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Opis wynalazku

Opis

Przedmiotem wynalazku jest biatko cirkowirusa $win typu 2 (PCV2) lub pochodne mu antygeny,
szczepionka zawierajgca to biatko lub antygeny oraz test diagnostyczny do monitorowania poziomu
przeciwciat anty-PCV2 w surowicach swin.

Cirkowirus swin typu 2 (PCV2) nalezy do rodziny Circoviridae obejmujgcej najmniejsze wirusowe
patogeny ulegajgce replikacji niezaleznie w komorkach ssakow. PCV2 uczestniczy w etiologii szeregu
choroéb trzody chlewnej, okreslanych wspdlnie jako ,choroba zwigzana z cirkowirusem swin”, ,zakazenie
cirkowirusowe $win” czy ,cirkowiroza” (porcine circovirus associated disease, PCVD). Najwazniejszym
z ekonomicznego punktu widzenia schorzeniem z tej grupy jest zakazenie systemowe PCV2 (PCV2-
systemic disease, PCv2-SD), znane poprzednio jako poodsadzeniowy wielonarzgdowy zespoét wynisz-
czajgcy (porcine mustisystemic casting syndrome, PMWS). Jest to choroba o wieloczynnikowym pod-
tozu, ktéra w zasadniczy sposob obniza wydajno$¢ produkcji trzody chlewnej na $wiecie. Objawy PCV2-
SD to wyniszczenie, zaburzenia ze strony uktadu oddechowego, blados¢ skory, uogdlnione powieksze-
nie weztéw chtonnych, niekiedy biegunka i zéttaczka oraz wzrost strat w okresie poodsadzeniowym (od 5
do 15 tygodnia zycia) (Allan GM, Ellis JA: Porcine circoviruses: a review. J Vet Diagn Invest 2000, 12, 3).

Oproécz wspomnianego wyzej PMWS, zakazenia PCV2 wigzg sie z wystepowaniem zespotu za-
burzen oddechowych $win (PRDC), zaburzen w rozrodzie oraz zespotu skérno-nerkowego (PDNS).

Zakazenia cirkowirusowe sg szeroko rozpowszechnione w stadach trzody chlewnej na swiecie.
PCV2 powoduje gtéwnie zakazenia subkliniczne, a objawy kliniczne infekcji obserwuje sie jedynie
u pewnego odsetka swin. Jest to zwigzane z oddziatywaniem dodatkowych czynnikéw — zakaznych i/lub
niezakaznych, ktére stymulujg replikacje wirusa. Wzrost poziomu wiremii powoduje spadek wydolnosci
uktadu immunologicznego ze wzgledu na immunosupresyjny wptyw zakazenia PCV2.

PCV2-SD stwierdzano sporadycznie w Kanadzie juz w 1991 roku (Kekarainen T et al. Immune
responses and vaccine-induced immunity against Porcine circovirus type 2. Vet Immunol Immunopathol.
2010 Aug 15; 136(3-4):185-93. doi: 10.1016/j.vetimm.2010.03.025), lecz dopiero od 1996 r. zaobser-
wowano istotny wzrost liczby przypadkéw syndromu w Ameryce Pétnocnej i Europie (Allan G et al.
Isolation of porcine circovirus-like viruses from pigs with a wasting disease in the USA and Europe.
J Vet Diagn Invest 1998, 10, 3). Obecnie PCV2-SD i inne choroby zwigzane z PCV2 majg zasieg glo-
balny i wystepujg na wszystkich kontynentach z Oceanig wtacznie, stanowiagc istotny problem ekono-
miczny w wielu krajach. Szacuje sie, ze koszty, jakie ponoszg producenci trzody chlewnej w zwigzku
z zakazeniami cirkowirusowymi w Europie, wynoszg od 500 do 900 min euro rocznie. Straty spowodo-
wane sg m.in. wzrostem czestosci zakazen wtérnych na fermach dotknietych PCVD i zwiekszonym
zuzyciem antybiotykdéw (Pejsak Z et al. Efficacy of different protocols of vaccination against porcine
circovirus type 2 (PCV2) in a farm affected by postweaning multisystemic wasting syndrome (PMWS).
Comp Immunol Microbiol Infect Dis. 2010, 33:e1-5).

PCV2-SD zostat po raz pierwszy zdiagnozowany w Polsce w 2000 roku przez zespét Panstwo-
wego Instytutu Weterynaryjnego — PIB (PIWet-PIB) (Stadejek T et al. Pierwszy przypadek poodsadze-
niowego wielonarzgdowego zespotu wyniszczajgcego swin w Polsce. Medycyna Weterynaryjna 62 (3),
297-301, 2006). Badania przeprowadzone w PIWet-PIB wskazujg, ze PCV2-SD stanowi istotny pro-
blem zdrowotny w znaczgcym odsetku stad swin w Polsce. Chorobe potwierdzono metodami laborato-
ryjnymi w 43,8% ferm, w ktorych obserwowano objawy kliniczne sugerujace wystepowanie PMWS
u prosigt odsadzonych (Podgérska K et al. Wystepowanie poodsadzeniowego wielonarzgdowego ze-
spotu wyniszczajgcego w krajowej populacji $win. Medycyna Weterynaryjna 2009, 65 (5); Podgérska K:
Opracowanie i zastosowanie metod rozpoznawania zakazeh cirkowirusem swin typu 2 (PCV2), praca
doktorska, Putawy, 2008).

Aktualnie, w obrebie PCV2 wyodrebniono 5 réznych genotypéw: PCV2a, PCV2b, PCV2b, PCV2c,
PCV2d oraz PCV2e. PCV2a jest najstarszym genotypem. PCV2c zidentyfikowano wytgcznie retrospek-
tywnie, w tkankach archiwalnych od swin z Danii (Dupont et al. 2008, Vet Microbiol 128, 56—64) oraz
u dzikich swin z Brazylii (Franzo et al. 2015, Vet Microbiol 178, 158-162). Ze wzgledu na ograniczony
zasieg, przyjmuje sie, ze genotyp ten nie ma wiekszego znaczenia (Opriessnig et al. 2017, Vaccine 35,
248-254). Okoto 2003 roku doszto do zmiany dominujgcego genotypu PCV2: uprzednio dominujgcy
PCV2a zostat wyparty przez PCV2b (Dupont et al. 2008, Vet Microbiol 128, 56—64), co spowodowato
pojawianie sie zakazeh PCV2-SD w stadach swin i zapoczgtkowato stosowanie szczepionek przeciwko
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PCV2 na masowg skale. Ostatnio przeprowadzone badania w tym zakresie potwierdzity w Polsce prze-
wage genotypu PCV2b (Podgoérska K: Opracowanie i zastosowanie metod rozpoznawania zakazen cir-
kowirusem $win typu 2 (PCV2), praca doktorska, Putawy, 2008).

Wykazano, ze PCV2 charakteryzuje sie szybkim tempem mutacji, zblizonym do wiruséw RNA
(Firth et al. J Virol 2009, 83, 12813—-12821), co moze skutkowac¢ szybkim powstawaniem i rozprzestrze-
nianiem sie nowych, unikalnych genotypow wirusa. Ponadto swinie mogg by¢ zakazone kilkoma réz-
nymi szczepami wirusa. W USA odnotowano kolejng zmiane dominujgcego genotypu, ktérym stat sie
PCV2d (Xiao et al. 2016, Vet Microbiol 197, 72—77).

Zalecane s$rodki profilaktyczne do walki z chorobg majg charakter niespecyficzny (Opriessnig T
etal. APCV2 vaccine based on genotype 2b is more effective than a 2a-based vaccine to protect against
PCV2b or combined PCV2a/2b viremia in pigs with concurrent PCV2, PRRSV and PPV infection. Vac-
cine 2013, 31, 487-494), a ich skutecznos$¢ jest ograniczona. Znacznie lepsze efekty uzyskuije sie sto-
sujgc odpowiednig, ukierunkowang immunoprofilaktyke zakazen PCV2. Badania z wykorzystaniem pro-
totypow réznego rodzaju szczepionek przeciwko zakazeniom cirkowirusowym (inaktywowanych, szcze-
pionek DNA, rekombinowanych) wykazaty, ze indukujg one powstawanie specyficznych przeciwciat
i moga by¢ stosowane do uodporniania swin (Harding JCS, Clark EG: Recognizing and diagnosing
postweaning multisystemic wasting syndrome (PMWS). Swine Health Prod 1997, 5, 201-203; Madec F
et al. PMWS: on-farm observations and preliminary analytic epidemiology. Proc. ssDNA Viruses of
Plants, Birds, Pigs and Primates, Saint-Malo 2001, 86-88).

Wiele badan potwierdzito, ze zastosowanie szczepien przeciwko zakazeniom cirkowirusowym
prowadzi do ograniczenia ilosci wirusa we krwi i tkance limfoidalnej. Immunoprofilaktyka pozwala na
zmniejszenie zwigzanego z infekcjg spadku masy ciala $win w okresie tuczu, a nawet prowadzi do
zwiekszenia przyrostow masy ciata (wzrost o niemal 5 kg w okresie tuczu). Dowiedziono, ze szczepienia
przyczyniajg sie do istotnego zmniejszenia smiertelnosci w stadach trzody chlewnej — wedtug badan
przeprowadzonych w Wielkiej Brytanii straty tego typu zredukowano z 14,3% do 4,6%. Wykazano row-
niez, ze immunoprofilaktyka zakazen PCV2 znaczgco skraca okres wiremii — do 30 dni oraz zapewnia
wzrost poziomu przeciwciat specyficznych dla PCV2 w ciggu 4 tygodni po szczepieniu. Opublikowane
wyniki badan i obserwacje terenowe wskazujg, ze stosowanie szczepien ochronnych ma pozytywny
wptyw na wskazniki odchowu w gospodarstwach, gdzie notuje sie PMWS we wczesnym okresie zycia
prosiagt (Pejsak Z et al. Influence of long-term vaccination of a breeding herd of pigs against PCV2 on
reproductive parameters. Polish Journal of Veterinary Sciences 2012, 15, 37-42; Pejsak Z et al. Effect
of porcine circovirus type 2 vaccination of sows on selected production parameters. Bull Vet Inst Pulawy
53, 159-164, 2009; Podgérska K et al. Wystepowanie poodsadzeniowego wielonarzgdowego zespotu
wyniszczajgcego w krajowej populacji swin. Medycyna Weterynaryjna 2009, 65 (5)).

Gtéwnym czynnikiem odpowiedzialnym za reakcje immunologiczng na zakazenie PCV2 jest
biatko kapsydu kodowane przez ORF2 (Fenaux M et al. A chimeric porcine circovirus (PCV) with the
immunogenic capsid gene of the pathogenic PCV type 2 (PCV2) cloned into the genomic backbone of
the nonpathogenic PCV1 induces protective immunity against PCV2 infection in pigs. J Virol. 2004 Jun;
78(12):6297-303; Fort M et al. One dose of a porcine circovirus 2 (PCV2) sub-unit vaccine administered
to 3-week-old conventional piglets elicits cell-mediated immunity and significantly reduces PCV2 viremia
in an experimental model. Vaccine. 2009 Jun 19; 27(30):4031-7. doi: 10.1016/j.vaccine.2009.04.028).

Obecnie na rynku dostepne sg 4 szczepionki przeciwko PCV2 o zblizonym dziataniu (Fort M et
al. One dose of a porcine circovirus 2 (PCV2) sub-unit vaccine administered to 3-week-old conventional
piglets elicits cell-mediated immunity and significantly reduces PCV2 viremia in an experimental model.
Vaccine. 2009 Jun 19; 27(30):4031-7. doi: 10.1016/j.vaccine.2009.04.028):

+ Circovac (producent: MERIAL) — szczepionka inaktywowana zawierajgca wirus PVC2
namnozony na hodowli komérkowej PK15;

» Circoflex (producent: BOEHRINGER INGELHEIM) — szczepionka inaktywowana, zawiera-
jaca biatko wirusa PCV2 uzyskane na drodze ekspresji w systemie bakulowirusa;

» Suvaxyn (Zoetis) — podstawg szczepionki jest niepatogenny wirus PVC1 z wbudowywanym
fragmentem wirusa PVC2 (chorobotwérczy). Tak zmodyfikowany wirus (chimera) jest nam-
nazany w hodowli komérek i inaktywowany;

» Porcillis PCV (producent: INTERVET MSD) — szczepionka podjednostkowa; zawierajgca
biatko wirusa PCV2 uzyskane na drodze ekspresji w systemie bakulowirusa.

Nalezy jednak podkresli¢, ze mimo dynamicznie zachodzgcych zmian dotyczacych dominujgcego
na $wiecie genotypu PCV2, wszystkie dostepne komercyjnie szczepionki oparte sg na genotypie PCV2a
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wirusa (Beach NM, Meng X-J: Efficacy and future prospects of commercially available and experimental
vaccines against porcine circovirus type 2 (PCV2). Virus Res. 2012 Mar; 164(1-2):33-42. doi:
10.1016/j.virusres.2011.09.041.). Mimo pozytywnych wynikéw badan dotyczgcych efektywnosci tych
szczepionek, ich aplikacja nie pozwolita na catkowitg eliminacje cirkowirozy, w zwigzku z czym nawet
w stadach $win objetych rygorystyczng immunoprofilaktykg wystepujg przypadki zachorowan.

Aktywnymi sktadnikami szczepionek mogg by¢ zywe lub inaktywowane patogeny, antygenowe
biatka podjednostkowe oraz, jako najprostsze elementy, krotkie peptydy zawierajgce epitop antyge-
nowy.

Zastosowanie peptyddéw jest szczegdlnie korzystne w przypadku toksycznosci lub trudnosci
z ekspresja i izolacjg biatka rekombinowanego. Istnieje mozliwos$¢ tatwej modyfikacji szczepionki w przy-
padku mutacji patogenu lub uzycia konserwatywnych fragmentéw nieulegajgcych mutacji. Uzycie pep-
tydow jest rowniez ekonomiczne i bezpieczne. Mozna je syntezowac¢ z duzg wydajnoscig i czystoscia.
Pozbawione sg pirogennych bakteryjnych zanieczyszczen.

Wazng kwestig jest wybér odpowiedniego fragmentu, ktéry by indukowat przeciwciata neutralizu-
jace patogen. Z kolei, inny fragment biatka moze by¢ uzyty do testu diagnostycznego, co pozwala na
odréznienie zwierzecia zaszczepionego od zainfekowanego. Opracowana niedawno technika otrzymy-
wania zwielokrotnionych peptydéw MAP (Multiple Antigenic Peptides) pozwala na otrzymanie silnie im-
munogennych peptyddéw. Metoda ta eliminuje potrzebe uzycia dodatkowego nosnika.

Peptydowe fragmenty sg czesto réwniez uzywane w testach diagnostycznych do oceny poziomu
przeciwciat przeciwko r6znym antygenom (Saravana P., Kumar S. Diagnostic and immunoprophylactic
applications of synthetic peptides in veterinary microbiology. Microbiology Research 2010;
1:e1d0i:10.4081/mr.2010.e1; Azizi A, Diaz-Mitoma F. Viral peptide immunogens: current challenges and
opportunities. J Pept Sci 2007; 13:776-86).

W pismiennictwie z tego zakresu opisano skuteczne uzycie peptydowych szczepionek dla psiego
parvowirusa CPV, bydlecego wirusa FMD i innych patogenow (Langeveld JP et al. First peptide vaccine
providing protection against viral infection in the target animal: studies of canine parvovirus in dogs.
J Virol 1994; 68:4506—13; Bittle et al. Protection against foot-and-mouth disease by immunization with
a chemically synthesized peptide predicted from the viral nucleotide sequence. Nature 1982; 298:30-3).

W przypadku cirkowirusa $win typu 2, biatko kapsydowe PCV2 jest prostym taricuchem polipep-
tydowym zawierajgcym 233 aminokwasy. N-kohcowy fragment jest silnie zasadowy i odpowiedzialny za
utworzenie wirionu, za immunogennos$¢ odpowiedzialny jest C-koncowy fragment.

Stwierdzono, Ze infekcja wirusem PCV2 prowadzi do wytwarzania przeciwciat rozpoznajacych
fragment 169-180. Przeciwciata te jednak nie chronig przed infekcjg (Trible BR et al. Antibody recogni-
tion of porcine circovirus type 2capsid protein epitopes after vaccination, infection, and disease. Clin.
Vac. Immunol. 2011, 18, 749-757).

Zidentyfikowano kilka diuzszych fragmentéw, ktére sg immunogenne: 23-43, 47-85, 117-131,
171-202, 200-233 (Mahe' et al. Differential recognition of ORF2 protein from type land type 2 porcine
circoviruses and identification of immunorelevant epitopes. J. Gen. Virol. 2000, 81:1815-1824; Truong,
C. et al. Identification of an immunorelevant ORF2 epitope from porcine circovirus type 2 as a serological
marker for experimental and natural infection. Arch. Virol. 2001, 146:1197-1211). Wyznaczono rowniez
kilka epitopow dla przeciwciat monoklonalnych otrzymanych przeciwko biatku kapsydowemu: 155-182,
180-212, 216-233 (Shang, S. et al. Fine mapping of antigenic epitopes on capsid proteins of porcine
circovirus, and antigenic phenotype of porcine circovirus type 2. Mol. Immunol. 2009. 46:327-334).

Na podstawie r6znych badanh stwierdzono, ze wirus PCV wigze sie na powierzchni komérki go-
spodarza do powierzchniowych heparandéw. W biatku kapsydowym zidentyfikowano zasadowy fragment
98-103, ktéry moze by¢ odpowiedzialny za to wigzanie (Nauwynck HJ et al. Cell tropism and entry of
porcine circovirus 2. Virus Res. 2012, 164, 43-45). Zablokowanie w czgsteczce wirusa miejsca wigzg-
cego sie do komoérki moze by¢ skuteczng metodg ochrony przed infekcja.

Adiuwanty (nieswoiste modulatory) stosowane w formulacjach szczepionek weterynaryjnych sg
substancjami pomocniczymi dodawanymi do dawki biopreparatu szczepionki w celu wzmocnienia
i przediuzenia dziatania substancji czynnych szczepionek (patogen zywy, inaktywowany lub atenuo-
wany). Adiuwanty zwiekszajg zdolnos¢ antygenu do wzbudzenia szybkiej, silnej oraz dtugotrwatej reak-
cji uktadu immunologicznego, co jest szczegdlnie wazne w przypadku szczepien przypominajgcych (re-
wakcynacja). Korzysci ze stosowania adiuwantéw uwidoczniajg sie poprzez poprawe skuteczno$ci
szczepionek (zwtaszcza inaktywowanych) w indukowaniu efektywnej odpornosci czynnej, biernej oraz
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stymulacji dlugotrwatej pamieci immunologicznej. Wsréd adiuwantéw stosowanych w praktyce wetery-
naryjnej nalezy wymieni¢ zwigzki glinu, adiuwanty olejowe, saponinowe oraz zwigzki polimerowe (kar-
bomery).

Adiuwanty olejowe sg rozproszonymi fazami wodno-olejowymi (olej parafinowy, roslinny lub po-
chodzenia zwierzecego) w formie stabilnych emulsji z zawieszonymi substancjami czynnymi (antygeny
réznego typu). Zawierajgcy olej mineralny i emulgator kompletny adiuwant Freunda (complete Freund’s
adjuvant — FCA) wzbogacony inaktywowanymi pratkami pozostaje do dzisiaj najefektywniejszym adiu-
wantem. Z uwagi jednak na czeste powiktania poszczepienne, moze by¢ stosowany wytgcznie w pra-
cach eksperymentalnych. W praktyce weterynaryjnej sg uzywane szeroko pozbawione sktadnikow bak-
teryjnych olejowe niekompletne adiuwanty Freunda (incomplete Freund’s adjuvant — IFA). Mimo swoich
zalet wzmacniania dziatania antygendw szczepionek, istotng wadg adiuwantow olejowych jest wywoty-
wanie dziatan ubocznych w postaci ziarniakéw, jatowych ropni, schorzen autoimmunologicznych lub
zapalen stawow. W celu ograniczenia negatywnego oddziatywania sktadnikéw IFN, opracowano nowe
formuly oparte na rafinowanych olejach mineralnych, olejach metabolizowanych (olej arachidowy) lub
lipidach (skwalen).

W ostatnich latach, w szczepionkach weterynaryjnych z powodzeniem zastosowano adiuwanty
saponinowe oparte o saponiny triterpenowe Quillaja saponaria, oraz ginsenozydy — saponiny korzenia
zen-szenia (Radix panax ginseg). Ginsenozydy sg stosowane jako sktadniki adiuwantéw w szczepion-
kach eksperymentalnych (NDV) i komercyjnych inaktywowanych szczepionkach weterynaryjnych: Rhi-
niseng, Suiseng oraz Parvoseng firmy Laboratories HIPRA. W zywych oraz inaktywowanych szczepion-
kach weterynaryjnych, uzywa sie takze polimery karbomeréw (wielkoczgsteczkowe polimery kwasu
akrylowego usieciowanego polialkenylowymi eterami cukrow lub polialkoholi), ktére w procesie polime-
ryzacji powodujg okluzje wprowadzonych do formuty antygenéw, co pozwala na wydtuzenie uwalniania
i dziatania szczepionki po wstrzyknieciu do organizmu.

Celem wynalazku bylo opracowanie metod otrzymywania rekombinowanego biatka kapsydu
PCV2 jako czynnika immunogennego, ktéry mogtby stanowi¢ substancje czynng preparatu uodpornia-
jacego dla $win, jak réwniez stworzenie kompatybilnego systemu, umozliwiajgcego ocene skuteczno$ci
szczepien i rozréznianie swin szczepionych od nieimmunizowanych. Wynika to z aktualnego zapotrze-
bowania rynku, zwigzanego z brakiem uniwersalnej szczepionki przeciwko zakazeniom cirkowiruso-
wym, zabezpieczajgcej przed obydwoma genotypami PCV2 a i b, zwlaszcza PCV2Db, jak réwniez z nie-
dostepnoscig testow zapewniajgcych ocene skuteczno$ci szczepien.

W zwigzku z potrzebg zastosowania najbardziej optymalnego systemu pozyskania antygenu, ce-
lem wynalazku byto opracowanie systemu ekspresji rekombinowanego biatka kapsydu cirkowirusa $win
typu 2, ktére stanowitoby zasadniczy sktadnik preparatu do immunoprofilaktyki zakazen cirkowiruso-
wych u swin.

Celem wynalazku byto takze opracowanie metod uzyskiwania fragmentéw peptydowych biatka
kapsydowego PCV2 o wiasciwosciach immunogennych.

Dodatkowo, celem wynalazku byto opracowanie testu ELISA pozwalajgcego na stworzenie kom-
patybilnego systemu umozliwiajgcego ocene skutecznosci opracowanego preparatu w warunkach tere-
nowych.

W Unii Europejskiej odsetek prosigt szczepionych przeciwko PCV2 jest zblizony do 90%.
W zwigzku z powyzszym, cena immunizowanej S$wini oferowanej w obrocie jest o okoto 5 euro wyzsza
w poréwnaniu z osobnikami niezaszczepionymi. Niejednokrotnie jednak, $winie sprowadzane z Unii
Europejskiej do Polski, przez nieuczciwos¢ hodowcéw oraz handlowcoéw sg w rzeczywistosci nieuod-
porniane. Obecnie brak jest stosownych metod laboratoryjnych umozliwiajgcych weryfikacje statusu im-
munologicznego prosigt w celu udowodnienia opisanych wyzej nieuczciwych praktyk. Test do identyfi-
kacji, oceny efektywnosci immunizacji i rozréznienia swin nieobjetych immunoprofilaktykg od szczepio-
nych przeciwko PCV2, pozwoli na kompleksowe rozwigzanie tego problemu i uzupetnienie zaistniatej
luki diagnostycznej.

W obrebie zakazen PCV2 rozréznia sie szczepy okre$lane jako PCV2a i PCV2b. Zauwazono, ze
wariant PCV2b ostatnio przeszedt istotne réznicowanie genetyczne i rozprzestrzenia sie na coraz wiek-
szych obszarach. Dlatego jasne jest, ze chociaz PCV2a i 2b majg wspdlne pochodzenie, rozwijaty sie
niezaleznie i z czasem nowe szczepy PCV2b bedg dominowa¢ w poréwnaniu z PCV2a. Nalezy podkre-
8li¢, ze badania przeprowadzone przez zesp6t pod kierunkiem prof. dr hab. Z. Pejsaka wykazaty, ze
w populacji $wih w Polsce dominuje genotyp PCV2b (Podgdrska K: Opracowanie i zastosowanie metod
rozpoznawania zakazen cirkowirusem $win typu 2 (PCV2), praca doktorska, Putawy, 2008).
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Aktualnie zaden z producentéw szczepionek nie oferuje preparatu uodporniajgcego $winie przed
zakazeniem genotypem PCV2b. Nowe szczepy PCV2b zdiagnozowano okoto 20 lat temu, co zbiegto
sie z pierwszym doniesieniem o przypadku PMWS w Kanadzie w 1991 roku. Przyczyny gwattownego
rozprzestrzenienia sie nowego, patogennego szczepu PCV2b nie sg znane. Za stan ten moze by¢ od-
powiedzialne m.in. zwiekszenie miedzynarodowego obrotu trzodg chlewna.

W takich krajach, jak Niemcy, Holandia czy USA, szczepieniami przeciwko PCV2 obejmuje sie
ponad 80% pogtowia swin. Polska nalezy do krajow, w ktdrych nie docenia sie znaczenia immunoprofi-
laktyki w ochronie zdrowia $win przed skutkami choréb cirkowirusowych (PCVD). Swiadczy o tym nie-
wielki odsetek szczepionych zwierzat, kidry ksztattuje sie na poziomie nizszym, niz 30%. Tymczasem,
powszechno$¢ wystepowania czynnika zakaznego jest bardzo wysoka — dotyczy blisko 100% populaciji.

Wynalazek pozwoli na wdrozenie skutecznej immunoprofilaktyki przeciwko wirusom typu PCV2a
i PCV2b. Zmiana klinicznej postaci choroby, ze sporadycznej do epizootycznej byta zwigzana z poja-
wieniem sie dominacji wystepowania genotypu PCV2b, nad genotypem PCV2a. Istniejg wyniki badan
wskazujgce na wieksze prawdopodobienstwo wywotania choroby po zakazeniu PCV2b niz PCV2a, tym-
czasem wszyscy czterej producenci szczepionek oferujg szczepionke tylko i wytgcznie przeciwko wiru-
sowi typu PCV2a.

Niezwykle istotne jest opracowanie technologii wytwarzania szczepionki przeciwko zakazeniom
cirkowirusowym, ktérej sktadnik aktywny oparty jest na dominujgcym genotypie PCV2b, ktéra zapewni
wyzszg skutecznosé preparatu.

Aktualnie na rynku diagnostykow weterynaryjnych brakuje testu umozliwiajgcego monitorowanie
statusu immunologicznego stad swin, co podnosi ryzyko zakupu prosigt nieimmunizowanych, deklaro-
wanych jako szczepione przeciwko PCV2. Wigze sie to z wyzszym kosztem jednostkowym nabywanych
$win i brakiem mozliwosci weryfikacji ich statusu. System identyfikacji polegatby na zbadaniu w 1 tescie
surowic pobranych od 90 sztuk zwierzgt na obecnos¢ przeciwciat anty-PCV. Pozwoli to na uzyskanie
zmniejszenia $miertelnosci szczepionych osobnikéw oraz istotnej poprawy parametréw produkcyjnych,
takich jak wyzszych dziennych przyrostow masy ciata trzody chlewnej, zwiekszonej miesnosci, wiekszej
Sredniej grubosci poledwicy itp.

Przedmiotem wynalazku jest immunogenny antygen, przy czym antygen jest peptydem o se-
kwencji aminokwasowej wybranej sposréd: SEQ ID NO: 2, 3 lub 5.

Kolejnym przedmiotem wynalazku jest szczepionka przeciwko zakazeniom cirkowirusowym swin
zawierajgca antygen bedacy peptydem o sekwencji aminokwasowej wybranej sposrdod: SEQ ID NO: 2,
3 lub 5, korzystnie zwigzany z farmaceutycznie dopuszczalnym noénikiem, oraz adiuwant.

W szczepionce wedtug wynalazku nosnik wybiera sie z grupy zawierajgcej owoalbumineg, albu-
mineg i dendrymery.

Innym przedmiotem wynalazku jest zestaw immunodiagnostyczny do wykrywania przeciwciat
przeciwko cirkowirusowi swin, zwtaszcza do monitorowania poziomu przeciwciat anty-PCV2 w surowi-
cach swinskich, zawierajgcy peptyd o sekwencji aminokwasowej wybranej sposréd: SEQ ID NO: 2, 3
lub 5, lub biatko o sekwencji SEQ ID NO: 9.

Zestaw immunodiagnostyczny zawiera ptytke do mikromiareczkowania ze studzienkami pokry-
tymi fazg statg podtoza zawierajgcego antygen biatkowy lub peptydowy. Ponadto, odczynniki testu obej-
mujg kontrole, roztwdr koniugatu znakowanych przeciwciat, rozcienczalnik, roztwory, np. roztwér sub-
stratu, roztwor ptuczacy lub przerywajgcy itp. Odczynniki mogg by¢ dostarczane w zestawach z odpo-
wiednig instrukcjg przeprowadzenia testu.

Kolejnym przedmiotem wynalazku jest immunogenny antygen bedacy peptydem o sekwencji ami-
nokwasowej wybranej sposréd: SEQ ID NO: 2, 3 lub 5, do zastosowania w leczeniu lub profilaktyce
zakazen cirkowirusowych $win.

Innym przedmiotem wynalazku jest zastosowanie peptydu o sekwencji aminokwasowej wybranej
sposréd: SEQ ID NO: 2, 3 lub 5, lub biatka o sekwencji SEQ ID NO: 9, w diagnostyce in vitro zakazen
cirkowirusowych swin, zwlaszcza do monitorowania poziomu przeciwciat anty-PCV2 w surowicach
Swinskich.

W opisie przedstawiono sposéb otrzymywania immunogennego biatka, ktéry charakteryzuje sie
tym, Ze obejmuje:

a. ekspresje heterologiczng biatka rekombinowanego w drozdZach Pichia pastoris, poprzez ho-

dowle komorek drozdzy zawierajgcych kasete ekspresyjng kodujgcg biatko o SEQ ID NO: 1,
korzystnie zawierajgcg sekwencje kodujacg o SEQ ID NO: 8,



PL 236 294 B1 7

b. izolowanie rekombinowanego biatka immunogennego o SEQ ID NO: 1 z ptynu pohodowla-

nego.

Ujawniono takze sposob otrzymywania biatka immunogennego, charakteryzujgcy sie tym, ze
obejmuje

a. ekspresje w E. coli biatka fuzyjnego poprzez uzyskanie komorki E. coli transformowanej pla-

zmidem zawierajgcym sekwencje kodujgcg biatko o SEQ ID NO: 9 albo 10, korzystnie posia-
dajgca sekwencje nukleotydowg SEQ ID NO: 11 albo 12, a nastepnie indukcje ekspresji re-
kombinowanego biatka oraz

b. dezintegracje bakterii produkujgcych rekombinowane biatko i

c. izolowanie rekombinowanego biatka o SEQ ID NO: 9 albo 10, korzystnie technikg chromato-

grafii powinowactwa, zwtaszcza na ztozu agarozowo-niklowym.

W powyzszym sposobie jako induktor zastosowano korzystnie induktor IPTG, korzystnie w ste-
zeniu koncowym 0,1 mM — 1 mM.

Wynalazek przedstawiono w ponizszych przyktadach wykonania i na figurach rysunku, ktére nie
powinny by¢é uwazane za ograniczajgce w jakikolwiek sposéb. W realizacji niniejszego wynalazku be-
dzie wykorzystywac sie, jesli nie wskazano inaczej, typowe techniki, znane specjaliscie w dziedzinie.

Na Figurze 1 przedstawiono rozdziat chromatograficzny z wykorzystaniem sita molekularnego.
Na wykresie zaznaczono frakcje biatkowag zawierajgca biatko wirusa Cap PCV2.

Na Figurze 2 przedstawiono wyniki analizy SDS PAGE (A) oraz Western Blott (B) dla preparatu
biatkowego zawierajgcego biatko kapsydowe wirusa PCV2 otrzymanego po rozdziale chromatograficz-
nym na sicie molekularnym. Zastosowane oznaczenia: M — biatka markerowe, 1 — preparat biatka kap-
sydowego wirusa PCV2 poddany dziataniu glikozydazy EndoPI, 2 — preparat biatka kapsydowego wi-
rusa PCV2.

Na Figurze 3 przedstawiono wyniki analizy dichroizmu kotowego (CD) preparatu biatka kapsydo-
wego wirusa PCV2 otrzymanego po rozdziale chromatograficznym na sicie molekularnym.

Na Figurze 4 przedstawiono mape fizyczng i genetyczng wektora pET32a (+).

Na Figurze 5 przedstawiono mape fizyczng i genetyczng wektora pETite N-His SUMO Kan.

Na Figurze 6 przedstawiono obraz elektroforetyczny dla otrzymanego biatka Trx-CAP. Zastoso-
wane oznaczenia: M — marker wielkosci Unstained Protein MW Marker (Thermo Fisher Scientific);
R — frakcja rozpuszczalna; N — frakcja nierozpuszczalna; F — niezwigzane ze ztozem biatka; P — ptuka-
nia; E — elucja; Z — biatka pozostate na ztozu; A — po ultrafiltracji na kolumnie Amicon.

Na Figurze 7 przedstawiono obraz elektroforetyczny dla otrzymanego biatka SUMOCAP. Zasto-
sowane oznaczenia: M — marker wielkosci Unstained Protein MW Marker (Thermo Fisher Scientific);
L — lizat komorek przed frakcjonowaniem; R — frakcja rozpuszczalna; N — frakcja nierozpuszczalna; F —
niezwigzane ze ztozem biatka; P — ptukania; E — elucja; Z — biatka pozostate na ztozu; A — po ultrafiltracji
na kolumnie Amicon.

Na Figurze 8 przedstawiono wykres obrazujgcy ocene poziomu przeciwciat anty-PCV2 po zasto-
sowaniu opracowanego zgodnie z wynalazkiem testu ELISA.

Przyktady

|. Opracowanie sktadu adiuwantéw do szczepionki PCV2

Badanie miato na celu opracowanie adiuwantu dla szczepionki PCV2 silnie stymulujgcego odpo-
wiedz immunologiczng, bezpiecznego i funkcjonalnego w stosowaniu (stabilno$¢ i wstrzykiwalnos¢)
opartego na substancjach dopuszczonych do stosowania w farmacji weterynaryjnej (status MRL, mo-
nografie farmakopealne).

W doswiadczeniu jako adiuwanty dla szczepionek PCV2 wykorzystano trzy typy adiuwantow za-
wierajgcych substancje dopuszczone do stosowania w farmacji weterynaryjnej:

— olejowe komercyjnie dostepne adiuwanty firmy Seppic zawierajgce rafinowane oleje mineralne
i emulgatory pochodzenia roslinnego: MONTANIDE ISA 61 VG adiuwantu o cechach niekompletnego
adiuwantu Freunda stymulujacego silng i dtugotrwatg odpowiedz immunologiczng oraz adiuwantu MON-
TANIDE ISA 28RVG wzbudzajgcego szybkg, silng odpowiedz immunologiczng typu humoralnego,

— wodny adiuwant polimerowy (karbomer) zawierajgcy ginsenozydy — saponiny korzenia zenh-
szenia (Radix panax ginseg) wzmagajgce oddziatywanie antygendw szczepionek na uktad immunolo-
giczny.

We wstepnej fazie badan opracowano sktady i sposoby formulacji wymienionych adiuwantéw
dla preparatu zawierajgcego jako standardowy antygen biatkowy — albumine biatka jaja kurzego (owo-
albumine).




8 PL 236 294 B1

1. Adiuwant MONTANIDE ISA 61 VG tworzacy emulsje woda w oleju (W/O)
Sktad prototypu preparatu i sposéb formulacji emulsji opracowano na podstawie wskazo-
wek firmy Seppic.

Sktad dawki preparatu przeznaczonego do immunizacji jednej myszy (0,2 ml)

1. PBS + owoalbumina 50 ug — 0,08 ml (Faza wodna)

2. MONTANIDE ISA 61 VG — 0,12 ml (Faza olejowa)

3. Alkohol benzylowy 5% obj./obj.

Sposoéb formulacii:

Odmierzono oddzielnie objeto$¢ odpowiadajgcg 100 dawkom obu faz adiuwantu. Do fiolki poj.
20,0 ml wprowadzono 12 ml MONTANIDE ISA 61 VG, do ktérego stale mieszajac stopniowo wkraplano
8 ml PBS (zawierajgcego owoalbumine oraz alkohol benzylowy jako konserwant). Powstatg mieszanine
homogenizowano metodg ciSnieniowg przy pomocy strzykawki przemiennie aspirujgc i wstrzykujgc
emulsje (10x).

Wynik

Otrzymano jednorodng emulsje barwy biatej wykazujacej w ,tescie kropli” cechy typu emulsji W/O.
Wstrzykiwanie emulsji przy pomocy igiet przeznaczonych do immunizacji nie napotykato trudnosci.

2. Adiuwant MONTANIDE ISA 28RVG, tworzgcy emulsje oleju w wodzie (O/W)
Sktad preparatu i sposéb formulacji emulsji opracowano w oparciu o zalecenia firmy Sep-
pic.

Sktad dawki preparatu przeznaczonego do immunizacji jednej myszy (0,2 ml)

1. PBS + owoalbumina 50 pg — 0,15 ml (Faza wodna)

2. MONTANIDE 28RVG - 0,05 ml (Faza olejowa)

3. Alkohol benzylowy 5% obj./obj.

Sposoéb formulacii:

Odmierzono oddzielnie objeto$¢ odpowiadajagcg 100 dawkom obu faz adiuwantu. Do fiolki poj.
50,0 ml umieszczonej na mieszadle magnetycznym wprowadzono 15 ml roztworu owoalbuminy w PBS
i dodano alkoholu benzylowego jako konserwant. W trakcie mieszania (ok. 500 obr./min) wkraplano
w czasie 1 min stopniowo 5 ml MONTANIDE 28RVG. Powstatg mieszanine nastepnie homogenizowano
przy obrotach ok. 1000 obr./min.

Wynik

Otrzymano preparat w postaci jednorodnej emulsji barwy biatej, ktéra w ,tescie kropli” wykazata
cechy typu emulsji typu O/W. Lepkos$¢ otrzymanego preparatu okazata sie istotnie nizsza do preparatu
otrzymanego w oparciu o adiuwant MONTANIDE ISA 61 VG. Aspirowanie i ponowne wstrzykiwanie
emulsji przy pomocy igiet przeznaczonych do immunizacji nie napotykato trudno$ci.

3. Adiuwant polimerowy z dodatkiem ekstraktu z zen-szenia (P/EZ)

Do opracowania adiuwantu (P/EZ) wykorzystano dane literaturowe oraz dostepne opisy paten-
towe. W oparciu o ww. dane opracowano sposéb sporzgdzenia adiuwantu o nastepujgcym sktadzie:

Sktad dawki preparatu przeznaczonego do immunizacji jednej myszy (0,2 ml)

1. Owoalbumina 50 pg

2. Ekstrakt z zen-szenia (EZ) 0,20 mg

3. Polimer (LUBRIZOL 974 P NF — 1%, P) 0,1 ml

4. Wodorotlenek sodu do pH 6,8-7,4 g.s.

5. Alkohol benzylowy wag./obj. 0.5%

6. Ptyn fizjologiczny do 0,2 ml

Otrzymanie polimeru:

Przygotowano 1% zawiesing karbomeru (LUBRIZOL 974 P NF), ktérg zobojetniano 10% wodo-
rotlenkiem sodu do pH 5,5-6,0. Po ustaleniu pH, zawiesine autoklawowano w 121°C przez 30 min.

Sposadb formulacii:

Odmierzono objetos¢ odpowiadajgcg 100 dawkom 1% polimeru (LUBRIZOL 974 P NF), 20 mg
ekstraktu z zen-szenia rozpuszczono w 5 ml ptynu fizjologicznego, do ktérego dodano 5000 pg owoal-
buminy. Nastepnie, mieszanine wkraplano do 10 ml 1% zawiesiny polimeru stale mieszajgc. Po spraw-
dzeniu pH (ok. 5,5), mieszanine zobojetniono 10% NaOH do pH 6,5-7,2. Po ustaleniu pH, dodano al-
kohol benzylowy jako konserwant i objetos¢ uzupetniono ptynem fizjologicznym do objetosci 20,0 ml.
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Wynik

Otrzymano jednorodng opalizujgcg zawiesine w formie ptynnego zelu. Wirowanie (30 min/2000 g),
nie powodowato zmiany postaci i wygladu zelu. Ptyn bez trudu aspirowat sie i wstrzykiwat przy pomocy
igly przeznaczonej do immunizacji myszy.

4. Badania partii szczepionek na zwierzetach laboratoryjnych (mysz)

Opracowane sktady i sposoby formulacji adiuwantéw (wedtug opisu 1.1, 1.2. i 1.3.) zostaty wyko-
rzystane do sporzadzenia partii szczepionek zawierajgcych jako antygeny rekombinowane biatka (sys-
temy ekspresyjne Pichia pastoris oraz E. coli) oraz syntetyczne peptydy PCV2.

Wyniki

Przeprowadzone eksperymenty na myszach z zastosowaniem preparatéw/szczepionek wyka-
zaly, ze preparaty zawierajgce jako antygen rekombinowane biatko PCV2 (system ekspresyjny Pichia
pastoris lub E. coli) lub syntetyczne peptydy podane myszom w dawce 50-100 ug jednokrotnie oraz
dwukrotnie generowaty porownywalng serokonwersije (test ELISA). Potwierdzono takze nieszkodliwos¢
prototypow szczepionek oraz pozgdang wstrzykiwalnoscé.

5. Badania partii szczepionek na zwierzetach docelowych (Swinia)

Na podstawie przeprowadzonych wtasnych badan na zwierzetach laboratoryjnych oraz przeana-
lizowaniu danych wytwércy komercyjnych adiuwantow (Seppic), do dalszych doswiadczen na gatunku
docelowym (Swinia), wybrano adiuwant Montanide ISA 28 R VG. Adiuwant ten posiada zdolno$¢ gene-
rowania szybkiej i silnej reakcji immunologicznej, zwtaszcza typu humoralnego u swin i myszy.

Prototypy szczepionek opartych na adiuwancie Montanide ISA 28 R VG wykonano wedtug opisu
przedstawionego pkt 1.2.

Skiad 1 dawki szczepionki przeznaczonej dla $win (2 ml) zawiera:

1. Antygen PCV2* 100-500 pg

2. Adiuwant Montanide ISA 28 R VG 0,5 ml

3. Alkohol benzylowy 0,5%

4. PBS do 2,0 ml
*Peptyd lub rekombinowane biatko cirkowirusa (PCV2) (systemy ekspresyjne Pichia pastoris oraz
E. coli).

WYNIKI EKSPERYMENTU

1. Opracowano sktad oraz sposoéb formulacji trzech adiuwantéw z antygenem standardowym (al-
bumina).

2. Adiuwanty: komercyjne adiuwanty MONTANIDE ISA 61 VG, Montanide ISA 28 R VG oraz
adiuwant polimerowy (P/EZ) wykazujg pozgdane cechy technologiczne oraz funkcjonalne (wstrzykiwal-
nosc¢ oraz stabilnosé).

3. Wstepne wyniki badania immunogennosci na myszach prototypow szczepionek opartych na
komercyjnych adiuwantach MONTANIDE ISA 61 VG, Montanide ISA 28 R VG oraz adiuwancie polime-
rowym (P/EZ) i zawierajgcych jako antygen rekombinowane biatko (system ekspresyjny Pichia pastoris
lub E. coli) lub syntetyczne peptydy PCV2 w dawce 50-100 ng/dawke wykazaty poréwnywalng sero-
konwersje po aplikacji 1 dawki i 2 dawek preparatu.

4. Najkorzystniejszy efekt immunizacji gatunku docelowego $win (serokonwersja) osiggnieto sto-
sujgc szczepionki zawierajgce 500 pg rekombinowanego biatka PCV2 (system ekspresyjny Pichia pa-
storis lub E. coli) lub syntetycznych peptyddéw opartych na adiuwancie Montanide ISA 28 R VG.

Il. Sposdb otrzymywania biatka kapsydu swin typu (PCV2)

A. Ekspresja w Pichia pastoris

Celem przeprowadzonych badan byto opracowanie sposobu otrzymania biatka kapsydu cirkowi-
rusa swin typu 2 (PCV2), zwanego dalej rowniez biatkiem Cap cirkowirusa swin PCV2, z wykorzysta-
niem systemu eukariotycznego opartego na komaérkach drozdzowych Pichia pastoris.

Zastosowano specyficzng kasete genetyczng pozwalajgcg na wydajng synteze biatka kapsydo-
wego PCV2 oraz formowanie oligomerycznego kompleksu biatka kapsydowego PCV2 w pozywce ho-
dowlanej.

Zastosowane sekwencje DNA

Sekwencje DNA, na podstawie ktérych dokonano syntezy konstruktéw genetycznych, zostaty do-
starczone przez PIWet-PIB w Putawach. Do opracowania procesu produkcji biatka kapsydowego wirusa
PCV2 w komodrkach drozdzy wybrano sekwencje DNA szczepu z grupy 1A/1B (14-53/14-64):
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ATGACGTATCCAAGGAGGCGTTACCGGAGAAGAAGACACCGCCCCCGCAGCCATCTTGGC
CAGATCCTCCGCCGCCGCCCCTGGCTCGTCCACCCCCGCCACCGTTACCGCTGGAGAAGG
AAAAATGGCATCTTCAACACCCGCCTCTCCCGCACCTTCGGATATACTATCAAGCGAACC
ACAGTCAAAACGCCCTCCTGGGCGGTGGACATGATGAGATTCAATATTAATGACTTTCTT
CCCCCAGGAGGGGGCTCAAACCCCCGCTCTGTGCCCTTTGAATACTACAGAATAAGAAAG
GTTAAGGTTGAATTCTGGCCCTGCTCCCCGATCACCCAGGGTGACAGGGGAGTGGGCTCC
AGTGCTGTTATTCTAGATGATAACTTTGTAACAAAGGCCACAGCCCTCACCTATGACCCC
TATGTAAACTACTCCTCCCGCCATACCATAACCCAGCCCTTCTCCTACCACTCCCGCTAC
TTTACCCCCAAACCTGTCCTAGATTCCACTATTGATTACTTCCAACCAAACAACAAAAGA
AATCAGCTGTGGCTGAGACTACAAACTGCTGGAAATGTAGACCACGTAGGCCTCGGCACT
GCGTTCGAAAACAGTATATACGACCAGGAATACAATATCCGTGTAACCATGTATGTACAA
TTCAGAGAATTTAATCTTAAAGACCCCCCACTTAACCCTTAA

Sekwencja DNA zostata poddana bioinformatycznemu zabiegowi optymalizaciji kodonéw celem
wydajnej ekspresji w eukariotycznym ukfadzie drozdzowym:

ATGACATACCCTAGAAGAAGATACAGAAGAAGAAGACATAGACCTAGATCACACTTGGGA
CAGATTTTGAGAAGAAGACCTTGGTTAGTTCATCCAAGACACAGATACAGATGGAGAAGA
AAGAATGGAATTTTTAACACAAGATTGTCAAGAACATTCGGTTATACCATCAAAAGAACT
ACAGTTAAGACCCCTTCATGGGCAGTCGATATGATGAGATTCAATATCAACGACTTCTTG
CCACCTGGTGGAGGTTCCAATCCAAGAAGTGTTCCTTTCGAATACTACAGAATTAGAAAG
GTTAAGGTCGAGTTCTGGCCATGTTCTCCTATCACACAAGGAGATAGAGGAGTTGGTTCT
TCAGCTGTCATTTTAGATGACAACTTCGTTACAAAGGCTACCGCATTGACTTATGATCCA
TACGTCAACTATTCCAGTAGACATACCATCACTCAACCTTTTTCTTACCACTCAAGATAT
TTCACTCCAAAACCTGTTTTAGATTCCACAATTGACTACTTTCAGCCAAACAACAAGAGA
AACCAATTGTGGTTGAGATTGCAGACCGCCGGTAACGTTGATCATGTCGGATTGGGTACT
GCTTTCGAAAATTCTATCTATGACCAGGAGTATAACATCAGAGTTACTATGTATGTCCAA
TTCAGAGAGTTCAACTTAAAAGACCCTCCATTAAATCCTTAG

Ekspresja, oczyszczanie i analiza biochemiczna rekombinowanego biatka kapsydowego wirusa PCV2.

Ekspresje biatka wirusa PCV2, przeprowadzono wykorzystujgc uktad genetyczny pozwalajgcy na
heterologiczng ekspresje biatka PCV2, z zastosowaniem systemu PichiaPink Yeast Expression System
(ThermoFisher) w komdrkach drozdzy Pichia pastoris. Zoptymalizowana sekwencja DNA kodujgca kap-
sydowe biatko wirusa PCV2 zostata wprowadzona do wektora ekspresyjnego pPINKo-HC w fuzji
z ramkg odczytu dla genu kodujgcego czynnik o pochodzacy z drozdzy Saccharomyces cerevisiae od-
powiedzialny za sekrecje rekombinacyjnego biatka do pozywki. Fuzji genéw dokonano na koncu 5' frag-
mentu DNA zawierajgcego gen dla biatka Cap wirusa PCV2. Ekspresje prowadzono w kolbach hodow-
lanych, wykorzystujgc pozywke ‘BMGY’ (ang. Buffered Glycerol-complex Medium) o sktadzie: 1% eks-
trakt drozdzowy, 2% pepton, 100 mM fosforan potasu pH 6.0, 1.34% YNB, 0,00004% biotyna, 1% gli-
cerol. Poczagtkowo, komérki hodowano przez 3 dni w kolbach stozkowych o pojemnosci 500 ml, w tem-
peraturze 28°C, zastosowano 300 ml podtoza, z intensywnym napowietrzaniem stosujac mieszanie,
250 obrotéw na minute, az do osiggniecia ODsoorm = 4. Nastepnie, hodowle komérkowa odwirowano,
1500xg przez 5 minut, w temperaturze pokojowej, otrzymany osad komérkowy zawieszono w 200 ml
Swiezego podioza ‘BMGY’ w kolbie stozkowej o pojemnosci 1500 ml. Hodowle prowadzono w 28°C
z wytrzgsaniem 250 obrotéw na minute, az hodowla osiggneta ODeoonm = 6. Nastepnie, komorki droz-
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dzowe z hodowli ponownie odseparowano na drodze wirowania stosujgc 1500xg przez 5 minut, w tem-
peraturze pokojowej. Otrzymany osad komérkowy zawieszono w 50 ml podioza BMMY w kolbie stoz-
kowej zebrowanej, o pojemnosci 500 ml. Hodowle prowadzono w temperaturze 28°C z wytrzgsaniem
250 obrotéw na minute, z dodatkiem metanolu do koncowego stezenia 1%, czas prowadzenia hodowli
wynosit 72 h. Po zakonczeniu hodowli, wykorzystujgc ponownie metode wirowania wyodrebniono dwie
frakcje: komorki drozdzy w formie osadu oraz supernatant stanowigcy tzw. ptyn pohodowlany.

Uzyskany w ten sposéb supernatant zawierajgcy frakcje rozpuszczalnych biatek sekrecyjnych
drozdzy, w tym m.in. rekombinowane biatko kapsydowe wirusa PCV2, poddano procesowi oczyszcza-
nia. W celu izolacji i oczyszczania biatka kapsydowego wirusa PCV2, frakcje supernatantu zawierajaca
ekspresjonowane biatko kapsydowe wirusa PCV2 poddano procesowi wirowania celem osadzenia
biatka, w warunkach: 400 000xg/40min/4°C, biatko identyfikowano metodg immunologiczng wykorzy-
stujagc specyficzne przeciwciata rozpoznajgce biatko Cap wirusa PCV2. Uzyskany po odwirowaniu pre-
parat biatkowy poddano dalszemu procesowi oczyszczania technikg chromatograficzng z uzyciem sita
molekularnego, Superose 6 10/300GL (GE Healthcare Life Sciences). Do rozdzialu chromatograficz-
nego wykorzystano kolumne chromatograficzng pozwalajgcg na separacje biatkowych form oligome-
rycznych. Wykorzystujgc sito molekularne wyizolowano frakcje biatkowg, ktéra charakteryzowata sie
wysokim stopniem oligomeryzacji, wyptywajgc z kolumny jako jedna z pierwszych frakcji biatkowych
(Fig. 1). Do analizy zastosowano wyizolowany preparat biatkowy na drodze wirowania roznicowego. Na
Fig. 1 przedstawiono wynik rozdziatu chromatograficznego z wykorzystaniem sita molekularnego. Na
wykresie chromatograficznym zaznaczono frakcje biatkowg zawierajgcg biatko wirusa (Cap PCV2).

Uzyskany po rozdziale chromatograficznym preparat biatkowy scharakteryzowano technikg SDS-
PAGE (Fig. 2A). Analiza SDS-PAGE pokazata, ze wyizolowane biatko wykazuje charakter heterogenny,
co wskazuje na fakt rozbudowanego uktadu post-translacyjnych modyfikaciji. W celu weryfikacji post-
translacyjnych modyfikacji biatka rekombinowanego, preparat biatkowy poddano dziataniu glikozydazy
EndoH, a nastepnie tak uzyskany materiat analizowano metodg Western Blott z uzyciem specyficznych
przeciwciat rozpoznajacych biatko Cap PCV2 (Fig. 2B).

Preparat biatka kapsydowego wirusa PCV2 otrzymanego po rozdziale chromatograficznym na
sicie molekularnym poddano réwniez analizie dichroizmu kotowego (Fig. 3), potwierdzajgc poprawnosc¢
fatdowania uzyskanego biatka rekombinacyjnego.

W celu weryfikacji sekwencji aminokwasowej otrzymanego biatka rekombinacyjnego, preparat
biatkowy zostat poddany analizie metodg spektrometrii mas, co potwierdzito, Ze sekwencja aminokwa-
sowa otrzymanego biatka kapsydowego wirusa PCV2 w petni odpowiada sekwencji kodowanej przez
gen dla tego biatka.

Wykonane prace pozwolity na otrzymanie biatka kapsydowego, jego identyfikacje i charaktery-
styke. Otrzymane biatko rekombinowane wystepuje w formie rozpuszczalnej i ma charakter oligomeru,
ktory jest stabilny w temperaturze pokojowej. Wydajno$¢ ekspresji w warunkach laboratoryjnych wynosi
okoto 6 mg preparatu rekombinowanego biatka kapsydowego wirusa PCV2 z 1 L zageszczonej hodowli
komodrkowej drozdzy Pichia pastoris.

B. Ekspresjaw E. coli

Sekwencje biatek wchodzgcych w sktad szczepionki

a) uzyty gen: nazwa, pochodzenie, sposéb izolacji, sekwencja, pochodzenie: (wg nomenklatury
dostarczonej przez PIWET-PIB), prébka nr 14-53 z kolekcji PIWET-PIB, wirus o genotypie PCV2b,
grupa 1A/1b, wyizolowany z ptuc,

nazwa genu: cap_14-53 (synonim: orf2 14 53), diugos¢ 702 pz

: Diugosé
Izolacja | Real-
Nr | pcva-sp (PMwS RoK | rkanka|, W ime | conotyp | G ORF2
probki -SD{ ) pobrania| ' 2™?| hodowli | PCR | “e"ClYP Grupa

kom. (Ct) nt | aa

14-53 | Potwierdzone metoda ISH 2014 ptuca PK15 12,38 | PCV2b | 1A/1B | 702|234
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Sekwencja DNA orf2 wirusa PCV2b 14-53 (cap_14-53):

ATGACGTATCCAAGGAGGCGTTACCGGAGAAGAAGACACCGCCCCCGCAGCCATCTTGGC
CAGATCCTCCGCCGCCGCCCCTGGCTCGTCCACCCCCGCCACCGTTACCGCTGGAGAAGG
AAAAATGGCATCTTCAACACCCGCCTCTCCCGCACCTTCGGATATACTATCAAGCGAACCAC
AGTCAAAACGCCCTCCTGGGCGGTGGACATGATGAGATTCAATATTAATGACTTTCTTCCCC
CAGGAGGGGGCTCAAACCCCCGCTCTGTGCCCTTTGAATACTACAGAATAAGAAAGGTTAA
GGTTGAATTCTGGCCCTGCTCCCCGATCACCCAGGGTGACAGGGGAGTGGGCTCCAGTGC
TGTTATTCTAGATGATAACTTTGTAACAAAGGCCACAGCCCTCACCTATGACCCCTATGTAAA
CTACTCCTCCCGCCATACCATAACCCAGCCCTTCTCCTACCACTCCCGCTACTTTACCCCCA
AACCTGTCCTAGATTCCACTATTGATTACTTCCAACCAAACAACAAAAGAAATCAGCTGTGGC
TGAGACTACAAACTGCTGGAAATGTAGACCACGTAGGCCTCGGCACTGCGTTCGAAAACAG

TATATACGACCAGGAATACAATATCCGTGTAACCATGTATGTACAATTCAGAGAATTTAATCTT
AAAGACCCCCCACTTAACCCTTAA

Sekwencja biatka CAP wirusa PCV2b 14-53 (CAP_14-53):

MTYPRRRFRRRRHRPRSHLGQILRRRPWLVHPRHRYRWRRKNGIFNTRLSRTIGYTVKKTTVRT
PSWNVDMMRFNINDFLPPGGGSNPLTVPFEYYRIRKVKVEFWPCSPITQGDRGVGSTAVILDDN
FVTKANALTYDPYVNYSSRHTITQPFSYHSRYFTPKPVLDRTIDYFQPNNKRNQLWLRLQTTGNV
DHVGLGTAFENSIYDQDYNIRITMYVQFREFNLKDPPLNP

Komputerowa analiza powyzszej sekwencji aminokwasowej biatka CAP_14-53 wykazata
znaczng zawartosc¢ rzadkich dla komorek E. coli kodonow, a indeks adaptacji kodonéw CAI (ang. Codon
Adaptation Index) dla genu cap_14-53 wynosit 0,59 (wartos¢ 1,0 oznacza idealne dopasowanie czesto-
$ci uzywania kodonéw dla danego gospodarza, a wartosci CAl >0,8 uwaza sie za minimalne dla zapew-
nienia wydajnej ekspresji biatka w uktadzie heterologicznym). Wykorzystujgc program komputerowy
OptimumGene przeprowadzono optymalizacje czestosci uzywania kodonéw w sekwenciji nukleotydowej
genu cap_14-53, w celu zapewnienia wydajnej heterologicznej ekspresji biatka w systemach gospoda-
rzy bakteryjnych. W wyniku optymalizacji wyeliminowano z sekwencji genu CAP wiekszos¢ rzadkich
kodondw i uzyskano wartos¢ CAl = 0,89, ktéra zwieksza prawdopodobiehstwo uzyskania wydajnej nad-
produkcji biatka CAP w E. coli. Zoptymalizowana sekwencja DNA postuzyta do uzyskania syntetycznego
genu cap_14-53, ktéry zostat sklonowany w miejsce Smal komercyjnego wektora pUC19.

ATGACCTACCCGCGTCGCCGTTATCGCCGTCGTCGCCATCGTCCGCGTTCGCATCTGGGCC
AAATCCTGCGTCGCCGTCCGTGGCTGGTTCATCCGCGTCACCGCTACCGTTGGCGTCGCAA
AAACGGTATTTTTAATACGCGCCTGAGTCGTACGTTCGGCTATACCATCAAACGCACCACGG
TGAAAACCCCGTCCTGGGCGGTTGATATGATGCGTTTTAACATCAATGACTTCCTGCCGCCG
GGTGGTGGCAGCAACCCGCGCTCTGTCCCGTTTGAATATTACCGCATTCGTAAAGTGAAAGT
TGAATTCTGGCCGTGCAGCCCGATCACCCAGGGTGATCGTGGTGTTGGCAGCTCTGCAGTC
ATTCTGGATGACAACTTTGTCACCAAAGCGACGGCCCTGACCTATGATCCGTACGTGAATTA
TAGTTCCCGCCATACCATCACGCAGCCGTTTTCATACCACTCGCGTTATTTCACGCCGAAAC
CCGGTGCTGGATAGCACCATTGACTATTTTCAACCGAACAATAAACGCAACCAGCTGTGGCTG
CGTCTGCAAACGGCAGGCAATGTCGATCATGTGGGTCTGGGCACCGCTTTCGAAAACTCTA
TCTACGACCAAGAATACAACATCCGCGTGACGATGTATGTCCAGTTCCGTGAATTTAATCTG
AAAGACCCGCCGCTGAATCCGTGA

Zoptymalizowana (m.in. pod katem czestosci uzywanych kodonéw przez gospodarza bakteryj-
nego E. coli oraz stabilnosci mRNA) sekwencja syntetycznego genu cap_14-53 stanowi oryginalny
i unikalny element szczepionki warunkujgcy wydajng nadprodukcje w systemie gospodarzy bakteryj-
nych E. coli, rekombinowanego biatka CAP_14-53 bedgcego sktadnikiem antygenowym szczepionki.

Poréwnanie sekwencji wyjsciowej i zoptymalizowanej cap_14-53 (pogrubiong czcionkg zazna-
czono zmienione nukleotydy).
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Optymalizacja sekwencji DNA nie zmienia wiasciwosci kodujacych dla biatka CAP_14-53

Zoptymalizowana 1
ATGACCTACCCGCGTCGCCGTTATCGCCGTCGTCGCCATCGTCCGCGTTCGCATCTGGGC
Oryginalna 1
ATGACGTATCCAAGGAGGCGTTACCGGAGAAGAAGACACCGCCCCCGCAGCCATCTTGGC

Zoptymalizowana 61
CAAATCCTGCGTCGCCGTCCGTGGCTGGTTCATCCGCGTCACCGCTACCGTTGGCGTCGC
Oryginalna 61
CAGATCCTCCGCCGCCGCCCCTGGCTCGTCCACCCCCGCCACCGTTACCGCTGGAGAAGG

Zoptymalizowana 121
AAAAACGGTATTTTTAATACGCGCCTGAGTCGTACGTTCGGCTATACCATCAAACGCACC
Oryginalna 121
AAAAATGGCATCTTCAACACCCGCCTCTCCCGCACCTTCGGATATACTATCAAGCGAACC

Zoptymalizowana 181
ACGGTGAAAACCCCGTCCTGGGCGGTTGATATGATGCGTTTTAACATCAATGACTTCCTG
Oryginalna 181
ACAGTCAAAACGCCCTCCTGGGCGGTGGACATGATGAGATTCAATATTAATGACTTTCTT

Zoptymalizowana 241
CCGCCGGGTGGTGGCAGCAACCCGCGCTCTGTCCCGTTTGAATATTACCGCATTCGTAAA
Oryginalna 241
CCCCCAGGAGGGGGCTCAAACCCCCGCTCTGTGCCCTTTGAATACTACAGAATAAGAAAG

Zoptymalizowana 301
GTGAAAGTTGAATTCTGGCCGTGCAGCCCGATCACCCAGGGTGATCGTGGTGTTGGCAGC
Oryginalna 301
GTTAAGGTTGAATTCTGGCCCTGCTCCCCGATCACCCAGGGTGACAGGGGAGTGGGCTCC

Zoptymalizowana 361
TCTGCAGTCATTCTGGATGACAACTTTGTCACCAAAGCGACGGCCCTGACCTATGATCCG
Oryginalna 361
AGTGCTGTTATTCTAGATGATAACTTTGTAACAAAGGCCACAGCCCTCACCTATGACCCC

Zoptymalizowana 421
TACGTGAATTATAGTTCCCGCCATACCATCACGCAGCCGTTTTCATACCACTCGCGTTAT
Oryginalna 421
TATGTAAACTACTCCTCCCGCCATACCATAACCCAGCCCTTCTCCTACCACTCCCGCTAC

Zoptymalizowana 481
TTCACGCCGAAACCGGTGCTGGATAGCACCATTGACTATTTTCAACCGAACAATAAACGC
Oryginalna 481
TTTACCCCCAAACCTGTCCTAGATTCCACTATTGATTACTTCCAACCAAACAACAAAAGA

Zoptymalizowana 541
AACCAGCTGTGGCTGCGTCTGCAAACGGCAGGCAATGTCGATCATGTGGGTCTGGGCACC
Oryginalna 541
AATCAGCTGTGGCTGAGACTACAAACTGCTGGAAATGTAGACCACGTAGGCCTCGGCACT

Zoptymalizowana 601
GCTTTCGAAAACTCTATCTACGACCAAGAATACAACATCCGCGTGACGATGTATGTCCAG

13
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Oryginalna 601
GCGTTCGAAAACAGTATATACGACCAGGAATACAATATCCGTGTAACCATGTATGTACAA

Zoptymalizowana 661 TTCCGTGAATTTAATCTGAAAGACCCGCCGCTGAATCCGTGA
Oryginalna 661 TTCAGAGAATTTAATCTTAAAGACCCCCCACTTAACCCTTAA

b) Uzyte wektory ekspresyjne

1. pET-32a, Trx-Tag, His-Tag, S-Tag, Amp, komercyjny wektor ekspresyjny (Novagen)

Wektor posiada promotor faga T7, dwie sekwencje His6-tag, terminator z faga T7. Wektor zawiera
gen kodujacy B-laktamaze (opornos¢ na ampicyline) jako marker selekcyjny oraz lacl kodujacy represor
operonu laktozowego, miejsce startu replikacji replikacji (ori) pPBBR322 oraz faga f1. Umozliwia hetero-
logiczng ekspresje rekombinowanego biatka w formie peptydu fuzyjnego z tioredoksyng (Trx, 109aa),
wyposazonego w etykietke His6-tag na N- lub C-kohAcu. Wielko$¢ 5900 pz. Obecnos$c¢ partnera Trx po-
prawia wydajnos¢ ekspresji i fatdowanie rekombinowanego biatka fuzyjnego. Mape fizyczng i gene-
tyczng wektora pET32a (+) przedstawiono na Figurze 4.

2. pETite N-His SUMO Kan, komercyjny wektor ekspresyjny (Lucigen)

Wektor posiada promotor T7-lac, syntetyczne miejsce wigzania rybosomu (RBS), miejsce startu
translacji (ATG) oraz kodon stop, 4 terminatory T7, sekwencje His6-tag oraz SUMOtag, miejsce startu
replikacji typu ColE1. Wektor zawiera gen kodujgcy oporno$¢ na kanamycyne jako marker selekcyjny.
Umozliwia heterologiczng ekspresje rekombinowanego biatka w formie peptydu fuzyjnego z matym biat-
kiem podobnym do ubikwityny (SUMO), ktére podobnie jak Trx wplywa pozytywnie na wydajnos¢ eks-
presji i faldowanie rekombinowanego biatka fuzyjnego wyposazonego w etykietke His6-tag na N-koncu.
Wielkosé 2500 pz. Mape fizyczng i genetyczng wektora pETite N-His SUMO Kan przedstawiono na
Figurze 5.

c) Klonowanie, fuzja genetyczna i sekwencja aminokwasowa rekombinowanych biatek
CAP_14-53

Na podstawie zoptymalizowanej sekwencji DNA cap_14-53 zaprojektowano zestawy starterow
do reakcji PCR, ktére wyposazono albo w miejsca rozpoznawane przez enzymy restrykcyjne umozli-
wiajgce klonowanie powielonych fragmentéw DNA w wektorze pET32a, albo w nadmiernosci komple-
mentarne do sekwencji wektora pETite N-His SUMO umozliwiajgce sklonowanie fragmentu DNA nieza-
lezne od ligacji). Startery zaprojektowano w taki sposdb aby fragment DNA mdgt zosta¢ sklonowany
w odpowiednim wektorze w zgodnej fazie odczytu kodonéw z elementami genetycznymi wektora nie-
zbednymi do prawidlowej translacji rekombinowanego biatka.

Sekwencje DNA starteréw: pET32a

CAP_14-53_pET_Nco_Fw: AAACCATGGCCTACCCGCGTCGCCGTT
CAP_14-53_pET_Hind_Rw: AAAAAGCTTTCACGGATTCAGCGGCGGG

Miejsca rozpoznawane przez enzymy restrykcyjne pogrubiono i podkreslono.
Sekwencje DNA starteréw: pETite N-His SUMO

CAP_14-53_SUMO_Fw: CGCGAACAGATTGGAGGTACCTACCCGCGTCGCCGTTAT
CAP-14-53_SUMO_Rw: GTGGCGGCCGCTCTATTACGGATTCAGCGGCGGGTCTTT
Nadmiernosci komplementarne do sekwencji wektora pogrubiono i podkreslono.

Odcinki DNA obejmujgce odpowiednie fragmenty syntetycznego cap_14-53 powielono w reakcji
PCR z uzyciem w/w starteréw, a poprawnosé¢ sekwencji DNA w uzyskanych amplikonach sprawdzono
poprzez sekwencjonowanie. Powielone fragmenty klonowano do w/w wektoréw ekspresyjnych uzysku-
jac dwa rézne konstrukty plazmidowe:

1. pET-CAP: wektor pET-32a z fragmentem (dtugosci 699 pz) syntetycznego genu orf2 14_53
pozbawionym witasnego kodonu ATG, sklonowanym w miejsca Ncol i Hindill. Rekombinowane biatko
CAP_14-53 nadprodukowane z tego konstruktu posiada etykietke His6 na N-koncu). Uzyskany plazmi-
dowy konstrukt genetyczny umozliwia heterologiczng ekspresje biatka CAP w formie peptydu fuzyjnego
z tioredoksyng (Trx) — Trx-CAP.

Sekwencja aminokwasowa rekombinowanego fuzyjnego biatka Trx-CAP. Podkreslono fragment
stanowigcy czesc¢ biatka fuzyjnego odpowiadajgcg sekwencji CAP_14-53. Pogrubiong czcionkg ozna-
czono etykietke His6-Tag umozliwiajgcg oczyszczanie rekombinowanego biatka Trx-CAP na drodze
chromatografii powinowactwa. Rekombinowane biatko fuzyjne Trx-CAP obejmuje 392 aminokwasy,
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jego masa czgsteczkowa i punkt izoelektryczny (obydwie wartosci obliczone na podstawie sekwenc;ji
aminokwasowej) wynoszg odpowiednio 44,95 kDa oraz 9,694.

MSDKIIHLTDDSFDTDVLKADGAILVDFWAEWCGPCKMIAPILDEIADEYQGKLTVAKLNIDQNPG
TAPKYGIRGIPTLLLFKNGEVAATKVGALSKGQLKEFLDANLAGSGSGHMHHHHHHSSGLVPRG
SGIVIKETAAAKFERQHMDSPDLGTDDDDKAMA)CEBBBIBBBBHBEBSHLGQILBBBE\MLMHEB

2. pS-CAP: wektor pETite N-His SUMO z fragmentem (dtugosci 696 pz) syntetycznego genu orf2
14 53, pozbawionym wiasnych kodonoéw ATG i STOP, rekombinacja do wektora niezalezna od ligacji).
Rekombinowane biatko CAP_14-53 nadprodukowane z tego konstruktu posiada etykietke His6 na
N-koncu). Uzyskany plazmidowy konstrukt genetyczny umozliwia heterologiczng ekspresje biatka CAP
w formie peptydu fuzyjnego z matym biatkiem podobnym do ubikwityny (SUMO) — SUMO-CAP.

Sekwencja aminokwasowa rekombinowanego fuzyjnego biatka SUMO-CAP. Podkreslono frag-
ment stanowigcy czesé biatka fuzyjnego odpowiadajacag sekwencji CAP_14-53. Pogrubiong czcionkg
oznaczono etykietke His6-Tag umozliwiajgcg oczyszczanie rekombinowanego biatka SUMO-CAP na
drodze chromatografii powinowactwa. Rekombinowane biatko fuzyjne SUMO-CAP obejmuje 339 ami-
nokwasow, jego masa czgsteczkowa i punkt izoelektryczny (obydwie wartosci obliczone na podstawie
sekwencji aminokwasowej) wynoszg odpowiednio 40 kDa oraz 9,831.

MHHHHHHGSLQDSEVNQEAKPEVKPEVKPETHINLKVSDGSSEIFFKIKKTTPLRRLMEAFAKRQ
GKEM DSLTFLYDGIEIOADOTPEDLDMEDNDIIEAHHEOIGGDLEBBBIBBBBJ:[BEBSHLGQlLB

Uzyskane rekombinowane plazmidy ekspresyjne zawierajgce miejsce startu replikacji (ori) odpo-
wiednio typu pBBR322 (pMB1) oraz ColE1, wystepujg w komdrkach E. coli jako elementy pozachromo-
somalne w podobnej ilosci kopii, ktéra dla obydwu typdw ori wynosi od ~15-20 w przeliczeniu na ekwi-
walent chromosomu. W kazdym z uzyskanych rekombinowanych plazmidéw poprawnos¢ sklonowania
fragmentu genu orf2 14-53 sprawdzono poprzez sekwencjonowanie, zwracajgc szczegélng uwage na
zgodnos$¢ faz odczytu kodondw wstawianego odcinka DNA i sekwencji wektora. Wszystkie uzyskane
konstrukty plazmidowe sg stabilne genetycznie i segregacyjnie.

3. Opis czesci doswiadczalnej

Konstrukty plazmidowe pET-CAP i pS-CAP wprowadzono poprzez transformacje z uzyciem zna-
nej w dziedzinie metody chemicznej do kilku komercyjnych szczepdéw E. coli (Tabela 1), ktére umozli-
wiajg precyzyjng kontrole nadprodukcji biatek rekombinowanych (ekspresja rekombinowanych biatek
CAP w E. coli jest indukowana i kontrolowana za pomocg induktora IPTG-izopropylo-B-D-tiogalaktozyd)
i/lub poprawiajg wydajnos¢ ekspresji dostarczajagc np. dodatkowe geny kodujgce tRNA rzadkie dla go-
spodarza bakteryjnego.

Tabela 1. Charakterystyka uzytych szczepéw gospodarzy E. coli

Nazwa szczepu Charakterystyka Pochodzenie

BL21(DE3) F- ompT gal decm lon hsdSe(rs- me-) A(DE3) | Novagen

BL21(DE3)pLysS F-ompT gal dem lon hsdSe(rs- me-) A(DE3) | Novagen
pLysS (Camg)

Rosetta™ F- ompT hsdSe(Rs- ms-) gal dcm A(DE3) Novagen

2(DES3)pLysS pLysSRARE (Camg)

Plazmidami pET-CAP transformowano szczepy E. coli BL21(DE3), BL21(DE3)pLysS oraz Ro-
setta™ 2(DE3)pLysS.
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Plazmidami pS-CAP transformowano szczepy E. coli BL21(DE3) oraz Rosetta™ 2(DE3)pLysS.

W wyniku przeprowadzonej optymalizacji nadprodukcji i oczyszczania rekombinowanych biatek
fuzyjnych CAP, do produkcji w skali semipraparatywnej biatka bedgcego skfadnikiem antygenowym
szczepionki wybrano dwa uktady ,konstrukt plazmidowy — szczep E. coli” zapewniajgce najwiekszg wy-
dajnos¢ nadekspresji odpowiednich biatek:

1. Fuzyjne biatko Trx-CAP z plazmidu pET-CAP w szczepie E. coli Rosetta™ 2(DE3)pLysS

2. Fuzyjne biatko SUMO-CAP z plazmidu pS-CAP w szczepie E. coli Rosetta™ 2(DE3)pLysS

Opracowane parametry hodowli i warunki oczyszczania obydwu rekombinowanych biatek obejmuja:

* Dla biatka Trx-CAP:

Hodowle bakterii E. coli Rosetta™ 2(DE3)pLysS przenoszgcych plazmid pET-CAP, w ptynnym
poditozu LB (Sambrook et al. 1989) uzupetnionym antybiotykami: ampicyling (stezenie koncowe
100 pg/ml) oraz chloramfenikolem (stezenie koncowe 34 pg/ml), inkubowano w temp. 37°C, przy 200
RPM przez 14-18 h, nastepnie rozcienczano 40-krotnie w swiezym ptynnym podtozu LB (uzupetnionym
w/w antybiotykami w takim samym stezeniu) i inkubowano w temp. 37°C, przy 200 RPM do momentu
osiggniecia przez hodowle gestosci optycznej ODsoo = 0,6. Do hodowli w tej fazie wzrostu dodawano
induktora IPTG (ThermoFisher) (koncowe stezenie induktora 0,1 mM), a nastepnie hodowle inkubo-
wano przez 4 h w temp. 28°C, przy 200 RPM. Po tym czasie, calg hodowle poddawano wirowaniu przy
5000 x g przez 20 minut w temp. 4°C. Osad bakterii zawieszano w buforze do lizy o skiadzie: 50 mM
NaH2P0O4, 300 mM NaCl, pH=8,0, po czym dodawano lizozym (Sigma Aldrich) (stezenie koncowe
1 mg/ml) oraz koktajl inhibitorow proteaz (Sigma Aldrich) (AEBSF, Aprotonina, Bestatyna, E64, Leupep-
tyna, Pepstatyna A). Tak przygotowang zawiesine komorek inkubowano w lodzie przez 40 minut lekko
mieszajac (kotyska laboratoryjna przy 18 RPM). Po tym czasie, zawiesine komoérek poddawano dezin-
tegraciji stosujgc prase French'a (16000 psi) a otrzymany lizat bakterii wirowano przez 20 minut, 10000
X g, w temp. 4°C. Z powstatego po wirowaniu supernatantu, zawierajgcego frakcje biatek rozpuszczal-
nych, oczyszczano rekombinowane biatko Trx-CAP w formie natywnej stosujgc chromatografie powino-
wactwa na ztozu agarozowo-niklowym (cOmplete His-Tag Purification Resin, Roche). Zastosowano na-
stepujgce, ustalone empirycznie parametry: inkubacja uzyskanego w poprzednim etapie supernatantu
ze ztozem przez 4 h, z lekkim mieszaniem (kotyska laboratoryjna przy 15 RPM), w temp. 4°C, po ktorej
nastepowato oczyszczanie na kolumnie poprzez serie ptukan ztoza ze zwigzanymi biatkami za pomocg
buforéw o sktadzie: 50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, pH = 8,0 oraz zwiekszajgcym sie stezeniem imi-
dazolu (Sigma Aldrich) (odpowiednio: 10 mM, 20 mM, 50 mM i 100 mM), oraz koricowg elucje biatka
Trx-CAP ze ztoza za pomocg buforu o sktadzie: 50 mM NaH2PO4, 300 mM NacCl, 250 mM imidazolu,
pH=8,0. Uzyskany preparat poddawano ultrafiltracji na kolumnie Amicon Ultra 10 (Merck Millipore),
a koncowe stezenie biatka w preparacie mierzono metodg Bradforda i z wykorzystaniem pomiaru fluo-
rymetrycznego (Qubit Protein Assay, ThermoFisher).

Modyfikacja metody nadprodukcji w E. coli i oczyszczania nowego rekombinowanego biatka fu-
zyjnego Trx-CAP, ktérego biosynteza w komorce jest oparta na oryginalnie zmodyfikowanej sekwencji
DNA genu cap_14-53, z ktérej wynikajg korzysci w stosunku do wczesniej stosowanych metod otrzy-
mywania tego typu biatek polega na zastosowaniu unikalnej kombinacji parametréw:

+ temperatury i czasu hodowli wyselekcjonowanego empirycznie szczepu gospodarza bakte-
ryjnego przenoszacego rekombinowany plazmid pET-CAP przed indukcjg ekspresji biatka,

+ stezenia induktora IPTG zastosowanego do indukcji ekspres;ji biatka Trx-CAP oraz optymal-
nego czasu i temperatury indukcji ekspresji rekombinowanego biatka w komérkach E. coli,

* uzytego sposobu dezintegracji bakterii nadprodukujgcych rekombinowane biatko Trx-CAP,

+ zastosowanego sposobu oczyszczania rekombinowanego biatka Trx-CAP na ztozu agaro-
zowo-niklowym, ktéry obejmuje optymalng ilos¢ ptukan ztoza oraz stezenie czynnika eluu-
jacego (imidazolu).

Jedynie po zastosowaniu takiej kombinacji parametréw rekombinowane biatko fuzyjne Trx-CAP
moze by¢ nadprodukowane i oczyszczane z wysokg wydajnoscig. Otrzymany preparat stanowigcy
skfadnik antygenowy szczepionki to roztwdr oczyszczonego biatka o srednim stezeniu 0,5 mg/ml. Na
Figurze 6 przedstawiono zdjecie zelu (SDS-Page) dla otrzymanego biatka Trx-CAP. Wydajno$¢ pro-
dukcji biatka Trx-CAP wedtug opisanych powyzej parametréw wynosi 20 mg biatka z 1 L hodowli
bakteryjnej.

* Dla biatka SUMO-CAP:

Hodowle bakterii E. coli Rosetta™ 2(DE3)pLysS przenoszgcych plazmid pS-CAP, w ptynnym
podtozu LB (Sambrook et al. 1989) uzupetnionym antybiotykami: kanamycyng (stezenie korncowe
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40 pg/ml) oraz chloramfenikolem (stezenie kohcowe 34 ng/ml), inkubowano w temp. 37°C, przy 200
RPM przez 14-18 h, nastepnie rozcienczano 40-krotnie w swiezym ptynnym podtozu LB (uzupetnionym
w/w antybiotykami w takim samym stezeniu) i inkubowano w temp. 37°C, przy 200 RPM do momentu
osiggniecia przez hodowle gestosci optycznej ODsoo = 0,6. Do hodowli w tej fazie wzrostu dodawano
induktora IPTG (ThermoFisher) (koricowe stezenie induktora 1 mM), a nastepnie hodowle inkubowano
przez 4 h w temp. 37°C, przy 200 RPM. Po tym czasie, catg hodowle poddawano wirowaniu przy 5000
X g przez 20 minut w temp. 4°C. Osad bakterii zawieszano w buforze do lizy o sktadzie: 50 mM NaH2POg,
300 mM NacCl, pH = 8,0, po czym dodawano lizozym (Sigma Aldrich) (stezenie koncowe 1 mg/ml) oraz
koktajl inhibitoréw proteaz (Sigma Aldrich) (AEBSF, Aprotonina, Bestatyna, E64, Leupeptyna,, Pepsta-
tyna A). Tak przygotowang zawiesine komoérek inkubowano w lodzie przez 40 minut lekko mieszajgc
(kotyska laboratoryjna przy 18 RPM). Po tym czasie, zawiesine komorek poddawano dezintegracji sto-
sujgc prase French'a (16000 psi), a otrzymany lizat bakterii wirowano przez 20 minut, 10000 x g,
w temp. 4°C. Z powstatego po wirowaniu supernatantu, zawierajgcego frakcje biatek rozpuszczalnych,
oczyszczano rekombinowane biatko SUMO-CAP w formie natywnej stosujgc chromatografie powino-
wactwa na ztozu agarozowo-niklowym (cOmplete His-Tag Purification Resin, Roche). Zastosowano na-
stepujgce ustalone empirycznie parametry: inkubacja uzyskanego w poprzednim etapie supernatantu
ze zlozem przez 4 h, z lekkim mieszaniem (kotyska laboratoryjna przy 15 RPM), w temp. 4°C, po ktorej
nastepowato oczyszczanie na kolumnie poprzez serie ptukan ztoza ze zwigzanymi biatkami za pomocg
buforéw o sktadzie: 50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, pH = 8,0 oraz zwiekszajgcym sie stezeniem imi-
dazolu (Sigma Aldrich) (odpowiednio: 10 mM, 20 mM, 50 mM i 100 mM), oraz kohcowe wymywanie
biatka SUMO-CAP ze ztoza z uzyciem buforu o sktadzie: 50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 250 mM
imidazolu, pH = 8,0. Uzyskany preparat poddawano ultrafiltracji na kolumnie Amicon Ultra 10 (Merck
Millipore), a kohcowe stezenie biatka w preparacie mierzono metodg Bradforda i z wykorzystaniem po-
miaru fluorymetrycznego (Qubit Protein Assay, ThermoFisher).

Modyfikacja metody nadprodukciji w E. coli i oczyszczania nowego rekombinowanego biatka fu-
zyjnego SUMO-CAP, ktérego biosynteza w komorce jest oparta na oryginalnie zmodyfikowanej sekwen-
cji DNA genu cap_14-53, z ktérej wynikajg korzysci w stosunku do wczeéniej stosowanych metod otrzy-
mywania tego typu biatek polega na zastosowaniu unikalnej kombinacji parametréw:

* temperatury i czasu hodowli wyselekcjonowanego empirycznie szczepu gospodarza bakte-
ryjnego przenoszacego rekombinowany plazmid pS-CAP przed indukcjg ekspresiji biatka,

» stezenia induktora IPTG zastosowanego do indukcji ekspresji biatka SUMO-CAP oraz optymal-
nego czasu i temperatury indukcji ekspresji rekombinowanego biatka w komdrkach E. coli,

+ uzytego sposobu dezintegracji bakterii nadprodukujgcych rekombinowane biatko SUMO-CAP,

+ zastosowanego sposobu oczyszczania rekombinowanego biatko SUMO-CAP na ztozu aga-
rozowo-niklowym, ktéry obejmuje optymalng ilos¢ ptukanh ztoza oraz stezenie czynnika elu-
ujgcego (imidazolu).

Jedynie po zastosowaniu takiej kombinacji parametréw rekombinowane biatko fuzyjne SUMO-CAP
moze by¢ nadprodukowane i oczyszczane z wysokg wydajnoscig. Otrzymany preparat stanowigcy skfad-
nik antygenowy szczepionki to roztwdr oczyszczonego biatka o Srednim stezeniu 0,6 mg/ml. Na Figurze 7
przedstawiono zdjecie zelu (SDS-Page) dla otrzymanego biatka SUMO-CAP. Wydajnos¢ produkciji biatka
SUMO-CAP wedtug opisanych powyzej parametréw wynosi 24 mg biatka z 1 L hodowli bakteryjne;.

lll. Peptydy

Do przygotowania szczepionki przeciwko cirkowirusowi $win mogg by¢ wykorzystane peptydowe

fragmenty biatka kapsydowego PVC2 przedstawione w tabeli 2.

Tabela 2
CAP41 SRTIGYTVKKTTVRTPSWNVDM
CAP67 SNPLTVPFEYYRIRKVKVE
CAP91 STAVILDDNFVTKANALTY
CAP121 KPVLDRTIDYFQPNNKR
CAP141 SIYDQDYNIRITMYVQFRE
CAP15 QFREFNLKDPPLNPK
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IV. Zestaw diagnostyczny do oceny immunogennosci antygenéw PCV2
W przyktadowej realizacji, zestaw immunodiagnostyczny wedtug wynalazku zawiera nastepujgce
skfadniki:
1. Ptytki polistyrenowe Maxisorp pokryte antygenem biatkowym lub peptydowym
2. Ujemna surowica kontrolna PCV, rozcienczona 100-krotnie
3. Dodatnia surowica kontrolna PCV, rozcienczona 100-krotnie
4. Roztwor koniugatu przeciwciat anty-IgG i IgM $wini znakowanych peroksydaza
5. Rozcienczalnik do prébek i koniugatu (roztwor kazeiny o stezeniu 0,2—2% w 50 mM bufo-
rze Tris-HCI, pH 7,5-8,0 z dodatkiem chlorku sodowego o stezeniu 0,15-0,5 mol/l oraz
detergentu Tween 20 o stezeniu 0,05-0,2%)
6. Roztwér ptuczgcy (roztwor chlorku sodowego w zakresie 0,2—-0,5 mol/l w 20 mM buforze
Tris-HCI, pH 7,5-8,0 z dodatkiem detergentu Tween 20 o stezeniu 0,05-0,2%)
7. Roztwér substratu zawierajgcy tetrametylobenzydyne stezeniu 0,1-1 mg/ml z dodatkiem
nadtlenku wodoru o stezeniu 0,01-0,1% w 20 mM buforze cytrynianowym o pH 4,0-5,0
8. Roztwor hamujgcy zawierajgcy 1N kwas siarkowy.
Test wedtug wynalazku w jednej z realizacji mozna wykona¢ w nastepujgcy sposob:
1. Surowice nalezy rozciehczy¢ 100-krotnie w rozcienczalniku do probek
2. Do studzienek doda¢ po 100 ul samego rozcienczalnika (préba zerowa), negatywng suro-
wice kontrolng, pozytywng surowice kontrolng, oraz probki
3. Plytke inkubowa¢ przez 1 godz. w temp. 37°C
4. Plytke przemyc¢ 3-krotnie roztworem ptuczacym (300 pl/studzienke)
5. Do studzienek doda¢ po 100 pl rozcienczonego koniugatu i inkubowac przez 1 godz.
w temp. 37°C
6. Ptytke przemyc¢ 4-krotnie roztworem ptuczgcym (300 pl/studzienke)
7. Do studzienek dodaé¢ po 100 pl roztworu substratu i inkubowaé przez 30 min w temp. po-
kojowej, co 10 min wstrzgsajac delikatnie ptytkg
8. Reakcje enzymatyczng przerwaé poprzez dodanie do studzienek po 100 pl roztworu ha-
mujgcego
9. Po 5 min odczyta¢ absorbancje przy 450 nm
a. Otrzymanie koniugatéw peptydéw z nosnikiem
Do 1 mg peptydu rozpuszczonego w 0,5 ml 50 mM buforu boranowego pH 8,0 dodano 50 ul 2,5%
aldehydu glutarowego i inkubowano 30 min w temp. pokojowej, po czym dodano 2 mg owoalbuminy
w 0,5 ml 50 mM buforu boranowego pH 8,0 i inkubowano 1 godz. w temp. pokojowej. Nastepnie diali-
zowano do 1 | PBS w temp. 4°C. Koniugat przechowywano w -20°C.
b. Test ELISA do oznaczania poziomu przeciwciat przeciwko biatku PCV2
Ptytki polistyrenowe do ELISA opfaszcza sie antygenem TrxCAP o stezeniu 2 pg/ml lub pepty-
dami CAP41, CAP67 lub CAP121 o stezeniu 10 pg/ml w PBS przez 16 godz. w temp. 4°C. Nastepnie,
studzienki blokuje sie roztworem 1% kazeiny w TBS przez 1 godz. w temp. pokojowej, po czym do
studzienek ptytki dodaje sie 100 ul probki surowicy rozcienczonej od 10 do 1000 razy roztworem 1%
kazeiny i inkubuje sie przez 60 min w temp. 37°C. Nastepnie, ptytke przeptukuje sie 3-krotnie roztworem
TBS z dodatkiem 0,05% Tween 20. Do studzienek dodaje sie 100 ul koniugatu przeciwciata przeciwko
immunoglobulinom klasy I1gG oraz IgM swin, znakowanego peroksydazg chrzanowa, rozciehczonego
roztworem 1% kazeiny w TBS i inkubuje sie przez 60 min w temp. 37°C. Po 3-krotnym przeptukaniu
ptytki, do studzienek dodaje sie 100 ul roztworu 1 mM tetrametylobenzydyny z 0,03% nadtlenkiem wo-
doru w 50 mM buforze cytrynianowym pH 4,5 i inkubuje przez 10-30 min w temp. pokojowej. Reakcje
enzymatyczng przerywa sie poprzez dodanie 100 ul 2N kwasu siarkowego i odczytuje absorbancje przy
450 nm.
V. Opracowanie i ocena wtasciwosci biologicznych antygenéw cirkowirusa swin typu 2 (PCV2)
do produkcji szczepionki i zestawu diagnostycznego
Przeprowadzono nastepujgce czynnosci i analizy:
1. Okreslono maksymalng wydajnos¢ proceséw otrzymywania antygenéw PCV2, stanowigcych sub-
stancje czynne szczepionek doswiadczalnych do uodporniania swih.
Po szczegotowej analizie stwierdzono, ze mozliwe jest uzyskanie antygenéw w ilosci pozwalajg-
cej na zaszczepienie $win dawka 5-krotnie wyzszg, niz dotychczas stosowane (500 ng/zwierze zamiast
100 pg/zwierze). Opracowano sktad kolejnych szczepionek, obejmujgcy: zwiekszong dawke antygenu,
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komercyjnie dostepny adiuwant typu olej w wodzie (Montanide ISA 28R VG, Seppic, Francja), alkohol
benzylowy i PBS.

2. Przygotowano wniosek do Lokalnej Komisji Etycznej do Spraw Doswiadczen na Zwierzetach i po
uzyskaniu akceptacji zgody rozpoczeto realizacje doswiadczenia na swiniach.

3. Przeprowadzono doswiadczenia na $winiach, obejmujgce zastosowanie wyzszej dawki substancji
czynnej (500 ng) oraz dwukrotng immunizacje.

W dniu rozpoczecia doswiadczenia Swinie zostaty zwazone i podzielone na grupy doswiadczalne
po 5-6 osobnikéw. Swinie zostaly zaszczepione preparatami zawierajgcymi nastepujgce substancje
czynne:
grupa 1 (5 $win) — antygen (biatko o SEQ ID NO: 1) uzyskany w systemie Pichia pastoris,
grupa 2 (6 swin) — antygen peptydowy CAP OVA (zawierajgcy peptydy o sekwencjach SEQ ID NO: 2,
31i5),
grupa 3 (6 swin) — antygen SCap (biatko o SEQ ID NO: 9) uzyskany w systemie Escherichia coli.
grupa 4 (5 swin) otrzymata komercyjnie dostepng szczepionke. W trakcie trwania doswiadczenia od
zwierzagt pobierano krew oraz wymazy z nosa i odbytu. Ponadto, swinie byly poddane codziennej ob-
serwacji klinicznej.

Swinie zaszczepiono dwukrotnie: w dniu 0 oraz okoto miesigc pdzniej. Cztery tygodnie po drugiej
immunizacji zwierzeta zostaty zakazone donosowo.

Po okoto 82-88 dniach od rozpoczecia doswiadczenia, swinie zwazono i poddano eutanazji po-
legajacej na podaniu letalnych dawek pentobarbitalu sodu. Przeprowadzono badanie sekcyjne i po-
brano wycinki tkanek do dalszych analiz.
4.0kreslono poziom przeciwciat anty-PCV2 przy uzyciu opracowanego testu ELISA.

Wyniki uzyskane w tym tescie zostaty przedstawione na Fig. 8.

Uzyskane poziomy przeciwciat dla rekombinowanych biatek PCV2 wskazuja, ze juz po jednokrot-
nym szczepieniu opracowanymi szczepionkami dochodzi do wzrostu mian przeciwciat klasy IgM i 1gG.
Poziom immunizacji uzyskany dzieki szczepionce wedtug wynalazku byt nieoczekiwanie znacznie wyz-
szy niz osiggniety za pomocg komercyjnie dostepnej szczepionki (preparat Porcilis).

5. Okreslono wystepowanie materiatu genetycznego PCV2 w surowicy krwi swih

Do identyfikacji DNA PCV2 w prébkach surowicy $win wykorzystano PCR w czasie rzeczywistym
(real-time PCR; wedtug Opriessnig et al., Vet Pathol 2003, 40, 521-529). Przez caty okres trwania do-
Swiadczenia nie stwierdzono wynikéw sugerujacych wystepowanie bardzo duzej liczby kopii PCV2
w badanych prébkach. Ponadto, nie zaobserwowano objawéw klinicznych zakazenia PCV2 ani typo-
wych dla niego zmian sekcyjnych. Powyzsze wyniki wskazujg, ze Swinie z wszystkich grup doswiad-
czalnych nie byty wrazliwe na zakazenie duzg dawkg szczepu PCV2, w zwigzku z czym nie doszto do
wiremii.
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Wykaz sekwencji

SEQ ID NO: 1
Sekwencja aminokwasowa biatka CAP wirusa PCVZb 14-53 (CAP 14-
53):

MTYPRRRYRRRRHRPRSHLGQILRRRPWLVHPRHRYRWRRKNGIFNTRLSRTFGYTIKRTTV
KTPSWAVDMMRENINDFLPPGGGSNPRSVPFEYYRIRKVKVEFWPCSPITQGDRGVGSSAVI
LDDNEVTKATALTYDPYVNYSSRHTITQPFSYHSRYFTPKPVLDSTIDY FQPNNKRNQLWLR
LOTAGNVDHVGLGTAFENSIYDQEYNIRVTMYVQFREFNLKDPPLNP

SEQ ID NO: 2
Sekwencja aminokwasowa peptydu CAP41:

SRTIGYTVKKTTVRTPSWNVDM

SEQ ID NO: 3
Sekwencja aminokwasowa peptydu CAP67:

SNPLTVPFEYYRIRKVKVE

SEQ ID NO: 4
Sekwencja aminokwasowa peptydu CAP91:

STAVILDDNEVTKANALTY

SEQ ID NO: 5
Sekwencja aminokwasowa peptydu CAP121:

KPVLDRTIDYFQPNNKR

SEQ ID NO: 6
Sekwencja aminokwasowa peptydu CAP141:

SIYDOQDYNIRITMYVQFRE

SEQ ID NO: 7
Sekwencja aminokwasowa peptydu CAP15:

QFREFNLKDPPLNPK

SEQ ID NO: 8
Sekwencja nukleotydowa dla Pichia pastoris:

ATGACATACCCTAGAAGAAGATACAGAAGAAGAAGACATAGACCTAGATCACACTTGGGA
CAGATTTTGAGAAGAAGACCTTGGT TAGTTCATCCAAGACACAGATACAGATGGAGAAGA
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AAGAATGGAATTTTTAACACAAGATTGTCAAGAACATTCGGTTATACCATCAAAAGAACT
ACAGTTAAGACCCCTTCATGGGCAGTCGATATGATGAGATTCAATATCAACGACTTCTTG
CCACCTGGTGGAGGTTCCAATCCAAGAAGTGTTCCTTTCGAATACTACAGAAT TAGARAG
GTTAAGGTCGAGTTCTGGCCATGTTCTCCTATCACACAAGGAGATAGAGGAGTTGGTTCT
TCAGCTGTCATTTTAGATGACAACTTCGTTACAAAGGCTACCGCATTGACTTATGATCCA
TACGTCAACTATTCCAGTAGACATACCATCACTCAACCTTTTTCTTACCACTCAAGATAT
TTCACTCCAAAACCTGTTTTAGATTCCACAATTGACTACTTTCAGCCAAACAACAAGAGA
AACCAATTGTGGTTGAGATTGCAGACCGCCGGTAACGT TGATCATGTCGGATTGGGTACT
GCTTTCGAAAATTCTATCTATGACCAGGAGTATAACATCAGAGTTACTATGTATGTCCAA
TTCAGAGAGTTCAACTTAAAAGACCCTCCATTAAATCCTTAG

SEQ ID NO: ©
Sekwencja aminokwasowa biatka TRX-CAP:

MSDKIIHLTDDSEFDTDVLKADGAILVDFWAEWCGPCKMIAPILDEIADEYQGKLTVAKLNID
OQNPGTAPKYGIRGIPTLLLFKNGEVAATKVGALSKGQLKEFLDANLAGSGSGHMHHHHHEESS
GLVPRGSGMKETAAAKFERQHMDSPDLGTDDDDKAMAY PRRRYRRRRHRPRSHLGQILRRRP
WLVHPRHRYRWRRKNGIFNTRLSRTFGYTIKRTTVKTPSWAVDMMRFNINDFLPPGGGSNPR
SVPFEYYRIRKVKVEFWPCSPITQGDRGVGSSAVILDDNEVTKATALTYDPYVNYSSRHTIT
QPFSYHSRYFTPKPVLDSTIDYFQPNNKRNQLWLRLOTAGNVDHVGLGTAFENSIYDQEYNT
RVITMYVOFREFNLKDPPLNP

SEQ ID NO: 10
Sekwencja aminokwasowa biatka SUMO-CAP:

MHHHHHHGSLODSEVNQEAKPEVKPEVKPETHINLKVSDGSSEIFFKIKKTTPLRRIMEAFA
KRQGKEMDSLTFLYDGIEIQADQTPEDLDMEDNDIIEAHREQIGGTYPRRRYRRRRHRPRSH
LGOILRRRPWLVHPRHRYRWRRKNGIFNTRLSRTFGYTIKRTTVKTPSWAVDMMRFNINDFL
PPGGGSNPRSVPFEYYRIRKVKVEFWPCSPITQGDRGVGSSAVILDDNEVTKATALTYDPYV
NYSSRHTITQPFSYHSRYFTPKPVLDSTIDYFQPNNKRNQLWLRLOTAGNVDHVGLGTAFEN
SIYDQEYNIRVTMYVQFREFNLKDPPLNP

SEQ ID NO: 11
Sekwencja nukleotydowa biaika TRX-CAP:

ATGAGCGATAAAATTATTCACCTGACTGACGACAGTTTTGACACGGATGTACTCAAAGCGGA
CGGGGCGATCCTCGTCGATTTCTGGGCAGAGTGGTGCGGTCCGTGCAAAATGATCGCCCCGA
TTCTGGATGAAATCGCTGACGAATATCAGGGCAAACTGACCGTTGCAAAACTGAACATCGAT
CAARAACCCTGGCACTGCGCCGAAATATGGCATCCGTGGTATCCCGACTCTGCTGCTGTTCAA
AAACGGTGAAGTGGCGGCAACCAAAGTGGGTGCACTGTCTAAAGGTCAGTTGAAAGAGTTCC
TCCACGCTAACCTGGCCGGTTCTGCTTCTCGCCATATGCACCATCATCATCATCATTCTTCT
GGTCTGGTGCCACGCGGTTCTGGTATGAAAGAAACCGCTGCTGCTAAATTCGAACGCCAGCA
CATGGACAGCCCAGATCTGGGTACCGACGACGACGACAAGGCCATGGCCTACCCGCGTCGCC
GTTATCGCCGTCGTCGCCATCGTCCGCGTTCGCATCTGGGCCAAATCCTGCGTCGCCGTCCG
TGGCTGGTTCATCCGCGTCACCGCTACCGTTGGCGTCGCAAARAACGGTATTTTTAATACGCG
CCTGAGTCGTACGTTCGGCTATACCATCAAACGCACCACGGTGAAAACCCCGTCCTGGGCGG
TTGATATGATGCGTTTTAACATCAATGACTTCCTGCCGCCGGGTGGTGGCAGCAACCCGCGC
TCTGTCCCGTTTGAATATTACCGCATTCGTAAAGTGAAAGT TGAATTCTGGCCGTGCAGCCC
GATCACCCAGGGTGATCGTGGTGTTGGCAGCTCTGCAGTCATTCTGGATGACAACTTTGTCA
CCAAAGCGACGGCCCTGACCTATGATCCGTACGTGAAT TATAGTTCCCGCCATACCATCACG
CAGCCGTTTTCATACCACTCGCGTTATTTCACGCCGAAACCGGTGCTGGATAGCACCATTGA
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CTATTTTCAACCGAACAATAAACGCAACCAGCTGTGGCTGCGTCTGCAAACGGCAGGCAATG
TCGATCATGTGGGTCTGGGCACCGCTTTCGAAAACTCTATCTACGACCAAGAATACAACATC
CGCGTGACGATGTATGTCCAGTTCCGTGAATTTAATCTGAAAGACCCGCCGCTGAATCCGTG
A

SEQ ID NO: 12
Sekwencja nukleotydowa bialtka SUMO-CAP

ATGCATCATCACCACCATCACGGGTCCCTGCAGGACTCAGAAGTCAATCAAGAAGCTAAGCC
AGAGGTCAAGCCAGAAGTCAAGCCTGAGACTCACATCAATTTAAAGGTGTCCGATGGATCTT
CAGAGATCTTCTTCAAGATCAAAANAGACCACTCCTTTAAGAAGGCTGATGGAAGCGTTCGCT
AAAMAGACAGGGTAAGGAAATGGACTCCTTAACGTTCTTGTACGACGGTATTGAAATTCAAGC
TGATCAGACCCCTGAAGATTTGGACATGGAGCGATAACGATATTATTGAGGCTCACCGCGAAC
AGATTGGAGGTACCTACCCGCGTCGCCGTTATCGCCGTCGTCGCCATCGTCCGCGTTCGCAT
CTGGGCCAAATCCTGCGTCGCCGTCCGTGGCTGGTTCATCCGCGTCACCGCTACCGTTGGCG
TCGCAAANACGGTATTTTTAATACGCGCCTGAGTCGTACGTTCGGCTATACCATCAAACGCA
CCACGGTGAAAACCCCGTCCTGGGCGGTTGATATGATGCGTTTTAACATCAATGACTTCCTG
CCGCCGGGTGGTGGCAGCAACCCGCGCTCTGTCCCGTITTGAATAT TACCGCATTCGTARAAGT
GAAAGTTGAATTCTGGCCGTGCAGCCCGATCACCCAGGGTGATCGTGGTGT TGGCAGCTCTG
CAGTCATTCTGGATGACAACTTTGTCACCAAAGCGACGGCCCTGACCTATGATCCGTACGTG
AATTATAGTTCCCGCCATACCATCACGCAGCCGTTTTCATACCACTCGCGTTATTTCACGCC
GAAACCGGTGCTGGATAGCACCATTGACTATTTTCAACCGAACAATAAACGCAACCAGCTGT
GGCTGCGTCTGCARACGGCAGGCAATGTCGATCATGTGGGTCTGGGCACCGCTTTCGAAAAC
TCTATCTACGACCAAGAATACAACATCCGCGTGACGATGTATGTCCAGTTCCGTGAATTTAA
TCTGAARGACCCGCCGCTGAATCCGTAA

Zastrzezenia patentowe

1. Immunogenny antygen bedacy peptydem o sekwencji aminokwasowej wybranej sposrod:
SEQ ID NO: 2, 3 lub 5.
2. Szczepionka przeciwko zakazeniom cirkowirusowym $wih zawierajgca antygen bedacy pep-
tydem o sekwencji aminokwasowej wybranej sposréd: SEQ ID NO: 2, 3 lub 5, korzystnie zwia-
zany z farmaceutycznie dopuszczalnym nosnikiem, oraz adiuwant.
3. Szczepionka wedtug zastrz. 2, znamienna tym, ze nosnik wybiera sie z grupy zawierajgcej
owoalbumine, albumine i dendrymery.
4. Zestaw immunodiagnostyczny do wykrywania przeciwciat przeciwko cirkowirusowi $win,
zwtaszcza do monitorowania poziomu przeciwciat anty-PCV2 w surowicach $winskich, zawie-
rajgcy peptyd o sekwencji aminokwasowej wybranej sposréd: SEQ ID NO: 2, 3 lub 5, lub biatko
o sekwencji SEQ ID NO: 9.
5. Immunogenny antygen bedacy peptydem o sekwencji aminokwasowej wybranej sposréd:
SEQ ID NO: 2, 3 lub 5, do zastosowania w leczeniu lub profilaktyce zakazen cirkowirusowych
Swin.
6. Zastosowanie peptydu o sekwencji aminokwasowej wybranej sposrod: SEQ ID NO: 2, 3 lub
5, lub biatka o sekwencji SEQ ID NO: 9, w diagnostyce in vitro zakazen cirkowirusowych swin,
zwtaszcza do monitorowania poziomu przeciwciat anty-PCV2 w surowicach swinhskich.
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Rysunki
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R - frakcja rozpuszczalna

N - frakcja nierozpuszczalna

F - niezwigzane ze ztozem biatka

P - ptukania

E - elucja

Z - biatka pozostate na ztozu

A - po ultrafiltracji na kolumnie Amicon

Figura 6



26

PL 236 294 B1

Biatko SUMO-CAP
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E - elucja

Z - biatka pozostate na ziozu

A - po ultrafiltracji na kolumnie Amicon

Figura 7
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