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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku sg przeciwciata poliklonalne klasy IgY specyficzne wobec proteazy
NS2B-NS3 wirusa Zika znajdujgce zastosowanie w badaniach biologicznych pozwalajgcych na pozna-
nie mechanizmu dziatania proteazy oraz w diagnostyce wirusa Zika.

Przedmiotem wynalazku jest rowniez sposdb wytwarzania przeciwciat poliklonalnych klasy 1gY
specyficznych wobec proteazy NS2B-NS3 wirusa Zika.

Wirus Zika z rodzaju Flavivirus, rodziny Flaviviridae zostat zidentyfikowany po raz pierwszy pod-
czas badan przesiewowych dotyczgcych Zzéitej febry posréd matp (makak krélewski) w 1947 roku
w Ugandzie. Pie¢ lat pézniej obecnos¢ wirusa stwierdzono w prébkach pochodzgcych od ludzi zamiesz-
kujacych tereny Ugandy oraz Tanzanii. Patogen jest przenoszony przez komary rodzaju Aedes. Symp-
tomy rozwijajacej sie infekcji postepujacej po zakazeniu wirusem Zika obserwuje sie przez 2—7 dni
i przypominajg one objawy charakterystyczne dla infekcji wywotanych wieloma innymi arbowirusami,
takimi jak wirus zoltej febry czy denga (gorgczka, bél miesni i stawdw, bdl glowy, wysypka skoérna, za-
palenie spojowek). Przez wiele lat ignorowano zakazenia wirusem Zika ze wzgledu na stosunkowo ta-
godny przebieg infekcji. Sytuacja zmienita sie po rozpowszechnieniu sie zakazen wirusem, wigczajgc
w to poczatkowe wybuchy choroby w roku 2007 oraz 2013 w rejonie wysp Pacyfiku oraz epidemie
w 2015 roku na terenie obu Ameryk. Uzyskane dane wskazywaty na mozliwos¢ wystepowania dodat-
kowych komplikacji autoimmunologicznych oraz neurologicznych na skutek zakazenia wirusem Zika,
poniewaz zauwazono zwigzek pomiedzy zachorowaniami a wystepowaniem neuropath zapalnej — ze-
spotu Guillaina-Barrégo. Ponadto, w przypadku zakazen u kobiet w cigzy znacznie zwiekszyt sie odse-
tek przypadkéw mikrocefalii u ptodéw.

Genom wirusa Zika jest w duzym stopniu podobny do genoméw innych flawiwiruséw. Koduje on
trzy biatka strukturalne (biatko kapsydowe, glikoproteine membranowg, wirusowe biatko otoczki) oraz
siedem biatek nie strukturalnych (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5) istotnych dla replikacji
wirusa, odpowiadajgcych za modulacje srodowiska wewngtrzkomdrkowego i odpowiedzi immunologicz-
nej.

Biatko NS3 (~ 70 kDa) jest biatkiem wielodomenowym i wielofunkcyjnym. C-koncowa domena
NS3 wykazuje aktywnos¢ NTPazy/helikazy, natomiast N-koncowa domena wykazuje aktywnos$c¢ prote-
azy serynowej. Aktywnos¢ proteolityczna biatka NS3 jest uwarunkowana obecnoscig biatka NS2B —
kofaktora ktory stabilizuje aktywng konformacje proteazy, pomagajgc w utrzymaniu struktury trzeciorze-
dowej przypominajgcej chymotrypsyne. Podobng sytuacje obserwuje sie dla biatek NS3 i NS2B wirusa
Zachodniego Nilu (WNV).

Otrzymywanie specyficznych antygenowo przeciwciat IgY, w przeciwienstwie do izolacji przeciw-
ciat ssaczych klasy G, nie wymaga skrwawiania zwierzat, poniewaz przeciwciata izolowane sg z z6ttek
kurzych jaj. Immunizacja ptakéw pozwala na indukcje silnej i trwatej odpowiedzi immunologicznej utrzy-
muijgcej sie przez cate zycie zwierzecia przy uzyciu relatywnie matej iloéci antygenu. Srednia ilo$é prze-
ciwciat mozliwa do uzyskania w czasie dwdéch tygodni od jednej kury wynosi okoto 1120 mg (z czego
2—-10% to przeciwciata o pozgdanej specyficznosci). W tym samym czasie z jednego krolika mozliwe
jest wyizolowanie okoto 200 mg przeciwciat, w tym 5% specyficznych). Ze wzgledu na funkcje, przeciw-
ciata klasy IgY stanowig odpowiednik przeciwciat IgG u ssakow, jednak ze wzgledu na strukture sg
bardziej zblizone do przeciwciat klasy IgE. Analogicznie do przeciwciat ssaczych, immunoglobuliny Y
posiadajg dwa tancuchy ciezkie kowalencyjnie zwigzane z dwoma tancuchami lekkimi poprzez mostki
disiarczkowe. Przeciwciata IgY charakteryzujg sie wiekszg masg czasteczkowg (~ 167 kDa) w porow-
naniu do IgG (~ 147 kDa), poniewaz posiadajg dodatkowg domene w regionie Fc fancucha ciezkiego.
W skiad tancucha ciezkiego kurzych przeciwciat IgY wchodzg cztery domeny state (Cvl, Cv2, Cv3,
Cv4), oraz jedna domena zmienna (Vw). Lancuch lekki immunoglobulin Y tworzy jedna domena stata
(Cv) i jedna domena zmienna (V.). Immunoglobuliny Y nie posiadajg regionu zawiasowego (ang. hinge
region) przez co charakteryzujg sie mniejszg gietkoscig w poréwnaniu z przeciwciatami IgG.

Istotg wynalazku s3g przeciwciata poliklonalne klasy IgY specyficzne wobec proteazy NS2B-NS3
wirusa Zika izolowane z zottek jaj drobiu immunizowanego antygenem w postaci rekombinowanej pro-
teazy NS2B-NS3.

Korzystnie proteaza ma posta¢ konstruktu 6xHis-NS2B (45-96 aa)-linker G4SG4-NS3 (1-184
aa) lub posta¢ nukleotydowg 6xHis(19—-36 bp)-NS2B(40-195 bp)-linker(196—222 bp)-NS3 (223-774 bp)
o wzorze 1.
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Korzystnie przeciwciata poliklonalne klasy IgY majg mase czgsteczkowg od 175000 do 200000
daltondw.

Sposéb wytwarzania przeciwciat poliklonalnych klasy IgY specyficznych wobec proteazy NS2B-
-NS3 wirusa Zika polega na tym, ze immunizuje sie dréb antygenem w postaci biatka NS2B-NS3 o se-
kwencji przedstawionej wzorem 2, przy czym immunizacje prowadzi sie w czterech osobnych dawkach,
a jako adiuwantu uzywa sie petnego adiuwantu Freund’a, po czym znang metodg izoluje sie przeciw-
ciata z wydajnoscig 80—150 mg/jajko i czystoscig 85-95%.

Korzystnie jako dréb immunizuje sie kury ras hodowlanych.

Istotg wynalazku sg réwniez przeciwciata poliklonalne klasy IgY specyficzne wobec proteazy
NS2B-NS3 wirusa Zika opisane powyzej do zastosowania w diagnostyce in vitro choréb wywotanych
przez wirusa Zika.

Przedmiot wynalazku przedstawiony jest blizej w przyktadach wykonania oraz na rysunku, na
ktérym:

fig. 1 przedstawia wykres obrazujgcy produkcje specyficznych przeciwciat IgY anty-NS2B-NS3

(-»-) oraz dojrzewanie awidnosci (-m-) w trakcie procesu immunizacji. Grotami zaznaczono tygo-

dnie immunizaciji,

fig. 2 przedstawia analize elektroforetyczng przeciwciat IgY anty-NS2B-NS3 (Fig. 2A) po oczysz-

czaniu z wykorzystaniem techniki chromatografii powinowactwa oraz analize Dot-blot potwierdza-

jacg wzbogacenie probki w przeciwciata specyficzne antygenowo (Fig. 2B). Frakcja FT — zebrana
po inkubacji surowego izolatu przeciwciat ze ztozem, rozcienczona 25-krotnie; frakcje W1 — W20

— kolejne ptukania ztoza buforem fosforanowym, frakcje K1—-K3 — prébki uzyskane po natozeniu

na ztoze buforu o niskim pH,

fig. 3 przedstawia wykres dotyczgcy limitu detekcji proteazy NS2B-NS3 przez specyficzne prze-

ciwciata IgY (surowy izolat, -e-) oraz specyficzne przeciwciata IgY oczyszczone z wykorzystaniem

techniki chromatografii powinowactwa (aplgY, -m-) w tescie immunoenzymatycznym na podtozu
statym,

fig. 4 przedstawia limit detekcji proteazy NS2B-NS3 przez specyficzne przeciwciata IgY oczysz-

czone z wykorzystaniem techniki chromatografii powinowactwa oraz przeciwciata kontrolne w te-

Scie Western Blot,

fig. 5 przedstawia wykres przedstawiajgcy miano przeciwciat anty-NS2B-NS3 (surowy izolat, -e-)

oraz specyficzne przeciwciata IgY oczyszczone z wykorzystaniem techniki chromatografii powi-

nowactwa (aplgY, -m-) w te$cie immunoenzymatycznym na podtozu statym,

fig. 6 przedstawia miano przeciwciat anty-NS2B-NS3 w tescie Western Blot.

Przyktad 1

1.1 Przygotowanie antygenu uzytego do immunizac;ji

Gen kodujagcy proteaze NS2B/NS3 wirusa Zika zostat zsyntetyzowany (GeneArt; Thermo

Fisher Scientific) z metkg His-tag na koncu 5'. Konstrukt zostat wklonowany do plazmidu ekspresyjnego
pETDuet-1 (Novagene), a jego poprawnos¢ zostata potwierdzona poprzez sekwencjonowanie. Ekspre-
sja biatka zostata przeprowadzona w bakteriach E. coli szczep BL21 (Thermo Fisher Scientific). Bakterie
po transformacji hodowano w temperaturze 37°C w pozywce LB (Bioshop) z dodatkiem ampicyliny (Bio-
shop) do gestosci optycznej (OD) 0,6. Ekspresja biatka zostata rozpoczeta poprzez suplementacje po-
zywki 1 mM IPTG (Melford) i prowadzona byta przez 2 h w 37°C. Bakterie zostaty zebrane poprzez
wirowanie (20 min, 5000 x g, 4°C), rozcienczone w 50 mM roztworze Tris-HCI z dodatkiem 20 mM
imidazolu (pH 8,0), poddane homogenizacji oraz lizie z wykorzystaniem aparatu Emulsi-Flex-C3
(Avestin) oraz 1 minutowej sonikacji (Vibra-Cell, Sonics & Materials). Lizat zostat oczyszczony poprzez
wirowanie, a nadsgcz zostat wykorzystany do izolacji biatka na ztozu wysyconym jonami niklu (GE He-
althcare). Po ptukaniu, biatko eluowano z wykorzystaniem 50 mM roztworu Tris-HCI z dodatkiem naj-
pierw 50 mM, a nastepnie 100 mM imidazolu (pH 8,0). Proteaza zostata nastepnie poddana drugiemu
etapowi oczyszczania z wykorzystaniem chromatografii jonowymiennej (Mono Q 4.6/100 PE; GEHeal-
thcare). Bufor zostat zmieniony na drodze dializy. Obecnos¢ biatka zostata potwierdzona poprzez We-
stern blot oraz rozdziat elektroforetyczny biatka.

1.2 Immunizacja kurczat

Kury hodowlane rasy White leghorn immunizowano poprzez domiesniowe podanie antygenu

w ilosci 100 ug/zwierze (w postaci roztworu petnego adiuwantu Freund'a w soli fizjologicznej w stosunku
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1:1 (viv), 300 pl). Immunizacje powtarzano po 4, 9 i 13 tygodniach (100 pg/zwierze, dawki przypomina-
jace). Grupe kontrolng stanowity zwierzeta, ktére otrzymaty iniekcje roztworu petnego adiuwantu Freu-
nd'a w soli fizjologicznej w stosunku 1:1 (v/v).

1.3 Pobieranie i przechowywanie materiatu biologicznego

Jaja kolekcjonowano codziennie od momentu immunizacji przez 20 tygodni. Do momentu izo-

lacji jaja przechowywano w temperaturze 4°C.

1.4 |zolacja przeciwciat IgY

Przeciwciata izolowano metodg precypitacyjng z wykorzystaniem glikolu polietylenowego

PEG 6000 jako czynnika strgcajgcego.*® Jaja przemyto 50% roztworem izopropanolu a nastepnie od-
dzielono z6ttko od biatka. Po nakituciu woreczka zéttkowego zebrano ptynng zawartos¢ zéttka i rozcien-
czono pieciokrotnie buforem fosforanowym (PBS, 10 mM, pH 7,4) zawierajacym 4,375% glikolu polie-
tylenowego PEG 6000. Mieszanine dokfadnie wymieszano na kotysce laboratoryjnej a nastepnie pod-
dano wirowaniu (4750 x g, 4°C, 15 min). Uzyskany supernatant przefiltrowano (Whatman nr 1) a na-
stepnie dodano PEG 6000 do korncowego stezenia 12%. Po catkowitym rozpuszczeniu glikolu roztwor
ponownie wirowano. Uzyskany osad rozpuszczono w buforze PBS (5 ml) i przechowywano w -20°C.

Przyktad 2

Analiza odpowiedzi immunologicznej zwierzat na podany immunogen.

Celem wykonania analizy odpowiedzi immunologicznej zwierzgt na podany antygen zastoso-
wano test immunoenzymatyczny typu ELISA. W tym celu, studzienki ptytki mikrotitracyjnej optaszczono
roztworem antygenu (50 ng/100 ul) w buforze weglanowym (50 mM, pH 9,6) i inkubowano 120 min
w temperaturze 37°C. Wolne miejsca wigzgce na powierzchni ptytki mikrotitracyjnej zablokowano 5%
roztworem mleka odttuszczonego w buforze PBS zawierajgcym 0,05% Tween-20 (v/v; PBS-T) prowa-
dzac inkubacje w temperaturze 4°C przez noc. Po odmyciu czynnika blokujgcego na studzienki ptytki
mikrotitracyjnej naniesiono przeciwciata IgY w stukrotnym rozciericzeniu w 0,5% roztworze mleka od-
ttuszczonego w PBS-T i inkubowano 60 min w temperaturze 37°C. Po odmyciu roztwordw przeciwciat
prowadzono inkubacje z 6 M roztworem mocznika w PBS-T lub buforem PBS-T (15 min, temperatura
pokojowa), a nastepnie na studzienki natozono krélicze przeciwciata detekcyjne anty-IgY 1gG-HRP (roz-
cienczenie 1:5000 w 0,5% roztworze mleka odttuszczonego w PBS-T) i inkubowano 60 min w tempera-
turze 37°C. Jako chromogenicznego substratu uzyto o-fenylodiaminy. Pomiaru absorbancji dokonano
przy dtugosci fali 490 nm za pomocg czytnika mikroptytek. Wyniki wyrazono jako wartos¢ absorbancji
(Abs* 490 nm) po normalizacji do wartosci absorbancji otrzymanej dla przeciwciat kontrolnych (fig. 1).

Przyktad 3
Wzbogacenie roztworu przeciwciat IgY w immunoglobuliny specyficzne antygenowo.

W celu wzbogacenia roztworu przeciwciat w immunoglobuliny specyficzne antygenowo, prze-
ciwciata wyizolowane z zéitek jaj immunizowanych kur poddano oczyszczaniu technikg chromatografii
powinowactwa. Ztoze (CNBr-sefaroza, 50 mg) aktywowano przy uzyciu 1 mM roztworu HCI (pH 3,0),
a nastepnie przemywano buforem do sprzegania (100 mM NaHCOs, 500 mM NaCl, pH 8,3). Na zloze
naniesiono ligand (50 ug) i inkubowano 60 min w temperaturze pokojowej (delikatnie mieszajac), a na-
stepnie przez noc w 4°C. Ztoze przemyto buforem Tris-HCI (100 mM Tris-HCI, 500 mM NacCl, pH 8,0)
i inkubowano (delikatnie mieszajgc) przez 120 min w temperaturze pokojowej. Ztoze kilkukrotnie prze-
myto buforem o niskim pH (100 mM CHsCOOH, 100 mM CHsCOONa, 500 mM NacCl, pH 4.0) oraz
wysokim pH (100 mM Tris-HCI, 500 mM NaCl, pH 8,0) a nastepnie buforem PBS. W celu izolacji spe-
cyficznych przeciwciat na przygotowane ztoze naniesiono surowy izolat przeciwciat IgY anty-NS2B-NS3
oraz bufor PBS w stosunku 1:3. Kolumne inkubowano 60 min w temperaturze pokojowej (delikatnie
mieszajgc), a nastepnie ztoze kilkukrotnie ptukano buforem PBS-T oraz PBS. Elucje specyficznych prze-
ciwciat przeprowadzono przy uzyciu buforu cytrynianowego (20 mM, pH 2,5). Zebrane frakcje natych-
miast neutralizowano buforem Tris-Base (1 M, pH 8,5). Obecnos¢ przeciwciat w zebranych frakcjach
analizowano technikg SDS-PAGE, wykonujgc barwienie zelu srebrem (fig. 2A), natomiast efektywnos¢
wzbogacenia roztworu przeciwciat IgY w przeciwciata anty-NS2B-NS3 okreslono technikg Dot-blot
(fig. 2B).

Przyktad 4
Limit detekcji proteazy NS2B-NS3 w tescie ELISA.

W celu okreslenia limitu detekcji proteazy NS2B-NS3 przez specyficzne przeciwciata IgY wy-
korzystano test immunoenzymatyczny fazy statej. W tym celu 96-cio dotkowg ptytke mikrotitracyjng
opfaszczono roztworem biatka NS2B-NS3 w buforze weglanowym w stezeniu od 2,5 pg/ml do 0,001
pg/ml (100 pl/studzienke). Po zablokowaniu wolnych miejsc wigzacych z uzyciem roztworu 5% mieka
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odttuszczonego w PBST, na studzienki natozono roztwory przeciwciat IgY (0,5% mleko odtluszczone
w PBS-T): specyficznych wobec proteazy NS2B-NS3 otrzymanych po izolacji metodg strgceniows,
przeciwciat oczyszczonych technikg chromatografii powinowactwa oraz przeciwciat kontrolnych. W kaz-
dym roztworze stezenie biatka wynosito 2 pg/ml (100 pl/studzienke). Detekcje powstatych kompleksow
prowadzono przy uzyciu przeciwciat anty-lgY 1gG-HRP. Jako chromogenicznego substratu uzyto o-fe-
nylodiaminy. Pomiaru absorbancji dokonano przy dtugosci fali 490 nm za pomoca czytnika mikroptytek.
Wyniki wyrazono w postaci Indeksu ELISA (El), gdzie El = A490prsbki/ A490kontraii (fig. 3).

Przyktad 5

Okreslenie limitu detekcji proteazy NS2B-NS3 w tescie Western Blot.

W celu okreslenia limitu detekcji proteazy NS2B-NS3 technikg Western Blot wykonano roz-
dziat elektroforetyczny (SDS-PAGE, 4-12%) biatka w warunkach redukujgcych w zakresie od 25 do 0,5
ng/studzienke. Po elektrotransferze biatek z Zelu na btone nitrocelulozowg zablokowano wolne miejsca
membrany przy uzyciu 5% roztworu mleka odttuszczonego w PBS-T (4°C, noc). Nastepnie wyptukano
czynnik blokujgcy (3 ptukania PBS-T, 37°C, 15 min) i prowadzono inkubacje membrany z przeciwciatami
IgY specyficznymi wobec NS2B-NS3 oczyszczonymi technikg chromatografii powinowactwa (2 pg/ml,
roztwér w 0,5% mleku w PBS-T) oraz przeciwciatami IgY kontrolnymi (2 ug/ml, roztwér w 0,5% mieku
w PBS-T). Po godzinnej inkubacji w 37°C i wyptukaniu membrany w buforze PBS-T, prowadzono de-
tekcje kompleksoéw proteazy NS2B-NS3 z przeciwciatami IgY przy uzyciu kréliczych przeciwciat anty-
IgY skoniugowanych z peroksydazg chrzanowg przy zastosowaniu chemiluminescencyjnego substratu.
Analize obrazéw wykonano przy zastosowaniu systemu obrazowania molekularnego zaopatrzonego
w kamere CCD (fig. 4).

Przyktad 6
Miano przeciwciat IgY specyficznych wobec proteazy NS2B-NS3 — test immunoenzymatyczny
fazy statej.

Miano przeciwciat specyficznych wobec proteazy NS2B-NS3 okre$lono przy uzyciu testu
ELISA. W tym celu ptytke mikrotitracyjng optaszczono antygenem w ilosci 0,5 pg/ml (100 pl/studzienke)
i inkubowano przez noc w temperaturze 4°C. Nastepnie zablokowano wolne miejsca wigzgce przy uzy-
ciu roztworu 5% mleka odttuszczonego w PBS-T (4°C, przez noc). Po odptukaniu czynnika blokujacego,
na studzienki ptytki mikrotitracyjnej natozono roztwory przeciwciat IgY: specyficznych, specyficznych
oczyszczonych technikg chromatografii powinowactwa oraz przeciwciat kontrolnych w zakresie stezen
od 10 do 0,001 pg/ml (100 pl/studzienke). Detekcje powstatych komplekséw prowadzono przy uzyciu
przeciwciat anty-lgY IgG-HRP. Jako chromogenicznego substratu uzyto o-fenylodiaminy. Pomiaru ab-
sorbancji dokonano przy dtugosci fali 490 nm za pomocg czytnika mikroptytek. Wyniki wyrazono w po-
staci Indeksu ELISA (El), gdzie El = A490prsuki/ A490kontraii (fig. 5).

Przyktad 7
Miano przeciwciat IgY specyficznych wobec proteazy NS2B-NS3 w tescie Western Blot.

Biatko NS2B-NS3 poddano rozdziatowi elektroforetycznemu SDS-PAGE (4—-12%, warunki re-
dukujace, 25 ng/studzienke). Po elektrotransferze biatek z zelu na btone nitrocelulozowg zablokowano
wolne miejsca membrany przy uzyciu 5% roztworu mleka odttuszczonego w PBS-T (4°C, noc). Nastep-
nie wyptukano czynnik blokujacy (3 ptukania PBS-T, 37°C, 15 min) i prowadzono inkubacje membrany
z przeciwciatami IgY specyficznymi wobec NS2B-NS3 oczyszczonymi technikg chromatografii powino-
wactwa w zakresie stezeh od 5 do 0,01 ug/ml (roztwory w 0,5% mleku w PBS-T). Po godzinnej inkubaciji
w 37°C i wyptukaniu membrany w buforze PBS-T, prowadzono detekcje kompleksoéw proteazy NS2B-
-NS3 z przeciwciatami IgY przy uzyciu kroliczych przeciwciat anty-IgY skoniugowanych z peroksydazg
chrzanowg przy zastosowaniu chemiluminescencyjnego substratu. Analize obrazéw wykonano przy za-
stosowaniu systemu obrazowania molekularnego zaopatrzonego w kamere CCD (fig. 6).

Zastrzezenia patentowe

1. Przeciwciata poliklonalne klasy IgY specyficzne wobec proteazy NS2B-NS3 wirusa Zika izo-
lowane z zottek jaj drobiu immunizowanego antygenem w postaci rekombinowanej proteazy
NS2B-NS3.

2. Przeciwciata poliklonalne klasy IgY wediug zastrz. 1 znamienne tym, ze proteaza ma postac
konstruktu 6xHis-NS2B (45-96 aa)-linker G4SG4-NS3 (1-184 aa) lub ma posta¢ nukleoty-
dowg 6xHis(19-36 bp)-NS2B(40-195 bp)-linker(196—222 bp)-NS3 (223—-774 bp)) o wzorze 1.
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. Przeciwciata poliklonalne klasy IgY wedtug zastrz. 1 znamienne tym, ze majg mase czgstecz-
kowg od 175000 do 200000 daltondw.

. Sposéb wytwarzania przeciwciat poliklonalnych klasy IgY specyficznych wobec proteazy
NS2B-NS3 wirusa Zika znamienny tym, ze immunizuje sie drob antygenem w postaci biatka
NS2B-NS3 o sekwencji przedstawionej wzorem 2, przy czym immunizacje prowadzi sie¢
w czterech osobnych dawkach, a jako adiuwantu uzywa sie petnego adiuwantu Freund’a, po
czym znang metodg izoluje sie przeciwciata z wydajnoscig 80—150 mg/jajko i czystoscig
85-95%.

. Sposob wedtug zastrz. 4 znamienny tym, ze jako dréb immunizuje sie kury ras hodowlanych.
. Przeciwciata poliklonalne klasy IgY specyficzne wobec proteazy NS2B-NS3 wirusa Zika opi-
sane w zastrz. 1-3 do zastosowania w diagnostyce in vitro choréb wywotanych przez wirusa
Zika.

Rysunki

CCATGGATGCGTGGTAGCCATCATCATCACCATCATGGTAGCGGTAAAAGCG
TGGATATGTATATTGAACGTGCCGGTGATATTACCTGGGAAAAAGATGCAGA
AGTGACCGGTAATAGTCCGCGTCTGGATGTITGCACTGGATGAAAGCGGTGAT
TTTAGCCTGGTTGAAGAGGATGGTCCGCCTATGCGTGAAGGTGGTGGTGGCA

GCGGTGGTGGCGGTAGTGGTGCACTGTGGGATGTTCCGGCACCGAAAGAAGT

TAAAAAAGGCGAAACCACCGATGGTGTTTATCGTGTTATGACCCGTCGTCTGC

TGGGTAGCACCCAGGTTGGTGTTGGTGTTATGCAAGAAGGTGTTTTTCATACC

ATGTGGCATGTTACCAAAGGTGCAGCACTGCGTAGCGGTGAAGGTCGTCTGG
ATCCGTATTGGGGTGATGTTAAACAGGATCTGGTTAGCTATTGTGGTCCGTGG

AAACTGGATGCAGCATGGGATGGTCTGAGCGAAGTTCAGCTGCTGGCAGTTC

CGCCTGGTGAACGTGCGCGTAATATTCAGACCCTGCCTGGTATCTTTAAAACC

AAAGATGGTGATATTGGTGCAGTGGCACTGGATTATCCGGCAGGCACCAGCG
GTAGCCCGATTCTGGATAAATGTGGTCGTGTTATTGGTCTGTATGGTAATGGT
GTGGTGATTAAAAACGGTAGCTATGTTAGCGCAATTACCCAGGGTAAACGTG
AAGAAGAAACACCGGTTGAATGTTTTGAACCGAGCATGCTGTAACTCGAG

Wzor 1

PWMRGSHHHHHHGSGKSVDMYIERAGDITWEKDAEVTGNSPRLDVALDESGDF
SLVEEDGPPMREGGGGSGGGGSGALWDVPAPKEVKKGETTDGVYRVMTRRLL
GSTQVGVGVMQEGVFHTMWHVTKGAALRSGEGRLDPYWGDVKQDLVSYCGP
WKLDAAWDGLSEVQLLAVPPGERARNIQTLPGIFKTKDGDIGAVALDYPAGTSG
SPILDKCGRVIGLYGNGVVIKNGSY VSAITQGKREEETPVECFEPSML

Wzor 2
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