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Opis wynalazku

Wynalazek dotyczy dziedziny szczepionek opartych na antygenach immunogennych wyko-
rzystywanych do prewencji zakazen wirusem kleszczowego zapalenia mézgu (ang. tick-borne en-
cephalitis virus, TBEV). Wynalazek dotyczy rekombinowanej czgstki wirusopodobnej (ang. virus-
like particles, VLPs) zawierajgcej m.in. dwa wybrane fragmenty biatek wirusa TBEV oraz inne wsta-
wione sekwencje. W sekwencji zastosowano wsréd biatek naturalnych wirusa TBEV — biatko struk-
turalne E oraz biatko strukturalne prM. Wynalazek w postaci rekombinowanych czgstek wirusopo-
dobnych ma zastosowanie lecznicze do zapobiegania zakazeniom wirusem TBEV jako sktadnik
immunogenny do otrzymywania szczepionek. Przedmiotem wynalazku jest rowniez zastosowanie
medyczne zwlaszcza jako immunogenna szczepionka przeciwko wirusowi TBEV oparta na VLPs
o sekwencji aminokwasowej wg wynalazku.

Do wirusoéw nalezgcych do rodzaju Flavivirus rodziny Flaviviridae zalicza sie duzg liczbe pa-
togendw ludzkich, jak rowniez patogendw zwierzecych. Wiekszo$¢ z nich jest przenoszona za po-
mocg wektorow owadzich takich jak kleszcze np. wirus kleszczowego zapalenia mézgu oraz komary
np. wirus Zika czy wirus Dengue.

Wirus TBEV jest patogenem, ktéry wywotuje zakazng chorobe o nazwie kleszczowe zapale-
nie moézgu (KZM). Gtéwng drogg transmisji na ludzi i zwierzeta jest ukaszenie przez zakazonego
kleszcza, gtdwnie z gatunkéw Ixodes ricinus, bgdz Ixodes persulcatus. Dodatkowg drogg zakazenia
dla ludzi jest spozycie niepasteryzowanych produktéw mlecznych, pochodzacych od zakazonych
zwierzat. Uwaza sie, ze nawet 20% zakazen moze nastepowac wtasnie w ten sposéb. Wyrédznia sie
trzy podtypy wirusa TBEV: Europejski (TBEV-Eu), Syberyjski (TBEV-Sib) oraz dalekowschodni
(TBEV-FE) (Ruzek i wsp. (1999), Antiviral Res., 164:23-51).

Czas inkubacji wirusa od zakazenia do rozwiniecia choroby wynosi najczesciej od 7 do 14
dni, w niektérych przypadkach moze wydtuzy¢ sie nawet do 28 dni. Ze wzgledu na mozliwy bezob-
jawowy przebieg duza liczba przypadkéw zakazen TBEV pozostaje niezdiagnozowana. W okoto
20% przypadkow, ktore zostajg prawidtowo zdiagnozowane infekcja przebiega w sposéb bezobja-
wowy. W pozostatych 80% procentach dochodzi do rozwoju choroby, ktérej poczatkowy przebieg
jest podobny do grypy — wystepujg bole miesni i stawdw, gorgczka, bole gtowy oraz ogélne zme-
czenie. Po kilku dniach od wystgpienia tych objawéw, wirus moze zaatakowaé uktad nerwowy, po-
wodujgc zapalenie opon moézgowo-rdzeniowych, zapalenie mdzgu lub zapalenie rdzenia krego-
wego. W przypadku rozwoju infekcji neurologicznej poziom smiertelnosci zalezy od podtypu wirusa.
W przypadku podtypu Europejskiego wynosi ona od 1 do 5%, dla podtypu Syberyjskiego 2-8%,
natomiast w przypadku podtypu dalekowschodniego siega od 20 do 60% (Ecker i wsp. (1999),
J. Gen. Virol., 80(1): 179-185).

Wirus TBEV po raz pierwszy zostat wyizolowany w 1937 w Zwigzku Radzieckim. Do tej pory
wykazano jego obecno$é w 28 panstwach w Europie Srodkowej i Wschodniej, Skandynawii oraz
wybranych rejonach Azji. Co roku odnotowuje sie nowe ogniska zakazen w wielu krajach, m. in.
w Finlandii, Danii, Norwegii, Austrii, Niemczech czy Polsce (Yoshii i wsp. (2019), J. Vet. Med. Sci.,
81(3):343-347). Czestos¢ zakazen TBEV w ciggu ostatnich 20 lat wzrosta ponad 4-krotnie,
w zwigzku z czym kleszczowe zapalenie mozgu jest drugg po boreliozie chorobg najczesciej prze-
noszong przez kleszcze (Daep i wsp. (2014), J Neurovirol., 20(6):539-60).

Flawiwirusy charakteryzujg sie wysokim podobienstwem strukturalnym wiriondw, podobien-
stwami w przebiegu cyklu replikacyjnego, jak rowniez wysokim podobienstwem poszczegdinych
biatek wirusowych. Wirus TBEV, podobnie jak inne flawiwirusy, zbudowany jest z ikozaedralnego
kapsydu tworzonego przez strukturalne biatko C. W $rodku kapsydu znajduje sie genom wirusa
w postaci ssRNA(+). Z zewnatrz kapsyd ostoniety jest dwuwarstwg lipidowg, w ktorej zakotwiczone
sg dwa biatka strukturalne: prM/M oraz glikoproteina E. Dojrzate wiriony zbudowane sg z 90 dime-
réw glikoproteiny E oraz 90 dimerow dojrzatego biatka M. Oba biatka ostonki prM/M i E sg biatkami
transmembranowymi posiadajgcymi po dwie domeny transmembranowe na koncu C'. W strukturze
glikoproteiny E mozna wyrézni¢ trzy domeny (DI, DII, DIIl), region domen helikalnych (stem) oraz
region domen transmembranowych (anchor). DI ma ksztatt B-barytki, DIl ma strukture podobng do
domeny palcéw cynkowych, natomiast DIl strukturalnie przypomina strukture immunoglobuliny.
Wiekszos¢ szczepow flawiwirusow posiada jedno miejsce N-glikozylacji w DI. Weditug badan funk-
cjonalnych nad strukturg glikoproteiny E wirusa kleszczowego zapalenia mézgu wykazano role DII
w procesie dimeryzacji, z kolei region stem uczestniczy w procesie trimeryzacji oraz stabilizacji
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kompleksu prM-E (Fizik i wsp. (2018), Nat Commun. 30;9(1):436). Region anchor prawdopodobnie
jest zaangazowany w sktadanie czgstek wirusowych. W DIIl znajduje sie wiele epitopéw rozpozna-
wanych przez przeciwciata neutralizujgce oraz limfocyty cytotoksyczne, co sprawia, ze glikoprote-
ina E moze by¢ odpowiednim kandydatem do stosowania jako antygen szczepionkowy czy diagno-
styczny. Podczas cyklu replikacyjnego wirusa TBEV, sktadanie wirionédw rozpoczyna sie w sia-
teczce srédplazmatycznej, gdzie nowo powstata poliproteina zawierajgca wszystkie biatka wiru-
sowe ulega obrdbce proteolitycznej. W pierwszym etapie odcinane jest biatko C przez proteaze
wirusowg NS2B/NS3, nastepnie biatka prM i E ulegajg odcieciu przez peptydaze sygnatowg | ko-
morki gospodarza. Na tym etapie tworzg sie sferyczne czastki wirusowe w formie niedojrzatej zbu-
dowane z biatek prM i E zakotwiczonych w ostonce lipidowej. Nastepnie niedojrzate czgstki sg
transportowane do aparatu Golgiego i dalej do pecherzykéw wydzielniczych sieci trans aparatu
Golgiego. Fragment pr biatka prM pokrywa petle fuzyjng biatka E, aby zapobiec przedwczesnej fuzji
btony ostonki z btong pecherzykéw wydzielniczych spowodowanej przez ich kwasne srodowisko.
Tuz przed uwolnieniem wirionéw z komérki gospodarza zostaje odciety fragment pr od biatka prM
przez proteaze furynowg obecng w sieci trans aparatu Golgiego, co doprowadza do sekrecji doj-
rzatych czgstek wirusowych (Pulkkinen i wsp. (2018), Viruses, 10(7): 1-20). Jednak ciecie przez tg
proteaze nie jest efektywne, co skutkuje uwolnieniem z komérki mieszanej populacji wirionéw za-
rowno dojrzatych jak i niedojrzatych. Uwaza sie, ze obecnos¢ niedojrzatych wirionow flawiwiruséw
w organizmie cztowieka moze odgrywac role w unikaniu odpowiedzi immunologicznej. Ponadto,
w czasie sktadania wiriondw powstajg takze sferyczne czastki strukturalnie przypominajgce czastki
wirusowe, zbudowane tylko z dwdch biatek strukturalnych prM/M i E zakotwiczonych w btonie ko-
morkowej. Czgstki te sg jednak pozbawione kapsydu jak i materiatu genetycznego. Naturalny pro-
ces sktadania tych czastek jak i wiriondw flawiwirusowych wykorzystano do produkcji rekombino-
wanych czgstek wirusopodobnych w réznych systemach ekspresji genéw. Ekspresja genéw dwéch
biatek strukturalnych prM oraz E prowadzi do powstawania VLPs. VLPs sktadajg sie z wielu kopii
biatek prM/M i E zakotwiczonych w podwdjnej warstwie lipidowej. Wysokie podobienstwo struktu-
ralne do natywnych wirionéw sprawia, ze sg one doskonatym kandydatem jako antygeny szcze-
pionkowe, w zastepstwie zywych atenuowanych lub inaktywowanych wiruséw. Brak materiatu ge-
netycznego sprawia, ze nie sg zdolne do replikacji, a jednoczesnie wykazujg wysokg immunogen-
nos¢, gdyz zawierajg wiele kopii biatek wirusowych, scisle uporzgdkowanych, co zapewnia odpo-
wiednig prezentacje epitopow, bedacych celem przeciwciat neutralizujgcych czy limfocytéw cyto-
toksycznych.

Obecnie dostepnych jest 5 szczepionek opartych na inaktywowanym wirusie przeciwko wiru-
sowi TBEV. Dwie z nich oparte sg na szczepach podtypu Europejskiego — FSME-IMMUN (Pfi-
zer/EISA) na szczepie Neudoerfl oraz Encepur (GlaxoSmithKline plc/Wielka Brytania) na szczepie
K23. Kolejne to szczepionki oparte na szczepach dalekowschodnich dopuszczone do stosowania
w Rosji: TBE vaccine Moscow i Tick-E-Vac (Chumakov FSC R&D IBP RAS/Rosja) oparte na szcze-
pie Sofjin oraz EnceVir (Microgen-Branch FSUC “SIC “Microgen” of MOH of Russia “SIC ,Vi-
rion”/Rosja) oparta na szczepie 205. Wszystkie te szczepionki produkowane sg w pierwotnych fi-
broblastach kurzych (PCECs, ang. primary chicken embryo fibroblasts cells). Po oczyszczeniu i in-
aktywacji do szczepionek dodawane sg adiuwant oraz stabilizatory. We wszystkich szczepionkach
adiuwantem jest wodorotlenek glinu. Jako stabilizatory stosowane sg sacharoza lub albuminy su-
rowicy ludzkiej. Opracowana zostata réwniez szczepionka SenTaiBao (Changchun Institute of Bio-
logical Products Co., Ltd./Chiny) oparta na szczepie Sen-Zhang (dalekowschodni), jednak zostata
ona zatwierdzona tylko w Chinach i nie jest stosowana od co najmniej 9 lat. Wszystkie opisane
szczepionki sg wielodawkowe; wymagajg podania dwoch lub trzech dawek w okreslnych odstepach
czasu, a nastepnie dawek przypominjgcych co 3-5 lat. W zaleznos$ci od preparatu, skutecznosc
dostepnych szczepionek w réznych badaniach podaje sie jako siegajacg od 86 do 99% (Kubinski
i wsp. (2020), Viruses 12;8(3):451).

Oproécz dostepnych preparatéw szczepionkowych toczg sie badania nad innymi podejsciami
w opracowaniu szczepionek przeciwko TBEV. Jednymi z pierwszych podejs¢ byty antygeny oparte
na rekombinowanym biatku E lub VLPs (biatka prM i E). W badaniach na myszach wykazano, ze
tworzenie wyzszych struktur biatkowych oraz VLPs zwiekszato poziom odpowiedzi immunologicznej
(Heinz i wsp. (1995), Vaccine, 13:1636—-1642). Innym podejsciem byto zastosowanie szczepionki
DNA niosacej geny dla biatek strukturalnych prM-E. W badaniach przeprowadzonych na myszach



4 PL 244794 B1

oraz naczelnych wykazano, ze jej skutecznosc jest porownywalna do stosowanej szczepionki inak-
tywowanej FSME-IMMUN. Byta ona rowniez skuteczniejsza niz analogiczne podejscie, w ktorym
szczepionka DNA niosta tylko gen biatka E (Aberle i wsp. (1999), J. Immunol. 163:6756-6761,;
Schmaljohn i wsp. (1997) J. Virol., 71:9563-9569; Schmaljohn i wsp. (1999) Virology, 263:166—
174). Wykazano rowniez skuteczno$¢ szczepionek RNA niosgcych caty genom wirusa. W jednym
z takich podej$¢ stosowano infekcyjne RNA z wprowadzong mutacjg, pozwalajgca na atenuacje
wirusa (Mandl i wsp. (1998), Nat. Med. 4:1438-1440). W innym badaniu stosowane RNA réwniez
obejmowato caty genom wirusa, jednak ze wzgledu na delecje fragmentu biatka C, uniemozliwiajgcg
skfadanie wirionéw potomnych byto ono nieinfekcyjne (Kofler i wsp. (2004), Proc. Natl. Acad. Sci.,
101:1951-1956; Aberle i wsp. (2005), J. Virol., 79:15107-15113). W obu przypadkach w badaniach
na myszach obserwowano wzbudzanie silnej odpowiedzi odpornosciowej, w tym odpowiedzi ko-
morkowej, ktdra nie jest wzbudzana przez stosowang szczepionke FSME-IMMUN. Stosowane
w tych badaniach preparaty szczepionkowe zawieraty ,nagie” RNA, bez dodatkowych nosnikow.

Oproécz opisanych wyzej podejs¢ badano tez skutecznos¢ szczepionek wektorowych opartych
na adenowirusach oraz wirusie krowianki. W wiekszo$ci przypadkéw do wektora wprowadzane byty
geny kodujgce biatka prM i E lub biatko nie strukturalne NS1. W badaniach na myszach szczepionki
wektorowe wykazywaty wysokg skutecznosé. Przeprowadzono tez wiele badan nad szczepionkami
opartymi na atenuowanym wirusie, jednak w wiekszosci przypadkow poziom atenuacji wirusa nie
byt wystarczajacy lub dziatanie preparatu byto nizsze niz w przypadku stosowania innych podejs¢
(Kubinski i wsp. (2020), Viruses 12;8(3):451).

W literaturze opisano wiele strategii produkcji biatek flawiwirusowych oraz VLPs, ktére mogg
zostac uzyte jako antygeny szczepionkowe czy diagnostyczne. Strategie te opierajg sie na ekspresji
genow biatek strukturalnych C, prM i/lub E w postaci naturalnej lub zmodyfikowanej — rekombino-
wanej.

Przedstawiony wynalazek dotyczy nowej strategii produkcji czgstek immunogennych tj. re-
kombinowanych czgstek wirusopodobnych. Strategia te obejmuje potgczenie naturalnych sekwenciji
aminokwasowych biatek prM i E wirusa TBEV z innymi dodatkowymi elementami tj. naturalng
sekwencjg sygnatowg dla fosfatazy LMSAP1 (ang. Leishmania mexicana Secreted acid phospha-
tase 1) z Leishmania mexicana i naturalng sekwencjg peptydu P2A wraz z fgcznikiem GSG stano-
wigcym potgczenie aminokwaséw glicyna-seryna-glicyna. Wprowadzone modyfikacje poprawiajg
produkcje, sktadanie, sekrecje, dojrzewanie oraz immunogennos¢ uzyskanych biatek rekombino-
wanych i VLPs. Rekombinowane VLPs o sekwencji aminokwasowej wg wynalazku mogg by¢ nad-
produkowane systemie ekspresyjnym w komaérkach pierwotniakowych.

W pierwszym aspekcie niniejszy wynalazek dotyczy rekombinowanej czgstki wirusopodobnej
VLPs, ktérg przedstawiono na sekwencji SEQ 1, opartej na naturalnych biatkach: biatku prM i biatku
E wirusa TBEV. Zmiana w sekwenc;ji biatka naturalnego dotyczy m.in. wprowadzenia do sekwenciji
naturalnych biatek dodatkowych zmodyfikowanych sekwencji tj.; sekwencji sygnatowej dla fosfatazy
LMSAP1 z Leishmania mexicana, np. sekwencji sygnatowej z systemu ekspresyjnego LEXSin-
duce3 Expression Kit (Jena Bioscience) oraz sekwencji P2A, ktére powodujg wydajniejszg nadpro-
dukcje VLPs oraz zwiekszajg ich immunogennosg.

Drugi aspekt wynalazku dotyczy rekombinowanych VLPs o sekwencji aminokwasowej wg
wynalazku (SEQ 1) do medycznego zastosowania w prewencji i zwalczaniu kleszczowego zapale-
nia mézgu, zwtaszcza w uzyciu jako komponent szczepionki. Aspekt ten obejmuje kompozycje im-
munogennego preparatu zawierajgcego VLPs korzystnie wraz z adiuwantem. Jako adiuwant zasto-
sowana moze by¢ nanoemulsja skwalenu w wodzie np. Addavax (InvivoGen), 2% zawiesina zelowa
wodorotlenku glinu —Alhydrogel. Zastosowanie adiuwantu zwieksza immunogennos¢ preparatu.

Pierwszy aspekt wynalazku, czyli sekwencja aminokwasowa rekombinowanych VLPs (SEQ 1)
wg wynalazku to sekwencje aminokwasowe biatek strukturalnych wirusa TBEV, do ktorych wpro-
wadzono rézne modyfikacje ich sekwencji.

Podstawowymi biatkami strukturalnymi wirusa TBEV, bedgcymi naturalnymi sktadnikami wi-
riondw tego wirusa jakie zastosowano w wynalazku to biatka prMi E. W genomie wirusa TBEV geny
biatek prM i E wystepuja po genie biatka strukturalnego C. W stanie techniki dla wirusa TBEV do-
mena transmembranowa biatka C stanowi naturalng sekwencje sygnatowg dla biatka prM i podob-
nie domena transmembranowa biatka prM stanowi naturalng sekwencje sygnatowg dla biatka E.
W wynalazku jej nie zastosowano, ale zamiast niej wprowadzono sekwencje sygnatowg dla fosfa-
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tazy LMSAP1 z Leishmania mexicana. Generalnie sekwencje sygnatowe kierujg biatka do odpo-
wiednich kompartmentéw w komérce eukariotycznej w celu dalszego ich dojrzewania, sktadania sie
w czgstki wirusowe oraz sekrecji na zewnagtrz komorki. Sekwencje te po spetnieniu swojej roli sg
nastepnie odcinane przez odpowiednie dla danego rodzaju komérki eukariotycznej peptydazy sy-
gnatowe. Celem poprawienia wiasnosci rekombinowanych VLPs w wynalazku uzyto sekwencje sy-
gnatowg dla fosfatazy LMSAP1 z Leishmania mexicana. Sekwencje te wprowadzono przed biatkiem
prM, zastepujac nig naturalng sekwencje sygnatowg dla tego biatka (domene transmembranowg
biatka C). Fosfataza LMSAP1 z Leishmania mexicana jest biatkiem naturalnie ulegajacym sekrecji
w komérkach pierwotniaka. Dotgczenie jej sekwencji sygnatowej do sekwencji VLPs ma na celu
zwiekszenie wydajnosci nadprodukcji oraz efektywnego dojrzewania i sekrecji rekombinowanych
VLPs w komérkach pierwotniaka Leishmania tarentolae.

Kolejng modyfikacjg jest wprowadzenie naturalnej sekwencji peptydu P2A pochodzacego
Z nizej opisanego wirusa, powodujgcego samoczynne rozdzielenie wspadlnie dojrzewajgcych rekom-
binowanych biatek prM i E, ktore sg podstawowym elementem budujgcym VLPs, eliminujgc zalez-
nos¢ tego procesu od obecnosci odpowiedniej peptydazy sygnatowej w komorce eukariotycznej.
Efektywne rozdzielenie biatek prM i E jest konieczne do petnego dojrzewania czgstek wirusopodob-
nych. Sekwencja peptydu P2A pochodzi ze $winskiego Teschowirusa-1. Jest to 19-aminokwasowy
peptyd zakonczony aminokwasami prolina-glicyna-prolina. Obecno$¢ tych aminokwaséw w kasecie
biatek powoduje samoczynne przerwanie translacji w miejscu pierwszej proliny i ponowne rozpo-
czecie translacji od kolejnej proliny, w wyniku czego otrzymywane sg dwa odrebne biatka rekombi-
nowane. Dodatkowo wprowadzono tgcznik miedzy biatko prM i peptyd P2A tzw. ,linker GSG”, czyli
sekwencje trzech aminokwaséw glicyny-seryny-glicyny, miedzy C’ koniec biatka prM a N’ koniec
peptydu P2A w celu zmniejszenia sferycznych zaburzen struktury biatek.

Bazujgc na naturalnej zdolnosci biatek prM i E do tworzenia VLPs, we wczesniejszych bada-
niach nad flawiwirusowymi VLPs jak réwniez na wtasnym doswiadczeniu w produkcji czgstek wiru-
sowych w Zaktadzie Szczepionek Rekombinowanych Miedzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii
Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego zaprojektowano nowg i efek-
tywng strategie produkcji flawiwirusowych rekombinowanych VLPs zawierajgcych znane biatka
strukturalne TBEV, wykorzystujgc potgczenie wyzej wymienionych elementéw.

Przedstawione modyfikacje w sekwencji aminokwasowej znanych biatek TBEV, czyli sekwen-
cja aminokwasowa VLP bedaca przedmiotem wynalazku jest przedstawiona na schemacie 1. Se-
kwencje aminokwasowe biatek prM i E wirusa TBEV mogg pochodzi¢ z réznych szczepéw wirusa
TBEV. W przedstawionej w wynalazku sekwenciji biatek rekombinowanych i VLPs uzyto sekwencji
aminokwasowych biatek wirusa TBEV-szczep Neudoerfl (GenBank: AAA86870.1). Wynalazek zo-
brazowano réwniez na wykazie sekwencji.

Schemat 1- Schemat sekwencji aminokwasowej.

S . S s E
SEQI sSLprMP2AE VAT <l

b3
7
s,

ssL — sekewencia sygnalowa dla fosfatazy LMSAPI z Leishmania mexicona wegaface) sekrec z systemu ekspresyinego LEXSinduce3
Expression Kit {Jena Bioscience)

pedd - bizfko strufturaine wirusa TBEV

G8G ~nkerowa sekwenca trzech aminolowashvw, zapewnispaea efekivoniegszy rozdzial bisdel

P2A —selowvencia powodyjaca samoczynay rozdzal bialek pochodzi ze Switskiego Teschowirusa-1

55— sekwencia sygnatowa dla bialka E winsa TBEV, zawarta w domerach transmembranowych biallkes prM wirnsa TBEV

E —biake strokoralne wirnsa TBEV

SEQ 1
Sekwencja aminokwasowa rekombinowanych VLPs — sekwencja aminokwasowa sktadajgca
sie z sekwencji aminokwasowych dwdch biatek: prM (region 114-281 w sekwencji aminokwasowe]
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poliproteiny wirusa TBEV) i E wirusa TBEV (region 282—-776 w sekwencji aminokwasowej polipro-
teiny wirusa TBEV) poprzedzonych odpowiednio aminokwasowg sekwencjg sygnatowg dla fosfa-
tazy LMSAP1 z Leishmania mexican (region 1-23 w sekwencji aminokwasowej tego biatka, Gen-
bank: CAA87090.1) np. sekwencja sygnatowa z systemu ekspresyjnego LEXSinduce3 Expression
Kit (Jena Bioscience), rozdzielonych sekwencjg linkerowg trzech aminokwasow wyzej opisanych —
glicyny-seryny-glicyny nazywane linkerem GSG) potaczong z peptydem P2A (region 979-997 w se-
kwencji aminokwasowej poliproteiny wirusa Teschowirusa 1, Genbank: NP_653143.1).

Podsumowujgc, modyfikacje wprowadzone do sekwencji aminokwasowych znanych biatek
flawiwirusowych powoduja:

—  sekwencja sygnatowa dla fosfatazy LMSAP 1 z Leishmania mexicana utatwia sekrecje
dojrzatych czgstek wirusopodobnych VLPs (SEQ 1), co umozliwia zastosowanie prost-
szych metod oczyszczania VLPs

—  peptyd P2A wstawiony miedzy biatkami prM i E (SEQ 1) pozwala na efektywniejsze
rozdzielenie biatek flawiwirusowych prM i E, co utatwia sktadanie czgstek VLPs

—  sekwencja sygnatowa dla fosfatazy LMSAP 1 z Leishmania mexicana zastosowana jako
sekwencja sygnatowa do biatka prM oraz P2A wstawiona miedzy biatkami prM i E (SEQ 1)
zwieksza wydajnosc¢ produkcji rekombinowanych VLPs TBEV w systemie ekspresyjnym
pierwotniaka Leishmania tarentolae LEXSinduce3 Expression Kit (Jena Bioscience).

Czastki wirusopodobne VLPs o sekwencji SEQ 1 sg zdolne do wzbudzenia silnej odpowiedzi
immunologicznej w modelu mysim, co jest niezbedne do skutecznej neutralizacji wirusa TBEV
w modelach in vitro oraz in vivo, co znajduje przetozenie do neutralizacji wirusa TBEV w organizmie
cztowieka.

VLPs o SEQ 1 wg wynalazku mogg by¢ nadprodukowane w komorkach pierwotniaka Leish-
mania tarantolae. Do nadprodukcji mozna wykorzystaé komercyjny system nadprodukcji LEXSY
(Jena Bioscience).

W celu nadprodukcji antygenéw flawiwirusowych mogg by¢ wykorzystane standardowe wa-
runki (m.in. sktad pozywki hodowlanej, czas nadprodukcji, temperatura hodowli komérek, ilos¢ uzy-
tego wektora itp.) stosowane do nadprodukcji biatek wirusowych i/lub zastosowane warunki zale-
cane przez producentéw komercyjnych systemow.

Drugi aspekt tego wynalazku przedstawia zastosowanie rekombinowanych VLPs o sekwencji
SEQ 1 wg wynalazku jako antygenu szczepionkowego, w profilaktyce zakazen wirusem TBEV.
Aspekt ten obejmuje tez kompozycje immunogennego preparatu zawierajgcego VLPs oraz korzyst-
nie co najmniej jeden adiuwant — skfadnik szczepionki. Jako adiuwant wykorzystane mogg by¢ za-
stosowane w przyktadach Addavax (InvivoGen) lub Alhydrogel (InvivoGen).

W sktad preparatu szczepionkowego do zapobiegania infekcji wirusem TBEV mogag wchodzié
wyprodukowane rekombinowane VLPs o sekwencji SEQ 1 zmieszane z adiuwantem. Rekombino-
wane VLPs moga by¢ wyprodukowane wg metody produkcji podanej w przyktadzie 1.

Schemat podawania takich preparatéw szczepionkowych moze obejmowaé od 1 do 3 dawek
podawanych w odstepstwie 2 tygodni. Jedna dawka moze zawiera¢ 1-100 ug biatka catkowitego
w prébie zawieszone w 50—-100 ul buforu PBS zmieszane z adiuwantem.

Preparaty szczepionkowe mogg by¢ podawane domiesniowo i/lub podskornie.

Wynalazek przedstawiono na sekwencji opisywanej dalej jako SEQ 1. Wynalazek opisano
réwniez w przyktadach wykonania i rysunku, na ktérym poszczegdlne figury przedstawiaja:

Fig. 1. Analiza western blot przedstawiajgca potwierdzenie produkcji rekombinowanych

VLPs ssLprMP2AE w pozywce hodowlanej z komorek pierwotniaka Leishmania ta-
rantolae.
Fig. 2. Zdjecia z transmisyjnej mikroskopii elektironowej VLPs ssLprMP2AE o sekwencji
SEQ 1 (barwienie negatywowe oraz barwienie negatywowe z barwieniem Immuno-
gold przeciwciatami skierowanymi przeciwko biatku E).

Fig. 3. Woykres przedstawiajgcy srednie miana mysich surowic uzyskanych po 3 szczepie-
niach VLPs ssLprMP2AE o sekwencji SEQ 1.

Przyktad 1

PRODUKCJA REKOMBINOWANYCH VLPs O SEKWENCJI AMINOKWASOWEJ WEDLUG
WYNALAZKU
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Sekwencje uzyskano znanym sposobem.

Geny kodujgce rekombinowane wchodzace w skiad VLPs ssLprMP2AE o sekwencji SEQ 1
zostaty chemicznie zsyntetyzowane przez GeneArt (Life Technology). Nastepnie zostaty wklono-
wane do wektora plazmidowego pLEXSY_I-blecherry3 — sktadnika systemu ekspresji LEXSinduce3
Expression Kit (Jena Bioscience) uzywajgc miejsc restrykcyjnych Sall/Notl.

Plazmid byt namnazany w komoérkach E. coli (TOP 10) i izolowany przy uzyciu kitu Plasmid
Mini (A&A Biotechnology). Uzyskany plazmid zostat zliniowany za pomocg enzymu restrykcyjnego
Swal, w celu wprowadzenia go do komodrek pierwotniaka Leishmania tarentolae. Przygotowany
w ten sposéb plazmid zostat uzyty do transfekcji zgodnie z protokotem systemu LEXSinduce3
Expression Kit (Jena Bioscience), w celu uzyskania indukowalnych linii stabilnych niosgcych geny
kodujace VLPs. Po przeprowadzeniu transfekcji za pomocg elektroporacji komorki zostaty poddane
selekcji za pomocg bleomycyny (100 pg/ml) zgodnie z protokotem producenta. Komorki byty hodo-
wane w pozywce LEXSY BHI Medium (Jena Bioscience) suplementowanej heming (5 pg/ml), z do-
datkiem antybiotykdéw Pen-Strep i LEXSY NTC (100 pug/ml) (Jena Bioscience) oraz Hygromycin B
Gold (100 pg/ml) (InvivoGen) w 26°C. Po 2 tygodniach selekcji uzyskano linie stabilng z induko-
walng ekspresjg gendéw kodujgcych rekombinowane biatka tworzgce VLPs ssLprMP2AE pod kon-
trolg represora tetracyklinowego.

W celu nadprodukcji VLPs o SEQ 1 komérki indukowano tetracykling (15 pg/ml), skala ho-
dowli 50 ml, przygotowana przez zaszczepienie 5 ml hodowli do 45 ml Swiezej pozywki LEXSY BHI
Medium (Jena Bioscience). Nastepnie inkubowano komérki przez 3 dni w 26°C z wytrzgsaniem.

W dalszym kroku pozywke znad komérek odwirowywano w celu pozbycia sie resztek komér-
kowych (8000 rpm, 15 min). Wykonano analize western blot przy uzyciu przeciwciat skierowanych
przeciwko biatku E oraz prM w celu potwierdzenia obecnosci rekombinowanych biatek wchodza-
cych w sktad VLPs o sekwencji SEQ 1 w pozywce hodowlanej. Fig. 1 przedstawia wynik przepro-
wadzonej analizy, potwierdzajgcej produkcje oraz sekrecje do pozywki biatek prM i E. W celu
oczyszczenia VLPs pozywke poddawano peletowaniu przez ultrawirowanie przez 20% poduszke
sacharozowg (20% sacharoza w buforze Tris-NaCI-EDTA 50 mM-100 mM-10 mM) przy predkosci
28 000 rpm przez 3 h. Precypitaty rozpuszczono przez noc w roztworze buforowanej fosforanem
soli fizjologicznej o pH 7,4 (PBS). Po rozpuszczeniu precypitaty poddawano ultrawirowaniu w gra-
diencie gestosci sacharozy (20-60% w buforze Tris-NaCI-EDTA 50 mM-100 mM-10 mM), 27 000
rom, 16 h. W celu usuniecia sacharozy z probek i wymiany buforu na PBS wykorzystano filtry Ami-
con Ultra 100K (Merck Milipore).

Analiza frakcji zawierajgcych VLPs ssLprMP2AE o sekwencji SEQ 1 po ultrawirowaniu w gra-
diencie zostata wykonana przy uzyciu metod takich jak western blotting, barwienie coomassie bril-
liant blue, transmisyjna mikroskopia elektronowa, metoda Bradford w celu oznaczenia stezenia
biatka. Wyniki analizy pokazano na Fig. 2. Zaréwno mikroskopia elektronowa z barwieniem nega-
tywowym oraz barwieniem negatywowym z Immunogold ze specyficznymi przeciwciatami prze-
ciwko biatku E (Fig. 2), jak i inne wymienione metody badawcze potwierdzity, ze zgodnie z zatoze-
niami biatka produkowane weditug SEQ 1 tworzg VLPs.

Przyktad 2

PREPARAT SZCZEPIONKOWY

Budowa sekwencji wedtug wynalazku $wiadczy o medycznym zastosowaniu VLPs do pre-
wencji zakazen wywotanych przez wirusa TBEV z rodzaju Flavivirus, zwtaszcza jako sktadnik
szczepionki.

Dla przyktadu, rekombinowane VLPs o sekwencji SEQ 1 wyprodukowane metodg przedsta-
wiong w przyktadzie 1 zostaty uzyte jako immunogen w badaniach na modelu mysim.

Preparaty szczepionkowe o sktadzie powyzej opisanym byty podawane myszom w 3 dawkach
w odstepie 2 tygodni. Preparaty szczepionkowe stanowigce 1 dawke powstaty przez zmieszanie
oczyszczonych rekombinowanych VLPs o sekwencji SEQ 1 (w ilosci 10 ug catkowitej ilosci oczysz-
czonego biatka w objetosci 100 pl) z adiuwantem AddaVax (InvivoGen) w stosunku objetosciowym
1:1 lub adiuwantem Alhydrogel (InvivoGen) w stosunku masowym 1:25. Nastepnie preparaty zo-
staty podane dwém grupom myszy Balb/c (6 samic myszy na grupe) podskornie w dwa miejsca
wktucia. Trzy myszy byly zaszczepione tylko buforem PBS zmieszanym z adiuwantem w tym sa-
mym stosunku i stanowity grupe kontrolna.
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Preparaty 2 i 3 dawki zostaty wykonane przez zmieszanie 10 ug oczyszczonych rekombino-
wanych VLPs o sekwencji SEQ 1 w objetosci 50 yl w stosunku objetosciowym 1:1 z adiuwantem
AddaVax lub adiuwantem Alhydrogel w stosunku masowym 1:25. Preparaty podano réwniez pod-
skornie w 1 miejsce wkitucia.

W celu oceny skutecznoéci szczepionek tj. immunogennosci rekombinowanych VLPs pobrano suro-
wice po kazdym szczepieniu kazdej grupy myszy i przeprowadzono analize immunogennosci przez ozna-
czenie miana surowic. Analiza polegata na przeprowadzeniu testu ELISA gdzie antygenem byly biatka prM/E
nadprodukowane w komadrkach ssaczych HEK293T i oczyszczone przez ultrawirowanie lub na ztozu niklo-
wym z wykorzystaniem znacznikdéw histydynowych. Plytke M-96 optaszczono antygenem o stezeniu
10 pg/ml w ilosci 50 pl przez noc. Nastepnie dodano roztwoér blokujgcy (3% BSA w buforze PBS+0,05%
Tween20) w ilosci 100 pl. Po odptukaniu nadmiaru roztworu blokujgcego dodano seryjne rozciehczenia su-
rowic uzyskanych z poszczegodlnych myszy w objetosci 50 pl i inkubowano 2 h. Nastepnie po odptukaniu
nadmiaru, dodano przeciwciata drugorzedowe anty-mysie skoniugowane z peroksydazg chrzanowg i inku-
bowano 1 h. Po odptukaniu nadmiaru przeciwciat dodano substrat tetrametylobenzydyne (TMB) (Life Tech-
nology) i przeprowadzono reakcje enzymatyczng przez 2 min. Nastepnie reakcje zastopowano przez doda-
nie 0,5 M kwasu siarkowego (VI). Odczyt reakcji nastgpit przez odczyt absorbancji przy dtugosci fali 450 nm
w czytniku ptytek.

Miano surowicy oznaczano przez wybranie takiego rozcienczenia surowicy, w ktérym sygnat
jest wyzszy niz $rednia wartos¢ absorbacji powiekszona o potrojong wartos¢ odchylenia standar-
dowego w kontroli negatywnej. Figura 3 przedstawia miana surowic. Po trzecim szczepieniu ich
$rednie miana siegajg wartosci rzedu od okoto 10°, co wskazuje na wysokg immunogenno$¢ zasto-
sowanego preparatu szczepionkowego zawierajgcego rekombinowane VLPs. Uzyskane wyniki po-
twierdzajg immunogenno$¢ uzyskanych VLPs o sekwencji SEQ 1 wedtug wynalazku oraz potwier-
dzajg ich uzytecznos¢ jako preparatu szczepionkowego.

Wykaz sekwencji:

SEQ. 1 - diugosé 733

Met Ala Ser Arg Leu Val Arg Val Leu Ala Ala Ala Met Leu Val Ala
1 5 10 15
Ala Ala Val Ser Val Asp Ala Thr Met Thr Leu Ala Ala Thr Val Arg
20 25 30
Lys Glu Arg Asp Gly Ser Thr Val Ile Arg Ala Glu Gly Lys Asp Ala
35 40 45
Ala Thr Gln Val Arg Val Glu Asn Gly Thr Cys Val Ile Leu Ala Thr
50 55 60
Asp Met Gly Ser Trp Cys Asp Asp Ser Leu Ser Tyr Glu Cys Val Thr
65 70 75 80
Ile Asp Gln Gly Glu Glu Pro Val Asp Val Asp Cys Phe Cys Arg Asn
85 90 95
Val Asp Gly Val Tyr Leu Glu Tyr Gly Arg Cys Gly Lys Gln Glu Gly
100 105 110
Ser Arg Thr Arg Arg Ser Val Leu Ile Pro Ser His Ala Gln Gly Glu
115 120 125
Leu Thr Gly Arg Gly His Lys Trp Leu Glu Gly Asp Ser Leu Arg Thr
130 135 140
His Leu Thr Arg Val Glu Gly Trp Val Trp Lys Asn Lys Leu Leu Ala
145 150 155 160
Leu Ala Met Val Thr Vval Val Trp Leu Thr Leu Glu Ser Val Val Thr
165 170 175
Arg Val Ala Val Leu Val Val Leu Leu Cys Leu ARla Pro Val Tyr Ala
180 185 190
Gly Ser Gly Ala Thr Asn Phe Ser Leu Leu Lys Gln Ala Gly Asp Val
195 200 205



Glu
Val
225
Thr
Arg
Glu
Asn
Thr
305
Glu
Gly
Cys
Tyr
Gly
385
Ser
Gly
Gln
Ala
Lys
465
Phe
Gln
Ile
Val
Asp
545
Asp
Ile
Met

Ile

Leu
625

Glu
210
Leu
His
Val
Gly
FPro
290
Lys
Glu
Trp
Val
Asp
370
Asp
Fhe
Asp
Thr
Trp
450
His
Gly
Thr
Glu
Gly
530
Lys
Thr
Pro
Leu
Glu

610
Ser

Asn
Val
Leu
Thr
Lys
275
Ala
Val
His
Gly
Lys
355
Ala
Tyr
Thr
Val
Val
435
Gln
Glu
Ala
Gly
Gly
515
Leu
Thr
Val
Val
Ile
595

Met

His

Pro
Val
Glu
Leu
260
Pro
Lys
Ala
Gln
Asn
340
Ala
Asn
Val
Ile
Ser
420
Ile
Val
Gly
Pro
Val
500
Thr
Glu
Lys
Val
Arg
580
Thr

Gln

Gln

Gly
Leu
Asn
245
Val
Ser
Thr
Ala
Gly
325
His
Ala
Lys
Ala
Ser
405
Leu
Leu
His
Ala
His
485
Leu
Lys
Lys
Phe
Met
565
Ala
Pro

Leu

Trp

Pro
Leu
230
Arg
Leu
Met
Arg
Arg
310
Gly
Cys
Cys
Ile
Ala
390
Ser
Leu
Glu
Arqg
Gln
470
Ala
Leu
Tyr
Leu
Thr
550
Glu
Val
Asn

Pro

Phe
630

Thr
215
Cys
Asp
Glu
Asp
Glu
295
Cys
Thr
Gly
Glu
Val

375
Asn

Cys
Leu
ASpP
455
Asn
Val
Lys
His
Lys
535
Trp
Val
Ala
Pro
Pro

615
Gln

Leu
Leu
Phe
Leu
Val
280
Tyr
Pro
Val
Leu
Ala
360
Tyr
Glu
Lys
Arg
Asp
440
Trp
Trp
Lys
Ala
Leu
520
Met
Lys
Thr
His
Thr
600

Gly

Lys
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Glu
Ala
Val
Gly
265
Trp
Cys
Thr
Cys
Phe
345
Lys
Thr
Thr
Thr
Val
425
Lys
Phe
Asn
Met
Leu
505
Lys
Lys
Arg
Phe
Gly
585
Ile

Asp

Gly

Ser
Pro
Thr
250
Gly
Leu
Leu
Met
Lys
330
Gly
Lys
Val
His
Ile
410
Ala
Thr
Asn
Asn
Asp
490
Ala
Ser
Gly
Ala
Ser
570
Ser
Glu

Asn

Ser

Val
Val
235
Gly
Cys
Asp
His
Gly
315
Arg
Lys
Lys
Lys
Ser
385
Leu
Ser
Val
Asp
Ala
475
Val
Gly
Gly
Leu
Pro
555
Gly
Pro
Asn

Ile

Ser
635

Val
220
Tyr
Thr
Val
Ala
Ala
300
Pro
Asp
Gly
Ala
Val
380
Gly
Thr
Gly
Glu
Leu
460
Glu
Tyr
Val
His
Thr
540
Thr
Thr
Asp
Asn
Tle

620
Ile

Thr
Ala
Gln
Thr
Ile
285
Lys
Ala
Gln
Ser
Thr
365
Glu
Arg
Met
Val
His
445
Ala
Arg
Asn
Pro
val
525
Tyr
Asp
Lys
vVal
Gly
605

Tyr

Gly

Arg
Ser
Gly
Ile
270
Tyr
Leu
Thr
Ser
Ile
350
Gly
Pro
Lys
Gly
Asp
430
Leu
Leu
Leu
Leu
Val
510
Thr
Thr
Ser
Pro
Asn
590
Gly

val

Arg

Val
Arg
Thr
255
Thr
Gln
Ser
Leu
Asp
335
Val
His
His
Thr
Glu
415
Leu
Pro
Pro
Val
Gly
495
Ala
Cys
Met
Gly
Cys
575
Val
Ser

Gly

Val

Ala
Cys
240
Thr
Ala
Glu
Asp
Ala
320
Ala
Val
Thr
Ala
400
Tyr
Ala
Thr
Trp
Glu
480
Asp
His
Glu
Cys
His
560
Arg
Ala
Phe

Glu

Phe
640
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Gln
Ala
Ala
Val
Gly

705
Gly
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Lys Thr Lys Lys Gly Ile Glu Arg Leu Thr val Ile Gly Glu His

645 650 655

Trp Asp Phe Gly Ser Ala Gly Gly Phe Leu Ser Ser Ile Gly Lys

660 665 670

Val His Thr Val Leu Gly Gly Ala Phe Asn Ser Ile Phe Gly Gly

675 680 685

Gly Phe Leu Pro Lys Leu Leu Leu Gly Val Ala Leu Ala Trp Leu
690 695 700
Leu Asn Met Arg Asn Pro Thr Met Ser Met Ser Phe Leu Leu Ala

710 715 720

Gly Leu Val Leu Ala Met Thr Leu Gly Val Gly Ala

725 730

Zastrzezenia patentowe

1. Rekombinowana czgstka wirusopodobna kleszczowego zapalenia mézgu o sekwencji SEQ 1

zawierajgca sekwencje aminokwasowg biatka prM regionu 114-281 w sekwencji aminokwa-
sowej poliproteiny wirusa kleszczowego zapalenia mézgu (TBEV), sekwencje aminokwasowg
biatka E wirusa TBEV regionu 282—776 w sekwencji aminokwasowej poliproteiny wirusa TBEV
oraz aminokwasowg sekwencje sygnatowg dla fosfatazy LMSAP 1 z Leishmania mexicana
regionu 1-23 w sekwencji aminokwasowej tego biatka, przy czym sekwencja sygnatowa dla
LMSAP 1 usytuowana jest przed sekwencjg biatka prM, a ponadto zawiera sekwencje linke-
rowg trzech aminokwaséw glicyny-seryny-glicyny potaczong z peptydem P2A regionu
979-997 w sekwencji aminokwasowej poliproteiny Teschowirusa 1.

. Czastka o sekwencji SEQ 1 do zastosowania w perwencji i zwalczaniu kleszczowego zapale-

nia moézgu.

. Czastka do zastosowania wedtug zastrz. 2, znamienna tym, ze jest stosowana jako mie-

szanina z adiuwantem.

. Czastka do zastosowania wedtug zastrz. 2, znamienna tym, ze stuzy do produkcji szczepio-

nek.
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