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Intensyfikacja badan w dziedzinie wirusologii doprowadzita w ciggu ostatnich lat do identyfikacji
ponad 30 nowych patogenow odpowiadajacych za choroby zakazne. Duza cze¢$¢ nowo opisanych
czynnikow 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 powodujacy ostre zapalenie zotadka i jelit — hNoV (ang. human norovirus), odzwierzece szczepy
wirusa grypy (szczepy H5N1, H7N9) oraz nowy szczep koronawirusa - SARS-CoV-2. Rozwoj biologii
molekularnej, inzynierii genetycznej, bioinformatyki i nanotechnologii umozliwil opracowanie
alternatywnych metod badania groZznych patogenéw. Nowoczesne preparaty profilaktyczne majace na celu
zapobieganie infekcjom wirusowym czgsto jako antygen zawieraja czastki wirusopodobne VLPs (ang.
virus-like particles). Prace nad uzyskaniem czastek wirusopodobnych, ktore imitujg natywne wirusy staty
si¢ waznym nurtem badan podstawowych. Uzyskanie czgstek wirusopodobnych dla wiruséw RNA
umozliwia poznanie biologii molekularnej tych patogendéw oraz ich cyklu replikacyjnego, co w
konsekwencji przyczynia si¢ do opracowania lepszych, bezpiecznych preparatow szczepionkowych oraz
nowych technik diagnostycznych. Preparaty ochronne jak rowniez czufe testy diagnostyczne sg podstawg
w zapobieganiu i monitorowaniu chordb nie tylko u ludzi, ale réwniez u zwierzat. W Polsce opisano
olbrzymie straty ekonomiczne zwigzane z epidemiami wywolanymi przez takie wirusy RNA jak, wirus
ptasiej grypy czy tez kroliczy kaliciwirus. Monitorowanie oraz zapobieganie infekcjom wywotanym przez
te czynniki etiologiczne w znaczny sposdb wplynetoby na ograniczenie strat ekonomicznych zwigzanych
z hodowlg drobiu oraz krolikow.

Rozprawa doktorska przedstawia opracowanie metod do monitorowania i zapobiegania infekcjom
wywolanym  przez  wybrane  wirusy RNA  powodujace  duze  straty = ekonomiczne
w Polsce. W ramach prowadzonych badan gtdéwnym celem byta konstrukcja i charakterystyka czgstek
wirusopodobnych (VLPs) uzyskanych dla polskich szczepow terenowych wirusow RNA i wykorzystanie
ich do opracowania preparatow szczepionkowych oraz testow diagnostycznych.

W niniejszej pracy wykorzystano dwa modele czastek wirusopodobnych: ortomyksowirusa - wirusa
grypy typu A H5N1 — IVA/H5N1 oraz kaliciwirusa — wirusa goraczki krwotocznej krolikow (ang. rabbit
haemorhagic disease virus - RHDV). Wybrane modele badawcze sg przyktadem dwoch typow czastek
wirusopodobnych: ikozaedralnych nanostruktur biologicznych zbudowanych z jednego biatka kapsydu dla
wirusa goragczki krwotocznej krolikow oraz ztozonych czastek wirusopodobnych sktadajacych sie z
ostonki lipidowej i Z wielu biatek strukturalnych dla wirusa grypy typu A. Prezentowane modele badawcze
wybrano w oparciu 0 realne problemy epidemiologiczne zwigzane z wybuchem epidemii wirusa grypy
typu H5N1 na terenie Polski oraz szerzagcym si¢ problemem pomoru krolikow spowodowanym infekcja
kroliczym kaliciwirusem (RHDV.1) w Europie. Polskie szczepy wirusowe obu patogenow postuzyty do
skonstruowania oraz scharakteryzowania czastek wirusopodobnych w celu opracowania zaréwno testow
diagnostycznych, jak i preparatéw profilaktycznych.

Pierwszym modelem badawczym byt ortomyksowirus — IVA/H5N1. Badania prowadzone
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w ramach rozprawy doktorskiej mialy na celu charakterystyke polskiego izolatu terenowego
wysokopatogennego szczepu wirusa grypy typu A HSN1 oraz konstrukcje i opracowanie testow
diagnostycznych, jak rowniez preparatow ochronnych dla ptactwa hodowlanego. Do badan uzyto krajowe
szczepy wirusa grypy H5N1 wyizolowane w 2006 roku. Material genetyczny wirusa grypy uzyskano w
postaci RNA z Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego w Putawach. Poszczeg6lne sekwencje genow (ha,
na, ml1) zsekwencjonowano, a nastgpnie wykonano charakterystyke polskiego izolatu na podstawie analiz
in silico. W ramach niniejszej pracy uzyskano: (i) antygeny wirusa grypy typu A H5N1 wyprodukowane
w systemie bakulowirusowym (hemaglutyning - HA, neuraminidaze - NA, biatko rdzenia - M1 oraz
skrocong forme nozki hemaglutyniny - HA stalk); (ii) surowice poliklonalne uzyskane w wyniku
szczepienia krolikow oczyszczonymi glikoproteinami powierzchniowymi NA i HA. Ponadto badania
dowiodly, ze ekspresja genéw  kodujacych  biatka  strukturalne (HA, NA, Ml)
w komorkach owadzich prowadzi do tworzenia si¢ biologicznych nanostruktur okreslanych jako czastki
wirusopodobne.  Uzyskano trzy typy czastek  wirusopodobnych  wirusa grypy H5NI1
w komorkach owadzich: HSN1-HA VLPs zawierajace gtdéwna glikoproteing powierzchniowa HA, HSN1-
HA/M1 VLPs zawierajace glikoproteing HA oraz biatko rdzenia M1 oraz HSN1-NA/HA/M1 VLPs czastki
zawierajace obie glikoproteiny HA, NA oraz bialko rdzenia M1. Ocena wiasciwosci immunogennych
uzyskanych nanostruktur wykazata, ze szczepienie kur oczyszczonymi czagstkami wirusopodobnymi
H5N1-HA VLPs, H5N1-HA/M1 VLPs, H5N1-HA/NA/M1 VLPs stymulowato uktad immunologiczny
oraz prowadzito do powstania przeciwcial neutralizujgcych. Oczyszczone czastki wirusopodobne moga
stanowi¢ antygeny referencyjne do testdw serologicznych takich jak zahamowanie hemaglutynacji (HI)
oraz do testow ELISA. Dodatkowo uzyskane surowice oraz antygeny w formie VLPs stanowig cenne
narzedzia wykorzystywane do testow diagnostycznych.

Ponadto w ramach niniejszej pracy uzyskano wysoce konserwowane uniwersalne antygeny wirusa
grypy w formie biatka hemaglutyniny pozbawionej czgsci zmiennej ,,gtowki”. Ekspresja skroconej formy
genu kodujacego hemaglutyning w formie n6zki HA (ang. HA stalk) zawierajacej silnie konserwowany
rejon LAH (ang. long alfa helix) potwierdzila uniwersalny charakter produkowanego biatka. Uzyskane
wyniki sugeruja, iz w wyniku szczepienia kur czastkami HSN1-HA/NA/M1 VLPs powstaje pula
uniwersalnych przeciwciat rozpoznajacych konserwowane epitopy zlokalizowane w obrgbie rejonu nozki
r6znych hemaglutynin w formie HA stalk.

Prace wykonane w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej stanowity cze$¢ projektu wdrozeniowego
pn. ,,Centrum biotechnologii produktow leczniczych. Pakiet innowacyjnych biofarmaceutykow dla terapii
i profilaktyki ludzi i zwierzat” (nr umowy POIG.01.01.02-14-007/08-00), ktory 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 gtdwnego biatka kapsydu (biatka
VP60) w komoérkach owadzich prowadzi do samoformowania sie czastek wirusopodobnych (VLPs-
RHDYV), ktére swojg morfologig imitujg natywnego wirusa. Wykazano zasadno$¢ wykorzystania VLPs-
RHDV jako potencjalnej szczepionki profilaktycznej dla krolikow oraz opracowano testy diagnostyczne

do monitorowania zakazen wirusem RHD w oparciu o uzyskane czastki wirusopodobne. Dodatkowo w
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ramach niniejszej pracy zbadano i wykazano wieloletnig stabilnos¢ czastek wirusopodobnych VLPs-
RHDV. Prace wykonane w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej byly rowniez czescia projektu KBN o
nr 3P04B01923 zatytuowanego ,,Ekspresja czastek wirusopodobnych kroliczego kaliciwirusa i
konstrukcja potencjalnej szczepionki podjednostkowej przeciwko wirusowej chorobie krwotocznej
krolikow”.

Wyniki uzyskane w niniejszej pracy doktorskiej wskazuja na mozliwo$¢ wykorzystania
czasteczek wirusopodobnych jako antygenéw do opracowywania szczepionek nowej generacji dla
zwierzat. Dodatkowo uzyskane narzedzia do badan w postaci surowic i antygendw moga miec
zastosowanie komercyjne. Opisane wyniki dostarczyly nowych i cennych informacji, mogacych
przyczyni¢ si¢ do zaprojektowania efektywnych preparatow ochronnych, zar6wno przeciwko wirusowi

grypy typu A, jak i wirusowi RHD.



