyzowa surowic otrzymanych po szczepieniu
potréjnym H5N1-HA/M1/NA z peptydem LAH w tescie ELISA wykazata obecnosé puli uniwersalnych
przeciwciat. Otrzymane wyniki wykazaty wysoki potencjat ochronny preparatu szczepionkowego
opartego na H5N1-HA/M1/NA VLPs. Dodatkowo po raz pierwszy dowiedziono, iz w wyniku
szczepienia kur czastkami wirusopodobnymi niosgcymi na swojej powierzchni petnej dtugosci
hemaglutynine powstaje pula uniwersalnych przeciwciat rozpoznajgcych konserwowane rejony
nozki zardwno szczepdw homologicznych, heterologicznych, jak i heterosubtypowych.

8.2. Wirus goraczki krwotocznej krélikéw - RHDV

Drugim modelem badawczym uzytym w tej pracy byt bezotoczkowy kaliciwirus posiadajgcy
ikozaedralny kapsyd zbudowany z biatka VP60. Wirus RHD powoduje epidemie na catym Swiecie
wsrdd krolikéw hodowlanych i dzikich. W niniejszej pracy uzyto polskiego izolatu wirusa RHD:
szczep SGM wyizolowany w 1988 roku na terenie Polski. Szczep terenowy pochodzit z zasobéw
dr hab. Andrzeja Fitznera z Panstwowego Instytutu Weterynarii w Zduniskiej Woli. Wstepna
charakterystyka wyizolowanego wirusa wykazata wtasciwosci hemaglutynyjgce oraz typows dla
kaliciwiruséw morfologie. Sekwencja nukleotydowa kodujgca gtéwne biatko kapsydu VP60 zostata
powielona z wykorzystaniem reakcji odwrotnej transkrypcji, a nastepnie zsekwencjonowana.
Uzyskana sekwencja petnej dtugosci biatka VP60 zostata poddana analizie poréwnanwczej
z sekwencjami innych szczepéw RHDV. W 1991 roku grupa Meyersa opublikowata po raz pierwszy
sekwencje genomu wirusa RHD (232). W kolejnych latach ukazaty sie sekwencje nukleotydowe
réznych izolatéw wirusa pochodzgce z réznych rejonéw geograficznych swiata (233).

Na podstawie analiz poréwnawczych szczep SGM mozna zaliczy¢ do podstawowego
wariantu wirusa. Na podstawie analizy sekwencji nukleotydowej kodujgcej biatko VP60 szczepu
SGM wraz z innymi dostepnymi w bazie danych, okreslono wspétczynnik zmian nukleotydowych na
poziomie ok. 2%. Wynik ten koreluje z danymi literaturowymi (234) (235) (236) (108) (237).
Wykazano, iz wariant RCV (tzw. niepatogenny), wykazuje o wiele wyzszy wspdtczynnik zmian (238).
Mutacje punktowe wystepujgce w sekwencji nukleotydowej kodujgcej gtdwne strukturalne biatko
wirusa sg rozmieszczoneréwnomiernie z wyjgtkiem rejonu C, ktory jest rejonem zmiennym (239)
(240) (241) (242). Analiza filogenetyczna wykazata réwniez podobienstwo szczepu SGM do
referencyjnego szczepu FRG. Jak wynika z danych literaturowych nie okreslono jak dotgd w sposéb
jednoznaczny czy biatko VP60 ulega glikozylacji. Analiza sekwencji aminokwasowej wykazata 6
potencjalnych miejsc N-glikozylacji w obrebie domeny P (243) (244). Jak opisuje Farnos uzyskane
biatko VP60 w komadrkach drozdzy miato mase ok. 90 kDa, co odpowiada glikozylowanej formie.
Jak mozna zauwazy¢, najwieksza kumulacja podobienstwa w sekwencji aminokwasowej dotyczy
rejonu domeny P2 zlokalizowanej w obrebie od 250 do 450 reszty aminokwasowej. Rejon ten
zawiera najbardziej zewnetrzne epitopy oraz obszar zmienny C i jest prawdopodobnie najbardziej
narazony na presje selekcyjng (245). Moze to ttumaczyé nagromadzenie podobnych zmian
aminokwasowych w izolatach z danego regionu geograficznego
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Po raz pierwszy prébe zlokalizowania epitopu warunkujgcego hemaglutynacje
zaproponowat Capucci w 1998 roku. Okreslit on epitop nieciggty w rejonie Ci F genu vp60 (239).
W sekwencji izolatu niehemaglutynujacego rozpoznano miedzy innymi 2 z 4 pozycji
aminokwasowych podlegajgcych mutacjom. Podobne mutacje zostaty rozpoznane takze w innych
szczepach HA ujemnych (szczepach Pv97 i Bg97). Zmiany te dotycza rejonu zmiennego C w pozycji
305 reszty - zamiana seryny na proline oraz w pozycji 481 - zamiana reszty asparaginy na seryne.
(243). Jak wykazano dla innych przedstawicieli kaliciwiruséw, obecnos$¢ reszt cukrowych na
powierzchni kapsydu warunkuje wigzanie specyficznych receptoréw komérkowych (245).

Ze wzgledu na zdolno$¢é wigzania czerwonych krwinek przez kaliciwirusy mozna zatozyg, iz
w interakcje patogen — erytrocyt zaangazowane sg swoiste receptory. Wykazano, iz receptory grup
krwi HBGA wigzg sie z czastka innego kaliciwirusa - norowirusa. Do wigzania moze dochodzi¢ za
posrednictwem okreslonych grup cukrowych obecnych na powierzchni czastki wirusowej. Badania
te potwierdzajg hipoteze, ze strukturalne biatka kapsydu kaliciwiruséw prawdopodobnie ulegajg
glikozylacji, ktéra w bezposredni sposéb moze wptywac na oddziatywanie z receptorami HBGA,
co w konsekwencji moze dalej wptywa¢ na witasciwosci fenotypowe catego wirusa. Zatem
odmienny profil cukrowy moze determinowac wtasciwosci hemaglutynujace.

Kolejnym etapem byfa konstrukcja czastek wirusopodobnych polskiego szczepu wirusa
RHD. Jako system do ekspresji gendw heterologicznych wykorzystano system bakulowirusowy.
Jak wskazywaty dane literaturowe ekspresja biatka VP60 w komérkach owadzich (246) (247) (248)
(150) oraz w drozdzach (249) (250) (251) (61) (252), czy roslinach (253) (254) (255) (256) oraz
komérkach bakteryjnych (257) prowadzita do powstania nanostruktur w postaci VLPs. Uzyskano
rowniez ekspresje genu vp60 w larwach owaddw (258). Aby potwierdzi¢, iz mozliwe bedzie
uzyskanie czasteczek wirusopodobnych dla polskiego izolatu wykonano klonowanie genu
kodujgcego biatko VP60 do plazmidu transferowego pFastBacl. Nastepnie uzyskano
rekombinowanego bakulowirusa niosgcego pod kontrolg promotora polihedryny gen vp60.
Zmiareczkowany lizat bakulowirusowy postuzyt do syntezy biatka VP60 w komodrkach owadzich.
W celu charakterystyki rekombinowanego biatka wykonano szereg doswiadczen
immunochostochemicznych. Wyniki badan dowiodty, ze powstaje biatko o masie 60 kDa, ktére
efektywnie kierowane jest do pozywki w miare uptywu czasu. Okreslono, iz najlepszg ekspresje
genu kodujgcego w/ biatko uzyskuje sie przy m.o.i 1 w czasie 96 godzin po infekcji. Uzyskane wyniki
korelowaty z danymi literaturowymi (150). Charakterystyka rekombinowanego biatka polskiego
szczepu SGM polegata na potwierdzeniu wtasciwosci hemaglutynujacych uzyskanego preparatu
biatkowego oraz okreslenia reaktywnosci wybranych przeciwciat z rekombinowanym biatkiem
VP60. Doswiadczenia pokazaty, iz uzyskane w komodrkach owadzich biatko byto zdolne do
aglutynacji ludzkich erytrocytéw, a ponadto reagowato z przeciwciatami zaréwno monoklonalnymi,
jak i poliklonalnymi. Jak opisano w literaturze (233), zmiennos$¢ antygenowg danych szczepow
wirusa RHD mozna zbadaé na podstawie reaktywnosci z wybranymi przeciwciatami
monoklonalnymi. Grupa Capucci wyselekcjonowata i opisata poszczegdlne przeciwciata, ktére
rozpoznajy okreslone rejony na powierzchni kapsydu wirusa RHD. Najbardziej znanym jest
przeciwciato 1H8, ktdre rozpoznaje epitop konformacyjny zlokalizowany w podjednostce P2 w
rejonie C. Te przeciwciata neutralizujgce wirusa rozpoznawaty w testach ELISA rekombinowane
biatko VP60 uzyskane w komarkach owadzich.

Kolejny etap pracy zaktadat zbadanie czy uzyskane rekombinowane biatko bedzie
formowato biologiczne nanostruktury w formie VLPs. Na wstepie okreslono poziom produkcji
biatka w pozywce znad zakazonych komodrek. Najwydajniejszg produkcje biatka odnotowano
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w 96 godzinie po infekcji. Testy hemaglutynacji oraz testy ELISA z wykorzystaniem monoklonanych
przeciwciat rozpoznajacych epitopy konformacyjne sg podstawowymi technikami umozliwiajacymi
charakterystyke VLPs. Wyniki testéw hemaglutynacji oraz ELISA z wykorzystaniem przeciwciat
monoklonalnych wykazaty, iz czastki tworzg sie z najwiekszg wydajnoscig w czasie 72-96 godzin od
infekcji. Uzyskane wyniki pokrywaty sie z danymi literaturowymi. Dla czgstek wirusopodobnych
otrzymanych w komérkach drozdzy opisano procedury oczyszczania uzyskanych VLPs w oparciu
o dwie techniki: na sitach molekularnych (SEC, ang. size-exclusion chromatography) oraz poprzez
ultrawirowanie w gradiencie gestosci sacharozy (252) lub chlorku cezu (259). Opracowana
W niniejszej pracy procedura oczyszczania dotyczyta wirowanie w gradiencie gestosci sacharozy.
Uzyskane wyniki ELISA oraz hemaglutynacji wskazujg, iz najwiecej czgstek wirusopodobnych
znajduje sie we frakcjach odpowiadajgych 35% stezeniu sacharozy. Obserwacje w mikroskopie
elektronowym potwierdzity obecnosé morfologicznie podobnych do natywnych wirionéw RHDV
struktur o srednicy 36 nm. Struktury te wykazywaty wtasciwosci hemaglutynujgce oraz reagowaty
z przeciwciatami zaréwno poliklonalnymi, jak i monoklonalnymi. Potwierdzono réwniez obecnos¢
VLPs w testach ELISA z wykorzystaniem przeciwciat monoklonalnych rozpoznajgcych epitopy
konformacyjne wewnetrznego ptaszcza oraz powierzchniowe podjednostki P2. Uzyskane wyniki sg
zblizone do wynikéw uzyskanych przez inne grupy badawcze (246) (260) (248) (251) (253).
Szczepienia przeciwko krwotocznej chorobie krélikéw stanowig najlepsze zabezpieczenie
przed infekcjg oraz rozwojem $miertelnej i szybko szerzacej sie choroby. Prace nad otrzymaniem
pierwszych szczepionek podjeto zaraz po pierwszej diagnozie tego zakaznego czynnika
chorobotwadrczego w 1984 roku. Pomimo, ze wirus ten nie namnaza sie w hodowlach tkankowych
udato sie opracowad pierwszg inaktywowana szczepionke tkankowg (261). W Europie podjeto
prace nad opracowaniem podobnych preparatéw ochronnych. Szczepionki te oparte s3
o inaktywowanego wirusa RHD namnozonego w zdrowych krélikach. Nastepnie oczyszczone wirusy
sg inaktywowane chemicznie i termicznie. W Polsce prace nad inaktywowang szczepionka podjeto
w 1988 roku w Zaktadzie Pryszczycy Panistwowego Instytutu Weterynaryjnego. Podobne
szczepionki tkankowe pojawity sie w wielu innych krajach Europy (w Niemczech, Francji, Wtoszech,
Hiszpanii czy Czechach) zapewniajgc tym samym ochrone krélikéw hodowlanych. Od niedawna na
rynku pojawit sie drugi rodzaj szczepionek dwusktadnikowych przeznaczonych do ochrony krélikow
przed wirusem RHD oraz drugg chorobg — myksomatozg (262) (263). Szczepionki dwusktadnikowe
zawierajg inaktywowany wirus RHD oraz atenuowany szczep myksomatozy. Ogromng wadg tych
szczepionek jest jednak mozliwosé rewersji wirusa myksomatozy. Obserwacje terenowe oraz
informacje od hodowcéw potwierdzajg tg hipoteze. Gtéwnym problemem jest jednak aspekt
etyczny, gdyz do produkcji szczepionki wykorzystuje sie zdrowe zwierzeta. Wiekszos¢ wiruséw
nalezagcych do rodziny kaliciwirusow nie moze by¢ namnazana w hodowlach komdrkowych.
Sytuacja ta w znacznym stopniu ogranicza poznanie samej biologii molekularnej danych wiruséw
oraz opracowywanie nowych udoskonalonych preparatéw ochronnych. Obecnie wirusowe biatka
uzyskuje sie w wielu systemach ekspresyjnych. Dzieki temu rozwigzaniu w wyniku ekspresji petnej
dtugosci genu kodujgcego biatko kapsydu mozliwe jest otrzymanie czgstek wirusopodobnych, ktore
sg morfologicznie podobne do natywnego wirusa. Takie biologiczne nanostruktury w postaci VLP
byty testowane jako szczepionka oraz jako aktywny immunogen do produkcji surowic
odpornosciowych (250) (247) (263) (260). Obecnie kilka rodzajéw szczepionek podjednostkowych
jest w fazie badan klinicznych. Zastosowano rézne podejscia; opracowano m.in. szczepionke opartg
o rekombinowanego wirusa ALVAC (canarypoxvirus) z insercjg sekwencji kodujacej gen vp60 wirusa
RHD (264). W fazie badan jest rowniez szczepionka oparta o rekombinowanego wirusa waksinia
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z wklonowanym genem vp60 (265). Opracowano rowniez szczepionke opartg na transgenicznym
ziemniaku produkujgcym rekombinowane biatko VP60 (266). Prowadzono réwniez badania nad
opracowaniem szczepionki opartej na wektorach adenowirusowych (267). Szczepionka oparta o
czastki VLP produkowane w systemie bakulowirusowym oraz w komérkach drozdzy réwniez byta
przedmiotem réwnolegtych badan réznych grup badawczych.

Uzyskane w niniejszej pracy wyniki badan immunizacji zwierzat (krélikéw i $winek
morskich) czgstkami wirusopodobnymi wirusa gorgczki krwotocznej krdélikéw wywotaty silng
swoistg odpowiedz immunologiczng prowadzgca do wytworzenia wysokododatnich
monospecyficznych surowic poliklonalnych. Nieoczyszczone zawarte w pozywce VLPs podane
w dawce 100 pg wraz z kompletnym adjuwantem stymulowaty odpowiedz immunologiczng oraz
prowadzity do uzyskania ochrony na zakazenie wykonane po 10i 12 dniach po immunizacji. Poziom
przeciwciat uzyskanych w wyniku szczepienia korelowat z poziomem przeciwciat powstatych
w wyniku immunizacji zwierzat inaktywowang szczepionkg dostepng na rynku. Ze wzgledéw
ekonomicznych i etycznych zasadne jest opracowanie rodzimej szczepionki opartej o VLPs, ktora
mogtaby by¢ produkowana w komadrkach owadzich. Uzyskane wyniki okreslajgce immunogennosé
preparatu szczepionkowego w postaci VLP RHDV sg podobne do tych zaprezentowanych przez inne
grupy badawcze. Zastosowana w kolejnych doswiadczeniach na krélikach ilo$é biologicznych
nanostruktur (50 pg) oraz czas uodparniania zwierzat daty w stosunku do opisywanych badan
bardzo dobre wyniki. Wykazano, ze pojedyncza immunizacja krélika preparatem zawierajagcym
VLPs bez adiuwantu réwniez prowadzi do uzyskania ochrony na zakazenie. Uzyskane przez inne
grupy badawcze czastki wirusopodbne np. w komérkach owadzich, roslinach oraz w drozdzach
uzywane byty do szczepien w dawce pojedynczej lub wielokrotnej w ilosci od 100-400 pg
stymulujac ochrone w ciggu 10-12 dni (150) (252) (256). Uzyskane wyniki umozliwiajg opracowanie
nowoczesnej szczepionki przeciw chorobie krwotocznej krélikéw. Mozna zatem wyciggnagdé wnioski,
iz preparat w postaci nieoczyszczonych czasteczek wirusopodobnych wykazuje bardzo dobre
wtasciwosci immunogenne oraz powoduje powstanie przeciwciat neutralizujgcych, a tym samym
wykazuje charakter ochronny (preparat jednodawkowy bez formulacji z adjuwantem). Bardzo
dobre wyniki uzyskata réwniez grupa Farnosa otrzymujgc rekombinowane biatko VP60 w formie
VLPs w drozdzach Pichia pastoris.(244) (244). W 2013 roku opisano ekspresje zoptymalizowanego
genu kodujacego biatko VP60 w komadrkach owadzich (150).

Gtéwng przeszkodg utrudniajgcg badanie czynnika chorobotwdrczego RHDV
jest ograniczona mozliwos¢ namnazania wirusa w hodowlach tkankowych. Po raz pierwszy opisano
wykorzystanie skonstruowanego klonu JX/CHA/97RHDV jako alternatywng droge badan biologii
molekularnej wirusa w 2006 (268). Zakazenie wrazliwych krolikow pozostaje w dalszym ciggu
podstawowym sposobem jego pozyskiwania do badan i produkcji szczepionek narzgdowych.
Pomimo bardzo duzej ilosci wiriondw w narzadach trzewnych zakazonych zwierzat, wirus RHD
nalezy podda¢ wielu ztozonym procedurom w celu dalszego uzycia. Stad tez w laboratoryjnej
diagnostyce RHD w pierwszym rzedzie wykorzystuje sie metody najprostsze, bez koniecznosci
posiadania skomplikowanego warsztatu oraz opracowanych procedur. Powszechnie dostepnymi,
wzglednie tanimi oraz tatwymi do wykonania technikami stosowanymi w rutynowej diagnostyce
wirusologicznej RHD sg odczyn hemaglutynacji oraz odczyn zahamowania hemaglutynacji. W obu
metodach wykorzystuje sie referencyjne surowice oraz kontrole pozytywne w postaci antygenéw
wirusowych. Testami znacznie bardziej zaawansowanymi sg metody immunoenzymatyczne
(ELISA), do wykonania ktérych rowniez konieczne sg referencyjne surowice oraz antygeny.
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W badaniach bedacych przedmiotem niniejszej pracy doktorskiej wykazano,
iz uzyskane w wyniku immunizacji surowice poliklonalne charakteryzujg sie wysoka swoistoscig
wigzania natywnych wiruséw RHD. W dalsze]j czesci pracy opracowano i wystandaryzowano testy
diagnostyczne ELISA stuzgce do wykrywania zaréwno wirusa RHD, jak i przeciwciat u zakazonych
zwierzat. Uzyskane przeciwciata w wyniku immunizacji zwierzat neutralizujg wirusa RHDV oraz
mogg z powodzeniem by¢ uzyte jako referencyjne odczynniki do testu diagnostycznego. Uzyskane
czastki wirusopodobne stanowig cenne narzedzie do opracowania testow w postaci referencyjnych
antygendw. Podczas wykonywania niniejszej pracy opracowano we wspdfpracy z Zaktadem
Pryszczycy w Panstwowym Instytucie Weterynarii zestawy diagnostyczne ELISA przeznaczone do
wykrywania wirusa RHD oraz do wykrywania surowic (LPB ELISA), ktére zostaty opatentowane
i znajdujg zastosowanie w serologicznych i wirusologicznych badaniach monitoringowych
w kierunku RHD wykonywanych w Zaktadzie Pryszczycy PIWet-PIB. Dodatkowo opracowane testy
zostaty wykorzystane w procesie produkcji i kontroli szczepionki narzgdowej przeciwko RHD
Cunivac.

8.3. Podsumowanie

Podsumowujgc, w oparciu o uzyskane szczepy terenowe i biatka wirusowe skonstruowano
i scharakteryzowano szereg czastek wirusopodobnych w oparciu o polski szczep wirusa RHD oraz
wirusa grypy (VLPs-RHDV, H5N1-HA VLPs, H5N1 HA/M1 VLPs, HSN1 HA/M1/NA VLPs). Oceniono
mozliwosé zastosowania uzyskanych VLPs jako potencjalnych immunogendéw szczepionkowych
oraz antygendéw w testach diagnostycznych. Dodatkowo wytworzono szereg reagentow, takich jak
surowice poliklonalne oraz preparaty biatek rekombinowanych, ktére moga znalez¢ zastosowanie
w innych projektach badawczych oraz posiadajg silny potencjat komercjalizacyjny.
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