Sekwencje nukleotydowe obejmujace zmodyfikowane geny paramyksowirusa gotebiego
serotypu 1, sekwencje zmodyfikowanych biatek tworzace czastki wirusopodobne oraz ich
zastosowanie jako srodek do zwalczania i/lub prewencji choroby paramyksowirozy

golebi, zwlaszcza jako szczepionka

Wynalazek dotyczy sekwencji nukleotydowych kodujacych zmodyfikowane biatka
paramyksowirusa gotebiego serotypu 1 (PPMV-1) tworzace czastki wirusopodobne (VLP)
oraz konstrukt je zawierajacy, jak 1 sekwencje aminokwasowe w zakresie
zmodyfikowanych bialek 1 czastek wirusopodobnych (VLP). Wynalazek dotyczy ich
zastosowania jako srodek do zwalczania i/lub prewencji choroby paramyksowirozy
gotebiej, zwlaszcza mogace by¢ wuzyte jako szczepionka przeciwko chorobie

paramyksowirozie gotgbiej oraz zastosowanie do jego otrzymywania.

Paramyksowiroza gotebi wywotywana jest przez wirusa nalezacego do pierwszego
serotypu ptasich paramyksowiruséw (APMV-1). Nalezy on do rodzaju avulavirsow. Jego
genom zbudowany jest z jednoniciowego RNA o ujemnej polarnosci. Na dzien dzisiejszy
wyrdznia si¢ szesnascie zrdéznicowanych genetycznie typow wirusa. APMV-1 atakujacy
gotebie rozni si¢ od szczepdw tego zarazka wykrywanych u drobiu. Wariant golebi tego
wirusa zostat sklasyfikowany do antygenowej grupy P (pigeon variants) oraz genetycznej
grupy 4b i opisywany jest symbolem PPMV-1 (Pigeon Paramyxovirus Type 1). Choroba
Newcastle, inaczej rzekomy pomor drobiu, u gotebi nazywana jest paramyksowirozg i
wywoltywana jest przez antygenowy ,,wariant golebi” ptasiego paramyksowirusa serotypu

1 (PPMV-1). Jest to choroba wysoce zarazliwa, powodujaca niekiedy 100% $miertelnosc.

Wirus paramyksowirozy golebi inaczej] nazywany tez wirusem rzekomego pomoru
drobiu przenosi si¢ pomiedzy roznymi gatunkami ptactwa, ale tez moze infekowa¢ gady,
ssaki oraz ludzi. Wsrdd ptakow wirus APMV-1 infekuje przynajmniej 241 gatunkéw
nalezacych do 27 z 50 rzedow. Mozliwe jest, ze wszystkie gatunki ptakow sg podatne na
infekcje, ale choroba moze przybiera¢ migedzy nimi rozne formy. Izolaty APMV-1 sa
czesto uzyskiwane z dzikiego wedrownego ptactwa oraz ptakow wodnych. Wiekszos¢ tych
izolatow posiada niska wirulencje u drobiu hodowlanego. Jedng z najbardziej znaczacych
eskalacji choroby wsérod dzikich ptakéw byla ta zaobserwowana u kormorana rogatego w
poétnocnej Ameryce w latach dziewiecdziesigtych XX wieku. Po niedlugim czasie infekcja
przeniosta si¢ na hodowle indykéw. Rowniez ptaki w chowie klatkowym nie sa bezpieczne

przed wirusem. Do infekcji dochodzi zwykle w stacjach przetrzymujacych zwierzeta przed
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eksportem, enzootycznie lub przez rozprzestrzenienie si¢ z hodowlanego ptactwa, jesli
znajduje sie w poblizu. Najbardziej narazone na zakazenie sa ptaki klatkowe
transportowane i sprzedawane w sposéb nielegalny. W ptactwie domowym rézne szczepy
wirusa rzekomego pomoru drobiu byly izolowane z réznorodnych gatunkow ptactwa, od

gotebi po strusie.

Rzekomy pomor drobiu moze przenosic¢ si¢ pomiedzy osobnikami jednego gatunku,
a takze miedzygatunkowo na wiele réznych sposobdw. Droga przenoszenia si¢ tego wirusa

jest infekcja przez inhalacje.

Taki rodzaj infekcji moze by¢ wynikiem dostania si¢ czasteczek wirusa do ptyndéw, ktore
nastepnie wejda w kontakt z ptactwem w formie kropel lub aerozoli. Moze to by¢
spowodowane replikacja wirusa w uktadzie oddechowym ptakow lub zanieczyszczeniem
wody. Fekalia wydalane przez zakazone zwierzeta moga roOwniez zawiera¢ czasteczki
wirusa, ktore uwolnia sie po ich wyschnieciu. Co wigcej, w trakcie infekcji drog
oddechowych moga tworzy¢ si¢ aerozole zdolne pokona¢ znaczne odleglosci przed

zakazeniem podatnego gospodarza.

Mozliwa jest infekcja przez przyjecie pokarmu. Przypadek wybuchu zachorowan wsréd
kur w Wielkiej Brytanii potwierdzil mozliwos¢ przenoszenia choroby droga pokarmowa.
Drob zachorowal po spozyciu paszy zanieczyszczone] odchodami oraz padling dzikich
gotebi. Zauwazalng whasciwoscia tego typu infekcji jest jej wolne tempo
rozprzestrzeniania si¢ w stosunku do infekcji przez inhalacje. Mozliwa jest tez transmisja

pionowa.

Nie jest do konca wyjasnione, czy choroba wystepujaca u mtodych kurczat zostata nabyta
poprzez kontakt zwierzecia z zakazonym materialem, czy przekazana od rodzica.
Wiadome jest, ze po zaszczepieniu szczepionka La Sota znajduje si¢ takze w jajnikach,
jajowodach oraz macicy. Mimo to najbardziej prawdopodobnym zrédtem zakazen sa

zanieczyszczenia na skorupkach, materialty pakowne lub samochody do przewozu drobiu.

Wedrowna natura ptakow wodnych oraz pobrane od nich izolaty patogenicznego wirusa
choroby Newcastle zbiezne z izolatami z drobiu hodowlanego podczas epizootii sugeruje
mozliwo$¢ przeniesienia wirusa na duze dystanse. Kolejnym waznym elementem na
drodze przenoszenia choroby sg egzotyczne ptaki gtownie z rodziny papugowatych. To

wlasnie w wyniku importu tych zwierzat w roku 1971 wystapit pierwszy wybuch epizootii
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spowodowany welogenicznym wicerotropicznym typem APMV-1. W tym samym czasie

podobne wydarzenia mialy miejsce w roznych czegsciach §wiata.

Ludzie mogg przenosi¢ wirusa w sposéb mechaniczny — na sobie, na uzywanym sprzecie,
badz jako wynik infekcji, ktoéry u ludzi objawia si¢ zwykle jako zapalenie spojowek.
Najgrozniejszy jest przy tym fakt szybkiego przemieszczania si¢ ludzi oraz w przypadku
wyspecjalizowanych pracownikow, wspotpraca z wieloma fermami, co moze prowadzié

do zakazenia ogromne;j ilo$ci osobnikdw.

Kolejnym mozliwym sposobem przedostawania si¢ wirusa pomiedzy zainfekowanymi, a
podatnymi na infekcje ptakami, sa latajace insekty oraz wiele innych zwierzat, ktore w
sposéb mechaniczny moga przenosi¢ czasteczki wirusa. Oprocz tego istnieje wiele
gatunkow zwierzat, ktore tak jak czlowiek sa nosnikami umozliwiajgcymi replikacje
wirusa. Warto takze wspomnie¢ o mozliwosci zakazenia wirusem podczas szczepien
ochronnych. Ten rodzaj przenoszenia choroby jest w tej chwili prawie niespotykany ze
wzgledu na rozw¢j techniki, lecz wystgpowaly przypadki w ktorych szczepionki byly

zanieczyszczone zywym wirusem lub inaktywowane w niewystarczajacym stopniu.

Okres inkubacji po zakazeniu wirusem moze waha¢ si¢ od 2 do 15 dni, u niektorych
gatunkow infekcja moze zaja¢ nawet 20 dni. Infekcje wirusem APMV-1 moga wywotywac
szeroki wachlarz objawow klinicznych. Zdolnos¢ wirusa do wywolywania tak
réznorodnych objawéw jest zalezna nie tylko od jego patogennosci, ale rowniez od
gatunku gospodarza, jego wieku, czy réwnoczesnej infekcji innymi patogenami.
Smiertelno$é i zachorowalnos¢ zaleza gtownie od tego, jakim szczepem wirusa zostanie
zakazony organizm. Mozemy wyrdézni¢ 5 glownych szczepow. Asymptotyczny -
bezobjawowa lekka infekcja przewodu pokarmowego, niegrozna dla zdrowia gospodarza.
Lentogeniczny — bardzo lekkie zapalenie ukladu oddechowego, kaszel, kichnigcia,
dreszcze, smiertelnos¢ jest znikoma. Mezogeniczne — smiertelno$¢ przy zakazeniach tym
szczepem jest zwykle niska i wynosi do 10%. Moze wywolywaé ostre zapalenie drog
oddechowych, au niektérych gatunkow takze symptomy neurologiczne Welogeniczny
neurotropiczny — przy zakazeniu nim $miertelno$¢ jest niemal 100%, poprzedzaja ja
zwykle ostre zapalenia uktadu oddechowego oraz uktadu nerwowego, do ktoérych mozna
zalicza¢ drgawki, spazmy, paraliz konczyn oraz kurczowy skret szyi. Welogeniczny

wicerotropiczny — najbardziej $miertelny szczep choroby Newcastle, w przewodzie
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pokarmowym wystepuja krwotoczne uszkodzenia, moga rowniez wystepowac opuchniecia

i nekrozy.

Przy zakazeniach szczepami welogenicznymi w niektorych przypadkach zadne z oznak
moga nie wystepowac, lecz choroba konczy sie wtedy gwaltowna smiercig. Wystepuja
takze dodatkowe objawy takie jak wodniste biegunki, dusznosci czy zapalenia w glowie i

szyl, czesto nabierajgce niebieskawego zabarwienia, spada réwniez nie$nos¢ kur.

Aktualne szczepionki przeciw APMV-1 skltadajace si¢ glownie z zywych nisko
patogennych (dla kur) lub inaktywowanych wirusow (dla gotebi) nie chronig w pelni przed
zakazeniami szczepami wysoko patogennymi. Znane s3 tez szczepionki oparte na
rekombinowanych (zywych) herpeswirusach indyczych, ktére posiadaja w swojej
strukturze biatko fuzyjne NDV. Jednakze brakuje szczepionek w pelni bezpiecznych 1
zarazem tanich w produkcji, ktore w razie potrzeby (pojawienia si¢ nowego szczepu

wirusa) mogtyby by¢ wyprodukowane w krétkim okresie czasu.

W immunoprofilaktyce paramyksowirozy gotebi nie uzywa si¢ szczepionek
zywych, gdyz sa mato immunogenne, a w przypadku golebi pocztowych moze dojs¢ do
rozprzestrzenienia si¢ wirusa szczepionkowego na tereny, gdzie nie stosuje si¢ szczepien
przeciwko wirusowi ND. Warto zaznaczy¢, ze szczepienie nie zapobiega zakazeniu, czyli
replikacji PPMV-1, a tylko powstrzymuje wystapienie objawdw klinicznych. Nie wiadomo
jednak, jaka skutecznos$¢ szczepionki wykazuja w odniesieniu do nowo odkrytego wariantu
genetycznego PPMV-1 — 4a. Dlatego szczepienia powinny stanowi¢ jeden z elementow
strategii zwalczania wirusa PPMV-1, na rowni z efektywna bioasekuracjg. Jednak
specyfika chowu golebi (loty, wystawy) sprawia, ze przestrzeganie zasad bioasekuracji

staje si¢ niemozliwe.

Weciaz poszukuje si¢ metod skutecznych w zwalczaniu chorobie Paramyksowirozie

gotebiej 1 zapobieganiu zakazeniu APMV-1, zwtaszcza PPMV-1.

Wiriony paramyksowirusow sa pleomorficzne, zwykle sferyczne, czasem spotyka
si¢ budowe filamentowa, dla ktorej dlugos¢ moze wynosi¢ nawet 10 um. Klasyczny wirion
ma okolo 150 nm $rednicy, jest zbudowany z otoczki lipidowej, warstwy biatek oraz
nukleokapsydu. Otoczka wirusowa pochodzi z btony komorkowej i zawiera dwie lub trzy

zatopione w niej rodzaje glikoprotein.
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Genom APMV-1 wystepuje w formie jednoniciowego RNA o ujemnej polarnosci.
Posiada on okoto 15 tysiecy nukleotyddéw i koduje 7 biatek o wielkosci 5-250 kDa.
Znajduje si¢ on w nukleokapsydzie o wydluzonym ksztatcie o dlugosci od 600 do 800nm i

szerokosci 13 do 18 nm.

Wszystkie paramyksowirusy posiadaja w swojej] budowie kilka Dbiatek

posiadajacych takie same funkcje w catej rodzinie wirusow.

Biatko fuzyjne - F jest odpowiedzialne za przylaczanie wiruséw do blony komoérkowej, co
inicjuje dalsze wchtoniecie wirusa do komorki, proces ten zachodzi w obojetnym pH. Co
wiecej, wystgpienie biatka F na powierzchni komoérki skutkuje wytworzeniem syncytiow,
umozliwia to wirusowi przemieszczanie si¢ do nowych niezakazonych komorek bez
koniecznosci wydostawania si¢ poza komorke. Glikoproteina ta sktada sie z 529 do 565
aminokwasow 1 wystepuja w niej trzy domeny hydrofobowe, na koncu N, na koncu C oraz
okoto setnego aminokwasu. Domena znajdujaca si¢ natomiast na koncu C, migdzy 480 a
520 aminokwasem funkcjonuje jako domena transmembranowa zakotwiczajaca biatko w

blonie lipidowej.

Druga wazng glikoproteing wirusa jest hemaglutynina-neuraminidaza, ktéra wystepuje na
powierzchni wiruséw w postaci homo-oligomeréw. Podobnie jak biatko F tak 1 HN sa
syntetyzowane w postaci nieaktywnego prekursora HNO, ktéry nastgpnie jest aktywowany
poprzez obrobke proteolityczna — odcigcie dziewiecdziesieciu aminokwasow z konca C
fancucha. Uwazane jest, ze aktywacja proteolityczna glikoproteiny HN wplywa na
wirulencje wirusa, gdyz w szczepach lentogenicznych do takiej obrébki nie dochodzi.
Biatko HN zawiera od 565 do 582 aminokwaséw. Wystepuje w nim jedna domena
hydrofobowa o dlugosci 22-28 aminokwas6éw 1 zaczyna si¢ okoto 17 do 32 aminokwasow
od konca N. Pelni ona funkcje domeny przezbtonowej, a takze peptydu sygnatowego dla

glikozylacji.

Biatko M petni kluczowa role w sktadaniu dojrzalych wirusow po replikacji. Biatko to
kieruje nukleokapsyd do miejsc w blonie, na ktérych wystepuja powierzchniowe
glikoproteiny wirusa. Dzieje si¢ to przy pomocy oddzialywan hydrofobowych oraz
jonowych. Aby doszlo do wytworzenia czastek wirusa, musi wystapi¢ okreslona ilo$¢
biatka M w komorce. Biatko jest hydrofobowe ze wzgledu na wstepowanie duzej ilosci

reszt hydrofobowych aminokwaséw 32-38% 1 moze mie¢ to zwigzek z jego
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oddziatywaniami z btona komorkowsa oraz biatkami nukleokapsydu - NP. Biatko M sktada
si¢ z 341 do 375 aminokwasow, a jego masa czasteczkowa wynosi okoto 40 kDa. Jest to
tez jedyne biatko paramyksowiruséw, ktére samoistnie jest w stanie stworzy¢ czasteczke

podobna do wirusa.

Gen P koduje u paramyksowiruséw trzy biatka. Sa to biatka P, V oraz W. Zaklada sie, ze
biatko P (fosfoproteina) odgrywa wazng role w procesie transkrypcji, a bogate w cysteine
biatko V posiada funkcje regulatorowe w tym procesie. Biatko P o wielkosci okoto 50 kDa
pelni role kofaktora polimerazy. Ostatnim z biatek powstajacych z transkrypcji genu p jest
biatko W, ktore jest bardzo podobne do biatka V w budowie oraz funkcji. Réznig si¢ one

jedynie iloscig nie matrycowych guanidyn dodawanych w obrébce potranskrypcyjnej.

Biatko nukleokapsydu NP jest $ci$le zwiazane z utrzymaniem struktury wirusowego RNA,
oddziatuje ono takze z biatkami P 1 L (polimeraza wirusowa) w kompleksie
nukleokapsydu. Biatko jest ztozone z 489 do 553 aminokwasow, a konce N oraz C tego
biatka wykazuja znaczng hydrofilowos¢. Oddziatywanie biatka z RNA zachodzi poprzez
koniec 5’genomu lub antygenomowego RNA. Biatko NP jest uznawane za czynnik

odpowiadajacy za przetgczanie maszynerii pomigdzy transkrypcja a replikacja.

Biatko L (ang. large protein) jest wielofunkcyjnym biatkiem, ktore jest polimeraza RNA
zalezng od RNA. Uczestniczy ono réwniez w tworzeniu sekwencji liderowych, dodawaniu
czapeczki, metylacji oraz poliadenylacji mRNA. Jest to najwigeksze biatko
paramyksowirusow ztozone z 2204 do 2233 aminokwasow, a zarazem najmnie] liczne w

dojrzalym wirusie.

Replikacja wirusa zachodzi w cytoplazmie. Wirus przytacza si¢ do komorki gospodarza
przy pomocy glikoproteiny HN. Nastepnie nastgpuje fuzja bton, a nukleokapsyd jest
uwalniany do cytoplazmy. W tym momencie, w cytoplazmie nastepuje sekwencyjna
transkrypcja, wirusowe mRNA jest poliadenylowane oraz dodawana jest czapeczka.
Replikacja czasteczek zaczyna sie, gdy zostanie osiagniete odpowiednie stezenie biatek
budujacych nukleokapsyd (takie ktére pozwoli na otocznie nowo zsyntetyzowanych
genomow). Rybonukleokapsyd oddzialuje z biatkiem M pod btong cytoplazmatyczng, a
nastepnie wirus odpaczkowuje przy pomocy kompleksu ESCRT.

Czastki wirusopodobne — VLP’s (ang. Virus-like particles) sa podjednostkowymi,

samosktadajacymi si¢ strukturami z identyczng lub bardzo zblizong strukturag do wirusa, z
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ktorego pochodza. Nazwa czasteczki podobne do wirusa - uzywane sa do okreslania kilku
obiektéw biologicznych takich jak: niescharakteryzowane struktury posiadajace
morfologie wirusa znajdowane w probach biologicznych, puste struktury pochodzenia
wirusowego niezawierajace kwasdéw nukleinowych, infekcyjne wirusy ze zmianami
strukturalnymi wprowadzonymi chemicznie lub genetycznie oraz samosktadajace si¢
produkty genéw powstale na skutek ekspresji genow strukturalnych wirusa w systemie
produkcji biatek. Pierwszym, a zarazem najbardziej przetomowym wykorzystaniem VLP
byto stworzenie szczepionek przeciwko wirusowi zapalenia watroby typu B oraz wirusowi
brodawczaka ludzkiego. Po publikacji wynikéw klinicznych  zainteresowanie
wykorzystaniem czasteczek podobnych do wirusa znacznie wzrosto. Istnieje takze wiele
badan twierdzacych, ze symetryczne i wysoko powtarzalne utozenie aminokwaséw w
czastkach VLP umozliwia silng odpowiedz zar6wno komorkowa jak i humoralna, nawet
bez uzycia adjuwantéw. Historycznie, pierwsze czastki podobne do wirusa zostaty
uzyskane poprzez ekspresj¢ gendow otoczki biatkowej wirusa HBV oraz antygenu

powierzchniowego wirusa HBV wklonowanych do genomu wirusa mozaiki tytoniu.

Czastki podobne do wirusa posiadajg ogromny potencjal w wielu obszarach
zastosowan. Oprocz szczepionek, VLP moga by¢ wykorzystywane, jako nosniki substancji
w terapii genowej oraz przy produkcji nanomaterialow, ktére sktadajg sie z roznego

rodzaju czastek podobnych do wirusow.

Znane jest zastosowanie VLP w zastosowaniu jako sktadnik antygenow, w

zapobieganiu zakazeniom np. ze zgloszenia P. P.430234.

Stad celem wynalazku jest opracowanie dedykowanych sekwencji w zakresie
czasteczek VLP, ktére nadaja si¢ do wyprodukowania w olbrzymich ilosciach w systemie

bakulowirusowym.

Cel zostat osiggniety poprzez opracowanie czastek wirusopodobnych powstalych na bazie
trzech wybranych genow M-seq.4 lub F-seq.3 lub HN i1 mCherry-seq.2 paramyksowirusa
gotebiego PPMV-1, ktére zostaly zmodyfikowane oraz zoptymalizowane do produkcji w
systemie bakulowirusowym do zastosowania w zwalczaniu i/lub prewencji
paramiksowirozy golebi 1 zakazeniom PPMV-1. Wynalazek obejmuj¢ zatem réwniez

sekwencje pokazang jako seq. 1, ktora stanowi ztozenie sekwencji 2, 3 1 4 oraz dodatkowe
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fragmenty pomigdzy nimi. Kolejny wynalazek to wynik ekspresji seq. 2, seq 3 i seq 4 czyli

biatka odpowiadajace sekwencjom aminokwasowym seq 5, seq 6 i seq 7.

Wynalazek dotyczy trzech sekwencji nukleotydowych jak réwniez ich potaczenia jako caty
konstrukt  pokazany jako seq.l, ktore podczas ekspresjii W  systemie
bakulowirusowym/komoérek owadzich prowadzi do powstania biatek seq.5, seq.6 oraz
seq.7 sktadajacych si¢ w czastki wirusopodobne. Mozliwym jest uzyskanie tych biatek w

inny sposob réwniez.

Wynikiem opracowanej sekwencji nukleotydowej jest dana sekwencja aminokwasowa,
ktore nastepnie prowadza do sktadania sie struktur VLP. Finalnie, te struktury sa uzywane
jako srodek do wzbudzania odpowiedzi humoralnej czyli jako srodek w wprewencji i/lub
zwalczaniu zakazen wirusem PPMV-1. Wykazano, ze castki wirusopodobne na bazie
wynalazku sa w stanie wzbudzi¢ humoralng odpowiedz w immunizowanych gotebiach co

wskazuje na ich zastosowanie jako szczepionek.

Wynalazkiem sg trzy sekwencje nukleotydowe odpowiadajace modyfikowanym genom F
(seq. 3), HNmCherry (seq. 2 ) i M (seq. 4) wirusa PPMV-1 tworzacych jeden konstrukt
(seq, 1) kodujace biatka wedlug seq. 5-7, ktore prowadza do powstania czastek
wirusopodobnych. Wynalazkiem jest roéwniez zastosowanie tych czastek w celu
prewencji/zwalczaniu zakazeniom wirusem PPMV-1, zwlaszcza w produkcji szczepionki
dla golebi oraz zastosowanie do otrzymywania $rodka w celu prewencji/zwalczaniu

zakazeniom wirusem PPMV-1.

Zaleta jest to, ze wynalazek stanowi uktad sekwencji nukleotydowych, ktory
zwlaszcza ulegajac ekspresji w systemie bakulowirusowym umozliwiaja powstanie
immunogennych  czastek  wirusopodobnych do zastosowan jako $rodek w
prewencji/zwalczaniu zakazeniom wirusem PPMV-1, w tym jako szczepionka.
Dotychczasowe szczepionki dla gotebi opieraja sie na pelnym inaktywowanym wirusie
NDV co z jednej strony stanowi zagrozenie w procesie produkcyjnym (uwolnienie wirusa
do srodowiska) lub niepelnej inaktywacji (choroba ptaka). Zastosowanie preparatu
opartego na przedstawionym wynalazku pozwoli na pelne wykluczenie tych dwoch
zagrozen. Dodatkowo dzigki zastosowaniu postaci VLP w tym $rodku, zwtaszcza jako

szczepionka nie ma kontaktu z pelnym sktadem czastki wirusowej w wyniku czego jest



9

mozliwe (w przeciwienstwie do konwencjonalnych szczepionek) odroznienie ptaka

szczepionego od tego, ktory zachorowal w przesztosci lub choruje aktualnie.
Wynalazek pokazano na sekwencjach co opisano ponizej.

Sekwencja 1 pokazuje utozenie zmodyfikowanej sekwencji trzech gené6w PPMV-1(seq.2,

seq.3, seq.4) oraz elementow genomu ACMNPV.

Sekwencja 2 pokazuje modyfikowang sekwencje genu HN wirusa PPMV-1 w fuzji z
genem czerwonej fluorescencji mCherry o kodonach optymalizowanych do systemu

bakulowirusowego,

Sekwencja 3 pokazuje modyfikowang sekwencje genu F wirusa PPMV-1 o kodonach

optymalizowanych do systemu bakulowirusowego

Sekwencja 4 pokazuje modyfikowana sekwencje genu M wirusa PPMV-1 o kodonach

optymalizowanych do systemu bakulowirusowego

Sekwencji 5 pokazuje sekwencje aminokwasowg biatka powstajacego na podstawie genu

seq.2

Sekwencja 6 pokazuje sekwencje aminokwasowg biatka powstajacego na podstawie genu

seq.3

Sekwencja 7 pokazuje sekwencje aminokwasowg biatka powstajacego na podstawie genu

seq.4.

Sekwencja 1 jest konstruktem. Seq 2-4, ktora ulega ekspresji tworzac biatka o seq 5-7, a te
prowadza do powstania form VLP, ktore maj a zastosowanie jako srodek w

prewencji/zwalczaniu zakazenia PPMV-1.

Schemat finalnego konstruktu pokazano na fig. 1 - Schematyczne przedstawienie budowy

czastki  wirusopodobne] powstate] na podstawie sekwencji nukleotydowej 1
aminokwaseowe] bedacej przedmiotem wynalazku.

Na fig.2 pokazano schematyczne przedstawienie utozenia genéw (seq. 2-4) w konstrukcie
(seq. 1) do ekspresji biatek (seq. 5-7) sktadajacych sie w czastke PPMV-1-VLP.
Potwierdzeni e zastosowania wynalazku opisano w przyktadzie. Dodatkowo na fig. 3
pokazano wynik western blot wykonany z uzyciem surowicy gotebiej 039p (rozcienczenie

1:400) po szczepieniu oczyszczonym VLP. Na zdjeciu wykrywane sa biatka
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bakulowirusowe w sciezce WT Bac oraz biatko HN w $ciezkach PPMV-1-VLP, PPMV
oraz LaSota. Fig 4 pokazuje wynik western blot wykonany z uzyciem surowicy golebiej
102p (rozcienczenie 1:400) po szczepieniu oczyszczonym VLP. Na zdjeciu wykrywane sa
biatka bakulowirusowe w $ciezce WT Bac, biatko HN w $ciezce PPMV-1-VLP oraz biatko
M w $ciezkach PPMV oraz LaSota.

Czastki podobne do wirusa — VLP golebiego paramyksowirusa PPMV-1 wedtug
wynalazku zawieraja trzy typy zmodyfikowanych biatek: biatkka M (seq.7) (kodowane
przez seq. 4), biatka macierzy, biatka F(seq.6) (kodowane przez seq. 3) i biatka fuzyjnego
oraz biatka HN(seq.5)- hemaglutyniny-neuraminidazy bodace; w fuzji z bialkiem
fluorescencyjnym mCherry (kodowane przez seq. 2). Biatka M buduja wewnetrzng kolista
strukture czasteczki tworzac jej szkielet, biatka HNmCherry oraz F sg natomiast

zakotwiczone w blonie 1 prezentowane na zewngtrznej stronie czasteczki.

Geny w konstrukcie seq.1 ulozone sa naprzemiennie, seq.2-gen HNmCherry ( HN w fuzji
z genem biatka fluorescencyjnego mCherry) oraz seq.3-gen F kodowane sa od konca 5’
gdzie posiadaja promotor do konca 3’ na ktorym znajduje si¢ terminator umieszczone s
one na nici kodujacej. Promotory oraz terminatory tych gendéw zostaly stworzone na
podstawie sekwencji promotorowej 1 terminatorowej genu polihedryny wirusa AcMNPV .
Gen M-seq.4 natomiast umieszczony jest w ten sam sposob ale na nici komplementarne;j,
w tym przypadku zastosowano zmodyfikowany promotor i terminator genu pl0 wirusa

AcMNPV.

Przyktad

Aby otrzymac koekspresje biatek PPMV-1 postanowiono stworzy¢ bakulowirusa
zawierajacego wszystkie trzy biatka potrzebne do powstawania VLP. Z powodu braku
dostepnego wektora do ekspresji trzech biatek w systemie bakulowirusowym
zdecydowano na stworzenie wtasnego plazmidu na podstawie pFastbac Dual poprzez

proces sktadania Gibsona (Gibson assembly).

Klonowanie konstruktow.
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W celu stworzenia plazmidu nalezato wykonac po 6 reakcji PCR na istniejacych
matrycach pFastBac zawierajacych wczesnie] wklonowane geny M- seq.4, F-seq.3 oraz

HNmCherry-seq.2 oraz pFastBac Dual (Thermo Fisher Scienrific).

Po ligacji zgodnej =z zaleceniami producenta (New England Biolabs)
transformowano  mieszaning ligacyjna komoérki kompetentne. W tym celu do
rozmrozonych komorek dodano catos¢ mieszaniany ligacyjnej, wymieszano i umieszczono
na 30 minut w lodzie. Nastgpnie dokonano szoku termicznego bakterii umieszczajac je
w termobloku (42°C) na minute, po czym szybko przeniesiono je na 2 minuty do lodu. Do
probki dodano 900 ul pozywki LB bez antybiotyku, wymieszano przez kilkukrotne
odwracanie probowki i umieszczono w wytrzasarce w temperaturze 37°C na 1 godzine. Po
inkubacji komdrki wysiano na ptytki z ampicyling (koncowe stezenie 100 ng/ml) metoda
posiewu gtadzonego uzywajac 100 pl zawiesiny komorkowej. Plytki umieszczono na noc

w cieplarce w 37°C.

Amplifikacja konstruktow.

W celu namnozenia plazmidow pozywke plynng LB z ampicyling rozporcjowano
po Sml do 50ml probéwek typu falkon. Otrzymane na plytkach kolonie przepikowano
pojedynczo przy uzyciu koncéwek do pipet do osobnych, ponumerowanych proboéwek.

Probowki przeniesiono do wytrzgsarki powietrznej i hodowano w 37°C przez noc.

Pieciomililitrowe nocne hodowle bakteryjne odwirowano przez 8 minut przy
8 tysigcach RPM. Supernatant zlano, a osad uzyto do oczyszczenia plazmidowego DNA z

uzyciem zestawu Plasmid mini (A&A biotechnology).

Sekwencjonowanie nowej generacji.

W celu sprawdzenia poprawnosci sekwencji plazmidy zostato dodatkowo

zsekwencjonowane za pomoca sekwentora MinION (Oxford Nanopore Technologies).
Transpozycja genéw do bakmidu.

Nastepnie transformowano komorki E.coli DH10 aby zaszla transpozycja gendéw z
plamidu do bakmidu ktory zostal w kolejnych punktach wykorzystany do transfekcji

komorek owadzich SFO.

Namnozenie 1 oczyszczanie bakmidu.
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Bakmidy zostaly namnozone w duzej objetosci pozywki (300 ml pozywki LB wraz
z antybiotykami gentamycyna-7 pg/ml i kanamycyna-50 pg/ml) i inkubowane przez noc w
37°C a nastepnie oczyszczone przy uzyciu zestawu ZymoPURE Plasmid Midiprep Kit
(Zymo Research).

Transfekcja, namnazanie bakulowirusa i nadprodukcja biatek.

Do transfekcji komorek SF9 uzyto srodka do transfekcji Lipofektyna (Thermo

Fisher Scientific) zgodnie z instrukcja dostarczong przez producenta.

Wirus zostal nastgpnie namnozony 1 pasazowany trzykrotnie do uzyskania wysokiej
ilosci infekcyjnych czastek bakulowirusa. Tak przygotowane wirusy zostaly uzyte do

nadprodukcji biatek.

Biatka nadprodukowano poprzez zakazenie komorek owadzich o gestosci 2,5x10°

komoérek na ml odpowiednig iloscig wirusa- MOI=5 co oznacza dodanie 5 infekcyjnych
czasteczek wirusa na jedng komorke. Tak przygotowane hodowle inkubowano 4 doby w

27°C z wytrzasaniem.
Oczyszczanie PPMV-11-VLP

Komérki owadzie odwirowano a pozywke poddano ultrawirowaniu w celu
osadzenia czastek VLP. Osad zawieszono w buforze TNE i dwukrotnie ultrawirowano na
gradientach sacharozy. Odpowiednie prazki zbierano, dodano buforu do rozpuszczenia

sacharozy ponizej ilosci 5%. Czastki osadzono 1 zawieszono w buforze TNE.

Tak przygotowane czasteczki wraz z adjuwantem uzyto do immunizacji gotebi.
Immunizacj¢ powtorzono po 4 tygodniach. Po kolejnych 4 trygodniach pobrano gotebiom
krew z ktorej wyizolowano surowice. Zostaly one nastepnie poddane analizom z uzyciem

metody western blot.
Western blot.

Zmierzono ilosci bialek w kazdym z preparatow przy uzyciu metody BCA. Do
kazdej ze studzienek w zelu poliakrylamidowym ( rozdzielajacy-12%, zageszczajacy-5%)
natozono 50pg biatka dzikiego bakulowirusa (WT-Bac) lub oczyszczonego PPMV-1-VLP
lub wirusa PPMV-1 lub wirusa APMV-1 szczepu LaSota z dodanym buforem

denaturujaco-obcigzajacym. Rozwijanie zelu prowadzono w zelu zageszczajacym przy
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130V a gdy probki weszly w zel rozdzielajacy przy 180V. Po zakonczeniu rozdzialu
wykonano transfer pétsuchy na blong PVDF z uzyciem buforu i aparatury Trans-Blot
Turbo (Bio-Rad). Blony z biatkami inkubowano nastepnie w 5% odttuszczonym mleku
przez noc w celu wyblokowania niespecyficznych sygnatéw. Surowice gotebie (039p lub
102p) rozcienczono mlekiem (1:400) i1 inkubowano w nich btony przez 1 godzing.
Nastepnie btony plukano w buforze TBS-T czterokrotnie po 5 minut energicznie
wytrzasajagc. W tym czasie przygotowano przeciwciata drugorzedowe sprzezone z
peroksydazg chrzanowa w mleku (1:2000). Odptukane blony inkubowano 1 godzine z
przeciwciatami drugorzedowymi. Po inkubacji dokonano identycznego ptukania jak po
przeciwciatach pierwszorzedowych. W celu obserwacji reakcji na btonie uzyto zestawu
SuperSignal West Pico PLUS Chemiluminescent Substrate (Thermo Fisher Scientific)

zgodnie z instrukcjg producenta.

Na obydwu przedstawionych figurach 3 i 4 mozna zaobserwowa¢ sygnal we wszystkich
sciezkach. Przy czym sygnat najsilniejszy jest dla §ciezki PPMV-1-VLP (preparat na bazie
czastek VLP). Wykryte sygnaly w sciezkach PPMV (wirus paramyksowirozy golebi) oraz
LaSota (wirus szczepionkowy APMV-1) §wiadcza o wzbudzeniu odpowiedzi humoralnej
w immunizowanych gotebiach. Surowice gotebi nieszczepionych nie wzbudzity sygnatu w

sciezkach PPMYV i LaSota.

Powstaty sygnat (bedacy eksperymentalnym urzeczywistnieniem obecnosci specyficznych
przeciwciat skierowanych przeciw biatkom VLP w surowicy gotebia) przestawiony na Fig.
3 i Fig. 4 jest bezposrednim dowodem na wzbudzenie odpowiedzi humoralnej w
immunizowanym gotebiu. Czgstki PPMV-1-VLP znajdujace si¢ w preparacie stuzagcym do
immunizacji golebi powstaly dzieki ekspresji genow odpowiadajgcych seq.2-4
znajdujacych si¢ w konstrukcie odpowiadajacym seq. 1. W wyniku ekspresji
wymienionych genéw powstaly trzy bialtka posiadajace sekwencje aminokwasowe
odpowiadajace seq. 5-7. Na bazie tych biatek, spontanicznie powstaly czastki PPMV-1-
VLP. Podanie tych czastek do organizmu ptaka spowodowato wytworzenie sie przeciwcial
skierowanych przeciwko biatkom zawartym w czastce PPMV-1-VLP. Przeciwciala te sa
wykrywane w surowicy zwierzecia dzigki metodzie westernblot. Obecno$¢ przeciwcial
powstalych po podaniu preparatu jest warunkiem koniecznym aby preparat uznaé za

mozliwy do wykorzystania do szczepien.



