@ GDANSKI
enll ¥ UNIWERSYTET . . .
* MEDYCZNY Mledzyuczelq!any Wydziat
-mr Biotechnologii
U Uniwersytet Uniwersytetu Gdariskiego
[EE!E & Gdanski i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego
ROZPRAWA DOKTORSKA

mgr Karolina Gackowska

Makroczasteczkowe struktury oparte o czgstki
wirusopodobne jako potencjalne nosniki
szczepionek bazujgcych na stabilizowanym
MRNA

Macromolecular structures based on virus-like particles
as carriers for potential vaccines based on stabilized
MRNA

Praca przedstawiona
Radzie Dyscypliny Biotechnologia Uniwersytetu Gdanskiego
celem uzyskania stopnia doktora
w dziedzinie nauk Scistych i przyrodniczych
w dyscyplinie naukowej biotechnologia

Promotor: prof. dr hab. Bogustaw Szewczyk
Zaktad Szczepionek Rekombinowanych

GDANSK 2025



Chciatabym serdecznie podziekowac

Profesorowi Bogustawowi Szewczykowi

za nieocenione wsparcie merytoryczne, niezwykle cenne wskazoéwki oraz wiedze
przekazywane na kazdym etapie prowadzenia badan oraz powstawania niniejszej

rozprawy.

Doktorowi tukaszowi Rgbalskiemu
za udzielone wsparcie, zyczliwos¢ i merytoryczne wskazowki, ktore byty dla mnie

wyjgtkowo wazne podczas realizacji badan.

Kolezankom i Kolegom z Zaktadu Szczepionek Rekombinowanych, Zaktadu Biologii
Molekularnej Wirusow oraz innych jednostek Wydziatu
za cenne wskazdowki, nieocenionqg pomoc podczas realizacji eksperymentdow oraz

mile spedzony czas.

Moim Rodzicom, Annie i Andrzejowi, rodzinie oraz przyjaciofom

za wsparcie i motywacje do dziatania podczas catej tej drogi.



Praca doktorska powstata dzieki finansowaniu z projektu ,Transport stabilizowanego,
terapeutycznego mRNA upakowanego w czgstkach wirusopochodnych do komadrek ssaczych”,
realizowanego pod kierownictwem prof. dr. hab. Bogustawa Szewczyka, w ramach konkursu

NCN — Opus 17 (UMO-2019/33/B/NZ6/01241).

s NARODOWE CENTRUM NAUKI



Spis tresci

Y oL A =T of PSPPSR 3
R VLT b2 e ] £« 1V PR 6
2. Streszczenie W JEZYKU POISKIM ......uiii e e 8
3. Streszczenie w jezyku angielskim (ADSTract) ......ccceeeeeiiieiiciiie e 10
L Y] T o R PP P PP T PR PRPOPRPPPPPRPRPPPRPPRt 12
4.1 Wirus zapalenia Watroby typU B ......oocuiei ittt 12
4.2. WIFUS SIYPY TYPU A eeieieieiiieitieeeeeteteeeeerereeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt 18
4.3 Y Zor2=T o1 oY a1 I 04133 NN R 26
4.4, Szczepionki oparte na czgstkach wirusopodobnych..........cccceeeiiiicciiiiee e, 35
T 6= [ o - Yoy PSR SP 40
6.  Materialy i @PAratura. ..o e e et e e e e 41
6.1. Sekwencje genOW SYNtELYCZNYCH ......c.uviiiieie e 41
6.2. SEKWENCHE STAMTEIOW... . e e e e e e e e e e e e e e e e e e annraeaeaaaens 41
6.3. [ 2740 0 o YA USRS 42
6.4. Y Zor4=Y o VA T |G =T Y/ 1T SRRTURR 42
6.5. Linie komArkowe eUKariotyCzne .........eeivuvieiicciiee et 43
6.6. Pozywki wzrostowe dla bakterii.......ccocccvviiiiiiiiice e 43
6.7. Pozywki wzrostowe dla komédrek eukariotycznych........cccooveiiiieiiiiiciee e, 43
6.8. Dodatki uzywane przy hodowli komodrek eukariotycznych........cccccoeoveiivieieiieennneen, 43
6.9. Odczynniki 1aboratoryjne ...ceeecceieee e e 44
6.10.  Materiaty ZUZYWAINE oo e e 46
6.11.  Bufory standardOWe i ZEIE ........ocoviiieieiiee et e 47
(S N @ T (oA Y o 11 e [o TR =T 0 1 {1 () USSR 49
6.13.  Kolumny chromatografiCzZne .......occueeiiiiiiiiiiic e 49
6.14. Bufory do oczyszczania biateK.......cceeeeeiiiiiiiiiie e 49
T T 101 oY VA oY o [T L or] o L= TS 50
6.16. Enzymy komercyjne i ich bufory ... 50
6.17.  WZOICE MASOWE....ciiiiiiiiiiiiiiiiee ettt r e e s s r et e e e e s s arra e e e e e e as 51
6.18.  Przeciwciata, rekombinowane biatka oraz mieszaniny peptydOw........cccccevcuvveeennnnenn. 51
6.19.  ZEStAWY KOMEICYJNE c.eeviieeiiiiee ettt ettt ettt e et e e e s tta e e e et e e e s e ata e e eennsaeeesntaeeeensaeeas 51
oL R AN o -1 -} { U - P SPPPPPPPPP 52
o B O T o ={ = 1 4 Vo) VT - | 1= TSRS 53



7.23.
7.24.
7.25.
7.26.
7.27.
7.28.
7.29.
7.30.
7.31.
7.32.
7.33.
7.34.

Przygotowanie komédrek kompetentnych E. coli NEB stable oraz Mach1..................... 54
Transformacja komérek kompetentnych plazmidem lub mieszaning ligacyjng ........... 54
Hodowla nocna komadrek bakteryjnych E. COli .......cccovviieciiiiiiiiieieeee e 54
Oczyszczanie plazmidoWego DNA ......couiiii it e et e e e e aaaee s 54
Pomiar steZenia DNA ..o 54
Trawienie enzymatyczne pPlazmidOW........ccveiiiiiiiiiiiiiee e e 54
Sekwencjonowanie PlazmidOW ........cececuiiieiiiiiie e e 54
Amplifikacja gendw metoda faricuchowej reakcji polimerazy (PCR)......ccccvvveevvreeeennnne. 55
Klonowanie wstawek do plazmidOWw ........cc.eeiieiiiiiciiee e 55
Klonowanie sekwencji znacznika Twin-Strep-tag do konstruktu pFastBac-sHBsAg......55
Mutageneza miejscowo-insercyjna dla rekombinowanych TS-sHBSAgG ........ccccceeeeennns 55
Transformacja komérek kompetentnych E. coli DH10Bac Max Efficiency.................... 56
Hodowla nocna komadrek E. coli DH10Bac Max Efficiency .......ccccceeecieeeeeiiiee e, 56
Oczyszczanie BaKmMidOW ..........uiiiiiiiii e e e e e e e e e e e s nrraee s 56
Analiza oczyszczonych bakMidOW .......coiieiiiiiiiiiie e e 56
Pasazowanie komorek OWadziCh.........coceeiieiiiniiiiiie e 57
Transfekcja komdrek owadzich bakmidami ......cccoeeeeiieiiiiiiii i 57
Amplifikacja baKUIOWIrUSOW.........ccocuiiiiiiiiee e e et 57
MiareCzkoOWani® WIrUSOW .......c.cuieiiiiiiiiieiiie sttt esnee e 57
Elektroforeza poliakrylamidowa SDS-PAGE..........ccccccveiiiiiiieicciiee st 57
Barwienie biatek przy uzyciu Coomassie Brilliant Blue R-250 .........ccccceeeevieeeencveeeennee, 58
Barwienie biatek przy uzyciu SimplyBlue™ SafeStain .......cccvvveeviveeereseceee e 58
Transfer mokry biatek Na bfone PVDF .........ooiiiiiiiicee et 58
Immunodetekcja biatek przy uzyciu metody Western blotting........ccccccoeevveeivcieeeenee. 58
Produkcja biatek wirusowych w komaérkach owadzich ..........cccceeevciiiinciiie e, 58
Oczyszczanie rekombinowanych wariantow TS-SHBSAZ .......c.evvvvciiieecciieeeciee e, 59
Transmisyjna mikroskopia elektronowa (TEM) ......ccccoviieiiiiiiiiciiiee e 59
Dynamiczne rozpraszanie SWiatta (DLS) .......cccveeiieerciieeiie ettt e 59
Oczyszczanie nukleoproteiny wirusa grypy typu A....ooocevveeeeciiee e e e 60
Pomiar steZenia Diatek........ceiii i 60
Analiza obecnosci endogennych kwaséw nukleinowych w oczyszczonych VLPs.......... 60
Odcinanie znacznika TWiN-Strep-tag .....ccccceeciieieiiiiiee s 61
Zaprojektowanie matrycy do transkrypcji MRNA in Vitro .......cceeeeeeeveeciivvveeeeeeeeeccnnnen, 61
Mutageneza miejscowo-insercyjna dla matrycy do transkrypcji .....ccoceeeeevveeencveeeennee, 61



7.35.  Transkrypcja IVT MRNA ... e e e et e e e e e e e sne e ee e e e e e s e s eanrreeeeeeaees 62

7.36. Pomiar stezenia RNA i @analiza jakoSCi....uuiiiiiiccciiiiiiee ettt 62
7.37. Hodowla komdrek ssaczych linii HEK293T 0raz Vero E6.......c.ccceevcvveeeecvieeesciiee e, 63
7.38.  Transfekcja MRINA ...t e e et e e e et e e e e s tt e e e e snseeeesasaeesennnaees 63
7.39. Mikroskopia flUOrESCENCYJNA ..ueiiiuiiiieeciiiee ettt e e e e e e e e aaaee s 63
7.40. Transkrypcja IVT radioaktywnie znakowanego mMRNA..........ccccceeveiciiieeee e, 63
7.41.  Wigzanie radioaktywnego MRNA.......coociiiiiiiiie et e s araee s 63
7.42.  Transkrypcja IVT fluorescencyjnie znakowanego MRNA ..........ccecvveeerciieeescinee e, 64
7.43.  Wiazanie fluorescencyjnie znakowanego MRNA ..........ccceieiiiieeiciiiee e 64
7.44. Przygotowanie nanoczastek lipidowych z mRNA. ..o, 64
7.45.  Przygotowanie mieszanin do SZCZEPIEN ....cccccuvieeeeciiieecciiee ettt e 65
746, IMMUNIZACIA MYSZY ceiiiiiiiiiiiiiieee e e ettt e e e e e s ebrre et e e e s e ssabereeeeeessssnsrbaeeeeessessnnreaaeeeeens 65
7.47.  Analiza odpowiedzi NUMOralNg]j.......cooeviiiiiiiiiie e 66
R T b T - Yof = Y ] (=T T YT o 1V S 66
7.49. Analiza odpowiedzi KOMOrKOWE] ........uueveviiiieeee e 67
T Y o 11 USSP 68
8.1. Opracowanie wydajnej metody produkcji i oczyszczania chimerycznych VLPs opartych
NAa SHBSAZ W SYStEMI€ OWAAZIM .....iiiiiiiiiiiiiieeee e e e e e ssrrree e e e e e e s s narareeeeseeennnns 68
8.2. Zaprojektowanie matryc do transkrypcji mRNA oraz wigzanie do VLPs...........cccee...... 85
8.3. Doswiadczenia na zwierzetach i ewaluacja kandydatéw szczepionkowych................. 93
LT V£ UL - PR 100
9.1. Opracowanie wydajnej metody produkcji i oczyszczania chimerycznych VLPs opartych
Na SHBSAZ W SYStEMI€ OWAUZIM .....uiiieiiiieiiiiee et e e e et e e e e e s s e e anrraeeeeaee s 100
9.2. Zaprojektowanie matryc do transkrypcji mRNA oraz wigzanie do VLPs..................... 102
9.3. Doswiadczenia na zwierzetach i ewaluacja kandydatéw szczepionkowych............... 103
10. POOSUMOWANIE ...ttt ettt st s st e b e sbe e s e saeesaees 107
11. 21 o [ToY = =Y 1 - TSP 108
12. OSIgENIECIA NAUKOWE .....uuiiiiiiee ettt ettt e e e sttt e e e e e e e e st rte e e e e e e e esnnrsaaeeeaeeeeanns 129
12.1. Dorobek naukowy powigzany z rozprawg doktorskg .......cceceeeveiveeiniiiieeenciiee e, 129
12.2. Dodatkowy dorobek NAUKOWY ........ccocviiiiiiiiiic e e 129
12.3.  KONTEreNCiE NAUKOWE ....cooieiiieeciiee ettt ettt e e e e e e e e e naae e e earaee s 129



1. Wykaz skrotow

aa - aminokwasy

ARCA —dinukleotydowy analog czapeczki zapobiegajacy odwrotnej inkorporacji, ang. anti-reverse
cap analogue

ARD — domena bogata w argininy, ang. arginine-rich domain

BSA — surowicza albumina bydleca, ang. bovine serum albumine

CCC - DNA w formie kotowej zamknietej, ang. covalently closed circular
DLS — dynamiczne rozpraszanie Swiatta, ang. dynamic light scattering
dsDNA — dwuniciowe DNA, ang. double-stranded DNA

dsRNA — dwuniciowe RNA, ang. double-stranded RNA

DTT — ditiotreitol

GdnHCI — chlorowodorek guanidyny

GdnSCN - tiocyjanian (rodanek) guanidyny

HA - hemaglutynina

HBcAg — biatko kapsydu wirusa HBV

HPLC — wysokosprawna chromatografia cieczowa, ang. high-performance liquid chromatography
HBV — wirus zapalenia watroby typu B, ang. hepatitis B virus

HPV — wirus brodawczaka ludzkiego, ang. human papillomavirus

IAV — wirus grypy typu A, ang. Influenza A virus

IFN —interferon

IHbsAg — duze biatko powierzchniowe wirusa

LNPs — nanoczgstki lipidowe, ang. lipid nanoparticles

ml1W — N1-metylo-pseudourydyna

mHBsAg — $Srednie biatko powierzchniowe wirusa

MHC — gtéwny uktad zgodnosci tkankowej, ang. major histocompatibility complex
MOI — wielokrotnos¢ zakazenia, ang. multiplicity of infection

mRNA — informacyjny RNA, ang. messenger RNA

MVPs — ciatka wielopecherzykowate, ang. multivesicular bodies

NA — neuraminidaza

NP - nukleoproteina wirusa grypy typu A

nt — nukleotydy



NTCP — kotransporter taurocholanu sodu

PBS — buforowana fosforanem sél fizjologiczna, ang. phosphate buffered saline
pgRNA — pregenomowe RNA

pz — par zasad

RC — DNA w formie luznej kotowej, ang. relaxed circular

RSV - syncytialny wirus oddechowy, ang. respiratory syncytial virus

sa-RNA — samoreplikujgce sie RNA, ang. self-amplifying RNA

SARS-CoV-2 — koronawirus ciezkiego ostrego zespotu oddechowego typu 2, ang. severe acute
respiratory syndrome coronavirus 2

sHBsAg — mate biatko powierzchniowe wirusa HBV, ang. HBV small surface antigen
TEM — transmisyjna mikroskopia elektronowa, ang. transmission electron microscopy
TBEV — wirus kleszczowego zapalenia mdzgu, ang. tick-borne encephalitis virus

UTR —region niekodujacy, ang. untranslated region

VLPs — czastki wirusopodobne, ang. virus-like particles

VRNA — wirusowy RNA, ang. viral RNA

VRNP — wirusowe rybonukleoproteiny, ang. viral ribonucleoproteins



2. Streszczenie w jezyku polskim

Szczepionki oparte o czastki wirusopodobne (VLPs) sg dostepne na rynku i uzywane od prawie
40 lat. Ze wzgledu na to, iz nie zawierajg materiatu genetycznego wirusa, nie sg infekcyjne, a wiec
stanowia bardziej bezpieczng alternatywe dla tradycyjnych szczepionek inaktywowanych czy
atenuowanych. Sg zbudowane zazwyczaj z jednego badz kilku biatek strukturalnych, nasladujac
morfologie natywnego wirusa i pobudzajg uktad immunologiczny do wytworzenia odpowiedzi.
Pierwszg szczepionka tego typu, dopuszczong do uzytku w 1986 roku, byta szczepionka przeciwko
wirusowi zapalenia watroby typu B (HBV), oparta o mate biatko powierzchniowe (sHBsAg)
produkowane w drozdzach. Od tamte] pory przeprowadzono wiele badan skupiajgcych sie miedzy
innymi na wprowadzeniu do sekwencji sHBsAg heterogennych epitopdéw czy fuzji z antygenami
innych patogenéw. Majg one na celu sprawdzenie czy wprowadzenie modyfikacji w biatku sHBsAg

bedzie wptywac na sktadanie sie w czastki czy ich immunogennosé.

Wskutek pandemii SARS-CoV-2, szczepionki oparte na informacyjnym RNA (mRNA) staty sie nowg
i atrakcyjng platforma do prezentacji antygendw. Ich zastosowanie nie ogranicza sie tylko do
profilaktyki zakazen wirusowych — moga réwniez zawiera¢ sekwencje kodujgce antygeny
bakteryjne, pasozytnicze czy nowotworowe. Ze wzgledu na swojg nietrwatg nature, aby mogty
efektywnie zostac przetransportowane do komérek gospodarza, uzywa sie zazwyczaj nosnikow
lipidowych, ktdre chronig mRNA przed degradacja. Zaletg szczepionek opartych na mRNA jest fakt,
iz mogg szybko zosta¢ zaadaptowane do aktualnie wiodgcych wariantéw danego patogenu
w srodowisku — dlatego tez mRNA jest waznym kandydatem w poszukiwaniach szczepionek
przeciwko szybko zmieniajgcym sie wirusom RNA, jak na przyktad wirus grypy. Skutecznosé¢
obecnie dostepnych szczepionek przeciwko temu patogenowi jest ograniczona ze wzgledu na
wysokg zmiennos¢ antygenowy, co tym bardziej podkresla koniecznos¢ prowadzenia badan

w kierunku poszukiwania nowych platform szczepionkowych.

W zaprezentowanej pracy doktorskiej podjetam sie sprawdzenia mozliwosci zastosowania
szczepionki dwuwalentnej, zawierajacej czastki wirusopodobne (oparte na sHBsAg) i mRNA
kodujgce sekwencje nukleoproteiny wirusa grypy typu A (NP). Pierwszym z celéw pracy byto
opracowanie wydajnej metody nadprodukcji i oczyszczania biatek opartych na sHBsAg z systemu
owadziego. Aby uprosci¢ proces oczyszczania rekombinowanego biatka w stosunku do opisanych
juz wczesniej protokotéw, do biatka dodatam sekwencje znacznika Twin-Strep-tag (TS-sHBsAg).
Zastosowanie chromatografii powinowactwa przyczynito sie do uzyskania duzej ilosci czystego

biatka w jednoetapowym procesie, ktdre mogtam bezposrednio uzy¢ do dalszych badan.



Do sekwencji TS-sHBsAg wprowadzitam réwniez modyfikacje majgce na celu mozliwos¢ zwigzania
MRNA (oparte na domenie wigzacej kwasy nukleinowe biatka kapsydowego HBV) i réwniez
analizowatam proces nadprodukcji i oczyszczania tych wariantéw. Sprawdzitam tez, czy
wprowadzone motywy majg wptyw na sktadanie sie VLPs — wszystkie warianty oprdcz jednego
tworzyty VLPs. Staratam sie rowniez znalez¢ optymalne warunki do rozktadania i sktadania sie VLPs
opartych na sHBsAg, jednak ze wzgledu na negatywne wyniki, zdecydowatam sie nie kontynuowac¢

badan w tym kierunku.

Kolejnym celem byto zaprojektowanie matrycy dla szczepionkowego mRNA — zostata ona pdzniej
uzyta do produkcji stabilizowanego mRNA kodujgcego nukleoproteine wirusa typu A (mRNA-NP).
Antygen ten wybratam na podstawie wczesniejszych badan wskazujgcych, ze nukleoproteina jest
wysoce konserwowana i zdolna do wywotania odpowiedzi immunologicznej, ktdra moze zapewnic
ochrone przed wieloma szczepami wirusa grypy typu A. W ramach pracy przeprowadzitam réwniez
badania majace na celu sprawdzenie, czy zaproponowane nowe warianty TS-sHBsAg mogg wigzaé
MRNA. Na podstawie wynikéw wytypowatam warianty, ktére pdzniej zostaty uzyte do immunizacji

myszy.

Ostatnim etapem badan opisanych w tej pracy byta immunizacja myszy réznymi kombinacjami
zawierajgcymi VLPs i mRNA (bez lub z dodatkiem adiuwantu Addavax) oraz analiza odpowiedzi
humoralnej i komérkowej. Zaréwno VLPs oparte na sHBsAg, jak i mRNA kodujgce nukleoproteing,
byly immunogenne. Ze wzgledu na brak mozliwosci zapakowania mRNA do $rodka VLPs,
zastosowatam réwniez mieszaniny VLPs z nanoczgstkami lipidowymi z mRNA-NP. Na podstawie
uzyskanych wynikéw najlepszym kandydatem zawierajgcym zaréwno i VLPs, i mRNA, okazat sie
jeden ze zmodyfikowanych wariantow TS-sHBsAg w kombinacji z nanoczastkami lipidowymi

zawierajgcymi mRNA-NP.

Wyniki niniejszej pracy wskazujg, ze zastosowanie mieszaniny zawierajacej VLPs oraz mRNA moze
by¢ nowa atrakcyjng platformg szczepionkowa. W toku badan zaprezentowatam nowg metode
oczyszczania rekombinowanych sHBsAg z systemu owadziego z uzyciem chromatografii
powinowactwa i potwierdzitam funkcjonalnosc¢ tych biatek. Zaprojektowana przeze mnie matryca
do produkcji mRNA réwniez okazata sie skuteczna. Otrzymane wyniki dostarczajg cennych
informacji wspierajacych rozwdj uniwersalnych podejs¢ szczepionkowych przeciwko wielu

patogenom oraz mogg stanowié podstawe dla kolejnych etapéw badan i optymalizacji tej strategii.



3. Streszczenie w jezyku angielskim (Abstract)

Vaccines based on virus-like particles (VLPs) have been available and in use for almost 40 years.
They do not contain viral genetic material and therefore are not infectious. Consequently, they
provide a safer alternative to traditional live-attenuated or inactivated vaccine platforms. VLPs are
typically composed of one or several structural proteins, allowing them to mimic the wild-type
virus and stimulate the immune system. The first such vaccine was developed against hepatitis
B virus (HBV) and was approved for use in 1986. It was based on the HBV small surface antigen
(sHBsAg) produced in yeast. Since then, numerous studies have been conducted focusing, among
other aspects, on the introduction of heterologous epitopes into sHBsAg or on fusion of antigens
with those from other pathogens. These approaches aimed to determine whether such
modifications of the sHBsAg protein affect its ability to self-assemble into particles or its

immunogenicity.

As a new approach caused by SARS-CoV-2 pandemic, vaccines based on messenger RNA (mRNA)
have emerged as a novel and attractive platform for antigen presentation. Their application is not
limited to the prevention of viral diseases — they can encode bacterial, parasitic, or tumor-
associated antigens. Due to the short half-life of mMRNA molecules, lipid-based carriers are typically
employed to ensure efficient delivery into host cells and to protect the mRNA from degradation.
One of the advantages of mRNA-based vaccines is that they can be rapidly adapted to the currently
circulating pathogen variants; therefore, mRNA represents one of the most promising vaccine
candidates against rapidly mutating RNA viruses, e.g. for influenza virus. The effectiveness of
currently used vaccines against the influenza A virus is limited due to the high antigenic variability

of the virus, underscoring the need to investigate novel vaccine platforms.

In this doctoral dissertation, | am proposing a bivalent vaccine composed of virus-like particles
(based on sHBsAg) and mRNA encoding the influenza A nucleoprotein (NP). The primary objective
was to develop an efficient method for producing and purifying recombinant sHBsAg from insect
cells. To simplify the purification process compared with the previously described protocols,
a Twin-Strep tag was introduced to the gene construct (TS-sHBsAg) to facilitate protein
purification by affinity chromatography. Using this strategy, a large amount of highly purified
protein was obtained in a single step and subsequently used in downstream experiments. Next,
modified TS-sHBsAg variants were constructed by introducing motifs (derived from the nucleic-
acid binding domain of HBV capsid protein) designed to enable mRNA binding. Their production

and purification were evaluated, followed by an assessment of whether these modifications
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affected the ability of sHBsAg to self-assemble; all but one variant successfully formed virus-like
particles. In addition, efforts were made to identify optimal conditions for VLPs disassembly and
subsequent reassembly. However, because these attempts were unsuccessful, this line of

research was discontinued.

The next objective was to design a template for vaccine mRNA, which was subsequently used to
produce stabilized mRNA encoding the influenza A nucleoprotein (mRNA-NP). This antigen was
selected based on previous research demonstrating that the nucleoprotein is highly conserved
across influenza A strains and capable of eliciting a robust immune response, making it a promising
target for broad-spectrum influenza vaccination. During the course of the research, the ability of
the proposed TS-sHBsAg variants to bind mRNA was also evaluated. Following these results, the

most promising variants were selected for mice immunization studies.

The final stage of the research described in this dissertation involved mouse immunization with
different combinations of VLPs and mRNA (with or without AddaVax adjuvant), followed by
analysis of both humoral and cellular immune responses. Both the sHBsAg-based VLPs and the
mMRNA encoding nucleoprotein proved to be immunogenic. Since packaging of mRNA into the VLPs
was unsuccessful, vaccine formulations containing VLPs together with lipid nanoparticles carrying
MRNA-NP were used. The most promising candidate comprising both VLPs and mRNA was one of

the modified TS-sHBsAg variants combined with lipid nanoparticles containing mRNA-NP.

Taken together, the obtained results confirm that the combination of VLPs and mRNA can serve
as a new and attractive vaccine platform. In the course of this work, a new method for the
purification of recombinant sHBsAg from insect cells was developed using affinity chromatography
and the functionality of the produced proteins was confirmed. Additionally, the constructed
MRNA template also proved to be effective. Overall, these results contribute to the search of
universal, multi-pathogen vaccine strategies and establish a promising platform for further

development of this experimental approach.
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4. Wstep

4.1. Wirus zapalenia watroby typu B

4.1.1. Taksonomia

Wirus zapalenia watroby typu B (WZW B, ang. hepatitis B virus — HBV) nalezy do rodziny

Hepadnaviridae i rodzaju Ortohepadnaviruses.
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Ryc. 1 Drzewo filogenetyczne petnych genoméw wirusa HBV (genotypy A—I) wykonane metodg najwiekszej

wiarygodnosci. Skala oznacza szacowang liczbe substytucji nukleotydowych na dang pozycje (zaadaptowano

na podstawie McNaughton et al.?).
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4.1.2. Epidemiologia

Wirus ten przenosi sie on poprzez krew osoby zakazonej (np. poprzez transfuzje czy z matki
na dziecko) i powoduje zapalenie watroby — wiekszo$¢ zainfekowanych oséb szybko wraca
do zdrowia. Jednak w niektdrych przypadkach choroba moze przeksztatcié sie w forme chroniczng,
ktéra to z kolei moze prowadzi¢ do marskosci czy nowotworéw watroby, a w konsekwencji —

do $mierci®*.

Okoto 1,3 miliona ludzi zmarto z powodu zapalenia watroby w 2022 roku, z czego HBV
odpowiadato za az 83% tych zgondéw. 250 milionéw ludzi na catym $wiecie zyje z tym wirusem,
zmagajac sie z jego objawami i tylko ok. 3% otrzymato leczenie w tym kierunku. Pomiedzy rokiem
2019 a 2022 zaobserwowano spadek w liczbie nowych zachorowan, co moze sugerowad,
ze profilaktyka w postaci szczepien oraz zwiekszania dostepnosci leczenia ma na to duzy wptyw?,

ale nie mozna tez wykluczy¢ zanizenia tej liczby ze wzgledu na pandemie SARS-CoV-2.

9 genotypdw (od A do I) zostato sklasyfikowanych (z czego kolejny, J, jest nadal przedmiotem
rozwazan i badan) i cze$¢ z nich dzieli sie na kolejne subgenotypy (Ryc. 1). W zaleznosci
od potozenia geograficznego, dany genotyp lub subgenotyp moze by¢ dominujgcy lub endemiczny
na danym terenie?®’. Rdznig sie miedzy sobg natezeniem objawdw oraz wysokoscig ryzyka
wystgpienia formy chronicznej — genotypy C, D i F charakteryzujg sie wiekszym ryzykiem marskosci

i nowotwordw watroby niz genotypy A i B2

4.1.3. Genom

Genom wirusa HBV ma dtugos¢ okoto 3200 par zasad i zawiera cztery otwarte ramki odczytu. Ni¢
matrycowa (o ujemnej polarnosci) obejmuje catg dtugosé¢ genomu i petni funkcje matrycy
do transkrypcji wirusowych biatek. Z kolei ni¢ kodujgca (o dodatniej polarnosci) obejmuje jedynie
okoto 2/3 catego genomu i zawiera oligomer pochodzacy z koricowego odcinka
5’ pregenomowego RNA (pgRNA)>. W cyklu replikacji powstajg cztery transkrypty, z ktérych kazdy
koriczy sie w tym samym punkcie sygnatem dla poliadenylacji*'®!, Pierwszy informacyjny RNA
(ang. messenger RNA, mRNA) koduje mate lub $rednie biatko powierzchniowe (sHBsAg (S) lub
mHBsAg (M)), kolejny pre-sHBsAg, czyli duze biatko powierzchniowe (IHbsAg (L)), trzeci — biatko
kapsydowe (HBcAg), biatko HBeAg i pregenomowe RNA oraz ostatni — biatko HBx. pgRNA ponadto
petni funkcje matrycy do translacji polimerazy (ktora zawiera aktywnosé odwrotnej transkryptazy)

oraz syntezy wirusowego DNA*13,
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4.1.4. Budowa

Wirus HBV ma wielko$¢ ok. 42 nm (tzw. czasteczka Dane’a). Na zewnatrz znajduje sie ostonka

ztozona z biatek oraz lipidow?*.

Ostonka zawiera trzy formy biatka powierzchniowego (HBsAg): duze, $rednie i mate (Ryc. 2)%.
Wszystkie te biatka zawierajg w swojej sekwencji mate biatko powierzchniowe (sHBsAg,
226 aminokwaséw'®) oraz miejsce N-glikozylacji (Asn146), co zwieksza tez mase sHBsAg z 24 na 27
kDa. Biatko M zawiera dodatkowe miejsce glikozylacji w pozycji Asnd, ktére jednak nie jest
dostepne w formie L — z powodu lokalizacji cytozolowej. Niektére genotypy zawierajg miejsca dla
O-glikozylacji. Biatko M jest acetylowane na N-koricu, natomiast L jest mirystylowane!. Wspding
czescig dla wszystkich biatek powierzchniowych jest rowniez petla antygenowa pomiedzy resztami
99 a 169Y. W jej rejonie znajduje sie réwniez gtéwny region antygenowy (region pomiedzy

resztami 124 a 147), zwany réwniez determinantg a'®

. Znajduje sie tutaj juz wczesniej
wspomniane miejsce glikozylacji — jego brak nie ma wptywu na stabilnos¢ czy sktadanie sie czastki,
jednakze blokuje uwalnianie wirusa z komodrek®. Zmiany w sekwencji HBsAg, skutkujgce
np. powstaniem nowego miejsca glikozylacji prowadzg do powstawania mutantéw, ktére mogg

by¢ stabiej rozpoznawane przez przeciwciata neutralizujgce?®?:,

W srodku ostonki znajduje sie dwudziestoscienny kapsyd ztozony z zazwyczaj 120 dimerdw biatka
kapsydowego (HBcAg) o symetrii T = 4 — in vivo obserwuje sie rowniez wystepowanie kapsydow
ztozonych z 90 dimeréw (o symetrii T=3)?22%, Chroni on materiat genetyczny w postaci czesciowo
dwuniciowego DNA (dsDNA). Ni¢ matrycowa dsDNA jest kowalencyjnie potgczona na koncu
5’ z polimeraza!?. Biatko kapsydowe sktada sie z dwéch domen: domeny strukturalnej (ok. 150
aminokwasow) i domeny bogatej w argininy (ang. arginine-rich domain, ARD) na C-koncu
o dtugosci ok. 33 aminokwaséw — razem 183 aminokwasy, prowadzace do produkcji biatka
o wielkosci 21 kDa. Domena na C-koricu nie jest konieczna do sktadania sie kapsydow, natomiast
odgrywa kluczowg role podczas pakowania pgRNA. Domena ARD zawiera trzy kluczowe seryny,
ktére sy fosforylowane poprzez kinazy komdrkowe?*?°, Motywy SPRRR (Ser-Pro-Arg-Arg-Arg)
zawarte w tej domenie oraz proces fosforylacji majg duzy wptyw na specyficzne pakowanie pgRNA

oraz pozniejsza synteze genomowego DNA262%,

Biatko HBeAg jest biatkiem niestrukturalnym, uwalnianym na zewnatrz komdrek podczas infekcji.
Uwaza sie, ze odpowiada za modulacje odpowiedzi immunologicznej. Ponadto dowiedziono,
iz chroni ono zainfekowane hepatocyty przed apoptozg, co moze prowadzi¢ do powstania formy

chronicznej zakazenia®.
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Polimeraza wirusa HBV, o wielkosci ok. 90 kDa, zawiera trzy domeny funkcjonalne: domena
koricowa (ang. terminal protein, TP) odpowiedzialna za rozpoczynanie syntezy na nici DNA
0 ujemnej polarnosci; odwrotna transktyptaza odpowiadajgca za synteze DNA; RNAza H majaca
za zadanie degradacje pgRNA po przepisaniu na DNA. Oprécz domen funkcjonalnych, obecna jest
rowniez czwarta domena — tacznik. Nie ustalono nadal, czy petni jakas funkcje. Odwrotna
transkryptaza jest bardzo specyficzna wzgledem matrycy — tylko czastki zawierajace sekwencje

pakujaca € na koricu 5’ pgRNA mogg zwigzaé enzym™-6,

Ostatnim biatkiem jest stosunkowo stabo poznane biatko HBx o dtugosci 154 aminokwaséw (aa),

bardzo wazne podczas infekcji. Akumuluje sie ono w cytoplazmie i mitochondriach. Kieruje

przeptywem jonéw wapnia, co ma wptyw na regulacje transkrypcji genomu HBV3%31,

wirus HBV

biatko kapsydu

&4&—— biatko S

biatko M \
/ biatko L

subczastki wirusowe

genom

polimeraza

Ryc. 2 Budowa wirusa HBV oraz subczgstek wirusowych. Petny wirion HBV ma okoto 42 nm Srednicy,
natomiast subczastki wirusowe — ok. 22 nm.

4.1.5. Cykl replikacyjny

Wirus HBV infekuje komérki watroby, natomiast dokfadne etapy infekcji nie s3 nadal catkowicie
poznane. W zwigzku z tym poczgtkowo jedynie pierwotne kultury hepatocytéw czy linia
komérkowa HepaRG mogty by¢ uzywane jako model do infekcji tym wirusem. Dowiedziono
jednak, iz domena pre-S1 (N-terminalna domena biatka L) odgrywa wazng role podczas wigzania
sie wirusa z receptorem na powierzchni komérek watroby, kotransporterem taurocholanu sodu

(NTCP)323¢, To odkrycie umozliwito stworzenie linii komdrkowych HepG2 czy Huh7.5
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z nadprodukcjg receptora NTCP jako nowych modeléw komérkowych do badania HBV3*%,
Whnikanie wiriondw do wnetrza hepatocytu prawdopodobnie zachodzi za sprawg endocytozy®’.
Po internalizacji wirusa kapsyd zostaje uwolniony z ostonki i jest transportowany ku jadru
komoérkowemu. Potem kapsyd ulega degradacji i uwalnia genom, ktéry jest zmieniany z formy
luznej kotowej (ang. relaxed circular, RC) do kowalencyjnie kotowej zamknietej (ang. covalently
closed circular, CCC)?*38. Z formy CCC powstajg transkrypty z czapeczkg na koricu 5’, ktére potem
stuzg do produkcji m.in. biatek strukturalnych oraz pgRNA — ktdre to zostanie potem zapakowane

do nowo powstajgcych kapsydéw?°.
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Ryc. 3 Cykl replikacyjny wirusa HBV. Wirus wnika do hepatocytdw z udziatem receptora NTCP i po
transporcie genomu do jadra zachodzi transkrypcja. Nastepnie zachodzi translacja i pakowanie pgRNA do
kapsydu; po przepisaniu pgRNA na DNA, kapsyd zostaje optaszczony i uwolniony z komarki. Oprécz petnych
wiriondw powstaje duzo pustych subczastek wirusowych.
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pgRNA posiada na konicu 5’ jedng sekwencje € o strukturze petli, do ktérej wigze sie wirusowa
polimeraza, co daje sygnat do rozpoczecia pakowania tych komplekséw do kapsydéw*®. Wewnatrz
nich pgRNA jest przepisywane na forme RC*; ztozone kapsydy z genomem wirusa sg nastepnie
albo transportowane w kierunku jagdra komdrkowego, gdzie ponownie przechodzg opisany wyzej
cykl, lub sg optaszczane przez biatka powierzchniowe i uwalniane na zewnatrz komoérek
gospodarza®*®8, Obecno$é¢ DNA wewnatrz kapsydu pozwala na interakcje z biatkami ostonki,
gtéwnie z biatkiem L — same biatka S i M nie posiadajg zdolnosci do translokacji kapsydéw z DNA

4142 Optaszczanie wirionu zachodzi prawdopodobnie w ciatkach

przez btony komodrkowe
wielopecherzykowych (ang. multivesicular bodies, MVPs). Powstawanie subczgstek
niezawierajgcych kapsydow jest niezalezne od MVPs i zachodzi w szorstkiej siateczce
srodplazmatycznej oraz w aparacie Golgiego, po czym subczastki te sg kierowane do sekrecji

na zewnatrz komorki*® (Ryc. 3).

W czasie infekcji powstaje réwniez duza liczba wspomnianych juz wczesniej subczgstek
wirusowych o wielkosci ok. 22 nm*. Ztozone sg one giéwnie z podjednostek matego biatka
powierzchniowego HBV z dodatkiem lipidéw (stosunek biatka do lipidéw 60:40)*. Ponadto
wystepujg tez pateczkowate struktury w ksztatcie filamentéw, ztozone ze wszystkich trzech form
biatka powierzchniowego (Ryc. 2)*. Liczba sferycznych subczastek podczas infekcji przewyzsza
o kilka rzedow wielkosci liczbe infekcyjnych wiriondw — zaktada sie, iz subczgstki maskujg wirusa

przed uktadem immunologicznym®.

4.1.6. Szczepionki przeciwko HBV

Pierwsze szczepionki przeciwko HBV opieraty sie na surowicach pochodzacych z zainfekowanych
osOb. Surowice te zawieraty duze ilosci czastek ztozonych z sHBsAg i byty inaktywowane
z uzyciem wysokiej temperatury lub formaliny®®. Wadami tego podejécia byly duze koszty
produkcji oraz obawy przed mozliwoscig zakazenia innym patogenem, jesli proces oczyszczania

czastek nie bytby w petni efektywny®’.

W 1986 wprowadzono na rynek pierwsze szczepionki (Recombivax-HB i Engerix-B) oparte
na rekombinowanych czastkach wirusopodobnych (ang. virus-like particles, VLPs).
Rekombinowane biatko sHBsAg nadprodukowano w drozdzach, oczyszczono i uzyto jako

4849 Uzycie systemu drozdzowego pozwalato na uzyskanie duzej ilosci

immunogen
rekombinowanego biatka, co stanowito wazny krok w historii szczepionek®. Po zaszczepieniu
zaobserwowano duze ilosci wytworzonych przeciwciat, w tym tez neutralizujgcych, ktére

efektywnie chronig przed wirusem HBV — poziom wzbudzonej odpowiedzi byt podobny

17



do poziomu odpowiedzi immunologicznej po zastosowaniu szczepionki wywodzacej

sie z surowic®™.

Obecnie szczepionka nadal jest produkowana w drozdzach lub systemie ssaczym (linia CHO).
W przypadku tego drugiego systemu VLPs zbudowane sg z dodatkowych biatek powierzchniowych
oraz wystepujg czesciowo w formach glikozylowanych, lepiej nasladujgc natywnego wirusa

i efektywniej wzbudzajac odpowiedz immunologiczng®2.

4.1.7. Stabilno$¢ VLPs opartych na HBsAg

VLPs oparte na sHBsAg (sHBsAg-VLPs) formujg oktaedryczne struktury?? i wykazujg sie duza
tolerancja na warunki srodowiskowe — w roztworach wodnych zachowujg swojg morfologie
i wtaéciwosci przez wiele miesiecy przechowywania w temperaturze 4°C*. Zmienne stezenie soli,
inne pH czy dodatek srodkéw denaturujacych (jak mocznik) nie sg w stanie roztozy¢ tych VLPs

>4-57 — dopiero uzycie detergentu (np. Triton X-100) oraz czynnika

na mniejsze podjednostki
redukujacego (np. DTT) pozwolito na efektywng zmiane morfologii i zniszczenie wewnetrznych
oddziatywan stabilizujgcych catg strukture®®. Moze to by¢ zwigzane z faktem, iz czastki nie s3
zbudowane jedynie z podjednostek biatka, ale zawierajg réwniez lipidy. Z kolei kapsydy oparte
na np. HBcAg sg o wiele prostszym modelem do badania rozktadania i ponownego skfadania sie
czastek —zazwyczaj czynnik denaturujgcy w postaci GdnHCI czy mocznika w odpowiednim stezeniu

58,59

jest wystarczajgcy, aby rozbi¢ je na mniejsze podjednostki>*>°. Stabilnos¢ czastek opartych

na sHBsAg jest gtdwnie regulowana poprzez mostki disiarczkowe oraz oddziatywania

hydrofobowe, co ma réwniez wptyw na pdzniejsze wiasciwoséci immunogenne®®.

sHBsAg-VLPs wyprodukowane w komodrkach ssaczych CHO w formulacji szczepionkowej
z dodatkiem adiuwantu wodorotlenku glinu mogg byé przechowywane przez dtugi czas

w temperaturze 4°C, nie tracgc swoich wtaéciwosci immunogennych®3.

4.2. Wirus grypy typu A

4.2.1. Taksonomia

Wirus grypy typu A (ang. Influenza A virus, IAV) nalezy do rodziny Ortomyxoviridae, rodzaju

Alphainfluenzavirus***,

Wirus ten dzieli sie na kilka podtypow ze wzgledu na kombinacje hemaglutyniny i neuraminidazy

— do tej poro zidentyfikowano i opisano 18 podtypéw hemaglutyniny (HA) oraz 9 podtypow
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neuraminidazy (NA)®2. Ponadto zaréwno hemaglutyniny, jak i neuraminidazy dzielg sie na 2 linie,

o réznym stopniu podobienstwa (Ryc. 4).
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Ryc. 4 Drzewa filogenetyczne hemaglutynin i neuraminidaz wirusa grypy typu A (zaadaptowano

na podstawie Jang et al.%3).

4.2.2. Epidemiologia

Do rodziny Ortomyxoviridae nalezg rowniez wirusy grypy typu B, C i D. Wirusy grypy typu A i B
infekuja ludzi i mogg powodowac epidemie, typu C — u ludzi powoduja rzadkie, lekkie infekcje,

a typu D — infekuja gtéwnie zwierzeta hodowlane®*.

Wirus grypy typu A przenosi sie drogg kropelkowa i bardzo szybko sie rozprzestrzenia, powodujac
epidemie i pandemie. Infekuje nie tylko ludzi, ale tez np. ptaki, psy czy swinie. Okres inkubacji
wirusa to okoto od 1 do 4 dni®, a objawami infekcji sg nagta goraczka, katar, kaszel oraz bdle
miesni — gorgczka ustepuje po kilku dniach, natomiast ostabienie czy kaszel nadal moga
wystepowac przez kolejne tygodnie. W zaleznosci od podtypu, ilos¢ i natezenie konkretnych
objawdéw moga sie roznié. Zmiany chorobowe lokalizujg sie gtdwnie w gérnych partiach uktadu
oddechowego.

W wyniku infekcji mogg takze rozwingé sie powazniejsze choroby bezposrednio zwigzane
z wirusem lub powiktania majgce zwigzek z nadkazeniami bakteryjnymi, ktére sg trudniejsze

w leczeniu i bardziej dtugotrwate.

Miano wirusa u zainfekowanej osoby przewaznie rosnie bardzo szybko, ze szczytem ok. 2-3 dnia,

a potem réwnie szybko spada i wirus jest niewykrywalny po ok. 6-8 dniach od momentu infekcji®®.
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Historycznie, epidemie grypy wybuchaty kilka razy — najbardziej znanym przyktadem jest tzw.
grypa hiszpanka (1918-1919), ktéra zabita wiecej oséb (ok. 40-50 miliondw) niz poprzedzajgca
ja pierwsza wojna $wiatowa®”%8. Podtypem wywotujgcym hiszpanke byt HIN1. Kolejne pandemie
w latach 1957-1958 (podtyp H2N2) i 1968-1969 (podtyp H3N2) swdj poczatek miaty
w potudniowych Chinach i przyczynity sie do smierci ok. 1-4 milionéw oséb w kazdej z tych fali.
W latach 2009-2010 miejsce miata pandemia tzw. Swinskiej grypy (podtyp H1IN1), ktéra
doprowadzita do $mierci ok. 100-400 tys. 0s6b®°, w szczegblnosci u 0séb ponizej 65 roku zycia.
Kazdego roku notuje sie fale zakazen wirusem grypy — obserwuje sie ok. 1 miliard przypadkow
rocznie, z czego 3-5 milionéw manifestuje ciezki obraz choroby i okoto 290-650 tys. ludzi umiera
wskutek choréb uktadu oddechowego powigzanych z zachorowaniem na grype®. Wysoka
réoznorodnos$é genetyczna wirusa grypy sprawia, iz ciezko jest przewidzie¢, ktéry podtyp w danym
sezonie moze by¢ najgrozniejszy. Bardzo duza zmienno$¢ jest powodowana przesunieciem
antygenowym oraz skokiem antygenowym (Ryc. 5). Przesuniecie antygenowe to akumulacja
pojedynczych mutacji w genach kodujgcych glikoproteiny powierzchniowe — hemaglutyniny oraz
neuraminidazy. W efekcie przeciwciata wytworzone juz wczesniej (za sprawg uprzednie] infekgji
lub szczepienia) nie sg w stanie rozpoznaé¢ danego wirusa grypy i go zneutralizowac. Skok
antygenowy ma miejsce w momencie, gdy zachodzi wymiana jednego lub wiecej segmentéw
genetycznych (zazwyczaj kodujgcych biatka HA i NA) podczas infekcji przynajmniej dwoma réznymi
podtypami IAV, co skutkuje catkowitg zmiang danego antygenu i powstaniem odrebnego
antygenowo nowego podtypu’. Mutacje prowadza do stopniowej akumulacji zmian
genetycznych w dtuzszym okresie czasu, natomiast reasortacja (odpowiedzialna za skoki
antygenowe) moze skutkowac nagtymi, skokowymi przeksztatceniami genomu, przyspieszajgcymi

tempo ewolucji wirusa i powstawaniem nowych niebezpiecznych szczepéw’™.
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skok antygenowy

Ryc. 5 Mechanizmy zmiennosci wirusa grypy — przesuniecie antygenowe oraz skok antygenowy.

4.2.3. Genom

Wirus grypy typu A posiada 8 segmentéw RNA o ujemnej polarnosci kodujacych 10 gtéwnych
biatek: 3 podjednostki polimerazy (PB2, PB1 oraz PA), hemaglutynine, nukleoproteine (NP),
neuraminidaze, biatko rdzenia (M1), biatko btonowe (M2), biatko niestrukturalne 1 (NS1) oraz
biatko eksportu jadrowego/niestrukturalne 2 (NEP/NS2). Jednakze, w ostatnich latach pojawity sie
doniesienia, iz w wyniku alternatywnego splicingu powstajg jeszcze co najmniej 3 inne biatka: PB1-

F2, PB1-N40 i PA-X"2.

Na obu koncach kazdego segmentu znajdujg sie konserwowane sekwencje niekodujace.
Na jednym z koncéw wirusowego RNA (VRNA) znajduje sie sygnat do poliadenylacji w postaci
sekwencji poli(U) o dtugosci 5-7 urydyn. Ponadto, poszczegdlne segmenty VRNA zawsze
sg otoczone podjednostkami nukleoproteiny (tworzac wirusowe rybonukleoproteiny, VRNP)

i pofaczone z kompleksem polimerazy’3.

21



4.2.4. Budowa

Wirion wirusa grypy typu A ma okoto 80-120 nm $rednicy’# i przedstawiono go schematycznie na
Rycinie 6. Wystepuje on réwniez w formie filamentéw o szerokosci 100 nm i dtugosci ok. 2-20

75

um”. Na powierzchni znajduje sie ostonka lipidowa z glikoproteinami: hemaglutyning,

neuraminidazg i biatkami btonowymi.

Hemaglutynina znajduje sie na powierzchni wirusa grypy i zajmuje ok. 80% jej powierzchni’®.
Ma za zadanie zwigza¢ sie z resztg kwasu sjalowego receptora na powierzchni komérki
gospodarza. W zaleznosci od preferowanego gospodarza, podtyp infekujgcy ludzi wigze sie
zazwyczaj poprzez wigzanie a2,6Gal, a podtyp infekujacy ptaki — poprzez wigzanie a2,3Gal'.
W formie natywnej HA tworzy formy trimeryczne. HA sktada sie z ewolucyjnie konserwowanej
nozki (ktdra zawiera wiekszo$¢ sekwencji HA2) oraz domeny gtéwki (sekwencja HA1), ktdra
podlega dynamicznym zmianom za sprawg przesuniecia antygenowego i moze nie by¢

rozpoznawana przez wczeshiej wytworzone przeciwciata neutralizujgce’”’8,

Neuraminidaza jest drugg glikoproteing wirusa grypy, formujgcg tetramery. Posiada silnie
konserwowang domene cytoplazmatyczng, hydrofobowg domeng przezbtonowa oraz domeny
nozki i gtéwki. Rolg tego biatka jest ciecie enzymatyczne reszty kwasu sjalowego w celu uwolnienia
nowopowstatych wiriondw od komarki gospodarza®. Brak tej aktywnoéci prowadzi do akumulacji
wiriondw potomnych na powierzchni zainfekowanych komaérek. Dodatkowo NA umozliwia ciecie
reszt kwasu sjalowego w mucynie, dzieki czemu wirus moze przedostaé sie do powierzchni
komérki nabtonkowej®. Przeciwciata wytworzone przeciwko NA nie majg takiego samego
potencjatu neutralizujgcego jak przeciwciata przeciwko HA — mogg natomiast blokowaé
namnazanie sie wirusa. Uwaza sie tez, ze wysokie miano przeciwciat przeciwko NA koreluje

ze zmniejszonym natezeniem infekcji i szybszym powrotem do zdrowia’®.

Biatko M2 jest tetramerycznym biatkiem btonowym o dtugosci 97 aa. Posiada aktywnos¢ kanatu
jonowego i odgrywa wazng role podczas uwalniania rybonukleoprotein z wnetrza wirionu
w endosomie — przez M2 do $rodka wirionu wnikajg protony. Zmiana srodowiska na kwasne

powoduje oddysocjowanie biatek M1 od vRNP”.

Wewnatrz wirusa znajduje sie strukturalne biatko rdzenia M1, ktdére to otacza wirusowe
rybonukleoproteiny®. Jednym z zadah M1 jest pobudzanie do paczkowania wirusa z komorki
gospodarza, a kolejnym — kontrola transportu VRNP wewngatrz komérki. Zmiany w sekwencji M1

moga mie¢ wptyw na morfologie wirionu®®8!,
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Nukleoproteina, o wielkosci ok. 56 kDa, jest biatkiem bogatym w argininy i posiada wypadkowy
tadunek dodatni, przez co ma silne powinowactwo do vVRNA®. Dowiedziono, iz nawet w kompleksie
z podjednostkami nukleoproteiny VRNA jest wrazliwe na RNAze, co wskazuje, ze RNA jest raczej
wyeksponowane na zewnatrz, niz upakowane wewnatrz oligomeru NP’4. W swojej strukturze

nukleoproteina zawiera sekwencje bogatg w argininy, ktéra odpowiada za wigzanie RNA%2,

Kompleks polimerazy RNA zaleznej od RNA sktada sie z trzech biatek: PB1, PB2 oraz PA. PB1
katalizuje reakcje dodawania kolejnych nukleotydéw do wydtuzajgcej sie nici RNA oraz wigze
terminalne korice VRNA i komplementarnego RNA (cRNA) w celu inicjacji transkrypcji
i replikacji*®. PB2 odgrywa wazna role podczas inicjacji transkrypcji — ma za zadanie zwigzanie
czapeczki

z pre-mRNA gospodarza. Trzeci komponent, biatko PA, posiada aktywnos$¢ endonukleazy, dzieki

ktérej mozliwe jest stworzenie oczapeczkowanego startera do inicjacji transkrypcji®.

Biatko NS1 jest biatkiem o lokalizacji jadrowej, tworzagcym dimery i zawierajgcym domene
do wigzania dwuniciowego RNA (dsRNA). Jednym z jego gtéwnych zadan jest blokowanie produkcji
interferonu, przez co wirus moze nie zosta¢ rozpoznany w poczatkowe] fazie infekcji przez
mechanizmy odpowiedzi immunologicznej®. Ponadto, NS1 utrudnia ekspresje genéw gospodarza
poprzez ingerencje w procesowaniu koncéw 3’ mRNA gospodarza®®, przez co nie moga by¢ one

transportowane do cytoplazmy w celu translacji.

Biatko NEP/NS2, niestuszne uwazane poczatkowo za biatko niestrukturalne, odpowiada

za transport wirusowych rybonukleoprotein do cytoplazmy komarki®” .

PB1-F2 powstaje na drodze translacji z alternatywnej ramki odczytu w segmencie kodujgcym PB1.
Biatko to odpowiada za modulacje odpowiedzi immunologicznej na infekcje wirusem grypy typu
A i jest jednym z czynnikdow wirulencji tego wirusa. Jego aktywnosé, w zaleznosci od podtypu

wirusa, moze powodowacé $mier¢ komérek uktadu odpornosciowego®.

PB1-N40 jest kolejnym biatkiem powstajgcym na bazie segmentu kodujgcego PB1, tylko
skroconym o 39 aa na N-konicu. Nie zostata poznana jeszcze doktadna funkcja tego biatka, jednak
jego zwiekszona produkcja w sytuacji braku PB1-F2 moze prowadzi¢ do zatrzymania replikacji

wirusa. Co ciekawe, utrata PB1-NP40 réwniez ma niekorzystny wptyw na replikacje wirusa®®°?,

PA-X powstaje z alternatywnej ramki odczytu dla biatka PA i ma aktywnos¢ endorybonukleazy,
ktéra powoduje degradacje czasteczek mRNA gospodarza, podczas gdy wirusowy mRNA i jego

genom nie s3 degradowane®>%3,
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Ryc. 6 Budowa wirusa grypy typu A.

4.2.5. Cykl replikacyjny

Wirus grypy typu A u ludzi replikuje sie tylko w powierzchniowych komadrkach nabtonka ukfadu
oddechowego, ale moze tez infekowa¢ komdrki dendrytyczne i makrofagi ptucne. Wiaze
sie do reszt kwasu sjalowego na powierzchni komaérki gospodarza za pomocg hemaglutyniny przy
niskim pH i na drodze endocytozy jest wchtaniany do wnetrza (Ryc. 7). Nastepnie za sprawg
niskiego pH w endosomie nastepuje fuzja ostonki wirusa i bton endosomu poprzez ciecie
w strukturze hemaglutyniny (HAO) na dwie podjednostki, HA1 i HA2, co powoduje prezentacje
peptydu fuzyjnego i zmiany konformacyjne w strukturze antygenu. Kolejno, rybonukleoproteiny
zostajg uwolnione z wirionu i sg transportowane do jadra komdrkowego. Genomowe RNA
o ujemnej polarnosci jest przepisywane na czgsteczki mRNA, z ktérych powstajg biatka wirusowe
oraz na cRNA stuzgce do replikacji wirusa®®. Transkrypcja VRNA do mRNA rozpoczyna
sie od zwigzania biatka PB2 z czapeczka znajdujgca sie na koricu 5’ pre-mRNA gospodarza. Kolejno
ta czapeczka, wraz z ok. 10-13-nukleotydowym fragmentem pre-mRNA, jest odcinana przez biatko

PA (zazwyczaj po zasadzie purynowej') i jest wykorzystywana jako starter do inicjacji transkrypc;ji®*.

W poczatkowej fazie powstaje najwiecej mRNA kodujacego biatka NP oraz NS1, natomiast synteza
nici mRNA dla HA, NA i M1 jest opdzniona. Po translacji podjednostki nukleoproteiny oraz biatka
kompleksu polimerazy s3 transportowane do jgdra i tworza kompleksy z vRNA. Biatka M1 oraz
NEP/NS2 biorg udziat w transporcie tych kompleksdw na zewnatrz jadra®l. HA, NA oraz M2

po translacji oraz dodaniu modyfikacji lokalizujg sie w strefie wierzchotkowej btony komérkowej,
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gdzie kierowane sg kompleksy M1 z vRNP. W tym miejscu wirusy odpaczkowujg z komorki
gospodarza (w formie sferycznej lub filamentéw) — za pomocg neuraminidazy nastepuje ciecie
W miejscu wigzania reszt kwasu sjalowego z wirusowymi hemaglutyninami i wiriony zostajg

catkowicie uwolnione z powierzchni komaérki®.

Nie do konca jeszcze poznano mechanizm, w ktérym poszczegdlne segmenty VRNA sg pakowane
do wirionéw tak, aby wewnatrz czgstek znajdowat sie peten genom wirusa. Sugeruje sie, iz kazdy
segment zawiera unikalne sekwencje pakujgce i w ten sposéb nowopowstate wiriony zawierajg

petng informacje genetyczna®.

Do namnazania wirusa grypy typu A aktualnie uzywa sie kurzych zarodkow czy linii komérkowych
takich jak MDCK (komorki nabtonkowe psiej nerki)®, Vero E6 (komérki nabtonkowe nerki

afrykanskiej matpy zielonej) czy PER.C6 (komérki ludzkiej siatkdwki)®’.
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Ryc. 7 Replikacja wirusa grypy typu A.
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4.2.6. Szczepionki na grype

Obecnie stosowane szczepionki przeciwko ludzkiej grypie mogg miec rdzny charakter: zywe
atenuowane, inaktywowane lub rekombinowane. Sktadajg sie z antygendéw dla dwdéch podtypdéw
wirusa grypy typu A: HIN1 i H3N2 oraz antygenu wirusa grypy typu B — sg to szczepionki
trojwalentne. Trdjwalentne, inaktywowane szczepionki sg dostepne do uzycia dla osdb
od 6. miesigca zycia, natomiast zywe atenuowane — w USA dla osdb zdrowych pomiedzy 2. a 49.
rokiem zycia oraz dla kobiet niebedgcych w cigzy. Dostepna jest rdwniez szczepionka przeciwko
wysoce zjadliwemu ptasiemu wirusowi grypy typu A H5N1 (HPAI H5N1)!. Aktualnie najszerzej
dostepne na rynku s3 inaktywowane szczepionki czterowalentne — posiadajg one dodatkowy

antygen dla wirusa grypy typu B’®.

Skutecznos¢ obecnych szczepionek przeciwko grypie wynosi od 20 do 60% w zaleznosci od uzytej
dawki, adiuwantu czy populacji. Ich efektywnos¢ jest na odmiennym poziomie ze wzgledu na
zrdznicowanie podtypdw w danym sezonie — tyczy sie to gtéwnie podtypu H3N2. Ochrona
wytworzona dzieki szczepieniu przeciwko temu podtypowi jest zazwyczaj najnizsza. Dodatkowo,
rozny stopied odpornosci u ludzi (wytworzony przez wczesdniejszy kontakt z wirusem albo

wczeshiejsze szczepienie) takze moze mie¢ wptyw na koricowy stopien ochrony przed infekcjg®.

Kazdego roku Swiatowa Organizacja Zdrowia okreéla, ktére podtypy moga by¢ najbardziej grozne
w kolejnym sezonie zachorowan. Takie przewidywania sg wykonywane na okoto 6 miesiecy
naprzod, wiec moze sie okazac, iz wytypowane szczepy rdznig sie antygenowo od tych rzeczywiscie

krazgcych w populacji®.

4.3. Szczepionki mRNA

4.3.1. Konstrukcja szczepionek mRNA oraz ich zastosowania

Technologia szczepionkowa oparta na informacyjnym RNA w ostatnich latach zyskata duzg
popularnos¢ i szerokie zastosowanie za sprawg szczepionek przeciwko wirusowi SARS-CoV-2,
ktérego pandemia rozpoczeta sie w 2019 roku. W 2020 roku pierwsze szczepionki oparte na mRNA
przeszty pomyslnie testy kliniczne i trafity do ogdlnego uzytku'®. Doniesienia o terapeutycznym
zastosowaniu mRNA opisano juz ponad 20 lat temu — nagie mRNA lub DNA kodujgce odpowiednio
acetylotransferaze chloramfenikolu, lucyferaze lub beta-galaktozydaze zostato wszczepione
myszom domiesniowo i obserwowano, czy zachodzi produkcja tych biatek. Badanie to wykazato,
ze bezposrednie wprowadzenie nagiego kwasu nukleinowego, bez wykorzystania lipidowych lub
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wirusowych nosnikéw, prowadzi do syntezy docelowego biatka'®*. Metoda bazujgca na mRNA jest
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alternatywa dla terapii genowej opartej na DNA, gdzie wymagana jest integracja z genomem
komorki, aby pdziniej mogta zajs¢ produkcja oczekiwanego biatka. mRNA w cytoplazmie jest
kierowane do translacji, omijajac etap transportu do jadra, integracji, transkrypcji i modyfikacji
potranskrypcyjnych (takich jak splicing) — zatem produkcja biatek zachodzi o wiele szybciej i jest
przejéciowa’??. Celami terapii opartych na mRNA moga by¢ tez nowotwory. Na czgsteczce mRNA
znajduje sie sekwencja kodujgca antygen zwigzany z nowotworem lub swoisty dla niego, ktdra jest
potem uzywana do stymulacji uktadu immunologicznego, aby wytworzyt specyficzng odpowiedz
skierowang przeciwko komérkom nowotworowym%1%, Kolejnym celem sg tez choroby, ktére
wynikajg z braku lub niefunkcjonalnosci ktéregos z biatek —w takim przypadku z mRNA kodujacego
np. wazopresyne czy interleukine 10 powstaje funkcjonalny produkt!®®. Produkcja mRNA w celach
szczepionkowych na duzg skale jest relatywnie o wiele tansza i mniej czasochtonna niz produkcja
preparatdw szczepionkowych opartych na rekombinowanych biatkach czy inaktywowanych

wirusach, przez co stanowi atrakcyjng alternatywe dla nich.

czapeczka
N

5 O— 5'UTR ~ region kodujagcy 4 3'UTR _

Ryc. 8 Struktura czgsteczki mRNA.

Strukture czasteczki mRNA przedstawiono schematycznie na Rycinie 8. Pojedyncza czasteczka
MRNA skfada sie z czapeczki na koricu 5’, ktérej obecnosc jest konieczna do rekrutacji czynnikéw
biorgcych udziat w translacji i rozpoczecia syntezy biatka. Struktura czapeczki (Ryc. 9) moze mieé
wpltyw na poziom translacji i stabilno$ci mRNA. W komorce eukariotycznej kazde mRNA posiada
czapeczke — jej brak moze stanowi¢ znak dla komoérki, iz jest to obcy materiat genetyczny,
np. wirusowy, co rozpoczyna kaskade sygnalizacyjng dazacg do eliminacji obcego czynnika.
Dowiedziono tez, ze metylacja czapeczki w pozycji 2’0 jest jednym z gtéwnych czynnikow
rozpoznawczych, czy dana czasteczka mRNA pochodzi z komorki, czy jest obcal®. Poczatkowo
uzywano analogéw czapeczek o strukturze ™ GpsG — problemem byt jednak fakt, ze mogg one by¢
wtgczane do powstajacej nici mMRNA w obu orientacjach, co skutkowato produkcjg mieszaniny
funkcjonalnego i niefunkcjonalnego mRNAX’. W 2001 roku opisano dinukleotydowy analog
czapeczki zapobiegajgcy odwrotnej inkorporacji (ang. anti-reverse cap analogue, ARCA) — posiada
on modyfikacje ™G w pozycji 3’0, dzieki czemu nie moze zostaé wigczony w nieprawidtowy sposéb
do nowopowstajgcej nici mRNA®, Kolejnym duzym postepem byto wprowadzenie czapeczek typu

CleanCap przez firme Trilink Biotechnologies. Jest to trinukleotyd o strukturze ™ GpsAnG, gdzie
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pierwszym transkrybowanym nukleotydem jest adenina, co wymaga réwniez odpowiedniej
sekwencji promotora dla polimerazy RNA na matrycy do transkrypcji in vitro (IVT). Uzycie tej
czapeczki skutkuje powstaniem produktu zawierajgcego ponad 90% oczapeczkowanych

transkryptéw®. Na Rycinie 9 pokazano przyktadowe analogi czapeczek.

Sekwencje niekodujgce (ang. untranslated regions, UTR), znajdujace sie na obu koncach regionu
kodujgcego (czyli 5° UTR i 3’ UTR), odpowiadajg za regulacje translacji oraz utrzymywanie
stabilnosci czgsteczki mRNA. Najczesciej stosowane w tych miejscach sekwencje pochodza
z wysoce stabilnych regionéw niekodujacych a- i B-globiny. Zawierajg one liczne motywy
strukturalne, ktére zwiekszajg stabilnos¢ czasteczki mRNA poprzez wydtuzenie jej czasu

pottrwania w komérce oraz poprawe wydajnosci translacji'®.

Region kodujgcy zawiera sekwencje ulegajacg translacji w komodrce. Bardzo wazina jest
optymalizacja kodondéw, aby proces produkcji biatka byt jak najbardziej wydajny (pod wzgledem
ilosci uzyskanego biatka oraz czasu, jaki to zajmie). Sprowadza sie to do zamiany rzadkich kodonéw
na synonimiczne, czesciej wystepujgce w danym organizmie. Jednakze takie podejscie nie zawsze
jest najlepsze — sg takie biatka, ktére wymagajg wolniejszej translacji, zeby mogty uzyskaé

poprawng konformacje®®.
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czapeczka 0:R,=OH, R,=OH
czapeczka 1:R;=0OCH3, R,=OH (I) OR;
czapeczka 2: Ry;=0OCH3, R,=OCH, 0=P-0,_
- "RNA
C NH,
HO OH
N S
. &y ° Ceanc
—_ll__ _llﬁ “|I~ N N ean a
S oI R S AR S ’ "GPPPALG —>
Hr\sj‘\ﬁ,\(> N i 11
A\ o ome ¢ ] 1 Matryca 3’eeePromotor/T CCeee5’
= o=|f-*—o 5 NN NH, G e
&
HO OH

Ryc. 9 Przyktadowe typy czapeczek mRNA. A — struktura czapeczki eukariotycznej. Obecnos$¢ danej reszty
w danej pozycji wskazuje, czy to jest struktura 0, 1 czy 2. B — czapeczka typu ARCA. C — czapeczka typu
CleanCap. D — sekwencja potrzebna na matrycy, aby mogta zajs¢ transkrypcja z czapeczka typu CleanCap AG
(zaadaptowano na podstawie Vaidyanathan et al.*%9).
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Ogon poli(A) reguluje stabilnos$¢ czasteczki mRNA oraz wydajnosé translacji. Wigze sie on do biatka
PABP (ang. poly adenosyl binding protein), ktére wchodzi w interakcje z czynnikiem elF4G.
Im wiecej biatka PABP zostanie zwigzane do ogona poli(A), tym wieksze jest powinowactwo
rowniez zwigzanego do PABP czynnika elF4E do czapeczki na koncu 5’, co w efekcie zwieksza
poziom translacji. Optymalna dtugos¢ ogona poli(A) powinna  wynosi¢  ok.

105,111,112

120 nukleotydéw

4.3.2. Samoreplikujgce sie RNA

Oprocz konwencjonalnych czgsteczek mRNA, kodujgcych tylko dany antygen, istniejg réwniez
samoreplikujgce sie RNA (ang. self-amplifying RNA, saRNA). Wykorzystujg one genom pochodzacy
od np. alfawiruséw, a najczesciej uzywanymi sg: wirus wenezuelskiego koniskiego zapalenia mézgu
(ang. Venezuelan equine encephalitis virus, VEEV), wirus Sindbis (ang. Sindbis virus, SINV), czy
wirus Lasu Semliki (ang. Semliki Forest virus, SFV). Genom tych wiruséw skfada sie
z jednoniciowego, niesegmentowanego RNA o dodatniej polarnosci. Podzielony jest on na dwie
ramki odczytu: pierwsza koduje 4 biatka niestrukturalne budujgce kompleks replikazy, a druga —
biatka strukturalne. Kompleks replikazy zawiera 4 podjednostki: pierwsza posiada aktywnosc
dodawania czapeczki; druga — proteazy, helikazy i trifosfatazy RNA; trzecia — odpowiada
za interakcje wirus-gospodarz i biatko-biatko, a czwarta to polimeraza RNA zalezna od RNA.
W konstruktach szczepionkowych opartych na saRNA pierwsza ramka odczytu pozostaje taka
sama, natomiast druga jest zamieniana na sekwencje kodujgcg wybrany antygen. W miejscu UTR
uzywa sie konserwowanych elementéw sekwencyjnych (ang. conserved sequence elements, CSE)
pochodzacych z alfawirusa, ktérych obecnos¢ zapewnia specyficzng replikacje przez polimeraze
wirusowg. Aby zaszta replikacja subgenomowego RNA (ktore koduje antygen), potrzebna jest
obecnoé¢ subgenomicznego promotora. Po iniekcji preparatem zawierajgcym saRNA dochodzi
do amplifikacji RNA juz wewnatrz komdrek. Zaletg takiego podejscia jest mniejsza ilos¢ mRNA
potrzebna do wywotania odpowiedzi immunologicznej. W przypadku standardowego mRNA

114

kodujacego tylko dany antygen jest to zazwyczaj ok. 30 - 100 ug mRNA na dawke***, natomiast dla

114,115

saRNA —ok. 1,25 - 5 pug saRNA jest wystarczajgce na jedng dawke

4.3.3. Modyfikacje czgsteczek mRNA

Zaletg i jednoczesnie wadg technologii opartych na mRNA jest fakt, iz czgsteczki mRNA

sg stosunkowo szybko degradowane po zajéciu translacji. W celu przedtuzenia zywotnosci takich
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czasteczek mozna zastosowad analogi nukleotyddw, ktdre sprawiajg, iz czgsteczka mRNA sama
w sobie bedzie mniej immunogenna i nie bedzie wzbudza¢ odpowiedzi zaleznej od receptoréw
typu Toll (ang. Toll-like receptors, TLR). Przyktadami takich naturalnych analogéw
sg 5-metylocytozyna (m5C), N6-metyloadenozyna (m6A), pseudourydyna (W), 5-metylourydyna
(m5U) czy 2-tiolurydyna (s2U). W 2015 roku opublikowano badania pokazujace, ze zastosowanie
N1-metylo-pseudourydyny (m1W) znacznie poprawito efektywnos¢ translacji zaréwno, gdy byty
stosowana samodzielnie, jak i w kombinacji z m5C, w poréwnaniu do mRNA z m5C i W6
Dowiedziono réwniez, iz uzycie mlW nie zwieksza poziomu niepoprawnej inkorporacji
aminokwaséw do tancucha peptydowego — co zachodzito w przypadku stosowania
niemodyfikowanej pseudourydyny!'’. Jednakze, uzycie m1W moze prowadzi¢ do przesuniecia
ramki odczytu o jeden nukleotyd do przodu. Efekt ten jest obserwowany na bardzo niskim
poziomie i niekoniecznie wszystkie miejsca, w ktérych zostat zamieniony nukleotyd sg na to
podatne. W rezultacie mogg powstawac skrdocone (jesli przez przesuniecie ramki pojawi sie
przedwczesnie kodon STOP) lub catkowicie inne formy wyjsciowego biatka — nawet mate zmiany
w wyprodukowanym biatku mogg mie¢ wplyw na jego pdiniejszag immunogennosc.
Aby przeciwdziata¢ temu zjawisku, konieczne jest doktadne sprawdzenie produktu uzyskanego ze
zmodyfikowanego mRNA i optymalizacja kodonéw w sekwencji kodujacej, aby jak najbardziej

zminimalizowaé mozliwo$é takich skutkdow?!120,

4.3.4. Nosniki lipidowe

Aby ze szczepionkowego mRNA doszto do translacji biatka, czasteczki mRNA muszg najpierw
zostaé skutecznie dostarczone do komoérek docelowych. Wiele typéw komodrek jest w stanie
pobrac nagie RNA ze srodowiska, jednak proces ten jest bardzo nieefektywny i duza czeS¢ mRNA
zostaje zdegradowana. Jedng z metod wprowadzania mRNA, stosowang w immunoterapii, jest
transfekcja wyizolowanych od pacjentéw komodrek dendrytycznych (ex vivo) za pomoca
elektroporacji. Natomiast, najbardziej popularnym sposobem dostarczania mRNA in vivo jest
zastosowanie pozytywnie natadowanych nanoczgstek lipidowych (ang. lipid nanoparticles, LNPs),

ktére to opfaszczajg mRNA i chronig je przed nukleazamil®21%

. Klasyczne LNPs sktadajg sie
z czterech komponentéw: jonizowalnego aminolipidu, ktéry wigze kwasy nukleinowe i pomaga
uwolni¢ mRNA z endosomu; amfipatycznego fosfolipidu, ktérego zadaniem jest zwigzanie
z powierzchniami btony komodrkowej oraz endosomalnej; cholesterolu, ktéry ma zapewnic
stabilnos¢ nanoczastki oraz glikolu pegylowanego (PEG) — do polepszenia stabilnosci uktadu

i zmniejszenia usuwania nanoczastek z uktadu siateczkowo-srédbtonkowego w organizmie. LNPs
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tego typu sg bezpieczne i stabilne, jednak ich zastosowanie jest ograniczone gtéwnie do podania
domiesniowego — jak miato to miejsce w przypadku szczepionki przeciwko SARS-CoV-212122 — |yb
dozylnego, jak w przypadku preparatu Onpattro, ukierunkowanego na hepatocyty'®. Ze wzgledu
na swoj lipidowy charakter i sktonnos¢ do adsorpcji na swojej powierzchni apoliproteiny
E w surowicy, LNPs akumulujg sie w watrobie i wnikajg tam do hepatocytdw. Jednakze nie zawsze
taka lokalizacja bedzie najodpowiedniejsza dla danego zastosowania terapeutycznego — dlatego
tez opracowano zmodyfikowane LNPs, ktére mogg by¢ kierowane do watroby, ptuc, $ledziony??,
neurondw!?* czy komérek dendrytycznych'?®. Bardzo waznym aspektem projektowania LNPs jest
skrupulatna optymalizacja sktadu ilosciowego uzytych lipiddw — nawet mata zmiana w formulacji
moze mie¢ duzy wptyw na zachowanie, stabilnos¢ oraz pdzniejszg cytotoksycznosé

po immunizacjil?.

4.3.5. Szczepionki przeciwwirusowe mRNA dopuszczone do uzytku

Jak juz wczesniej wspomniano, pandemia SARS-CoV-2 przyczynita sie do gwattownego wzrostu
ilosci badan w kierunku opracowania i wprowadzenia do uzytku skutecznej szczepionki bazujgcej
na mRNA. Pierwszymi firmami, ktdre wprowadzity takie szczepionki przeciwko COVID-19, byty
Pfizer-BioNTech (BNT162b2) i Moderna (mRNA-1273)'%’. Oba koncerny zaproponowaty preparaty
zawierajgce czgsteczki mRNA kodujace glikoproteine powierzchniowg (biatko kolca, ang. spike, S)
w konformacji prefuzyjnej. Roznity sie miedzy sobg iloscia podawanego mRNA (preparat
BNT162b2 — 30 pg, preparat mRNA-1273 — 100 pg), interwatem czasu pomiedzy kolejnymi
dawkami (BNT162b2 — 3 tygodnie, mRNA-1273 — 4 tygodnie) oraz sktadem nanoczgstek
lipidowych'?®. W badaniach klinicznych przeprowadzonych w 2022 roku stwierdzono, iz obie
wykazuja sie ponad 95% skutecznoscig w zapobieganiu infekcji'?®. Problemem okazata sie jednak
bardzo szybka zmiennosé wirusa SARS-CoV-2. Pojawity sie nowe warianty, réznigce sie gtéwnie
sekwencjg i strukturg glikoproteiny S. Prowadzito to do obnizenia skutecznosci wczesniej
wytworzonych przeciwciat — zarédwno poszczepiennych, jak i powstatych w wyniku przebytej
infekcji — nie byly one w stanie w petni rozpoznac i skutecznie zneutralizowaé nowopowstajgcych
odmian wirusa. Dane warianty rdéznig sie miedzy sobg objawami oraz szybkoscig
rozprzestrzeniania sie, wiec szczepionki musiaty réwniez by¢ jak najszybciej aktualizowane,

aby mogty chronié¢ przed najbardziej dominujgcym w tym okresie wariancie!?.

Ze wzgledu na to, iz szczepionki mMRNA weszty do szerszego uzytku stosunkowo niedawno,
nie zbadano jeszcze wszystkich czynnikéw majgcych wptyw na jej trwato$¢ czy na rodzaj

i skutecznos¢ odpowiedzi immunologicznej. W ramach fazy | badan klinicznych uzyto 100 ug mRNA
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(preparat mRNA-1273) na jedno podanie w schemacie dwudawkowym. Poziom przeciwciat
wytworzonych na skutek immunizacji utrzymywat sie nadal na wysokim poziomie po 6 miesigcach
od zakonczenia szczepienia®®’. Z uptywem czasu ten poziom zaczyna jednak spadaé, przestajac
chroni¢ przed samg infekcja, ale nadal wykazujgc ochrone przed ciezkim przebiegiem infekcji
i hospitalizacjg!®'. Zaproponowano wtedy system dawek przypominajgcych, ktére moga

132

przedtuza¢ ochrone zapewniong przez przeciwciata’>* — te preparaty moga tez zawieraé

zaktualizowane antygeny, dostosowane do zmieniajgcego sie wcigz wirusa®,

Poréwnano réwniez odpowiedzi immunologiczne wytworzone po szczepieniu (preparat
BNT162b2) oraz po przebytej infekcji. Obie $ciezki prowadzg do powstania przeciwciat, jednakze
nie znaleziono dowoddw na to, aby szczepionka aktywowata Sciezke sygnalizacyjng do produkcji
interferonu®®*. Nie znaczy to jednak, ze tylko naturalna infekcja prowadzi do powstania
odpowiedzi komdérkowej. W 2022 roku dokonano analizy poziomu uwolnionego interferonu
gamma (IFNy) z wyizolowanych od zaszczepionych pacjentdw komérek jednojadrzastych krwi
obwodowej (ang. peripheral blood mononuclear cells, PBMC) po stymulacji mieszaninami
peptydéw mapujacych biatka wirusa SARS-CoV-2. Dowiedziono, iz aktywacja wydzielania IFNy
utrzymuje sie przez co najmniej 6 miesiecy!®>. Kolejne badania pokazaty, ze po 6 miesigcach od
szczepienia nadal obecne s3 limfocyty T swoiste dla SARS-CoV-2 (populacje CD4* i CD8), ktdre
w jednakowym stopniu rozpoznajg warianty wirusa SARS-CoV-2 szczegdlnej uwagi (ang. variants

of concern, VOCs)3,

W maju 2024 roku amerykanska Agencja Zywnosci i Lekéw dopuscita do uzytku jednodawkowa
szczepionke przeciwko syncytialnemu wirusowi oddechowemu (ang. respiratory syncytial virus,
RSV) firmy Moderna dla oséb powyzej 60 roku zycia'®’. Szczepionka zawiera 50 ug mRNA
kodujacego stabilizowane biatko fuzyjne w konformacji prefuzyjnej. Jej zastosowanie w badaniach
klinicznych fazy Il pokazato, iz zmniejsza wystepowanie choréb dolnego uktadu oddechowego
zwigzanych z RSV (ponad 80% skutecznosci) oraz ciezkiej niewydolnosci oddechowej powigzanej

z RSV (ponad 60% skutecznosci)'®.

4.3.6. Szczepionki mRNA w trakcie badan klinicznych

Ze wzgledu na szybkosé¢ produkcji, efektywnos¢ oraz mozliwosé szybkiej modyfikacji, szczepionki
na bazie mRNA znalazty rowniez zastosowanie w profilaktyce przed innymi patogenami oraz
leczeniu choréb. W Tabeli 1 podsumowano wybrane badania kliniczne ze szczepionkami opartymi

na mRNA przeciwko chorobom zakaznym oraz nowotworom?3%:4°,
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Tabela 1. Wybrane szczepionki mRNA w badaniach klinicznych (dane na dzien 16.09.2025)

numer choroba/
nazwa K . R droga status
badania uzyty antygen czynnik faza R . sponsor
produktu . . R podania badania
klinicznego infekcyjny
choroby zakazne
biatka strukturalne wirusa | . . ,
mRNA-1893 | NCT04917861 Jika wirus Zika |1l I.M. zakonczono | Moderna
i
6 czasteczek mRNA
kodujacych glikoproteine B cytomegal
mRNA-1647 | NCT05085366 owirus 1 .M. w trakcie Moderna
oraz pentameryczny
; i (cMV)
kompleks glikoprotein
hemaglutyniny wirusa
BNT161 t A H1IN1, H3N2 i , BioNTech
NCT05540522 | BYPY TYPU A PN FISTRE | WITUS BIVBY 1y . zakoficzono | oo
(modRNA) oraz typu B linii Victoria i |typuAiB —Pfizer
Yamagata'#
stabilizowane biatko S
o] petnej dtugosci;
czterowalentna
ionk .
szczepionka bazujgca na SARS-CoV-
BNT162b2 + rekomendowanych 2, wirus BioNTech
NCT06178991 | podtypach ’ I} I.M. zakoniczono .
BNT161 ] grypy typu —Pfizer
szczepionkowych dla grypy AiB
A i B na sezon 22/23 dla
produkcji opartej na
biatkach
rekombinowanych
stabilizowane biatko S | SARS-CoV- llib/
mRNA-1273 | NCT06585241 | o petnej dtugosci, wariant | 2 wariant 4 I.M. w trakcie Moderna
B.1.351 B.1.351
petne biatko  circum-
sporozoitowe i dwie
k k j
BNT165¢ | NCT06069544 | o oo wowane SeXWence ) ara [ |1m. wtrakcie | BioNTech
kodujgce biatka zarodica
sierpowego produkowane
na etapie watroby
BG505
MD39.3;
BG505
MD39.3 trimer biatka powierzch
gpl51; NCT05217641 | . P HIV | .M. w trakcie NIAID
niowego Env
BG505
MD39.3
gpl51
CD4KO
biatko S, wariant XBB.1.5; | SARS-CoV-
kombinacja 2 wariant Arcturus
ARCT-2303* | NCT06279871 | z czterowalentng licencjo- | XBB.1.5, 1] I.M. zakoniczono | Therapeu
nowang szczepionka | wirus grypy tics, Inc.
przeciwko grypie typu AiB | typuAiB
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nowotwory

20 t 5 kon BioNTech—
BNT122 NCT03815058 _ MeOAntyEenOW! o orniak |11 | LV. zakonczon | Bloitec
specyficznych dla pacjenta o Genentech
d 34 t 5 Mod —
mRNA-4157 | NCT03897881 | 00 °% NCOANLYBENOW) o niak [0 | 1w wtrakcie | - ocerna
specyficznych dla pacjenta Merck
mieszanina czterech
antygendw zwigzanych
BNT111 NCT04526899 | z czerniakiem (NY-ESO-1, | czerniak 1] 1.V. w trakcie BioNTech
MAGE-A3, tyrozynaza
i TPTE)%2
CureVac,
Bl 1361849 Antygeny NY-ESO-1, MAGE | niedrobno- sakofczon Ludwig
NCT03164772 | C1, MAGE C2, TPBG (5T4), | komoérkow | I/I1 1.D. Institute for
(Cv9202) o o
surwiwina, MUC1 y rak ptuca Cancer
Research

* — szczepionka oparta na saRNA
I.M. — szczepienie domiesniowe; |.V. — szczepienie dozylne; I.D. — szczepienie srodskdrne

Obecnie, jednym z gtéwnych kierunkdw badan jest poszukiwanie uniwersalnej szczepionki
na grype. Wysokie tempo zmiennos$ci genomu tego wirusa prowadzi do powstawania nowych
podtypow, ktére mogg by¢ niewrazliwe lub stabo reagowad z juz wytworzonymi przeciwciatami
(za sprawg przebytej infekcji lub szczepienia). Obiecujgcym podejsciem jest uzycie nie jednego,
a mieszaniny kilku antygenow — w 2020 roku zaproponowano uzycie mieszaniny mRNA (fgcznie
5 ug) kodujacych az 4 antygeny wirusa grypy typu A HIN1: nézke hemaglutyniny, neuraminidaze,
nukleoproteine oraz biatko btonowe M2 (z matg delecjag w celu zmniejszenia potencjalnej
cytotoksycznosci). Dwudawkowa immunizacja myszy takim preparatem wywofata odpowiedz
humoralng przeciwko kazdemu z wymienionych antygendw na poziomie poréwnywalnym
do odpowiedzi wytworzonej w przypadku immunizacji tylko jednym z nich'®. Dwa lata pdzniej
przedstawiono wyniki dla bardzo podobnego eksperymentu — zmieniony zostat jednak podtyp
wirusa na H3N2, aby sprawdzi¢, czy zostanie wytworzona analogiczna odpowiedz przeciwko
wirusom grypy typu A grupy 2. Wytworzona odpowiedZ ochronita myszy przed $miercig
po zakazeniu wybranymi szczepami podtypéw H3N2, H4AN6 i H7N9, cztery tygodnie
po immunizacjil**. Te i pochodzace z badan klinicznych wyniki potwierdzajg zasadno$é stosowania

heterologicznych mRNA w jednej dawce.
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4.4. Szczepionki oparte na czgstkach wirusopodobnych

4.4.1. Budowa i rodzaje

Czastki wirusopodobne jako struktury nasladujgce natywne wirusy oferujg atrakcyjng alternatywe
dla atenuowanych Ilub inaktywowanych szczepionek, poniewaz nie zawierajg materiatu
genetycznego wirusa. VLPs oparte s3 zazwyczaj na biatkach powierzchniowych Ilub
kapsydowych#. Jednymi z pierwszych doktadnie zbadanych i opisanych VLPs byty wtasnie czastki
oparte na matym biatku powierzchniowym HBV, wyizolowane z surowicy pacjentéw
zainfekowanych wirusem zapalenia watroby typu B w 1968 roku'*®. VLPs wybranych wiruséw
zebrano w Tabeli 2. Czastki wirusopodobne sg wysoce immunogenne — zawierajg w swojej
strukturze biatka w odpowiedniej konformacji i powtarzalnym utozeniu, co stymuluje limfocyty
T i B. W zaleznosci od typu VLPs, mogg by¢ one produkowane w rdéinych systemach —
od bakteryjnego po ssaczy*’. Gtéwnym kryterium wyboru takiego systemu jest zazwyczaj
zdolnos$¢ do dodawania modyfikacji potranslacyjnych, np. jak glikozylacja i fosforylacja, ktore
to mogg bardzo wptywaé na potencjalng immunogennos¢ produktu kofcowego. Ze wzgledu na
strukture, VLPs mozna podzieli¢ na dwie grupy: sktadajace sie z podjednostek pojedynczego biatka
oraz na takie skfadajgce sie z dwdch lub wiekszej liczby rodzajéw biatek. Dodatkowo mogg
posiadac tez ostonke lipidowg, ktdra réwniez wptywa na immunogennos$é. Do VLPs zbudowanych
z pojedynczego rodzaju biatka bez ostonki mozna zaliczyé czastki oparte na kaliciwirusach,
papillomawirusach (np. wirus brodawczaka ludzkiego, HPV) czy parwowirusach. Na bazie
reowirusow (do ktérych nalezg rotawirusy) czy wirusa polio mozna wyprodukowaé wielobiatkowe
czastki bez ostonki®®. Czastki z ostonka lipidowa mogg sktadac sie z podjednostek jednego biatka
— np. dla HBV** lub z kilku — np. dla wirusa grypy typu A. Wielobiatkowe VLPs moga réwniez
sktadad sie z réznych wariantéw tego samego biatka, oferujac szerszg game epitopdéw, na przyktad

VLPs sktadajgce sie z biatek kapsydowych L1 dwdch czy nawet dziewieciu typdw wirusa HPY148150,

Ciekawym kierunkiem badan wydajg sie réwniez by¢ nanoczgstki oparte na biatku NP wirusa grypy
typu A — dodatek domeny oligomeryzujgcej skutkuje powstaniem czgstek sktadajacych sie
z siedmiu podjednostek biatka NP. Kandydat ten jest obecnie w fazie Il badan klinicznych. Wyniki

151,152 ;

udostepnione przez firme Osivax sg obiecujace i planowane sg kolejne badania (faza llb).
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Tabela 2. Wybrane czastki wirusopodobne!*

biatko

nazwa wirusa biatka sktadowe kapsydowe/ostonkowe system produkcji Zrédto
Saccharomyces
cerevisiae,
HBV sHBsAg ostonkowe Pichia pastoris, | 13
Hansenula polymorpha
(drozdze)
HBV sHBsAg i mHBsAg ostonkowe CHO (linia ssacza) 153
Wirusy grypy typu A Spodoptera
(HIN1, H3N2) HA, M1, NA ostonkowe frugiperda (Sf9, linia | 14
Wirus grypy typu B owadzia)
Wirus grypy typu A NP, M1 i ndzka HA w fuzji
z zewnatrzkomérkowymi | ostonkowe 59 155
H5N1 .
domenami M2
HPV ([:_Li;eg t?/sgl:/: kapsydowe kapsydowe S. cerevisiae (drozdze) 156
Duze biatko kapsydowe Trichoplusia  ni  (linia
HPV (L1) 2 typdw kapsydowe owadzia) ¥
HIV Biatka Env i Gag ostonkowe i kapsydowe | HEK 293T 158
gr;ﬁvglrlu:y ludzkie Biatko VP1 kapsydowe Sf9 159
Biatko kapsydowe (CP)
Wirus mozaiki | AIMV w fuzji z Pfs25 K Nicotiana benthamiana | ¢4
. . apsydowe .
lucerny (AIMV) (Plasmodium falciparum (rosliny)

— zarodziec malarii)

Innym obiecujgcym podejsciem jest jednoczesna modyfikacja wnetrza i powierzchni czgstek VLPs.
W 2023 roku opublikowano badania opisujgce platforme opartg na biatku kapsydowym wirusa
HBV, do sekwencji ktérego wprowadzono znacznik SpyTag. Dodatkowo dokonano fuzji sekwencji
kodujace] biatko kapsydowe z genami kodujgcymi biatko zielonej fluorescencji lub drozdzowg
deaminaze cytozynowa. Tak zmodyfikowane biatka kapsydowe produkowano w komdrkach
bakteryjnych jednoczesnie, co umozliwito kontrolowane wbudowywanie réznych komponentéw
do nowo powstajgcych czgstek oraz ich samoorganizacje w funkcjonalne, modutowe VLPs juz
na tym etapie. Dodatek znacznika SpyTag umozliwit pézniej kowalencyjne wigzanie z biatkiem
SpyCatcher sprzezonym z ligandem specyficznym dla receptora EGFR, co pozwolito na celowane
dostarczanie modutowych VLPs do komédrek nowotworowych. Z kolei deaminaza cytozynowa
umozliwita wewnatrzkomdrkowa konwersje dostarczonego dodatkowo proleku do aktywnej
postaci leku (5-fluorocytozyny do 5-fluorouracylu), co skutkowato zwiekszong cytotoksycznoscia
w badanych komdrkach nowotworowych. Takie rozwigzanie tgczy precyzyjne celowanie
komodrkowe z kontrolowang aktywacjg leku, stanowigc obiecujgce podejscie terapeutyczne

w onkologii®!.
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4.4.2. Modyfikacje czgstek wirusopodobnych opartych na sHBsAg

Czastki wirusopodobne nie muszg sktada¢ sie wytgcznie z niezmodyfikowanych biatek.
Chimeryczne VLPs sg czestym obiektem obecnych badain — mogg one prezentowaé antygeny
pochodzace z innych zrddet, takich jak np. fragmenty innych biatek wirusowych, bakteryjnych czy
neoantygendow. Heterologiczne epitopy czy antygeny mogg by¢ wprowadzone do sekwencji biatek
tworzacych VLPs za pomocg substytucji czy insercji wewnatrz takowego biatka. Dodatkowo,
mozliwe jest ich umieszczenie na jednym z konicéw biatka albo trwate, kowalentne potgczenie
za pomocg specjalnych sekwencji'*®. Przyktadowe mozliwe modyfikacje VLPs opartych na sHBsAg

opisano w Tabeli 3.

Tabela 3. Modyfikowane czgstki wirusopodobne oparte na sHBsAg

Modyfikacja Jednostka chorobowa System produkgji Zrédto
Insercja epitopu neutralizujgcego do determinanty a polio mysie komorki L 162
Insercja epitopu z E2 wirusa HCV do determinanty a HCV Huh7 163
Fuzja C-terminalna z biatkiem gp120 HIV cv-1 164
Insercja epitopow CTL z biatka M1 wirusa grypy typu A
. 1a eprtop ) grypy typ Wirus grypy typu A HEK293T 165

w rejonach petli cytozolowych
Insercja C-terminalnej domeny KatA do determinanty a | Helicobacter pylori Huh7 166
Fuzja N-terminalna ze skréconym biatkiem . .

. . malaria P. pastoris 167
circumsprozoitowym
Fuzja N-terminalna z biatkiem EDIII Denga P. pastoris 168

. . . . Wirus zapalenia watroby Leishmania
Insercja epitopu z biatka E2 do determinanty a 169
typu C (HCV) tarentolae
HEK FreeStyle-
Dodanie kolejnego miejsca glikozylacji w pozycji 116 HBV 203F y 170
Streptococcus pyogenes
Insercja epitopu p*17 Strep A do determinanty a (st P A) pyog HEK293T 1
rep

4.4.3. Szczepionki oparte na VLPs dopuszczone do uzytku

Pierwsza szczepionka oparta na czgstkach wirusopodobnych zostata dopuszczona do uzytku
w USA w 1986 — Recombivax-HB, wyprodukowana przez firme Merck’?. W tym samym roku
w Belgii dopuszczono do uzytku szczepionke Engerix-B firmy GlaxoSmithKline!”® (w USA zostata
ona dopuszczona w 1989 roku)'’2. Obie byty skierowane przeciwko wirusowi zapalenia watroby
typu B. W Tabeli 4 zebrano wybrane preparaty szczepionkowe oparte na VLPs, ktére

sg dopuszczone do uzytku.
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Tabela 4. Dopuszczone do uzytku szczepionki oparte na czastkach wirusopodobnych?3174.148

Czynnik infekcyjny Nazwa handlowa Antygen System ekspresji Firma
HBV Recombivax-HB sHBsAg S. cerevisiae Merck
HBV Engerix-B sHBsAg S. cerevisiae GSK
HBV Fendrix sHBsAg S. cerevisiae GSK
HBV Heplisav-B sHBsAg H. polymorpha Dynavax
HBV Hepavax-Gene sHBsAg, mHBsAg H. polymorpha Crucell
P. falciparum . Fuzja N-terminalna sHBsAg .

(malaria) Mosquirix™* z biatkiem circumsprozoitowym - cerevisiae Gk
HPV Cervarix biatko kapsydowe L1 T. ni GSK
HPV Gardasil9® biatko kapsydowe L1 S. cerevisiae Merck

* —dopuszczona do uzytku w trzech krajach afrykanskich

VLPs majg potencjat do wzbudzenia wiekszej odpowiedzi uktadu immunologicznego niz
szczepionki podjednostkowe ze wzgledu na powtarzalng prezentacje epitopow, nawet bez uzycia

adiuwantow!’3.

S3 rozpoznawane przez obecne na powierzchni komérek dendrytycznych
receptory rozpoznajgce wzorce (ang. pattern recognition receptors, PRR) i internalizowane.
Nastepnie antygeny pochodzgce z VLPs sg prezentowane limfocytom T pomocniczym (CD4*) przez
Sciezke prezentacji antygenu poprzez MHC klasy Il. Limfocyty CD4" uwalniajg interleukiny 4 i 5
(konieczne do aktywacji limfocytéw B) czy interleukine 2 i IFNy (konieczne do indukcji odpowiedzi
komorkowej). Niektére VLPs mogg by¢ rowniez prezentowane krzyzowo na czgsteczkach MHC
klasy | — przez udziat czasteczek wspétkostymulujgcych takich jak CD40 czy CD80/86 moze zaj$¢
aktywacja limfocytéw T cytotoksycznych (CD8*). Ponadto, VLPs stymulujg limfocyty B do produkcji
przeciwciat poprzez interakcje z receptorami znajdujgcymi sie na powierzchni tych komoérek.
Przeciwciata wytworzone w wyniku tej reakcji mogg mie¢ wtasciwosci neutralizujgce. Szczepionki

Engerix, Cervarix i Gardasil9 indukujg powstanie duzej ilosci takich przeciwciat, ktére utrzymujg sie

przez dtugi czas w organizmie®®®,

4.4.4. Wybrane szczepionki oparte na VLPs w trakcie badan klinicznych

Oprodcz dostepnych juz na rynku preparatach opartych na czgstkach wirusopodobnych przeciwko
np. wirusom HBV, HPV i malarii, prowadzi sie wiele badan nad szczepionkami chronigcymi przed

innymi chorobami — wybrane z nich zostaty przedstawione w Tabeli 5.
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Tabela 5. Wybrane szczepionki oparte na VLPs w badaniach klinicznych (dane na dzien 16.09.2025)

nazwa numer badania i Choroba/czyn- droga status
. uzyty antygen o . faza K . sponsor
produktu klinicznego nik infekcyjny podania badania
VLPs ztozone | wirus .
PXVX0317 . . . . Bavarian
NCT06007183 z biatek E1, E2 i | chikungunya v .M. w trakcie )
175 Nordic
C CHIKV (CHIKV)
Quadriva- HA z HIN1,
lent VLP H3N2, wirus r
NCT03321968 ) . y. grypy Il .M. zakoniczone | Medicago*
Influenza B/Victoria typuAiB
Vaccine i B/Yamagatal’®
HBsAg- . .
. . University
RH5.2-VLP | NCT05978037 SpyCatcher: malaria 171 .M. w trakcie
of Oxford
RH5.2-SpyTag
. . Icon
VP1 genotypdw | norowirus Gl.4 3 .
rNV-2v NCT05508178 . X | .M. zakonczone Genetics
Gl.4iGll.4 i Gll.4
GmbH
pre-F RSV i pre-F . 3 Icosavax,
IVX-A12 NCT05664334 RSV i hMPPV | .M. zakoniczone
hMPV Inc.
CoVLP NCT04636697 Biatko S SARS-CoV-2 nm | L.m. zakonczone Medicago*

I.M. — szczepienie domiesniowo

* — produkcja w ro$linach; firma zakonczyta swoja dziatalno$ét””
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5. Cele pracy

Czastki subwirusowe oparte na sHBsAg od wielu lat sg uzywane jako szczepionka przeciwko
wirusowi HBV. Charakteryzuje sie ona wysoka skutecznoscig i wywotywaniem dtugotrwatej
odpowiedzi immunologicznej. Dowiedziono réwniez, iz w ramach sekwencji biatka sHBsAg mozna
wprowadza¢ zmiany, ktére nie majg wptywu na sktadanie sie go w formy czastek, a ponadto

ztozone péiniej czgstki mogg prezentowac epitopy pochodzace z innych patogendw.

Jak juz wspomniano w podrozdziale 4.2.6, skuteczno$¢ obecnie dostepnych szczepionek przeciwko
grypie waha sie pomiedzy 20 a 60%. Wymaga to kolejnych badan w kierunku nowych kandydatéw
szczepionek, ktére mogtyby oferowac szeroky ochrone przeciwko wielu szczepom wirusa grypy
typu A (i réwniez B). Technologia oparta na mRNA wyrdznia sie licznymi zaletami —
do najwazniejszych nalezg szybkos¢ catego procesu, nizsze koszty produkcji w pordwnaniu
ze szczepionkami biatkowymi, a takze mozliwos¢ szybkiego dostosowania preparatu do aktualnie

dominujacych wariantéw wirusa.

Celem niniejszej pracy doktorskiej byto otrzymanie preparatu szczepionkowego taczacego w sobie
czastki wirusopodobne oparte na sHBsAg oraz mRNA kodujgce nukleoproteine wirusa grypy typu

A i ocena skutecznosci takiej dwuwalentnej szczepionki.

Aby osiggna¢ zatozony cel, praca zostata podzielona na nastepujace etapy badawcze:

e opracowanie i optymalizacja metody oczyszczania sHBsAg-VLPs 1z systemu
bakulowirusowego z uzyciem znacznika Twin-Strep-tag,

e zbadanie potencjatu sHBsAg-VLPs jako platformy do prezentacji sekwencji funkcjonalnych
majacych za zadanie wigzanie mRNA,

e ocena mozliwosci tworzenia komplekséw sHBsAg-VLPs—mRNA,

e analiza odpowiedzi immunologicznej wywotanej przez mieszaniny zawierajgce VLPs

i mRNA.
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6. Materiaty i aparatura
6.1. Sekwencje genéw syntetycznych

sHBsAg — sekwencja kodujgca dla biatka sHBsAg wirusa HBV subtypu adw?2
o numerze AF397207.1

HBcAg — sekwencja kodujaca dla biatka HBcAg wirusa HBV subtypu adw2 o numerze AAK97202.1

Twin-Strep-tag-linker-EK — sekwencja kodujgca znacznik, facznik oraz sygnat dla enterokinazy,
odpowiadajgca po translacji za sekwencje: MGSWSHPQFEKGGGSGGGSGGSAWSHPQFEK-GGGS-
DYKDDDDK-; uzyta do sktadania konstruktu Twin-Strep-tag-sHBsAg (TS-sHBsAg)

IVT GG — konstrukt do transkrypcji in vitro, zawierajgcy gen biatka EGFP (biatko zielonej
fluorescenciji) z plazmidu pEGFP-N3, 3’ UTR dla B-globiny Xenopus laevis (pochodzacy z plazmidu
pT7TS) i ogon poli(A) o dtugosci 128 adenin

NP — sekwencja kodujgca biatko NP wirusa grypy typu A H5N1 o numerze AJ289873.2 w fuzji

z tfacznikiem -GGGG- i znacznikiem His-tag

6.2. Sekwencje starterow

Tabela 6. Sekwencje starteréw uzytych do wklonowania wstawki kodujgcej sHBsAg do wektora
pFastBacl (pFastBac-sHBsAg)

nazwa startera sekwencja
F BamHI AATATAGGATCCATGGAAAACATTGCCTCTGGCC
R Xbal GTTAGCTCTAGACTAGATGTACACCCACAGGC

Tabela 7. Sekwencje starteréw uzytych sktadania konstruktu TS-sHBsAg

nazwa startera sekwencja
Plazmid pFastBac- ATGGAAAACATTGCCTCTGGCCTG
sHBsAg GGATCCGCGCCCGATGGT

CCACCATCGGGCGCGGATCCATGGGCAGCTGGAGCCAC
CCAGAGGCAATGTTTTCCATTTTATCGTCATCGTCTTTGTAGTCGGAAC

Fragment Twin-

DM ™

Step-tag-linker-EK

Tabela 8. Sekwencje starterow uzytych do mutagenezy miejscowo-insercyjnej na konstrukcie
kodujgcym TS-sHBsAg

konstrukt | starter sekwencja
1 F CCCTCGCAGGCGGCGTTGCCTGGGCCAGAATTCTC
capmu
P R CTCCGGCCGCGCCTGCGCCACCAGCTGTCCAGGCT
F CCCTCGCAGGCGGCGTAGCCTGTACAACATTCTG
capmut2
R CTCCGGCCGCGCCTGCGCAGCCACACTGTAGGAGA
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F AGGAGCCAGAGCAGGGAGAGCCAGTGCGGCAGCGGCAGCTGGATGTGCCTGCGGCGG
capsubl R CCTCCTCCTGCTCTGGCTCCTCCTCCTGGGGCTGGGGGTCCGCCTGCGAGGGCTCCG
. F AGGAGCCAGAGCAGGGAGAGCCAGTGCGGCAGCGGCAGCTGCCTGGGCCAGAATTCTCAGAGCC
capinsl R CCTCCTCCTGCTCTGGCTCCTCCTCCTGGGGCTGGGGGTACGCCGCCTGCGAGGGCT

Tabela 9. Sekwencje starterow uzytych do mutagenezy miejscowo-insercyjnej dla konstruktow
do transkrypcji in vitro z sekwencjg sygnatowa wirusa HBV (PS) i CleanCap AG (AG)

konstrukt | starter sekwencja
GG PS F GGGAGGAGTTGGGGGAGGAGCCCGCGGCCGCATGGTGAGCA
R AGTCTTTAAACAAACCCAAAACCCTCTCCCTATAGTGAGTCGTATTACGC
F ACTCACTATAAGGAGAGCGGC
AG R CGTATTACGCCGGATGGA
F ACTCACTATAAGGAGAGGGTTTTG
AGPS R CGTATTACGCCGGATGGA
6.3. Plazmidy

pJET 1.2/blunt (Thermo Fisher Scientific, USA) — wektor uzyty jako szkielet do wklonowania

konstruktu do IVT, wybrany ze wzgledu na obecnos¢ promotora dla polimerazy RNA faga T7

pFastBacl (Thermo Fisher Scientific, USA) — wektor donorowy uzywany do wprowadzania genow

do bakmidu

6.4. Szczepy bakteryjne

Escherichia coli NEB stable F' proA*B* lacl® A(lacZ)M15 zzf::Tn10 (Tet?)/A(ara-leu) 7697 araD139
fhuA AlacX74 galK16 galE15 e14- ®80dlacZAM15 recAl relAl endAl nupG rpsL (StrR) rph spoT1
A(mrr-hsdRMS-mcrBC) (New England Biolabs, USA)

Escherichia coli Machl F- @80lacZAM15 AlacX74 hsdR(rK—, mK+) ArecA1398 endAl tonA
(ThermoFisher Scientific, USA)

Escherichia coli MAX Efficiency™ DH10Bac F— mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZAM15 AlacX74
recAl endAl1 araD139 A(ara-leu)7697 galU galK A-rpsL(StrR) nupG/pMON14272/pMON7124
(Thermo Fisher Scientific, USA)

42



6.5. Linie komoérkowe eukariotyczne

$f9 — linia owadzia wyprowadzona z jajnika émy Spodoptera frugiperda (Thermo Fisher Scientific,

USA)

Sf9 ET — Sf9 Easy Titer; linia owadzia Sf9, zawierajgca kasetg ekspresyjng z genem kodujgcym EGFP
pod kontrolg promotora polihedrynowego; uzywana do wyznaczania miana bakulowiruséw

(kolekcja Zaktadu Szczepionek Rekombinowanych)

HEK293T - linia ssacza komdérek ludzkich, wyprowadzona z embrionalnych komdrek nerki,

zawierajgca antygen T wirusa SV40 (kolekcja Zaktadu Szczepionek Rekombinowanych)

Vero E6 — linia ssacza komdrek pochodzenia nabtonkowego z nerki afrykanskiej matpy zielonej

(kolekcja Zaktadu Szczepionek Rekombinowanych)

6.6. Pozywki wzrostowe dla bakterii

Pozywka wzrostowa ptynna LB

Bacto-trypton 10 g; ekstrakt drozdzowy 5 g; chlorek sodu 10 g; sktadniki zostaty rozpuszczone

i dopetnione wodg destylowang do 1 litra objetosci i wyjatowione

Pozywka wzrostowa stata LA

Bacto-trypton 10 g; ekstrakt drozdzowy 5 g; chlorek sodu 10 g; bacto-agar 15 g; sktadniki zostaty

rozpuszczone i dopetnione wodg destylowang do 1 litra objetosci i wyjatowione

6.7. Pozywki wzrostowe dla komadrek eukariotycznych

Podtoze wzrostowe DMEM (ang. Dulbecco's Modified Eagle Medium) z dodatkiem glukozy,
L-glutaminy i HEPES, 42430025 (Thermo Fisher Scientific, USA)

Podtoze wzrostowe Opti-MEM (ang. Opti-Minimal Essential Medium), 31985070 (Thermo Fisher
Scientific, USA)

Podtoze wzrostowe RPMI 1640 (ang. Roswell Park Memorial Institute 1640 medium) z dodatkiem
L-glutaminy i HEPES, 22400089 (Thermo Fisher Scientific, USA)

SF-900 Ill, 12658027 (Thermo Fisher Scientific, USA)

6.8. Dodatki uzywane przy hodowli komaorek eukariotycznych

Mieszanina antybiotykow Pen Strep (100x) — zawiera penicyline i streptomycyne, 15070063
(Thermo Fisher Scientific, USA)
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Mieszanina antybiotykdw AA (100x) — zawiera penicyline, streptomycyne i amfoterycyne B,

15240096 (Thermo Fisher Scientific, USA)

Inaktywowana surowica bydleca (ang. fetal bovine serum, FBS), A5670801 (Thermo Fisher

Scientific, USA)

Trypsyna-EDTA (0,25%), 25200072 (Thermo Fisher Scientific, USA)
Genetycyna (G418), 10131027 (Thermo Fisher Scientific, USA)

Betamerkaptoetanol (50 mM), 31350010 (Thermo Fisher Scientific, USA)

6.9. Odczynniki laboratoryjne

aP32 UTP, 3000 Ci/mmol, 10 mCi/ml (Hartmann Analytic, Niemcy)

Adiuwant AddaVax (InvivoGen, Francja)

Agaroza (VWR, Polska)

Ampicylina (A&A Biotechnology, Polska)

APS (Bio-Rad, USA)

Bacto-agar (Biocorp, Polska)

Bacto-trypton (Biocorp, Polska)

Betamerkaptoetanol (Sigma-Aldrich, USA)

Btekit bromofenolowy (Sigma-Aldrich, USA)

Btekit trypanowy (Thermo Fisher Scientific, USA)

BSA (Sigma-Aldrich, USA)

CHAPS (Sigma-Aldrich, USA)

Chlorek magnezu (MgCl,, Carl Roth, Niemcy)

Chlorek sodu (NaCl, POCH, Polska)

Chlorek wapnia (CaCl,, Thermo Fisher Scientific, USA)
Chlorowodorek guanidyny (GdnHCI, Sigma-Aldrich, USA)

Coomassie Blue R-250 (Bio-Rad, USA)
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Cytrynian sodu (Polskie Odczynniki Chemiczne, Polska)
Czapeczka ARCA 3°-0-Me-m7G(5')ppp(5')G (New England Biolabs, USA)
Deoksycholan sodu (NaDC, Sigma-Aldrich, USA)

DMSO (IWTReagents, Niemcy)

DTT (BioShop, Kanada)

EDTA (Sigma-Aldrich, USA)

Ekstrakt drozdzowy (A&A Biotechnology, Polska)

Etanol (POCH, Polska)

Gentamycyna (Thermo Fisher Scientific, USA)

Glicerol (POCH, Polska)

Glicyna (POCH, Polska)

HEPES (Sigma-Aldrich, USA)

Imidazol (Thermo Fisher Scientific, USA)

Inhibitory proteaz wolne od EDTA (Thermo Fisher Scientific, USA)
IPTG (A&A Biotechnology, Polska)

Kanamycyna (BioShop, Kanada)

Konkanawalina A (Thermo Fisher Scientific, USA)

Kwas 2-morfolinoetanosulfonowy (MES, Sigma-Aldrich, USA)
Kwas octowy (POCH, Polska)

Kwas siarkowy (IV) (H.SO., STANLAB, Polska)

Lipid 18PA (ang. 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphate (sodium salt)) (MedChemExpress, USA)
Lipid 4A3-SC8 (MedChemExpress, USA)

Lipid cholesterol (MedChemExpress, USA)

Lipid DMG-PEG (ang. 1,2-dimyristoyl-rac-glycero-3-methoxy(poly(ethylene glycol))
(MedChemExpress, USA)
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Lipid DOPE (ang. 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine) (MedChemExpress, USA)

Metanol (STANLAB, Polska)

Mieszanina poliakrylamidoéw 30% (Serva, Niemcy)

N1-metylo-pseudourydyna (m1W, TrilLink Biotechnologies, USA)

Nonidet-P40 (Fluka AG, Szwajcaria)

Octan sodu (Sigma-Aldrich, USA)

Octan uranylu (CHMES, Polska)

SDS (Carl Roth, Niemcy)

SimplySafe (EurX, Polska)

Tabletki PBS pH 7.4 (Carl Roth, Niemcy)
TEMED (Sigma-Aldrich, USA)

Tetracyklina (Biosynth, Szwajcaria)
Tiocyjanian guanidyny (GdnSCN, Sigma-Aldrich, USA)
Tris (Sigma-Aldrich, USA)

Triton X-100 (IWTReagents, Niemcy)
Tween20 (Sigma-Aldrich, USA)

Tween80 (Sigma-Aldrich, USA)

Woda wolna od nukleaz (Ibis Scientific, USA)
X-Gal (Thermo Fisher Scientific, USA)

6.10. Materiaty zuzywalne

Bibuta Whatmann (Sigma-Aldrich, USA)
Btona nitrocelulozowa (Thermo Fisher Scientific, USA)

Btona PVDF (Thermo Fisher Scientific, USA)

Bolt™ Bis-Tris Plus Mini Protein Gels, 4-12%, 1.0 mm, WedgeWell™ format (Thermo Fisher

Scientific, USA)
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Filtr PES 0,22 uM (Carl Roth, Niemcy)
High Sensitivity RNA ScreenTape (Agilent, USA)

Novex™ Tris-Glycine Mini Protein Gels, 4-20%, 1.0 mm, WedgeWell™ format (Thermo Fisher

Scientific, USA)

Ptytki ptaskodenne polistyrenowe przeiroczyste o wysokim stopniu wigzania do analiz typu

ELISA (Greiner, Austria)

Ptytki z membrang PVDF do analiz ELISpot typu Multiscreen® (Sigma-Aldrich, USA)
Pur-A-Lyzer™ Midi Dialysis Kit Midi 3500, capacity 50-800 uL, MWCO 3.5 kDa (Sigma-Aldrich, USA)
Siatki do transmisyjnej mikroskopii elektronowej (Electron Microscopy Sciences, USA)

Sitka komdérkowe 70 uM (Biologix, Niemcy)

Slajdy do automatycznego liczenia komoérek systemu Countess (Thermo Fisher Scientific, USA)

6.11. Bufory standardowe i zele

0,1 M CaCl,

CaCl; 11,098 g; dopetniono wodg destylowang do objetosci 1 |

0,1 M CaCl, + 10% glicerol

CaCl; 11,098 g; glicerol 100 ml; dopetniono wodg destylowang do objetosci 1 |

0,5 M EDTA

EDTA 146,12 g; pH 8,0; dopetniono wodg destylowang do objetosci 1 |

3 M octan sodu

octan sodu 246,1 g; pH 5,2 (ustalone z uzyciem kwasu octowego); dopetniono woda destylowang
do objetosci 1 |

2% octan uranylu

octan uranylu 0,2 g; rozpuszczono w 10 ml wody destylowanej

Bufor 50x TAE (Tris + Acetate + EDTA)

Tris 242 g; lodowaty kwas octowy 57,1 ml; 0,5 M EDTA 100 ml; pH 8,0; dopteniono woda
destylowang do objetosci 1 |

Bufor 1x TAE

bufor TAE 50x 40 ml; dopetniono wodg destylowang do objetosci 2 |
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Bufor 10x do elektroforezy poliakrylamidowej

Tris 30,3 g; glicyna 144,4 g; SDS 10g; dopetniono wodg destylowang do objetosci 1 |

Bufor 1x do elektroforezy poliakrylamidowej

bufor SDS-PAGE 10x 50 ml; dopetniono wodg destylowang do objetosci 500 ml

Bufor do transferu mokrego nocnego

Tris 9,08 g; glicyna 43,24 g; dopetniono wodg destylowang do objetosci 3 |

Bufor 6x lizujaco-obcigzajgcy do elektroforezy SDS-PAGE

1M Tris-HCl pH 6,8 2,5 ml; SDS 1,2 g; glicerol 5 ml; 10% B-merkaptoetanol 1,5 ml; btekit
bromofenolowy 6 mg; dopetniono woda destylowang do objetosci 10 ml

Bufor 10x PBS (Phosphate Buffered Saline), pH 7,4

10 gotowych tabletek PBS pH 7.4 rozpuszczono w 1 | wody destylowanej

Bufor 1x PBS

PBS 10x 100 ml; dopetniono wodg destylowang do objetosci 1 |
Bufor 1x PBS + 0,05% Tween20
Do 1 | buforu 1x PBS dodano 500 pl Tween20

Bufor 20x SSC

NaCl 175,3 g; cytrynian sodu 88,3 g; pH 7,0; dopetniono wodg destylowang do objetosci 1 |

Bufor ptuczacy 2x SSC

SSC 20x 10 ml; 0,1 g SDS; dopetniono wodg destylowang do objetosci 100 ml

Bufor ptuczacy 0,2x SSC

SSC 20x 1 ml; 0,1 g SDS; dopetniono wodg destylowang do objetosci 100 ml

Bufor 1x TBS z 0,1% Tween’em 20 (TBS-T)

Tris 2,42 g; NaCl 8,76 g; Tween20 1 ml; dopetniono wodg destylowang do objetosci 1 |

Coomassie Blue R-250

kwas octowy 50 ml; metanol 100 ml; 0,5 g Coomassie Blue R-250; dopetniono wodg destylowang
do objetosci 500 ml

Odbarwiacz do zeli barwionych Coomassie

kwas octowy 50 ml; metanol 100 ml; dopetniono wodg destylowang do objetosci 500 ml
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Roztwor 5% odttuszczonego mleka w TBS-T

odttuszczone mleko w proszku 2,5 g; dopetniono buforem TBS-T do objetosci 50 ml

Zel agarozowy 1%

agaroza 1g; 100 ml 1x buforu TAE; po rozpuszczeniu i ostudzeniu dodano 5 pl SimplySafe

Zel poliakrylamidowy 5% (zageszczajacy)

woda destylowana 3,4 ml; mieszanina akrylamidéw 30% 0,83 ml; 1 M Tris-HCl pH 6,8 0,63 ml;
10% SDS 50 pl; 10% APS 70 pl; TEMED 7 pl

Zel poliakrylamidowy 12% (rozdzielajacy)

woda destylowana 4,9 ml; mieszanina akrylamidéw 30% 6,0 ml; 1,5 M Tris-HCI pH 8,8 3,8 ml;
10% SDS 0,15 ml; 10% APS 0,15 ml; TEMED 6 pl

6.12. Odczynniki do transfekc;ji

Lipofectamine™ MessengerMAX™ Transfection Reagent (Thermo Fisher Scientific, USA)
TransIT®-Insect Transfection Reagent (Mirus Bio, USA)

6.13. Kolumny chromatograficzne

Strep-Tactin® 4Flow® high capacity column 1 ml 2-1252-001 (IBA Lifesciences, Niemcy)
HisPur™ Ni-NTA Spin Column 3 ml (Thermo Fisher Scientific, USA)

6.14. Bufory do oczyszczania biatek

Zestaw buforow dla kolumn Strep-Tactin® 4Flow® high capacity column (IBA Lifesciences,
Niemcy)

bufor ptuczacy W 10x stezony — rozcieficzono do 1x stezonego z uzyciem wody wolnej od nukleaz
bufor elucyjny E 10x stezony — rozciericzono do 1x stezonego z uzyciem wody wolnej od nukleaz
Zestaw buforéw dla kolumn HisPur™ Ni-NTA Column

bufor réwnowazgcy — 50 mM Tris-HCl pH 7,4; 300 mM NaCl; 10 mM imidazol

bufor ptuczacy — 50 mM Tris-HCl pH 7,4; 300 mM NaCl; 100 mM imidazol

bufor elucyjny 250 mM imidazol — 50 mM Tris-HCl pH 7,4; 300 mM NaCl; 250 mM imidazol

bufor elucyjny 500 mM imidazol — 50 mM Tris-HCI pH 7,4; 300 mM NaCl; 500 mM imidazol

bufor regenerujgcy MES— 20 mM MES; 100 mM NacCl; pH 5
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6.15. Bufory komercyjne

20X Bolt™ MES SDS Running Buffer (Thermo Fisher Scientific, USA)
Bufor ACK (Thermo Fisher Scientific, USA)

SimplyBlue™ SafeStain (Thermo Fisher Scientific, USA)

TMB Chromogen Solution (for ELISA) (Thermo Fisher Scientific, USA)

6.16. Enzymy komercyjne i ich bufory

10X FastDigest Buffer (Thermo Fisher Scientific, USA)

10X FastDigest Green Buffer (Thermo Fisher Scientific, USA)

DNA Gel Loading Dye (6X) (Thermo Fisher Scientific, USA)

DNAza (Thermo Fisher Scientific, USA)

Enzym restrykcyjny BamHI FastDigest (Thermo Fisher Scientific, USA)
Enzym restrykcyjny EcoRV FastDigest (Thermo Fisher Scientific, USA)
Enzym restrykcyjny Kpnl FastDigest (Thermo Fisher Scientific, USA)
Enzym restrykcyjny Notl FastDigest (Thermo Fisher Scientific, USA)
Enzym restrykcyjny Xbal FastDigest (Thermo Fisher Scientific, USA)
High Sensitivity RNA ScreenTape Sample Buffer (Agilent, USA)
Inhibitor RNAz (A&A Biotechnology, Polska)

NEBuilder HiFi DNA Assembly Master Mix (New England Biolabs, USA)
Q5@ Hot Start High-Fidelity 2X Master Mix (New England Biolabs, USA)
Proteinaza K (EurX, Polska)

RNA Gel Loading Dye (2X) (Thermo Fisher Scientific, USA)

T4 ligaza DNA (Thermo Fisher Scientific, USA)

Viscolase (A&A Biotechnology, Polska)
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6.17. Wzorce masowe

GeneRuler DNA Ladder Mix — fragmenty DNA o wielkosci: 10000 bp, 8000 bp, 6000 bp, 5000 bp,
4000 bp, 3500 bp, 3000 bp, 2500 bp, 2000 bp, 1500 bp, 1200 bp, 1000 bp, 900 bp, 800 bp, 700 bp,
600 bp, 500 bp, 400 bp, 300 bp, 200 bp, 100 bp (Thermo Fisher Scientific, USA)

RiboRuler High Range RNA Ladder — fragmenty RNA o wielkosci: 6000 nt, 4000 nt, 3000 nt, 2000
nt, 1500 nt, 1000 nt, 500 nt (Thermo Fisher Scientific, USA)

PageRuler™ Prestained Protein Ladder, 10 to 180 kDa — 10 biatek o masie réwnej okoto: 170 kD3,
130 kDa, 100 kDa, 72 kDa, 55 kDa, 43 kDa, 34 kDa, 26 kDa, 17 kDa, 10 kDa (Thermo Fisher Scientific,
USA)

PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder, 10 to 250 kDa — 9 biatek o masie réwnej okoto: 250
kDa, 130 kDa, 100 kDa, 70 kDa, 55 kDa, 35 kDa, 25 kDa, 15 kDa, 10 kDa (Thermo Fisher Scientific,
USA)

6.18. Przeciwciata, rekombinowane biatka oraz mieszaniny peptyddow

Mieszanina peptydéw dla HBsAg wirusa HBV subtypu adw2 (JPT, Niemcy)

Mieszanina peptydéw dla nukleoproteiny wirusa grypy typu A HIN1 (NP/Puerto Rico/8/1934)
(JPT, Niemcy)

Przeciwciata drugorzedowe alpakowe anty-krdlicze sprzeione z peroksydazg chrzanowg

(Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc., UK)

Przeciwciata drugorzedowe kozie anty-mysie sprzezone z peroksydazg chrzanowg (Jackson

ImmunoResearch Laboratories, Inc., UK)
Przeciwciata pierwszorzedowe poliklonalne przeciwko HBsAg (ad/ay) BP2029P (Origene, USA)

Przeciwciata pierwszorzedowe poliklonalne przeciwko NP wirusa grypy typu A PA5-32242

(Thermo Fisher Scientific, USA)
Rekombinowane biatko HBsAg (adw) AR31017PU-N (Origene, USA)

6.19. Zestawy komercyjne

Clean Up RNA Concentrator (A&A Biotechnology, Polska)
CloneJET PCR Cloning Kit (Thermo Fisher Scientific, USA)

Gel Out (A&A Biotechnology, Polska)
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HighYield T7 Atto488 RNA Labeling Kit (UTP-based) (Jena Bioscience, Niemcy)
HiScribe® T7 High Yield RNA Synthesis Kit (New England Biolabs, USA)
HiScribe® T7 mRNA Kit with CleanCap® Reagent AG (New England Biolabs, USA)
MAXIscript™ SP6/T7 Transcription Kit (Thermo Fisher Scientific, USA)

Q5° Site-Directed Mutagenesis Kit (New England Biolabs, USA)

QuantiFluor® dsDNA System (Promega, USA)

QuantiFluor® RNA System (Promega, USA)

Plasmid Mini (A&A Biotechnology, Polska)

PureLink™ HiPure Plasmid Miniprep Kit (Thermo Fisher Scientific, USA)
Recombinant Enterokinase (Sigma-Aldrich, USA)

SuperSignal™ West Pico PLUS Chemiluminescent Substrate (Thermo Fisher Scientific, USA)
The BCA Protein Assay (Thermo Fisher Scientific, USA)

Viral DNA/RNA (A&A Biotechnology, Polska)

Zestaw do analizy typu ELISpot do wykrywania mysiego interferonu gamma (Medix Biochemica,

Finlandia)

6.20. Aparatura

Analizator dynamicznego rozpraszania swiatta Zetasizer Nano (Malvern Panalytical, UK)
Aparat do elektroforezy poliakrylamidowej Mini Gel Tank (Thermo Fisher Scientific, USA)

Aparat do transferu mokrego — BIOTRANS 110-100 (Kucharczyk Techniki Elektroforetyczne,
Polska)

Czytnik Amersham Typhoon RGB Biomolecular Imager (Cytiva, USA)

Czytnik ptytek Infinite ® 200 PRO NanoQuant (Tecan, Niemcy)

Czytnik ptytek Mabtech IRIS™ 2 (Mabtech, Szwecja)

Ekran fosforowy do przechowywania sygnatu radioaktywnego (Biorad, USA)

Inkubator HeraCell 150 (Kendro, Niemcy)
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Mikroskop konfokalny Nicon PCM 2000 (Nikon, Holandia)
Sonikator VCX 130 (Sonics & Materials Inc, USA)
Spektrofotometr DeNovix DS-11 (DeNovix, USA)
Spektrofluorymetr Quantus (Promega, USA)

System do automatycznego liczenia komoérek Countess™ 3 Automated Cell Counter (Thermo

Fisher Scientific, USA)

System do automatycznej elektroforezy 2200 TapeStation Nucleic Acid System (Agilent, USA)
System do obrazowania Chemidoc MP (Biorad, USA)

System do obrazowania zwigzkéw chemiluminescencyjnych, Uvitec Mini HD (Uvitec, UK)
Termoblok (Benchmark, USA)

Termocykler Pro Flex™ 3x32 Well System PCR (Thermo Fisher Scientific, USA)
Transluminator Uvidoc HD6 (Uvitec, UK)

Transmisyjny mikroskop elektronowy Tecnai G2 Spirit BioTWIN (FEI Company, USA)
Ultrawiréwka (Beckman Coulter, USA)

Wiskozymetr Oswaldta (S| Analytics, Niemcy)

Wytrzasarka powietrzna, Infors HT Ecotron (Szwajcaria)

6.21. Oprogramowanie

Biorender

Geneious

GraphPad Prism 8

Lucia Image

Mabtech Apex 1.1
NEBuilder Assembly Tool
NEBaseChanger

Zetasizer Malvern
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7. Metody
7.1. Przygotowanie komérek kompetentnych E. coli NEB stable oraz Mach1l

Hodowla nocna komérek E. coli zostata odmtodzona (2 ml hodowli nocnej do 100 ml swiezej
pozywki LB bez antybiotyku) i inkubowana z wytrzgsaniem w 37°C do uzyskania ODgo = 0,4.
Hodowle nastepnie odwirowano, supernatant zlano i komdrki zawieszono w 40 ml chtodnego
0,1 M CaCl, i pozostawiono na lodzie przez 30 min. Komdrki odwirowano, zlano supernatant i osad

zawieszono w 4 ml 0,1 M CaCl, + 10% glicerol i przechowywano do momentu uzycia w - 80°C.

7.2. Transformacja komérek kompetentnych plazmidem lub mieszaning ligacyjna

Do komérek kompetentnych dodano oczyszczony plazmid (ok. 100 ng) lub mieszanine ligacyjna
(cato$¢ mieszaniny) i inkubowano przez 30 min na lodzie. Nastepnie dokonano szoku termicznego
(2 min, 42°C), ochtodzono na lodzie przez 2 min i dodano 900 ul pozywki LB bez antybiotyku.
Transformowane komorki inkubowano przez 1 h w 37°C z wytrzgsaniem i nastepnie wysiano
na ptytki z pozywka LA z dodatkiem ampicyliny.

7.3. Hodowla nocna komdrek bakteryjnych E. coli
10 ml pozywki ptynnej LB z dodatkiem ampicyliny zaszczepiono wybrang kolonig bakteryjng
z ptytki i inkubowano przez noc w 37°C z wytrzgsaniem.

7.4. Oczyszczanie plazmidowego DNA
Hodowle bakteryjne zostaty odwirowane i supernatanty usuniete. Oczyszczanie plazmidéw
wykonano zgodnie z procedurg dla zestawu Plasmid Mini A&A Biotechnology.

7.5. Pomiar stezenia DNA
Stezenia plazmidéw po oczyszczaniu zostaty zmierzone z uzyciem spektrofotometru DeNovix
lub fluorymetrycznie z uzyciem zestawu QuantiFluor dsDNA.

7.6. Trawienie enzymatyczne plazmidow

Plazmidy zostaty poddane trawieniu enzymatycznemu z uzyciem odpowiednich enzyméw i buforu
reakcyjnego. Mieszaniny inkubowano przez 1 h w 37°C i natozono na 1% zel agarozowy. Rozdziat

prowadzono przez ok. 30 - 45 min w buforze TAE przy napieciu 70 V.

7.7. Sekwencjonowanie plazmidéw

W celu sprawdzenia poprawnosci sekwencji genowej plazmidy zostaty wystane do firmy Eurofins

Genomics (Niemcy) i uzyskane odczyty zanalizowano za pomocg programu Geneious.
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7.8. Amplifikacja gendow metodg tancuchowej reakcji polimerazy (PCR)

Zaprojektowano z uzyciem programu Geneious startery (Tabela 6) do reakcji PCR zawierajgce
odpowiednie miejsca restrykcyjne w celu wklonowania genu sHBsAg do plazmidu pFastBacl.
Do przeprowadzenia reakcji uzyto gotowej mieszaniny Q5® Hot Start High-Fidelity 2X Master Mix,
starteréw, wody wolnej od nukleaz i plazmidu zawierajgcego sekwencje kodujacg sHBsAg. Reakcje
PCR przeprowadzono zgodnie z protokotem producenta i nastepnie dokonano rozdziatu

elektroforetycznego produktéw reakcji w 1% zelu agarozowym.

7.9. Klonowanie wstawek do plazmidéw

Po dokonaniu trawienia enzymatycznego i rozdziale produktéw na 1% zelu agarozowym, wycieto
odpowiednie fragmenty DNA z zelu, oczyszczono zgodnie z protokotem dla zestawu Gel Out A&A
Biotechnology i przeprowadzono ligacje z uzyciem ligazy T4 DNA. Mieszaniny tej uzyto potem do

transformacji komérek kompetentnych.

7.10. Klonowanie sekwencji znacznika Twin-Strep-tag do konstruktu pFastBac-sHBsAg

Za pomocg programu Geneious zaprojektowano konstrukt genowy zawierajgcy sekwencje
kodujgcg znacznik Twin-Strep-tag (MGSWSHPQFEKGGGSGGGSGGSAWSHPQFEK), tacznik GGGS
oraz sygnat dla enterokinazy (DYKDDDDK), ktéry potem zostat zsyntetyzowany przez firme
Eurofins Genomics (Niemcy). Nastepnie zaprojektowano startery (Tabela 7) umozliwiajace
wklonowanie tego konstruktu do plazmidu pFastBac-sHBsAg przed sekwencjg kodujgcg sHBsAg,
wykorzystujgc program NEBuilder Assembly Tool. Reakcje przeprowadzono zgodnie z protokotem
dla zestawu NEBuilder HiFi DNA Assembly Master Mix i koncowo uzyskano produkt w postaci

plazmidu pFastBac-TS-sHBsAg (TS-sHBsAg), przedstawionego schematycznie na Rycinie 11.

7.11. Mutageneza miejscowo-insercyjna dla rekombinowanych TS-sHBsAg

W celu wprowadzenia motywdéw majacych za zadanie wigzanie mRNA, przeprowadzono
mutageneze miejscowo-insercyjng w sekwencji kodujgcej sHBsAg na plazmidzie
pFastBac-TS-sHBsAg. Na podstawie C-koncowej domeny ARD z biatka HBcAg stworzono dwa
motywy: krétki (RRRGRSPRRRR) i dtugi (RRRGRSPRRRTPSPRRRSQSRRRRSQSRESQCGSG). Opierajac
sie na danych literaturowych, wybrano domeny cytoplazmatyczne jako miejsca wprowadzenia
zmian®178 73 pomoca narzedzia NEBaseChanger zaprojektowano startery (Tabela 8) zawierajace

oczekiwane zmiany:

a) substytucja na motyw krétki w pierwszej domenie cytoplazmatycznej (TS-sHBsAg-
capmutl),

b) substytucja na motyw krétki w drugiej domenie cytoplazmatycznej (TS-sHBsAg-capmut2).

55



Nastepnie na bazie sekwencji TS-sHBsAg-capmutl zaprojektowano startery do wprowadzenia

kolejnych zmian:

c) substytucja na motyw dtugi w pierwszej domenie cytoplazmatycznej (TS-sHBsAg-
capsubl),

d) insercja na motyw dtugi w pierwszej domenie cytoplazmatycznej (TS-sHBsAg-capins1).

Po otrzymaniu syntetycznych starteréw przeprowadzono reakcje zgodnie z protokotem dla

zestawu Q5° Site-Directed Mutagenesis Kit. Uzyskane konstrukty pokazano na Rycinie 13.

7.12. Transformacja komorek kompetentnych E. coli DH10Bac Max Efficiency

Po sprawdzeniu poprawnosci sekwencji wszystkie konstrukty oparte na pFastBac uzyto
do uzyskania rekombinowanych bakmidéw. W tym celu transformowano komérki E. coli DH10Bac
Max Efficiency plazmidami donorowymi pFastBac. Do komodrek kompetentnych dodano
ok. 200 ng plazmidu i inkubowano 30 min na lodzie. Nastepnie dokonano szoku termicznego (42°C,
2 min), ochtodzono kolejne 2 min na lodzie, dodano 900 pl pozywki LB bez antybiotykéw
i inkubowano 4 h w 37°C z wytrzgsaniem. W miedzyczasie przygotowano podtoze LA z dodatkiem
gentamycyny, kanamycyny, tetracykliny, IPTG i X-Gal. Po inkubacji komérki wysiano i inkubowano

48 h w 37°C. Po tym czasie wybrano kolonie, w ktérych zaszta rekombinacja i uzyto ich do dalszej

pracy.
7.13. Hodowla nocna komérek E. coli DH10Bac Max Efficiency
15 ml pozywki ptynnej LB z dodatkiem gentamycyny i kanamycyny zaszczepiono wybrang kolonig
bakteryjng zawierajgcg bakmid i inkubowano przez noc w 37°C z wytrzasaniem.
7.14. Oczyszczanie bakmidow
Hodowle bakteryjne zostaty odwirowane i supernatanty usuniete. Oczyszczanie bakmidéw
wykonano zgodnie z procedurg dla zestawu PureLink™ HiPure Plasmid Miniprep Kit.
7.15. Analiza oczyszczonych bakmidéow

W celu weryfikacji obecnosci wstawek w rekombinowanych bakmidach zastosowano metode PCR
z uzyciem specyficznych starteréw pUC/M13 wedtug protokotu Bac-to-Bac® Baculovirus
Expression System!”. Reakcje przeprowadzono analogicznie jak w punkcie 7.8. Po zakoriczonej

reakcji produkty PCR rozdzielono na 1% zelu agarozowym.
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7.16. Pasazowanie komorek owadzich

Komérki owadzie linii Sf9 i Sf9 ET utrzymywano w hodowli zawiesinowej w pozywce SF-900 llI

z dodatkiem antybiotykow AA (dla Sf9) i G418 (dla SF9 ET) w 27°C z wytrzasaniem 130 rpm.

7.17. Transfekcja komorek owadzich bakmidami

W celu transfekcji komorki linii Sf9 wysiano w iloéci 1 x 10° komérek na kazdy dotek ptytki
6-dotkowej w pozywce Sf-900 Il bez antybiotykéw. Komodrki pozostawiono na okoto 30 min, aby
przykleity sie do powierzchni ptytki. W miedzyczasie przygotowano mieszaniny transfekcyjne
zawierajgce 250 pl pozywki Sf-900 Ill, 2 pg rekombinowanego bakmidu i 4 pl odczynnika
transfekcyjnego TransIT®-Insect Transfection Reagent. Mieszaniny inkubowano przez 20 min
w temperaturze pokojowej. Po zakorczeniu inkubacji, mieszaniny transfekcyjne dodano
do odpowiednich dotkéw ptytki z wysianymi komdrkami i dopetniono pozywka Sf-900 Il do 2 ml
catkowitej objetosci. Komérki inkubowano przez 5 dni w temp. 27°C. Po tym czasie zebrano
hodowle, odwirowano (4800 rpm, 10 min) i supernatanty zawierajgce bakulowirusy (PO)

przeniesiono do nowych probdéwek i przechowywano w 4°C.

7.18. Amplifikacja bakulowiruséw

W celu namnozenia bakulowiruséw przygotowano hodowle zawiesinowg komérek Sf9 o gestosci
2x10° komoérek/ml z dodatkiem antybiotykdéw AA, do ktérej to dodano 1,5 ml PO i dopetniono
pozywka Sf-900 IIl do 30 ml. Hodowle inkubowano do momentu, az zywotnos¢ komérek spadta
ponizej 30% — po tym czasie hodowle odwirowano (4800 rpm, 10 min) i supernatanty
z bakulowirusami (P1) przeniesiono do nowych probdwek i przechowywano w temp. 4°C. Kolejny

pasaz wirusa (P2) wykonano analogicznie.

7.19. Miareczkowanie wiruséw

Aby okresli¢ miana bakulowiruséw, wykonano miareczkowania z uzyciem komérek linii Sf9 ET

wedtug protokotu opisanego przez Hopkinsa i Esposito°.

7.20. Elektroforeza poliakrylamidowa SDS-PAGE

Elektroforeze poliakrylamidowg SDS-PAGE przeprowadzono 1z uzyciem wtasnorecznie
przygotowanych 12% zeli w buforze do rozdziatu SDS-PAGE lub gotowych zeli: Novex™ Tris-Glycine
Mini Protein Gels, 4-20% (bufor do SDS-PAGE) przy napieciu 120 V lub Bolt™ Bis-Tris Plus Mini
Protein Gels, 4-12% (odpowiednio rozciericzony 20X Bolt™ MES SDS Running Buffer) przy napieciu
100 V. Prébki przed natozeniem na zel zmieszano z odpowiednig objetoscig buforu denaturujgco-

redukujacego i inkubowano 10 min w 100°C.
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7.21. Barwienie biatek przy uzyciu Coomassie Brilliant Blue R-250

Po rozdziale SDS-PAGE zel barwiono przy uzyciu buforu z Coomassie Brilliant Blue R-250 przez

godzine w temperaturze pokojowej, po czym inkubowano go przez noc w odbarwiaczu.

7.22. Barwienie biatek przy uzyciu SimplyBlue™ SafeStain

Po rozdziale SDS-PAGE Zzel przeptukano trzykrotnie wodg destylowang i barwiono przy uzyciu
buforu SimplyBlue™ SafeStain przez godzine w temperaturze pokojowej. Zel odbarwiono

nastepnie wodg destylowana.

7.23. Transfer mokry biatek na btone PVDF

Po rozdziale SDS-PAGE przeprowadzono transfer biatek z zelu na btone PVDF. W tym celu uzyto
aktywowanej w metanolu btony PVDF i bibut Whatmanna nasgczonych buforem do transferu
mokrego nocnego. Transfer prowadzono przez noc przy napieciu 16 V w buforze do transferu

mokrego nocnego.

7.24. Immunodetekcja biatek przy uzyciu metody Western blotting

Po transferze biatek na btone PVDF wyblokowano jg 5% roztworem odtuszczonego mleka
w TBS-T lub 3% BSA w wodzie (w zaleznosci od dalszej procedury) przez 1 h w temperaturze
pokojowej z bujaniem. Nastepnie btone inkubowano z przeciwciatami pierwszorzedowymi
w odpowiednim rozcienczeniu w 5% roztworze odttuszczonego mleka lub 3% BSA z bujaniem.
Kolejno btone ptukano trzy razy przez 5 min w buforze TBS-T z wytrzgsaniem i inkubowano
z odpowiednimi przeciwciatami drugorzedowymi sprzezonymi z peroksydazg chrzanowg przez 1 h
z bujaniem. Btone ponownie przeptukano buforem TBS-T. Detekcje sygnatu przeprowadzono za
pomocg zestawu SuperSignal™ West Pico PLUS Chemiluminescent Substrate i systemu

do obrazowania zwigzkéw chemiluminescencyjnych Uvitec Mini HD.

7.25. Produkcja biatek wirusowych w komaérkach owadzich

W celu optymalizacji produkcji rekombinowanych biatek przeprowadzono analize umozliwiajaca
okreslenie najbardziej odpowiedniego dnia zbierania komadrek po infekcji (ang. time-course) oraz
inokulum wirusa. W tym celu do dotkéw ptytki 6-dotkowej wysiano po 2 x 10° komdrek linii Sf9,
dodano odpowiednie inokulum wirusa i dopetniono pozywka SF900 Ill do 2 ml catkowitej
objetosci. Dla eksperymentu time-course uzyto wielokrotnos¢ zakazenia (ang. multiplicity of
infection, MOI) réwna 3. Hodowle zbierano 24, 48, 72 i 96 h po infekcji, zlizowano i analizowano

ilos¢ rekombinowanego biatka we frakcjach rozpuszczalnych i nierozpuszczalnych.
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W celu wyboru odpowiedniego inokulum wysiano do dotkdw ptytki 6-dotkowej po 2 x 106 komdrek
linii Sf9 i dodano odpowiednig objetos¢ rekombinowanego bakulowirusa odpowiadajgcg MOI 1,
2,31 5. Hodowle zbierano 72 h po infekgji, zlizowano i analizowano ilos¢ rekombinowanego biatka

we frakcjach rozpuszczalnych i nierozpuszczalnych.

7.26. Oczyszczanie rekombinowanych wariantéw TS-sHBsAg

W celu nadprodukcji biatka TS-sHBsAg zainfekowano hodowle komérek Sf9 o gestosci 2 x 10°
komérek/ml odpowiednig iloscig danego bakulowirusa (MOI 3) i dopetniono do 30 ml pozywka
$f-900 Ill. Hodowle inkubowano 72 h w temperaturze 27°C z wytrzasaniem. Po uptywie tego czasu
hodowle przeniesiono do probdéwki i odwirowano (4800 rpm, 10 min). Supernatant zlano, a osad
komadrkowy przeptukano dwukrotnie buforem PBS. Nastepnie dodano 5 ml buforu lizujgcego dla
TS-sHBsAg (100 mM Tris pH 8,0, 150 mM NaCl, 2% Tween20, 2 mM MgCl,, 1x inhibitory proteaz)
z dodatkiem 25 U enzymu Viscolase na 1 ml lizatu i poddano sonikacji (5 min: 10 s on, 15 s off,
amplituda 40%). Kolejno lizat inkubowano w 4°C przez 1 h z bujaniem i nastepnie odwirowano
w celu oddzielenia frakcji nierozpuszczalnej od rozpuszczalnej (12000 g, 30 min, 4°C). Frakcje
rozpuszczalng przeniesiono do nowej probdéwki, dodano 5 ml buforu ptuczacego
W i przefiltrowano przez filtr PES 0,22 uM. Bufory uzyte do tego oczyszczania opisano w punkcie

6.14.

Do oczyszczania rekombinowanych biatek TS-sHBsAg uzyto gotowych kolumn ze ztozem Strep-
Tactin. Kolumne po wyjeciu z lodéwki zréwnowazono 2 ml buforu W i nastepnie natozono
przefiltrowang frakcje rozpuszczalna. Kolejno ztoze przeptukano 5 ml buforu W (zbierano frakcje
po 1 ml) i eluowano zwigzane biatko 3 ml buforu E (frakcje po 0,5 ml). Poszczegdlne frakcje
po oczyszczaniu rozdzielano na zelu SDS-PAGE i barwiono Coomassie Brilliant Blue R-250 lub
SimplyBlue™ Stain albo transferowano biatka na btone PVDF celem immunodetekcji. Wszystkie

warianty TS-sHBsAg oczyszczono w ten sam sposdb.

7.27. Transmisyjna mikroskopia elektronowa (TEM)
Probki przed adsorpcja do siatek weglowych do transmisyjnej mikroskopii elektronowej
odpowiednio rozcienczono w wodzie wolnej od nukleaz. Barwiono z uzyciem 2% octanu uranylu.
7.28. Dynamiczne rozpraszanie Swiatta (DLS)

Przed pomiarem DLS prébki biatek rozciernczono do stezenia 0,1 pg/ul. Do kwarcowe] kuwety
naktadano po 40 pl prébki i analize przeprowadzono z uzyciem aparatu Zetasizer Nano oraz

oprogramowania Zetasizer.
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7.29. Oczyszczanie nukleoproteiny wirusa grypy typu A

Sekwencje kodujgcag nukleoproteine wirusa grypy typu A wklonowano do wektora pFastBacl
z uzyciem miejsc restrykcyjnych BamHI i Xbal. Kolejno otrzymano rekombinowany bakmid oraz
bakulowirus. Przeprowadzono analize jak w punkcie 7.25 i wybrano MOI 3 i czas inkubacji 72 h
jako najbardziej optymalne dla produkcji tego biatka. Po infekcji 100 ml hodowli komérek Sf9
o gestosci 2 x 10° komdrek/ml hodowle odwirowano, zlano supernatant i przeptukano osad
komérkowy dwukrotnie buforem PBS. Nastepnie komérki zawieszono w buforze lizujgcym dla
nukleoproteiny (50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% Triton X-100, 1% deoksycholan
sodu, 0.1% SDS, 1x inhibitory proteaz)®® i lizat komdérkowy inkubowano przez 1 h w 4°C
z bujaniem. Kolejno lizat odwirowano w celu oddzielenia frakcji nierozpuszczalnej od
rozpuszczalnej (12 000 g, 30 min, 4°C). Frakcje rozpuszczalng przeniesiono do nowej probdowki
i dodano 10 ml buforu réwnowazgcego. Bufory uzyte do tego oczyszczania opisano w punkcie

6.14.

Kolumne HisPur™ Ni-NTA zréwnowazono buforem rdwnowazgcym i nastepnie natozono frakcje
rozpuszczalng lizatu. Po zebraniu rozcieficzonej frakcji rozpuszczalnej, kolumne przeptukano
buforem ptuczgcym. Nukleoproteine eluowano ze ztoza z uzyciem buforéw zawierajgcych
250 i 500 mM imidazolu. Ztoze zregenerowano z uzyciem buforu MES i przeptukano wodg wolna
od nukleaz. Poszczegdlne frakcje po oczyszczaniu rozdzielano nastepnie na zelu SDS-PAGE
i barwiono Coomassie Brilliant Blue lub SimplyBlue™ Stain lub przeprowadzano transfer biatek

na btone PVDF celem immunodetekcji.

7.30. Pomiar stezenia biatek

Stezenie biatek okreslano za pomocg pomiaru spektrofotometrycznego przy dtugosci fali 280 nm
lub testu z kwasem bicynchoninowym (BCA). Test BCA wykonano zgodnie z procedurg producenta

dla zestawu The BCA Protein Assay.

7.31. Analiza obecnosci endogennych kwasow nukleinowych w oczyszczonych VLPs

Aby sprawdzi¢, czy w oczyszczonych TS-sHBsAg-VLPs znajduje sie endogenne RNA (oraz DNA)
pochodzgce z komdrek owadzich badz bakulowirusa, przygotowano w probdwkach po 100 ug VLPs
kazdego wariantu oraz kontrole negatywng (sam bufor). Nastepnie dodano proteinaze K do
stezenia koricowego 1 mg/ml i inkubowano przez 1 h w temperaturze pokojowej. Po uptynieciu
tego czasu za pomocg zestawu Viral DNA/RNA wyizolowano RNA i DNA, wedtug procedury
producenta. Kolejno sprawdzono stezenie kwaséw nukleinowych i przeprowadzono elektroforeze

na aparacie TapeStation 2200 celem weryfikacji, czy w prébce znajdujg sie fragmenty RNA.
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7.32. Odcinanie znacznika Twin-Strep-tag

W celu okreslenia warunkdéw potrzebnych do odciecia znacznika Twin-Strep-tag od sekwencji
sHBsAg, do probéwek dodano wode wolng od nukleaz, 10 ug TS-sHBsAg oraz bufor zapewniajacy
odpowiednie sSrodowisko reakcji z zestawu Recombinant Enterokinase. Nastepnie, do wybranych
probéwek dodano detergent (0,05% Tween20 lub 0,1% CHAPS stezenia korncowego) oraz rézne
ilosci enterokinazy, uzyskujgc koricowg objetos¢ 50 pl. Mieszaniny inkubowano przez 48 h
w temperaturze pokojowej, a potem przez 24 h w 4°C. Po uptywie kazdych 24 h od momentu
rozpoczecia inkubacji pobierano po 10 pl prébek i rozdzielano je w 12% zelu SDS-PAGE celem

analizy ciecia proteolitycznego.

7.33. Zaprojektowanie matrycy do transkrypcji mRNA in vitro

Wyjsciowg matryce do transkrypcji mRNA in vitro (Ryc. 29A, IVT GG) zaprojektowano na podstawie
danych literaturowych z pomocg programu Geneious. Jako sekwencji kodujacej uzyto genu dla
biatka EGFP, 3’ UTR pochodezi z regionu niekodujgcego dla sekwencji genowej B-globiny Xenopusa
laevis i na koncu dotgczono ogon poli(A) o dtugosci 128 adenin. Nastepnie konstrukt ten zostat
zsyntetyzowany przez firme Eurofins Genomics (Niemcy). Do wklonowania matrycy do IVT do
plazmidu pJET 1.2/blunt (zawierajgcego sekwencje dla promotora polimerazy RNA faga T7) uzyto
miejsc restrykcyjnych dla enzymow Notl i EcoRV, zgodnie z protokotem dla zestawu CloneJET PCR

Cloning Kit.

7.34. Mutageneza miejscowo-insercyjna dla matrycy do transkrypcji

Po uzyskaniu matrycy IVT GG zaprojektowano kolejne konstrukty zawierajgce sekwencje
sygnatowg z genomu HBV oraz sekwencje AG na koncu promotora dla polimerazy RNA faga T7.
W celu ich otrzymania przeprowadzono mutageneze miejscowo-insercyjng i za pomocga narzedzia
NEBaseChanger zaprojektowano startery (Tabela 9), ktére miaty pozwoli¢ na wprowadzenie

oczekiwanych zmian:

a) wstawienie, pomiedzy sekwencjg promotora polimerazy RNA faga T7 a sekwencjg
kodujacag biatko, zmodyfikowanej sekwencji sygnatowej pochodzacej z genomu HBV
(5'-GGGTTTTGGGTTTGTTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGCCC-3’), opisanej
przez Patel et al. (sekwencja PS1)%,

b) zmiana pierwszego transkrybowanego nukleotydu z G na A w celu przeprowadzenia

transkrypcji z czapeczka typu CleanCap AG.

Po otrzymaniu syntetycznych starterdw przeprowadzono reakcje zgodnie z protokotem dla

zestawu Q5°® Site-Directed Mutagenesis Kit i mieszaning ligacyjng transformowano komorki
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kompetentne E. coli NEB stable. Uzyskane konstrukty pokazano na Rycinie 29. Po potwierdzeniu
poprawnosci sekwencji matryc do IVT, gen kodujacy biatko EGFP na wybranych konstruktach
zamieniono na geny kodujgce biatka E i NS5 wirusa kleszczowego zapalenia mézgu oraz

nukleoproteine wirusa grypy typu A (IVT AG PS-NP).

7.35. Transkrypcja IVT mRNA

Plazmidy uzyte do transkrypcji zostaty uprzednio zliniowane za pomocg enzymu EcoRV w buforze
10X FastDigest Buffer. Po 2 h inkubacji w 37°C reakcje zatrzymano poprzez dodanie 1/20 objetosci
0,5 M EDTA, 1/10 objetosci 3 M octanu sodu i 2 objetosci etanolu. Mieszaniny inkubowano przez
30 min w -20°C, potem odwirowano (15000 g, 15 min), usunieto supernatanty i osady zawieszono
w odpowiedniej ilosci wody wolnej od nukleaz, do stezenia DNA réwnego 500 ng/ul. Reakcje
transkrypcji przeprowadzono zgodnie z protokotami producentéw dla zestawow HiScribe® T7 High
Yield RNA Synthesis Kit lub HiScribe® T7 mRNA Kit with CleanCap® Reagent AG, w zaleznosci od

uzytej matrycy.

W celu uzyskania oczapeczkowanego mRNA kodujgcego NP z N1-metylo-pseudourydyng, jako
matryce uzyto zlinearyzowanego plazmidu IVT AG PS-NP i reakcje przeprowadzono zgodnie
z protokotem dla HiScribe® T7 mRNA Kit with CleanCap® Reagent AG z catkowitg wymiang urydyny
na mlW, z zachowaniem odpowiedniego korncowego stezenia molowego tego nukleotydu

w reakgji.

Kolejno, w celu strawienia matryc DNA, do prébek dodano DNAzy dotaczonej do zestawu
i inkubowano 15 min w 37°C. Nastepnie, zgodnie z protokotem producenta, dodano odpowiednig
ilos¢ wody wolnej od nukleaz oraz chlorku litu dotgczonego do zestawu w celu precypitacji mRNA
i inkubowano przez 30 min w -20°C. Potem prébki odwirowano (15000 g, 15 min, 4°C), usunieto
supernatant, przeptukano 70% etanolem i ponownie odwirowano (15000 g, 5 min, 4°C). Etanol

usunieto i osad zawieszono w wodzie wolnej od nukleaz.

7.36. Pomiar stezenia RNA i analiza jakosci

Stezenie oczyszczonego MRNA zostato zmierzono spektrofotometrycznie lub fluorymetrycznie
z uzyciem zestawu QuantiFluor® RNA System. Uzyskane mRNA zostato rowniez rozdzielone
na 1% zelu agarozowym w celu analizy dtugosci. Probki przed natozeniem na zel zostaty
wymieszane z odpowiednig iloscig RNA Gel Loading Dye, nastepnie inkubowane przez 5 min
w 72°C i ochtodzone na lodzie. Rozdziat prowadzono przez ok. 30-45 min w buforze TAE przy

napieciu 70 V.
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7.37. Hodowla komarek ssaczych linii HEK293T oraz Vero E6

Komorki linii HEK293T oraz Vero E6 utrzymywano w hodowli w pozywce DMEM z dodatkiem 10%
FBS oraz 1% Pen Strep w 37°C z 5% CO.,.

7.38. Transfekcja mRNA

Dzien przez planowang transfekcjg komarki linii HEK293T lub Vero E6 odklejono od powierzchni
butelki za pomoca trypsyny, policzono i wysiano po 1,5 x 10° komdrek/dotek na ptytce
12-dotkowej. Kolejnego dnia przygotowano mieszaniny transfekcyjne: do dwdch probdéwek
dodano po 50 pl pozywki Opti-MEM, a nastepnie do pierwszej odpowiednig ilos¢ odczynnika
transfekcyjnego Lipofectamine™ MessengerMAX™ Transfection Reagent (stosunek 1 pg
MRNA : 4 ul odczynnika), a do drugiej — mRNA. Obie prébki po 10 min inkubacji w temperaturze
pokojowej ztaczono i odczekano kolejne 5 min. Po tym czasie dodano kroplami mieszanine

transfekcyjna do odpowiednich dotkéw z komérkami i inkubowano przez noc w 37°C z 5% CO..

7.39. Mikroskopia fluorescencyjna

Do obserwacji produkcji biatka fluoroscencyjnego EGFP uzyto mikroskopu Nikon PCM 2000 oraz

oprogramowania Lucia Image w celu wykonania zdjec.

7.40. Transkrypcja IVT radioaktywnie znakowanego mRNA

Do reakcji uzyto zliniowanych matryc IVT GG zawierajgcych sekwencje genowe biatek E i NS5
wirusa kleszczowego zapalenia modzgu (TBEV) oraz nukleoproteiny wirusa grypy typu A.
Do transkrypcji uzyto komponentéw z zestawu MAXIscript™ SP6/T7 Transcription Kit, czapeczki
ARCA oraz aP?*? UTP. Do probdéwki dodano 200 ng zlinearyzowanej matrycy, rybonukleotydy
ATP/CTP do stezenia koricowego 500 uM, GTP (do 100 uM), czapeczke ARCA (do 400 uM), UTP
(do 5 uM), aP3? UTP (do 835 nM), 1 ul polimerazy T7 oraz wode do 20 pl objetosci koricowej.
Prébki inkubowano nastepnie przez 2 h w 37°C, po czym dodano 2 pl DNAzy z zestawu i dalej
inkubowano w 37°C przez 15 min. Kolejno mRNA oczyszczono za pomocg kolumienek ze ztozem

krzemionkowym z zestawu CleanUp RNA Concentrator wedtug protokotu producenta.

7.41. Wigzanie radioaktywnego mRNA

W celu sprawdzenia, czy rekombinowane warianty TS-sHBsAg sg w stanie zwigza¢ mRNA, probki
biatek rozdzielono zelu Bolt™ Bis-Tris Plus Mini Protein Gel, 4-12% w powtdrzeniach. Jeden zel
zabarwiono z uzyciem roztworu barwnika SimplyBlue SafeStain, drugi wykorzystano do transferu
na btone PVDF i immunodetekcji sHBsAg, a trzeci — do transferu na btone PVDF i przygotowaniu

jej do wigzania ze znakowanym mRNA. Po transferze btone inkubowano w 3% BSA w wodzie przez
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2 h i kolejno renaturowano biatka za pomocg buforu renaturujgcego (50 mM Tris-HCI, pH 7,4;
1 mM EDTA; 200 mM NaCl; 10% glicerol; 0,1% Nonidet P-40) przez noc w 4°C z bujaniem. Btone
nastepnie przeptukano pieciokrotnie w buforze wigzgcym do RNA (30 mM HEPES pH 7,4, 50 mM
NaCl, 5 mM MgCly), nastepnie dodano nowg porcje buforu wigzgcego z dodatkiem radioaktywnie
znakowanego mRNA i inkubowano przez 2 h w temperaturze pokojowej z bujaniem?®2,
Po zakonczeniu tej inkubacji btone przeptukano w buforach 2x SSC oraz 0,2x SSC. Sygnat
pochodzacy ze znakowanego mRNA obrazowano za pomocg ekranu fosforowego i czytnika

Amersham Typhoon RGB Biomolecular Imager.

7.42. Transkrypcja IVT fluorescencyjnie znakowanego mRNA

Do reakcji IVT uzyto zliniowanej matrycy kodujacej sekwencje dla NP wirusa grypy typu A
(IVT PS AG-NP). Transkrypcje przeprowadzono zgodnie z protokotem producenta dla zestawu
HighYield T7 Atto488 RNA Labeling Kit (UTP-based), z dodatkiem czapeczki CleanCap AG.
Po zakonczeniu reakcji do prébki dodano 2 pl DNAzy i dalej inkubowano 15 min w 37°C. Nastepnie

MRNA zostato oczyszczone za pomocg chlorku litu (jak w punkcie 7.35).

7.43. Wigzanie fluorescencyjnie znakowanego mRNA

W celu analizy czy badane biatka w stanie natywnym sg w stanie zwigza¢ mRNA, na btone
nitrocelulozowg natozono wybrane ilosci oczyszczonych wariantéw TS-sHBsAg, nukleoproteine
wirusa grypy typu A (kontrola pozytywna) oraz BSA (kontrola negatywna). Btone nastepnie
zablokowano 3% roztworem BSA w wodzie przez noc w 4°C z bujaniem. Kolejno btone przeptukano
pieciokrotnie buforem wigzgcym, po czym dodano nowg porcje buforu wigzgcego z dodatkiem
fluorescencyjnie znakowanego mRNA (koricowe stezenie — 0,5 ug mRNA na 1 ml buforu) oraz
inhibitoréw RNAz i inkubowano w ciemnosci przez 2 h z bujaniem w temperaturze pokojowej.
Po zakonczeniu tej inkubacji btone przeptukano w buforach 2x SSC oraz 0,2x SSC. Sygnat
pochodzgcy ze zwigzanego znakowanego mRNA obrazowano za pomocg ChemiDoc MP z uzyciem

odpowiedniego filtru.

7.44. Przygotowanie nanoczastek lipidowych z mRNA

Do szczepien uzyto mRNA zawierajgcego sekwencje kodujgcg nukleoproteine wirusa grypy typu
A, przygotowanego wedtug procedury opisanej w punkcie 7.35, z catkowita wymiang urydyny na
myl. Po wstepnym oczyszczeniu materiat przestano do Laboratorium Chemii Biologicznej
w Centrum Nowych Technologii Uniwersytetu Warszawskiego celem oczyszczania z uzyciem
wysokosprawnej chromatografii cieczowej (ang. high-performance liquid chromatography, HPLC).

Po tej procedurze mRNA zostato zanalizowane pod katem czystosci i obecnosci dsRNA.
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Nanoczastki lipidowe uzyte do transportu mRNA przygotowano na podstawie protokotu
Wang et al.*?2. Wybrano formulacje SORT 4A3-SC8 z 10% 18PA, w sktad ktérej wchodza
nastepujgce lipidy: 4A3-SC8, DOPE, cholesterol, DMG-PEG i 18PA. Stopient enkapsulacji mRNA
sprawdzono poprzez pomiar wolnego mRNA w mieszaninie po dializie z uzyciem zestawu
QuantiFluor® RNA System i spektrofluorymetru Quantus. Wielko$s¢ nanoczgstek lipidowych

okreslono za pomoca DLS.

7.45. Przygotowanie mieszanin do szczepien

Mieszaniny do immunizacji myszy podzielono na dwie gtéwne grupy. Pierwsza z nich obejmowata
mieszaniny zawierajgce VLPs (TS-sHBsAg, TS-sHBsAg-capmutl oraz -capsubl) i mRNA kodujgce
nukleoproteine wirusa grypy typu A (mRNA-NP) z dodatkiem adiuwantu AddaVax. Na jedng dawke
sktadato sie 15 pg biatka oraz 3 ug mRNA-NP. Druga grupa to mieszaniny zawierajgce mRNA-NP
zapakowane do nanoczgstek lipidowych (LNPs-mRNA-NP) z dodatkiem wybranych wariantéw
VLPs. Na jedng dawke sktadato sie 15 pg biatka i nanoczastki lipidowe niosgce 3 ug mRNA-NP.
W celu poréwnania stopnia odpowiedzi immunologicznej uzyto réwniez mieszanin zawierajacych
oczyszczone biatko NP (15 ug biatka na dawke) z adiuwantem AddaVax, same LNPs-mRNA-NP

(réwniez niosgcych 3 pug mRNA-NP), puste LNPs, sam adiuwant AddaVax oraz sam bufor PBS.

W prébkach, gdzie uzyto adiuwantu AddaVax, mieszanine VLPs-mRNA-NP lub roztwor biatka
dopetniono sterylnym buforem PBS do objetosci 25 ul i dodano 25 pl odczynnika AddaVax.
Koncowa objetos¢ dawki dla kazdej myszy wynosita 50 pl. Wszystkie mieszaniny przygotowywano
w dzien szczepienia (oprécz LNPs-mRNA-NP — byty przygotowywane dzied wczesniej

i przechowywane w 4°C).

7.46. Immunizacja myszy

Do immunizacji wybrano myszy szczepu C57BL/6, ktérym opisane wyzej mieszaniny do szczepien
podano domiesniowo. Na Rycinie 10 przedstawiono schemat dawkowania. Po uptywie 14 dni
od trzeciej dawki, pobrano od zaszczepionych myszy krew oraz sledziony do dalszych analiz.
Doswiadczenia na zwierzetach zostaty przeprowadzone przez akredytowane jednostki:
Tréjmiejskg Akademicky Zwierzetarnie Doswiadczalng Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego
oraz Woydziat Biologii Uniwersytetu Gdanskiego, zgodnie z obowigzujgcymi wytycznymi
dotyczacymi doswiadczen na zwierzetach. Protokoty zostaty zatwierdzone przez Lokalng Komisje
Etyki ds. Doswiadczern na Zwierzetach w Bydgoszczy (numery uchwat: 8/2024 i 26/2025).
Doswiadczenia przeprowadzono zgodnie z zasadg 3R (zastepowanie, ograniczenie

i udoskonalenie).
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Ryc. 10 Schemat immunizacji myszy.

7.47. Analiza odpowiedzi humoralnej

Krew kazdej z myszy inkubowano przez 2 h w 37°C, a potem przez noc w 4°C celem oddzielenia
surowicy od innych komponentéw krwi. Po odwirowaniu i przeniesieniu do nowych probéwek,
surowice przechowywano w -80°C. Ptytki 96-dotkowe do przeprowadzenia analizy typu ELISA
optaszczono antygenem zawieszonym w buforze PBS (koricowe stezenie antygenu 5 pg/ml)
i inkubowano przez noc w 4°C. Kolejnego dnia studzienki przeptukano jeden raz buforem PBS,
dodano roztwér 3% BSA w PBS w celu zablokowania i ponownie inkubowano ptytki przez noc
w 4°C. Nastepnego dnia studzienki przeptukano trzykrotnie buforem PBS, dodano po 100 ul
rozcienczonych mysich surowic (ktdre najpierw ztgczono w jedng prébke w obrebie danych grup)
w PBS i pozostawiono do inkubacji przez 2 h w temperaturze pokojowej z bujaniem. Potem
studzienki przeptukano pieciokrotnie buforem PBS + 0,05% Tween20, po czym dodano roztwoér
przeciwciat drugorzedowych antymysich, sprzezonych z peroksydaza chrzanows i inkubowano
1,5 h w temperaturze pokojowej z bujaniem. Kolejno studzienki ponownie przeptukano,
oprézniono i dodano 100 pl gotowego odczynnika TMB, po czym reakcje zastopowano 50 pl

0,5 M H,S04. Odczytano sygnat przy dtugosci fali 450 nm.

7.48. Izolacja splenocytow

Sledziony myszy homogenizowano przy uzyciu sitek komérkowych 70 pM w pozywce RPMI
z dodatkiem 10% FBS, 1% Pen Step oraz 500 UM betamerkaptoetanolu (R10), po czym komorki
odwirowano (900 g, 15 min, temperatura pokojowa). Supernatant zlano i zlizowano erytrocyty
za pomocy buforu ACK. Zawieszone w nim komérki inkubowano przez 5 min w temperaturze
pokojowej, po czym bufor ACK zneutralizowano za pomoca sterylnego buforu PBS i ponownie

odwirowano. Supernatant usunieto, komoérki ponownie przepuszczono przez nowe sitka (w celu
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usuniecia resztek bton) i zawieszono w Swiezej porcji pozywki R10. Komodrki odwirowano,

zawieszono w 5 ml R10 i splenocyty policzono z uzyciem btekitu trypanowego.

7.49. Analiza odpowiedzi komdrkowej

Ptytki z btong PVDF aktywowano za pomocg 30% etanolu i przeptukano pieciokrotnie buforem
PBS. Nastepnie ptytki te optaszczono roztworem przeciwciat wigzacych mysi IFNy z zestawu
Murine IFN gamma ELISpot Set i pozostawiono na noc w 4°C. Kolejnego dnia przeprowadzono
blokowanie ptytki zgodnie z protokotem producenta. W miedzyczasie rozpoczeto rozciericzanie
wyizolowanych splenocytéw do gestosci 5 x 10° komoérek/ml w pozywce R10. Mieszaniny
peptyddw mapujgcych wybrane antygeny zawieszono w DMSO (stezenie 400 pg/ml), ktére
to potem rozcieficzono w R10 (stezenie 4 pg/ml). Do kazdego dotka ptytki dodano 2,5 x 10°
splenocytéw oraz odpowiednig mieszanine peptydéw (koricowe stezenie w dotku 2 ug/ml),
konkanawaline A (5 pg/ml) lub R10 do 100 pl koricowej objetosci. Ptytki nastepnie umieszczono
w inkubatorze w temperaturze 37 °C z 5% CO; na 16 godzin celem stymulacji splenocytéw.
Po zakonczeniu stymulacji komadrki usunieto i postepowano zgodnie z protokotem producenta
zestawu Murine IFN gamma ELISpot Set. Po przeprowadzeniu reakcji enzymatycznej z fosfataza
alkaliczng ptytki pozostawiono na noc do wyschniecia i sygnat pochodzacy ze zwigzanego IFNy
odczytano za pomocg czytnika ptytek Mabtech IRIS™ 2 i zanalizowano z uzyciem oprogramowania

Mabtech Apex 1.1.
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8. Wyniki

8.1. Opracowanie wydajnej metody produkcji i oczyszczania chimerycznych VLPs

opartych na sHBsAg w systemie owadzim

W celu wklonowania sekwencji kodujgcej sHBsAg wirusa HBV adw2 zaprojektowatam startery
zawierajgce odpowiednie miejsca restrykcyjne (sekwencje w Tabeli 6), ktérych uzytam potem
w reakcji PCR. Po przeprowadzeniu reakcji, oczyszczeniu i strawieniu wstawki, zligowatam
ja3 z réwniez odpowiednio strawionym wektorem pFastBacl. Plazmid ten jest uzywany do
stworzenia rekombinowanego bakmidu, ktéry potem stanowi podstawe do otrzymania
bakulowirusa i produkcji rekombinowanych biatek w systemie owadzim. Po weryfikacji
poprawnosci sekwencji DNA plazmidu pFastBac-sHBsAg zaprojektowatam i zaméwitam fragment
genowy (TS) zawierajgcy znacznik Twin-Strep-tag, tgcznik -GGGS- oraz sygnat dla enterokinazy
(EK). Znacznik ten wybratam ze wzgledu na mozliwo$¢ wykorzystania go pdzniej w procesie
oczyszczania z uzyciem chromatografii powinowactwa. Ponadto, zastosowanie takiego podejscia
miato na celu skrdoci¢ proces oczyszczania — otrzymywanie sHBsAg-VLPs opiera sie zazwyczaj
na kilkuetapowym protokole, zawierajgcym m.in. réine metody chromatograficzne,
ultrawirowanie, dializy czy filtracje®®. Pomiedzy znacznikiem a sekwencjg wtasciwg sHBsAg
dodatam réwniez sygnat dla enterokinazy — jest to proteaza, ktéra dokonuje ciecia
proteolitycznego po rozpoznaniu sekwencji Asp-Asp-Asp-Lys (DDDK|). Zdecydowatam sie na taka
strategie w razie potrzeby odciecia znacznika uzytego do oczyszczania — szczegdlnie konieczne w
przypadku, gdyby zmieniat morfologie lub wtasciwosci immunogenne VLPs. Nastepnie z uzyciem
programu NEBuilder Assembly Tool zaprojektowatam startery (Tabela 7) do reakcji sktadania
fragmentu genowego TS z plazmidem pFastBac-sHBsAg — na Rycinie 11 przedstawiono schemat
oczekiwanego konstruktu. Po transformacji komdrek kompetentnych mieszaning reakcyjng
uzyskatam klony, ktére nastepnie potem oczyscitam z uzyciem minikolumienek ze ztozem
krzemionkowym (Ryc. 12) i potwierdzitam poprawnos¢ sekwencji DNA za pomoca

sekwencjonowania Sangera.

—{ promotor polihedryny |=| Twin-Strep-tag [=GGGS = EK -

Ryc. 11 Konstrukt TS-sHBsAg na wektorze pFastBacl; EK — sygnat do ciecia dla enterokinazy (DDDK]).
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Ryc. 12 Analiza restrykcyjna (BamHI i Xbal) klonédw po sktadaniu plazmidu pFastBac-TS-sHBsAg. Marker
GeneRuler. Dtugos¢ pFastBacl — 4775 pz, dtugosé wstawki TS-sHBsAg — ok. 800 pz, czerwong strzatka
zaznaczono stabo widoczng wstawke.

Po zweryfikowaniu sekwencji plazmidu zawierajgcego sekwencje kodujgcg TS-sHBsAg
zaprojektowatam sekwencje DNA z motywami majgcymi za zadanie wigzanie mRNA. Na podstawie
danych literaturowych wybratam sekwencje ARD pochodzacg z kapsydu HBV (ktdrej rolg jest
wtasnie wigzanie kwasow nukleinowych). Zmodyfikowatam jg w celu zwiekszenia zasadowego
charakteru tej sekwencji i skonstruowatam dwa motywy — krétki i diugi (odpowiednio
RRRGRSPRRRR i RRRGRSPRRRTPSPRRRSQSRRRRSQSRESQCGSG, Ryc. 13A). Rdznig sie miedzy soba
dtugoscia oraz liczbg powtdrzern motywéw argininowych — co moze mieé¢ wptyw na zdolnos¢

do wigzania kwaséw nukleinowych?83-1

. Zmiany wprowadzitam za pomocg mutagenezy
miejscowo-insercyjnej (sekwencje uzytych starteréw zostaty podane w Tabeli 8) w miejscach petli
cytozolowych sHBsAg i nowo uzyskane konstrukty nazwatam TS-sHBsAg-capmutl, TS-sHBsAg-
capmut2, TS-sHBsAg-capsub1l i TS-sHBsAg-capinsl1 (Ryc. 13B). Umiejscowienie wprowadzenia tych
motywow wybratam na podstawie doniesien, iz zmiany w tych rejonach nie powinny mieé¢ wptywu
na sktadanie sie pdzniej czastek wirusopodobnych®®® oraz ich strukturalna lokalizacje — domeny te

powinny sie znajdowaé wewnatrz VLPs, przez co mogtyby skuteczniej chroni¢ zwigzane mRNA

przed nukleazami.
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sekwencja oryginalna: RRRDRGRSPRRRTPSPRRRRSQSPRRRRSQSRESQC
modyfikowana sekwencja krétka: RRRGRSPRRR
modyfikowana sekwencja dluga: RRRGRSPRRRTPSPRRRSQSRRRRSQSRESQCGSGS

MGSWSHPQFEKGGGSGGGSGGSAWSHPQFEKGGGSDYKDDDDK-

btona
komérkowa
cytoplazma U \
210
sekwencja oryglnalna PTVWLSV\WMMWYWGPSLYNILS
TS-sHBsAg-capmut2: PTVWLRRRGRSPRRRRSLYNILS

77
sekwencja oryginalna KILTIPQSLDSWWTSLNFLGGTPVCLGQNSQSQISSHSPTCCPPICPGYRWMCL
TS-sHBsAg-capmut1: KILTIPQSLDSWWRRRGRSPRRRCLG
TS-sHBsAg-capsub1: KILTIPQSLDSWWRRRGRSPRRRTPSPRRRSOSRRRRSOSRESQCGSGSWMCL
TS-sHBsAg-capins1: KILTIPQSLDSWWRRRGRSPRRRTPSPRRRSQSRRRRSQSRESQCGSGSCLG

Ryc. 13 Sekwencje chimerycznych TS-sHBsAg. A — domeny biatka kapsydowego. Domene ARD
zmodyfikowano i stworzono dwa motywy, ktdore to potem wprowadzono do sekwencji TS-sHBsAg.
B — chimeryczne TS-sHBsAg z zaznaczonymi miejscami wprowadzonych zmian wzgledem sekwencji
wyjsciowych.

Najpierw uzyskatam plazmidy z wariantami capmutl i capmut2, ktdre zanalizowatam za pomoca
trawienia restrykcyjnego (Ryc. 14) oraz sekwencjonowania Sangera. Nastepnie przeprowadzitam
kolejne mutagenezy w celu otrzymania wariantdw capsubl i capinsl na bazie matrycy
TS-sHBsAg-capmutl — te plazmidy tak samo zanalizowatam (Ryc. 15). Ostatecznie uzyskatam
plazmidy kodujgce wariant wyjsciowy (TS-sHBsAg) oraz cztery kodujgce jego zmodyfikowane
wersje (TS-sHBsAg-capmutl, TS-sHBsAg-capmut2, TS-sHBsAg-capsubl i TS-sHBsAg-capinsl).
Konstrukty te wykorzystatam potem w dalszych badaniach, skupiajgc sie na analizie procesu

sktadania sie w VLPs oraz potencjatu do wigzania mRNA.
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Ryc. 14 Analiza restrykcyjna (BamHI i Xbal) klonéw po mutagenezie miejscowo-insercyjnej do uzyskania
wariantow capmutl i capmut2. Marker GeneRuler, dtugosé pFastBac — 4775 pz, dtugos¢ wstawek — ok. 800
pz, * - prébka nietrawiona.

capsub1 capins1
| |
[ | [ )
M k1 k2 k3 k4 k5 M k1 k2 k3 k4 k5

pz

3000

1000

500

Ryc. 15 Analiza restrykcyjna (BamHI i Xbal) klondw po mutagenezie miejscowo-insercyjnej do uzyskania
wariantow capsubl i capinsl. Marker GeneRuler, dtugos$¢ pFastBac — 4775 pz, dtugos¢ wstawek: capsubl —
ok. 800 pz, capins1 — ok. 900 pz.

Po potwierdzeniu poprawnosci sekwencji nukleotydowej otrzymanych plazmidéw przystgpitam
do konstrukcji rekombinowanych bakmidéw, z ktérych miaty powstac pdzniej rekombinowane
bakulowirusy. Do tego celu wykorzystatam komorki E. coli DH10Bac Max Efficiency zawierajace
szkielet genomu bakulowirusa w formie bakmidu oraz plazmid pomocniczy kodujgcy transpozaze,
za pomocg ktorej dochodzi do transpozycji z wektora donorowego pFastBacl do bakmidu.
Po transformacji tych komérek plazmidami donorowymi i selekcji klonalnej namnozytam bakmidy
oraz je oczyscitam. Nastepnie uzytam ich do transfekcji komérek linii owadziej Sf9. Otrzymatam

pasaze wirusa PO, ktore potem postuzyty do amplifikacji do pasazy wirusa P1i P2. W pasazach P1
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miana bakulowiruséw okazaty sie za niskie, wiec zdecydowatam na amplifikacje do pasazu P2.
Po miareczkowaniu pasazy P2, w ktdrych udato mi sie uzyskac satysfakcjonujgce miana (rzedu
4 x 107 pfu/ml wzwyz do maksymalnie 1 x 10® ffu/ml), przeprowadzitam eksperymenty celem
optymalizacji czasu inkubacji oraz inokulum wirusa. W zwigzku z faktem, iz w systemie owadzim
sHBsAg nie jest wydzielane na zewnatrz komdrek, konieczne jest go oczyszczanie z lizatéw
komérkowych. W ramach pracy przetestowatam kilka wersji buforu lizujgcego (dane
nieprzedstawione) i zdecydowatam sie na bufor zawierajgcy 2% Tween20 jako detergent
do solubilizacji (Metody 7.26). Po analizie nadprodukcji biatek w réznych odstepach czasu po
infekcji jako najbardziej optymalny punkt wybratam 96 h — ze wzgledu na najwiekszg zawartos¢
biatka we frakcji rozpuszczalnej. Niestety, w zwigzku z tym, iz nie udato sie uzyska¢ wysokich mian
wszystkich rekombinowanych bakulowiruséw pozwalajgcych na powtarzalne infekcje przy MOI 5,
za najbardziej optymalne okreslitam MOI 3 — ktére tez charakteryzuje sie wysokim poziomem
produkcji rekombinowanego biatka. Wyniki dotyczace analiz czasu inkubacji i MOI zostaty
pokazane na Rycinach 16-20 dla kazdego wariantu rekombinowanego TS-sHBsAg. Wykrytam
rowniez obecnos¢ dwdch form biatka TS-sHBsAg — sg to formy nieglikozylowana i glikozylowana
(glikozylowana migruje wolniej ze wzgledu na zwiekszong mase czasteczkowq)®®, ktérych

obecnos¢ powtarzata sie w kolejnych eksperymentach.
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Ryc. 16 Immunodetekcja TS-sHBsAg przeciwciatami anty-HBsAg we frakcjach rozpuszczalnych
i nierozpuszczalnych po lizie komdrek owadzich. Oczekiwana wielkos¢ biatka — ok. 30 kDa, marker PageRuler.
A —analiza nadprodukcji w réznych czasach inkubacji po infekcji. B—analiza nadprodukcji przy réznych MOIL.
Widoczne sg dwie formy biatka — nieglikozylowana (mniejsza masa czgsteczkowa) oraz glikozylowana.
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Ryc. 17 Immunodetekcja TS-sHBsAg-capmutl przeciwciatami anty-HBsAg we frakcjach rozpuszczalnych
i nierozpuszczalnych po lizie komérek owadzich. Oczekiwana wielkos¢ biatka — ok. 30 kDa, marker PageRuler.
A —analiza nadprodukcji w réznych czasach inkubacji po infekcji. B—analiza nadprodukcji przy réznych MOI.
Widoczne sg dwie formy biatka — nieglikozylowana (mniejsza masa czgsteczkowa) oraz glikozylowana.
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Ryc. 18 Immunodetekcja TS-sHBsAg-capmut2 przeciwciatami anty-HBsAg we frakcjach rozpuszczalnych
i nierozpuszczalnych po lizie komérek owadzich. Oczekiwana wielkos$¢ biatka — ok. 30 kDa, marker PageRuler.
A —analiza nadprodukcji w rdznych czasach inkubacji po infekcji. B—analiza nadprodukcji przy roznych MOI.
Widoczne s3 dwie formy biatka — nieglikozylowana (mniejsza masa czgsteczkowa) oraz glikozylowana.

73



frakcje rozpuszczalne frakcje nierozpuszczalne frakcje rozpuszczalne frakcje nierozpuszczalne

A A
[ Vo ) [ . VT . )

M K- wt 24h 48h 72h 96h M K- wt 24h 48h 72h 96h M K- wt 1 2 3 5 M K- wt 1 2 3 5
kDa kDa
70 - - - e
70
55
55
40
40 — . :
35 —
.t .. 35 -
25
25
15
15

Ryc. 19 Immunodetekcja TS-sHBsAg-capsubl przeciwciatami anty-HBsAg we frakcjach rozpuszczalnych
i nierozpuszczalnych po lizie komdrek owadzich. Oczekiwana wielkos¢ biatka — ok. 30 kDa, marker PageRuler.
A —analiza nadprodukcji w réznych czasach inkubacji po infekcji. B —analiza nadprodukcji przy réznych MOI.
Widoczne sg dwie formy biatka — nieglikozylowana (mniejsza masa czgsteczkowa) oraz glikozylowana.
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Ryc. 20 Immunodetekcja TS-sHBsAg-capinsl przeciwciatami anty-HBsAg we frakcjach rozpuszczalnych
i nierozpuszczalnych po lizie komdrek owadzich. Oczekiwana wielkos¢ biatka — ok. 33 kDa, marker PageRuler.
A —analiza nadprodukcji w réznych czasach inkubacji po infekcji. B —analiza nadprodukcji przy réznych MOIL.
Widoczne sg dwie formy biatka — nieglikozylowana (mniejsza masa czgsteczkowa) oraz glikozylowana.

Po ustaleniu najbardziej optymalnych warunkéw do produkcji rekombinowanych biatek sHBsAg
w komdrkach owadzich przeprowadzitam nadprodukcje dla TS-sHBsAg na wiekszg skale (30 ml),
celem oczyszczenia za pomocg chromatografii powinowactwa na kolumnie ze streptawidyna.
Frakcje rozpuszczalng po lizie z dodatkiem Tween20 oraz nukleazy Viscolase natozytam
na kolumne Strep-Tactin® 4Flow® high capacity column, charakteryzujacg sie wysokg pojemnoscia
ztoza (wigzanie 20 mg biatka na 1 ml ztoza). Po zebraniu frakcji z ptukania biatko eluowatam

za pomocg buforu z dodatkiem destiobiotyny. W efekcie uzyskatam rekombinowane biatko
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o duzym stopniu czystosci we frakcjach elucyjnych, co potwierdzita immunodetekcja
przeciwciatami anty-HBsAg oraz barwienie Coomassie Brilliant Blue (Ryc. 21A). Zaobserwowatam
w tych frakcjach obecnos¢ prazkéw o masach molekularnych odpowiadajgcych monomerom
TS-sHBsAg (forma glikozylowana oraz nieglikozylowana, o ktérych juz wspomniano wczesniej).
Analogicznie przeprowadzitam procedure izolacji oraz analizy dla pozostatych wariantéw, dla
ktorych uzyskatam podobne wyniki (Ryc. 21B-E). Po oczyszczaniu frakcje elucyjne zostaty
potaczone i nastepnie okreslitam stezenie biatek w prébkach za pomoca testu BCA. Kazdy
z wariantéw rekombinowanych biatek zostat oczyszczony z 30 ml hodowli w trzech niezaleznych
powtdrzeniach, na podstawie ktérych obliczytam S$redni uzysk z nadprodukcji. Wyniki
przedstawiono w Tabeli 10 — warianty niemodyfikowany ze znacznikiem Twin-Strep-tag oraz

capsub1 charakteryzujg sie najwiekszym uzyskiem biatka z takiej objetosci hodowli.
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Ryc. 21 Analiza poszczegdlnych frakcji po oczyszczaniu za pomocg chromatografii powinowactwa dla
wszystkich wariantéw TS-sHBsAg. Gorny panel dla kazdego wariantu — barwienie Coomassie Brilliant Blue
R-250, dolny — immunodetekcja rekombinowanych sHBsAg przeciwciatami anty-HBsAg. Marker PageRuler,
oczekiwana wielkos¢ biatka: ok. 30 kDa (ok. 33 kDa dla capins1).
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Tabela 10. Sredni uzysk oczyszczonych biatek rekombinowanych.

wariant uzysk z 30 ml hodowli [pg] przewidywany uzysk z 1 | hodowli [mg]
TS-sHBsAg 739,3+41,36 24,6
TS-sHBsAg-capmutl 423,3+17,56 14,1
TS-sHBsAg-capmut2 326,5 + 89,90 10,9
TS-sHBsAg-capsubl 623,7 + 25,38 20,8
TS-sHBsAg-capinsl 457,0 £ 42,23 15,2

Przeprowadzitam rdéwniez analize obecnosci endogennych RNA i DNA w VLPs pochodzenia
owadziego lub bakulowirusowego. Do tej procedury uzytam po 100 ug VLPs kazdego z wariantéw.
Po izolacji kwasow nukleinowych okreslitam ich stezenie za pomoca spektrofluorymetru oraz
wykonatam elektroforeze w celu oceny, czy w prébkach znajdujg sie fragmenty endogennego RNA
pozostate po oczyszczaniu (Ryc. 22). Stezenia RNA i DNA dla kazdego z wariantéw byty niemal
identyczne jak dla kontroli negatywnej (zawierajacej tylko bufor, w ktérym znajdowaty sie VLPs).
Rozdziat elektroforetyczny réwniez nie potwierdzit obecnosci specyficznych fragmentéw RNA

w zadnej z prébek.

Sample Intensity [Normalized FUJ (10*3)

500 1 { \
\,

Al RiboRuler HR

81 J—Ts-sHBsAg

c1 B—Ts-sHBsAg-capmut1
D1 l—TS—sHBsAg—capmut2
g1 B—7s sHBsAg-capsub1
F1 TS-sHBsAg-capins1

G1 —%kontrola izolagji

~
|
f
{
i
)
1
I

o
l
{

|
°

wooz —-
woos —+
wooor —+ ||
woosk —|~ |}
woooz — |
w000 —-
wooor —|-
w0009

w00z

H1 puste

Ryc. 22 Rozdziat elektroforetyczny fragmentéw RNA dla probek po izolacji z wariantéw VLPs (wynik
reprezentatywny). A — wykres przedstawiajgcy wszystkie probki oraz marker masowy RNA. B — powiekszony
fragment z wykresu A.
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Nastepnie za pomoca transmisyjnej mikroskopii elektronowej oraz dynamicznego rozpraszania
Swiatta sprawdzitam czy oczyszczone warianty TS-sHBsAg sg w stanie samoistnie sktadac sie
do VLPs. W ramach poréwnania morfologii i wielkos$ci uzyskanych czgstek, oczyscitam réwniez
VLPs oparte na TS-sHBsAg z uzyciem ultrawirowania w gradiencie OptiPrep wedtug procedury juz
wczesniej opisanej'®. Frakcje po ultrawirowaniu (kazda po ok. 0,5 ml) réwniez rozdzielitam
na zelach SDS-PAGE w celu sprawdzenia, w ktdrych frakcjach znajduje sie biatko (Ryc. 23).

Do pézniejszych analiz wybrano frakcje 9-12.
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Ryc. 23 Analiza poszczegdlnych frakcji po ultrawirowaniu w gradiencie Opti-Prep. A — barwienie Coomassie
Brilliant Blue R-250. B —immunodetekcja sHBsAg przeciwciatami anty-HBsAg. Marker PageRuler.

Prébki do TEM i DLS odpowiednio rozcieficzytam i przygotowatam wedtug metod opisanych
w punktach 7.27 i 7.28. Na Rycinie 24 pokazano mikrografie otrzymanych VLPs. Potwierdzitam
sktadanie sie w czgstki wszystkich konstruktow oprécz jednego z wariantéw (capinsi, Ryc. 24F).
Czastki uzyskane po oczyszczaniu na ztozu ze streptawidyng byty podobne pod wzgledem wielkosci
oraz morfologii do czastek uzyskanych po ultrawirowaniu. Srednica czastek wyniosta okoto 22 nm,
co jest zgodne z danymi literaturowymi®”*®’. Na mikrografiach przedstawiajgcych czgstki uzyskane
po chromatografii powinowactwa (Ryc. 24B-E) nie stwierdzitam obecnosci pecherzykow

komadrkowych, ktdre z kolei w duzej liczbie sg obecne w prébce po ultrawirowaniu (Ryc. 24A).
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z uzyciem gradientu OptiPrep
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Ryc. 24 Transmisyjna mikroskopia elektronowa uzyskanych VLPs. Wielko$¢ uzyskanych czastek — ok. 22 nm.
Czarnymi strzatkami zaznaczono skupiska VLPs, niebieskg — pecherzyki komdrkowe.

Do analizy DLS uzytam oprogramowania Zetasizer. Pomiary przeprowadzitam w trzech
powtdrzeniach, kazdy po 10 pomiardw, ktdre nastepnie usredniono. Dla wariantow TS-sHBsAg,
-capmutl, -capmut2 i -capsub1 uzyskatam pojedyncze piki odpowiadajgce srednicy ok. 26-32 nm
(Ryc. 25A-D), co sugeruje homogennosé probek w tym zakresie wielkosci. Dla wariantu capinsl nie
udato mi sie uzyskac podobnych wynikdw — analiza rozktadu objetosci czastek (Ryc. 25E) pokazuje
obecnoé¢ dwdch rodzajéw czastek w mieszaninie. Srednica VLPs okre$lona za pomoca DLS rézni
sie od srednicy czastek obserwowanych za pomocg TEM — jest to zwigzane ze sposobem
przygotowania prébek. Przy uzyciu TEM mozna zmierzy¢ faktyczny rozmiar czastki, natomiast

w DLS mierzony jest promier hydrodynamiczny czastek.
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Ryc. 25 Analiza dynamicznego rozpraszania Swiatfa dla uzyskanych VLPs. Dla kazdego wariantu uzyskano
wykresy rozktadu objetosci czastek w prébce. Pdl — stopien polidyspersyjnosci.

Sprawdzitam réwniez, czy mozliwe bedzie odciecie znacznika Twin-Strep-tag za pomoca
enterokinazy. Enzym ten wybratam ze wzgledu na fakt, iz ciecie nastepuje po sekwencji
aminokwasowej specyficznej dla tego enzymu. Znacznik zostat umieszczony na N-koricu
rekombinowanego biatka, wiec zaprojektowatam miejsce ciecia tak, aby po zaj$ciu reakcji uzyskac
biatka jak najbardziej zblizone do natywnych pod wzgledem struktury. W ramach tego
eksperymentu sprawdzitam, czy dodatek detergentu (0,05% Tween20 lub 0,1% CHAPS) wptynie
na szybkos¢ i wydajnosé reakcji ciecia. Zbadatam réwniez, czy ilo$¢ uzytego enzymu bedzie miata
rowniez wptyw na te parametry. Prébki inkubowatam przez 48 h w temperaturze pokojowej
i nastepnie 24 h w 4°C. Po kazdych 24 h inkubacji rozdzielitam prébki w 12% zelu
poliakrylamidowym w warunkach denaturujgco-redukujacych (Ryc. 26) i przeprowadzitam
immunodetekcje z uzyciem przeciwciat anty-HBsAg. W wyniku ciecia enterokinazg wielkos¢
rekombinowanego biatka powinna zmniejszy¢ sie o ok. 5 kDa. Po 24 h inkubacji w temperaturze
pokojowej doszto do czesciowego odciecia znacznika we wszystkich badanych warunkach reakcji
(dane niepokazane). Po uptywie kolejnych 24 h, w prébkach z dodatkiem 0,05% Tween20 i dwoma
jednostkami enzymu, trawienie zaszto niemal catkowicie (Ryc. 26A). Kolejna inkubacja, tym razem
w 4°C, tylko zwiekszyta wydajnos¢ ciecia —zaszto ono réwniez w prébkach bez dodatku detergentu
(Ryc. 26B). Na podstawie uzyskanych danych mozna stwierdzi¢, ze dodatek 0,05% Tween20
do mieszaniny reakcyjnej wptywa pozytywnie w wiekszym stopniu na efektywnosé ciecia oraz

1 jednostka enterokinazy jest optymalng iloscig enzymu na 10 pg VLPs w tych warunkach.
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Ryc. 26 Immunodetekcja sHBsAg przeciwciatami anty-HBsAg po odcieciu znacznika Twin-Strep-tag
z konstruktu TS-sHBsAg za pomocy enterokinazy w réznych warunkach. A — prébki po inkubacji 48 h
w temperaturze pokojowej. B — préobki po dodatkowej inkubacji przez 24 h w 4°C. Marker PageRuler,
oczekiwana wielkosc¢ biatka bez znacznika: ok. 25 kDa, ze znacznikiem — 30 kDa. Widoczne sg rowniez formy
glizykozylowane i nieglikozylowane biatka oraz dimeryczne.

W toku pracy sprawdzitam réwniez szereg czynnikdw denaturujgcych oraz detergentéw celem
analizy mozliwosci roztozenia VLPs na mniejsze podjednostki. Do tak roztozonych VLPs miato
pozniej zosta¢ zapakowane mRNA, ktére potem planowatam ztozyé ponownie — taki proces
z powodzeniem mozna przeprowadzi¢ w przypadku czgstek opartych o biatka kapsydowe
wiruséw. Wszystkie uzyte odczynniki, detergenty i ich stezenia podano w Tabeli 11. Kazdy

z uzytych buforéw zawierat 100 mM Tris pH 8, 150 mM NaCl, rekombinowane biatko
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TS-sHBsAg-capsub1l w stezeniu 0,1 pug/ul oraz wybrany dodatek. Prébki zanalizowatam za pomocg

DLS (z uwzglednieniem zmienionej lepkosci buforéw) oraz TEM.

W przypadku zastosowania czynnikdw denaturujgcych takich jak GdnHCI czy GAnSCN w stezeniach
w zakresie 0,1 — 5 M nie zaobserwowatam efektywnego rozktadania sie czgstek na mniejsze
podjednostki (Ryc. 27B, Ryc. 28 A-D). Przy zastosowaniu GdnSCN i DTT nastgpito jednak
przesuniecie rozktadu objetosci na wykresie w strone wyziszych wartosci s$rednic czastek
(Ryc. 28D), co sugeruje powstawanie agregatow. Natomiast w przypadku uzycia detergentow
z dodatkiem lub bez DTT nastepuje przesuniecie maksimum wykresu w strone mniejszych srednic
(Ryc. 28E-J), podobnych lub identycznych jak dla prébek zawierajgcych tylko detergent w danym
stezeniu, co sugeruje powstanie kompleksow detergentu z biatkiem. Wszystkie badane stezenia
detergentdw znajdowaty sie powyzej krytycznego stezenia formowania sie miceli (ang. critical
micelle concentration, CMC). Na zdjeciach TEM (Ryc. 27C-H) réwniez nie zaobserwowatam
struktur o wielkosci i morfologii VLPs, czy struktur oligomerycznych. Na podstawie tych wynikéw
stwierdzitam, ze jedynie uzycie detergentu powoduje rozktadanie sie VLPs opartych na sHBsAg
na mniejsze podjednostki. Pdzniejsze préby usuniecia detergentu z prdobek nie powiodty sie

i skutkowaty formacjg agregatéw o srednicy ok. 1000 nm (dane niepokazane).

Tabela 11. Formulacja buforéw uzytych do rozktadania VLPs

Lp. Sktad Lp. Sktad
1 0.5 M GdnHCl, 50 mM DTT 19 0,2 M GdnSCN 50 mM DTT
2 1 M GdnHCl, 50 mM DTT 20 0,3 M GdnSCN 50 mM DTT
3 1.2 M GdnHCl, 50 mM DTT 21 0,4 M GdnSCN 50 mM DTT
4 1.5 M GdnHCl, 50 mM DTT 22 0,5 M GdnSCN 50 mM DTT
5 2 M GdnHCl, 50 mM DTT 23 1 M GdnSCN, 50 mM DTT
6 2,5 M GdnHCl, 50 mM DTT 24 1% SDS
7 3 M GdnHCl, 50 mM DTT 25 0.5% NaDC
8 3,5 M GdnHCl, 50 mM DTT 26 0.5% NaDC, 50 mM DTT
9 4 M GdnHCl, 50 mM DTT 27 1% NaDC
10 4,5 M GdnHcl, 50 mM DTT 28 1% NaDC, 50 mM DTT
11 5 M GdnHcl, 50 mM DTT 29 1% CHAPS, 50 mM DTT
12 0,1 M GdnSCN 30 1% NP40, 50 mM DTT
13 0,2 M GdnSCN 31 1% Tween20
14 0,3 M GdnSCN 32 1% Tween20, 50 mM DTT
15 0,4 M GdnSCN 33 1% Tween80
16 0,5M GdnSCN 34 1% Tween80, 50mm DTT
17 1M GdnSCN 35 1% Triton X-100, 50 mM DTT
18 0,1 M GdnSCN 50 mM DTT
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TS-sHBsAg-capsub1 0,5 M GdnSCN 1% SDS

1% NaDC 1% NaDC, 50 mM DTT 1% NP40, 50 mM DTT

1% Tween20, 50 mM DTT 1% Triton X-100, 50 mM DTT

Ryc. 27 Analiza rozktadania VLPs dla wybranych buforéw. A — kontrola negatywna, nieroztozone VLPs

($rednica ok. 22 nm); B-H — VLPs z dodatkami czynnikéw denaturujacych, redukujgcych i detergentdw,

w takiej samej skali jak na mikrografii A.
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Ryc. 28 Analiza rozktadu objetosci czagstek w prébach rozktadania VLPs w réznych warunkach. Do analiz uzyto
wariantu capsubl (ok. 31 nm S$rednicy w analizie DLS). K- — bufor + detergent. Kazdg prébke zmierzono
w trzech powtdrzeniach (10 pomiaréw w kazdym) i usredniony wynik pokazano na wykresie.

8.2. Zaprojektowanie matryc do transkrypcji mRNA oraz wigzanie do VLPs

Wyjsciowg matryce do transkrypcji mRNA in vitro (Ryc. 29A, IVT GG) zaprojektowatam
na podstawie danych literaturowych. Jako sekwencji kodujgcej uzytam gen biatka EGFP, 3" UTR
pochodzi z regionu niekodujgcego 3’ dla B-globiny Xenopusa laevis'® i na koricu dotaczytam ogon
poli(A) o dtugosci 128 adenin. Obecnos$¢ 3" UTR w duzej mierze wptywa na stabilnos¢ mRNA
i efektywno$é translacji — w tej roli najlepiej sie sprawdzajg sekwencje UTR B-globiny!®. Ogon
poli(A) réwniez ma ogromny wptyw na wymienione wczes$niej parametry — optymalna dtugosé
to ok. 120-128 nukleotydéw®!, S3 dwa sposoby na wprowadzenie go do czgsteczki mRNA:
wprowadzenie tej sekwencji od razu na matrycy — wtedy uzyskuje sie czgsteczki mRNA z ogonem
poli(A) jednakowej dtugosci; drugim sposobem jest dodanie go enzymatycznie po zakoriczonej
reakcji transkrypcji — jednak jego dtugo$é¢ zalezy wtedy od warunkéw reakcji®® i wymaga
odpowiedniej optymalizacji, aby reakcja byta jak najbardziej powtarzalna. W zwigzku z tym
zdecydowatam sie na dodanie sekwencji poli(A) juz na matrycy. Po zaprojektowaniu konstruktu

zostat on zsyntetyzowany przez firme Eurofins Genomics (Niemcy) i nastepnie wklonowatam
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go do plazmidu pJET1.2/blunt za pomocg enzymdw restrykcyjnych Notl i EcoRV. Wektor ten
wybratam ze wzgledu na obecnos¢ sekwencji dla promotora polimerazy RNA faga T7. Potem
zaprojektowatam kolejne konstrukty — aby moc prowadzi¢ reakcje transkrypcji z czapeczka typu
CleanCap AG (zmiana pierwszego nukleotydu po sekwencji promotora z G na A — Ryc. 29B)
i nastepnie wprowadzitam réwniez zmodyfikowang sekwencje sygnatowg pochodzacg z genomu
HBV*° (Ryc. 29C-D). Zadaniem tej sekwencji miato by¢ specyficzne wigzanie do modyfikowanych
motywdéw z domeny ARD, dzieki czemu mozliwe bytoby wigzanie lub pakowanie mRNA
do rekombinowanych wariantdw sHBsAg-VLPs, a poza tym stuzy¢ tez jako 5’ UTR. Opisane zmiany
wprowadzitam na matrycy wyjsciowej (IVT GG) za pomocg mutagenezy miejscowo-insercyjnej

(sekwencje starterow podano w Tabeli 9).

A Notl Kpnl EcoRV
——— promotor T7 |GG+ region kodujacy l 3'UTR ‘
B Notl Kpnl EcoRV
—— promotor T7 |AG. region kodujacy J- 3'UTR _J-
c Notl Kpnl EcoRV
—— promotor T7 GG‘ region kodujagcy 1  3'UTR ‘
D Notl Kpnl EcoRV

Ryc. 29 Konstrukty uzyte do transkrypcji mRNA in vitro. A— IVT GG, B — IVT AG, C—IVT GG PS, D — IVT AG
PS. PS — sekwencja sygnatowa pakujaca pochodzgca z genomu HBV.

Plazmidy do transkrypcji in vitro zostaty namnozone w komérkach E. coli NEB stable, ktére
sg odpowiednie dla wektorow zawierajgcych powtérzenia i niestabilne sekwencje. Po analizie
restrykcyjnej matryc po mutagenezie (Ryc. 30-31) wybratam klony, ktére posiadaty poprawne
dtugosci fragmentow po trawieniu enzymatycznym (IVT GG — klon 3, IVT AG —klon 2, IVT PS AG —

klon 3) i dodatkowo zweryfikowatam je poprzez sekwencjonowanie Sangera.
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Ryc. 30 Analiza restrykcyjna klondw po mutagenezie miejscowo-insercyjnej do konstruktu IVT GG PS.
Plazmidy strawiono jednym (zliniowanie matryc, weryfikacja dtugosci catego konstruktu) lub dwoma
enzymami (weryfikacja obecnos¢ wstawki). Marker GeneRuler, oczekiwana dtugos¢ catego konstruktu
po mutagenezie: ok. 3900 pz; dtugos¢ wstawki po trawieniu Notl i Kpnl — ok. 720 bp.
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Ryc. 31 Analiza restrykcyjna klonéw po mutagenezie miejscowo-insercyjnej do konstruktu IVT AG
i IVT AG PS. Plazmidy strawiono jednym (zliniowanie matryc, weryfikacja dtugosci catego konstruktu) lub
dwoma enzymami (weryfikacja obecnos¢ wstawki). Marker GeneRuler, oczekiwana dtugos¢ catego
konstruktu po mutagenezie: ok. 3900 pz; dtugo$¢ wstawki po trawieniu Notl i EcoRV — ok. 1000 bp.

Po potwierdzeniu poprawnosci sekwencji nukleotydowych i wybraniu odpowiednich klonéw
przeprowadzitam transkrypcje mRNA in vitro zgodnie z protokotem producenta z matrycami
kodujgcymi biatko EGFP bez lub z czapeczky CleanCap AG. Po reakcji IVT wyjsciowg matryce DNA
strawitam DNAzg, a mRNA wytrgcitam z roztworu za pomocg chlorku litu i przeptukatam 70%
etanolem. W osobnej probdéwce wykonatam réwniez reakcje kontrolng z wektorem pochodzacym
z zestawu producenta. Nastepnie otrzymane mRNA rozdzielitam w zelu agarozowym celem oceny
jakosci oraz dtugosci produktu (Ryc. 32) i zmierzytam jego stezenie za pomoca spektrofluorymetru.

Uzyskatam stezenie zgodne z protokotem producenta (ok. 100 ug mRNA z 20 pl reakcji).
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Ryc. 32 Analiza dtugosci i jakosci otrzymanego mRNA kodujgcego EGFP. K+ — kontrola pozytywna reakcji
z zestawu do IVT. Marker — RiboRuler HR; oczekiwana dtugos¢ mRNA kodujacego EGFP — ok. 1000 nt;
oczekiwana dtugos¢ mRNA kontroli pozytywnej — ok. 1760 nt.

W celu sprawdzenia, czy wyprodukowane mRNA kodujgce biatko zielonej fluorescencji z czapeczka
CleanCap AG jest funkcjonalne, wykorzystatam je do transfekcji komérek linii HEK293T z uzyciem
odczynnika Lipofectamine MessengerMAX. Nastepnie za pomocg mikroskopu fluorescencyjnego
sprawdzitam, czy zachodzi produkcja biatka EGFP. Po 16 h od transfekcji zaobserwowatam

pojawienie sie biatka EGFP w komdérkach (Ryc. 33) w obu wersjach uzytego mRNA (AG egfp

i AG PS egfp).

K- +AG egfp +AG PS egfp

Ryc. 33 Komérki HEK293T 16 godzin po transfekcji mRNA kodujacym EGFP.

Po potwierdzeniu prawidtowosci i funkcjonalnosci konstruktu do transkrypcji, do dalszych badan
zwigzanych z immunizacjg myszy wybratam matryce IVT AG PS (do transkrypcji z czapeczka
CleanCap oraz sekwencjg sygnatowg jako 5 UTR), w ktorej sekwencje kodujgcg biatko EGFP
zamienitam na sekwencje kodujgcg biatko NP wirusa grypy typu A H5N1. Uzyskane mRNA miato

88



zostac zanalizowane pod katem wywotywania odpowiedzi immunologicznej u myszy. Dodatkowo,
podczas transkrypcji zamiast urydyny uzytam N1-metylo-pseudourydyny (aby zwiekszy¢ stabilnos¢
uzyskanego produktu i poziomu produkcji biatka w komdrkach docelowych!!®). Po wstepnym
oczyszczeniu wyprodukowanego mRNA za pomocy chlorku litu (Ryc. 34) zostato ono wystane
do Laboratorium Chemii Biologicznej w Centrum Nowych Technologii Uniwersytetu
Warszawskiego, zeby oczysci¢ je za pomocg chromatografii HPLC. Ze wzgledu na wysoka
specyficzno$é tego procesu, majgcego na celu usuniecie pojedynczych nukleotydéw oraz

dwuniciowych RNA, z poczatkowej ilosci ok. 1800 pg, otrzymatam koricowo okoto 400 ug mRNA.

M ' MoV
nt nt
6000 6000
1500 B w1500 B o e
500 (. 500

Ryc. 34 Analiza dtugosci i jakosci otrzymanego mRNA kodujacego NP w czterech reakcjach z czapeczka
CleanCap AG i m1. Marker RiboRuler HR; oczekiwana dtugo$s¢ mRNA — ok. 1850 nukleotyddw.

Sprawdzitam réwniez, czy mRNA oczyszczone za pomocg HPLC jest nadal funkcjonalne. W tym celu
uzytam nanoczastek lipidowych typu SORT 4A3-SC8 (kierowanie do watroby) oraz SORT 4A3-SC8-
18PA (kierowanie do $ledziony)'?? do transfekcji komdrek HEK293T oraz Vero E6 (Ryc. 35).
Po uptywie ok. 16 h od transfekcji sprawdzitam, czy w lizatach komérkowych znajduje sie NP
z uzyciem specyficznych przeciwciat anty-NP. Potwierdzitam obecnos¢ tego biatka w lizatach

komdrek transfekowanych z uzyciem obu formulacji LNPs.
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Ryc. 35 Immunodetekcja NP w lizatach komdrkowych HEK293T i Vero E6 po transfekcji mRNA kodujgcym
NP, oczyszczonym na HPLC i zapakowanym do nanoczastek lipidowych. K- — kontrola negatywna,
nietransfekowana; 18PA (SORT 4A3-SC8-18PA, kierowanie do s$ledziony), SORT (SORT 4A3-SC8, kierowanie
do watroby) — typy nanoczastek lipidowych niosgcych NP-mRNA. Marker PageRuler, oczekiwana wielkos¢
biatka NP — ok. 55 kDa.

W ramach badan sprawdzitam réwniez funkcjonalnos$é wigzania mRNA do rekombinowanych
wariantow biatka TS-sHBsAg (capmut1, capmut2, capsubl i capinsl). W tym celu przeprowadzitam
eksperyment z wigzaniem radioaktywnie znakowanego mRNA do czesciowo zrenaturowanych
biatek na bfonie PVDF. W pierwszej kolejnosci przeprowadzitam rozdziat biatek w zelu
poliakrylamidowym Bolt™ Bis-Tris Plus Mini Protein Gels, 4-12% w warunkach denaturujgco-
redukujacych w buforze MES w pieciu powtdrzeniach (Ryc. 36). Pierwszy z zeli wykorzystatam
po rozdziale do transferu na btone PVDF i immunodetekcji przeciwciatami specyficznymi dla HBsAg
(Ryc. 36A), kolejny do barwienia Coomassie w celu oceny czystosci badanych biatek (Ryc. 36B),
natomiast pozostate — do transferu na btony PVDF, czesciowej renaturacji biatek i nastepnie
wigzania z mRNA (Ryc. 36C-E). Jako kontrole negatywng uzytam 1 pg BSA, jako pozytywng —
0,6 pg oczyszczonego biatka NP IAV (ktére charakteryzuje sie wysokim stopniem powinowactwa
do RNA) i reszte prébek stanowity badane rekombinowane warianty TS-sHBsAg (po 1 ug).
Przygotowatam réwniez radioaktywnie znakowane mRNA kodujgce antygeny E (1629 nt) i NS5
(2778 nt) wirusa kleszczowego zapalenia mézgu oraz NP wirusa grypy typu A (1494 nt). Wybratam
takie antygeny ze wzgledu na koniecznos$¢ sprawdzenia czy dtugos¢ lub sktad sekwencji
nukleotydowej majg wptyw na wigzanie do biatek. Po oczyszczeniu kazdego z tych mRNA
przeprowadzitam reakcje wigzania ich do czesciowo zrenaturowanych biatek na btonie PVDF

w buforze zawierajgcym 30 mM HEPES pH 7,4, 50 mM NaCl, 5 mM MgCl,. Nastepnie btony
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ptukatam buforem SSC o stezeniu 2x oraz 0,2x — w celu odptukania niespecyficznie zwigzanych
MRNA. Za pomocg ekranu fosforowego zebratam sygnat z bton PVDF pochodzacy ze zwigzanego

mMRNA i zanalizowatam go za pomocg czytnika Amersham Typhoon RGB Biomolecular Imager.
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Ryc. 36 Analiza wigzania radioaktywnego mRNA do biatek na btonie. A — immunodetekcja wariantéw
TS-sHBsAg przeciwciatami anty-HBsAg. B — barwienie Coomassie zelu SDS-PAGE po rozdziale
elektroforetycznym. C-E — autoradiografia znakowanego mRNA zwigzanego do czeSciowo renaturowanych
biatek na btonie PVDF (C — mRNA kodujgce E wirusa TBEV, D — mRNA kodujgce NS5 wirusa TBEV, E— mRNA
kodujgce NP wirusa grypy typu A). Marker PageRuler, wielkoSci biatek: BSA ok. 70 kDa, NP IAV — 55 kDa,
TS-sHBsAg-capmutl, -capmut2, capsubl — ok. 30 kDa, -capins1 — ok. 33 kDa.

Dla wszystkich trzech rodzajow mRNA uzyskatam bardzo podobne wyniki — silny sygnat wigzania
do kontroli pozytywnej oraz mniej intensywne, ale jednoznaczne sygnaty dla trzech wariantéw
TS-sHBsAg: capmutl, capmut2 oraz capsubl. Dla wariantu capinsl nie zaobserwowatam

obecnosci sygnatu, czego powodem mogta by¢ np. niedostepnos¢ sekwencji wigzgcej RNA po
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czesSciowej renaturacji biatek. Jednak ze wzgledu na fakt, iz ten wariant nie jest w stanie tworzy¢
VLPs, nie byt on brany pod uwage jako kandydat do pdzniejszej immunizacji myszy. Najsilniejszy
sygnat z wigzania w tym eksperymencie, pomijajac kontrole negatywnga, uzyskano dla wariantu

capmutl.

Ze wzgledu na fakt, iz nie udato mi sie opracowac efektywnej metody rozktadania i ponownego
sktadania VLPs sprawdzitam, czy mRNA jest w stanie zwigza¢ sie do natywnych form
rekombinowanych wariantow i przeprowadzitam eksperyment oparty o metode typu dot blot.
Na btone nitrocelulozowg natozytam rézne ilosci biatek (BSA, NP 1AV, rekombinowane warianty
TS-sHBsAg oraz komercyjne biatko HBsAg adw), ktorg potem zablokowatam 3% roztworem BSA
i inkubowatam z fluorescencyjnie znakowanym mRNA (0,5 pg mRNA/ml) kodujagcym NP wirusa
grypy typu A, zawierajgcym sygnat pakowania oraz czapeczke CleanCap AG. UTP uzyte podczas
reakcji transkrypcji byto w koniugacie z barwnikiem Atto488, dzieki czemu przy odpowiedniej
dtugosci fali odczytano sygnat z miejsc, gdzie mRNA sie zwigzato (Ryc. 37). Po odptukaniu
niespecyficznie zwigzanego mRNA zaobserwowatam sygnat dla biatka NP (kontroli pozytywnej)
oraz dla wariantu TS-sHBsAg-capsubl (Ryc. 37A). W celu okreslenia limitu detekcji tej metody
przygotowatam kolejng bfone nitrocelulozowg, na ktdrg to natozytam BSA, NP IAV oraz TS-sHBsAg-
capsubl w ilosciach od 10 do 200 ng i powtdrzytam procedure. W przypadku NP IAV najnizszy
sygnat zostat zaobserwowany dla biatka w ilosci 100 ng, natomiast dla TS-sHBsAg-capsubl —
ponizej 100 ng. Nie mogtam jednak okresli¢ jednoznacznie, czy sygnat dla 50 ng pochodzi
ze zwigzanego mRNA — moze to by¢ sygnat tta (Ryc. 37B). Pozytywny wynik wigzania w tym
eksperymencie dla wariantu capsubl moze sugerowac, iz wprowadzony do sekwencji TS-sHBsAg
motyw do wigzania mRNA moze znajdowac sie na zewnatrz czgstki, lecz niestety nie udato mi sie

potwierdzi¢ doktadnej lokalizacji tej domeny.
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Ryc. 37 Wiazanie fluorescencyjnie znakowanego mRNA do biatek w formie natywnej na btonie

nitrocelulozowej. BSA — kontrola negatywna, NP — kontrola pozytywna. A —wigzanie mRNA do réznych ilosci
badanych wariantéw biatek. B — sprawdzenie limitu detekcji metody.

8.3. Doswiadczenia na zwierzetach i ewaluacja kandydatéw szczepionkowych

Kolejnym z celdw pracy byta analiza immunogennosci mieszanin VLPs-mRNA w modelu mysim.
Jako komponent biatkowy wybratam warianty capmutl oraz capsubl na podstawie wynikéw
z wigzania mRNA przedstawionych powyzej (oraz kontrolnie TS-sHBsAg w jednej z grup). Jako
adiuwantu w niektérych mieszaninach uzytam adiuwantu AddaVax (analog adiuwantu MF59,
zatwierdzonego do uzycia w szczepionkach) w celu zwiekszenia poziomu odpowiedzi
immunologicznej. Ze wzgledu na fakt, iz nie udato mi sie uzyska¢ VLPs z zapakowanym wewnatrz
MRNA, zdecydowatam sie na dodanie dodatkowych grup szczepionkowych — byty to mieszaniny
zawierajgce VLPs oraz nanoczastki lipidowe z mRNA-NP bez dodatku odczynnika AddaVax.
Obecnos¢ nanoczastek lipidowych sama w sobie moze stuzy¢ jako adiuwant dla szczepionki
biatkowej**192, W celach poréwnania poziomu odpowiedzi immunologicznej myszy zaszczepiono
rowniez mieszaninami zawierajgcymi tylko nanoczastki lipidowe z mRNA-NP lub tylko oczyszczone
biatko NP z adiuwantem AddaVax. Ponadto, stworzono réwniez grupy, ktére immunizowano

samym buforem PBS, buforem PBS z pustymi LNPs lub buforem PBS z dodatkiem AddaVaxu.

Jak wspomniano wczesniej, mRNA kodujgce NP przed immunizacjg myszy zostato oczyszczone
z uzyciem chromatografii HPLC. Dzien przed planowanym szczepieniem przygotowatam
nanoczastki lipidowe z mRNA wedtug protokotu opisanego przez Wang et al.*??. Zdecydowatam
sie na formulacje typu SORT 4A3-SC8 z dodatkiem 10% 18PA. 18PA jest anionowym lipidem,
ktdrego zadaniem jest kierowanie LNPs w kierunku $ledziony, co moze skutkowaé zwiekszonym

poziomem odpowiedzi immunologicznej na dany antygen. Poziom enkapsulacji mRNA-NP
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sprawdzitam poprzez pomiar wolnego mRNA w roztworze z uzyciem zestawu QuantiFluor® RNA
System i spektrofluorymetru Quantus. Poziom ten wynosit okoto 70-72% za kazdym
przygotowaniem LNPs-mRNA-NP, co jest zgodne z wytycznymi podanymi przez autoréow protokotu
co do jakosci LNPs z zapakowanym mRNA. Ponadto, wielkos¢ LNPs sprawdzitam rdéwniez
za pomocg DLS (Ryc. 38). W kazdej prébce uzyskatam pojedynczag populacje czastek o srednicy
mniejszej niz 200 nm i stopniu polidyspersyjnosci ponizej 0,2, co rowniez wskazuje na wysokg

jakos¢ nanoczastek lipidowych.
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Ryc. 38 Analiza rozktadu intensywnosci nanoczgstek lipidowych z i bez mRNA. Kazdg prébke zmierzono
w trzech powtdrzeniach (10 pomiaréw w kazdym) i usredniony wynik pokazano na wykresie. Pdl — stopien
polidyspersyjnosci.

Po 2 tygodniach od podania trzeciej dawki od zaszczepionych myszy pobrano krew i sledziony do
przeprowadzania analizy immunogennosci. Poziom wytworzonych przeciwciat skierowanych
przeciwko nukleoproteinie wirusa grypy typu A oraz HBsAg sprawdzitam za pomoca testow ELISA
i zbiorcze wyniki przedstawiono na Ryc. 39 i 40. Surowice myszy w obrebie danej grupy ztgczytam
i nastepnie odpowiednio rozcienczytam. Dodatkowe grupy kontrolne (szczepione mieszaninami
bufor PBS + AddaVax oraz bufor PBS + puste LNPs) wykazaty podobng wartos¢ absorbancji jak
kontrola ze szczepienia samym buforem PBS, wiec zostaty pominiete na wykresach. Uzyskane

wyniki poddatam analizie statystycznej w celu okreslenia istotnosci réznic pomiedzy badanymi

94



grupami z wykorzystaniem programu GraphPad Prism. Normalnos$¢ rozktadu danych
w poszczegolnych grupach ocenitam za pomocg testu Shapiro—Wilka. Ze wzgledu na niespetnienie
zatozen o normalnosci rozktadu, zastosowatam nieparametryczny jednoczynnikowy test analizy
wariancji Kruskala—Wallisa (one-way non-parametric ANOVA). W przypadku stwierdzenia
istotnych réznic pomiedzy grupami wykonatam analize post-hoc z zastosowaniem testu Dunna,
pozwalajgcy na identyfikacje par poréwnawczych odpowiedzialnych za obserwowane réznice.

Poziom istotnosci statystycznej ustalono na p < 0,05.

Najwyzszy poziom przeciwciat anty-NP zaobserwowatam u myszy zaszczepionych biatkiem NP
z AddaVaxem oraz nanoczastkami lipidowymi z mRNA-NP. We wszystkich przypadkach uzycie
MRNA-NP przyczynito sie do powstania odpowiedzi humoralnej oprécz jednej grupy. Poziom
odpowiedzi anty-NP u myszy zaszczepionych mieszaning TS-sHBsAg-VLPs + mMRNA-NP + AddaVax

jest na poréwnywalnym poziomie jak u myszy, ktérym podano sam bufor PBS (Ryc. 39).

Pomiedzy kandydatami zawierajgcymi nanoczastki lipidowe z zapakowanym mRNA-NP najwyzszg
odpowiedz przeciwko NP zaobserwowatam w grupie myszy szczepionych tylko LNPs-mRNA-NP,
a w przypadku dodatku VLPs — poziom tej odpowiedzi byt znacznie nizszy. Moze to by¢
spowodowane zbytnim obcigzeniem uktadu immunologicznego — mniejsza ilo$¢ VLPs mogtaby by¢
tutaj bardziej odpowiednia. Odnotowatam réwniez, iz u myszy zaszczepionych mieszaninami LNPs-
MRNA-NP i VLPs mniejszy spadek odpowiedzi humoralnej przeciwko NP jest widoczny

w grupie z dodatkiem czastek wariantu capmutl niz wariantu capsubl.

Poréwnujac grupy szczepione wariantami VLPs + mRNA-NP + AddaVax, najwyzszg odpowied?
zaobserwowatam u myszy immunizowanych mieszaning TS-sHBsAg-capmut1-VLPs + mMRNA-NP +
AddaVax. Jak juz zaznaczytam wczesniej, odpowiedZ przeciwko NP u myszy zaszczepionych
mieszaning TS-sHBsAg VLPs + mRNA-NP + AddaVax jest na podobnym lub nizszym poziomie niz
dla myszy immunizowanych samym buforem PBS czy TS-sHBsAg-capmutl VLPs + AddaVax — na tej
podstawie wnioskuje, ze mRNA nie jest wigzane i chronione przez TS-sHBsAg VLPs, przez co nie

jest w efektywny sposéb dostarczane do komérek docelowych.
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TS-sHBsAg VLPs + mMRNA-NP + Addavax

B TS-sHBsAg-capmut1 VLPs + Addavax
TS-sHBsAg-capmut1 VLPs + mRNA-NP + Addavax

B TS-sHBsAg-capmut1 VLPs + LNPs-mRNA-NP

TS-sHBsAg-capsub1 VLPs + mMRNA-NP + Addavax

TS-sHBsAg-capsub1 VLPs + LNPs-mRNA-NP

B [ NPs-mRNA-NP

biatko NP + Addavax

Ryc. 39 Analiza poziomu odpowiedzi humoralnej przeciwko NP w surowicach myszy po immunizacji.
Kropkowana linig oznaczono na wykresie linie odciecia (Srednie tto + 3 wartosci odchylenia standardowego).
Dane przedstawione na wykresie pochodzg z trzech niezaleznych powtdrzen, a stupki btedéw pokazujg

odchylenie standardowe. Oznaczenie istotnosci statystycznej: * p < 0,05.

Zestawiajgc ze sobg myszy immunizowane czgstkami TS-sHBsAg-capmutl, najwyzszy poziom
odpowiedzi anty-NP wzgledem kontroli pozytywnych zaobserwowatam w grupach, gdzie
zastosowatam mieszanine VLPs oraz LNPs-mRNA-NP, a najnizszy — gdy mRNA-NP nie byto
chronione przez LNPs. Poziom ten byt jednak wyzszy niz u myszy szczepionych tylko buforem PBS
lub VLPs z dodatkiem AddaVaxu — na tej podstawie wnioskuje, iz mRNA-NP jest w jaki$ sposdb
chronione przez VLPs i transportowane do komdrek. Analogiczng sytuacje zanotowatam

w przypadku TS-sHBsAg-capsubl VLPs, ale ze znacznie nizszym poziomem odpowiedzi anty-NP.

Poziom odpowiedzi humoralnej przeciwko biatku HBsAg zanalizowatam w takim sam sposdb, jak
dla NP. Najwyzszy poziom odpowiedzi humoralnej przeciwko HBsAg uzyskatam w grupie

zaszczepionej mieszaning TS-sHBsAg-capmutl VLPs + LNPs-mRNA-NP.
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Ryc. 40 Analiza poziomu odpowiedzi humoralnej przeciwko HBsAg w surowicach myszy po immunizacji.
Kropkowang linig oznaczono na wykresie linie odciecia (Srednie tto + 3 wartosci odchylenia standardowego).
Dane przedstawione na wykresie pochodzg z trzech niezaleznych powtdrzen, a stupki btedéw pokazujg

odchylenie standardowe. Oznaczenie istotnosci statystycznej: * p < 0,05.

Dodatek wolnego mRNA-NP i AddaVaxu nie wptynat w istotny sposéb na poziom odpowiedzi
przeciwko HBsAg pomiedzy trzema zastosowanymi wariantami VLPs — nie spowodowat jej spadku,
ani znacznego wzrostu. Nie zaobserwowatam tez istotnych réznic w odpowiedzi humoralnej
na HBsAg dla wariantu capmutl — obecno$¢ AddaVaxu, LNPs z zapakowanym mRNA-NP czy
wolnego mRNA-NP i Addavaxu nie zmienity znaczgco poziomu przeciwciat. Natomiast w grupach
z wariantem capsubl takie rdéznice sie pojawity — obecno$é LNPs-mRNA-NP znaczgco obnizyta
poziom odpowiedzi humoralnej przeciwko HBsAg. Moze to by¢ skutkiem zbyt duzego obcigzenia
uktadu odpornosciowego u zaszczepionych myszy, co réwniez zaobserwowatam w analizie

odpowiedzi anty-NP dla tej grupy.

Na podstawie wynikdw z testu ELISA najlepszym kandydatem zawierajgcym zaréwno i VLPs, jak
i mMRNA-NP, jest mieszanina wariantu TS-sHBsAg-capmutl-VLPs + LNPs-mRNA-NP. Wprawdzie

odpowiedz przeciwko NP jest znacznie nizsza niz w przypadku uzycia samych LNPs z zapakowanym
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MRNA-NP czy rekombinowanego biatka NP z AddaVaxem, natomiast koniecznie bytyby dalsze

badania w celu doktadniejszej analizy wytworzonej odpowiedzi humoralne;j.

Oprécz sprawdzenia obecnos$ci i poziomu przeciwciat, przeprowadzitam rdéwniez analize
odpowiedzi komdrkowej za pomocg testu ELISpot. W tym celu wyizolowatam splenocyty
i zastymulowatam je mieszaninami peptyddw mapujgcych biatka HBsAg i NP do produkcji
interferonu y (cytokina odpowiedzialna za stan zapalny i aktywacje innych komérek uktadu
odpornosciowego do walki z patogenami wewngtrzkomdrkowymi). Uzyskane wyniki zostaty
rowniez poddane analizie istotnosci statystycznej (nieparametryczny jednoczynnikowy test
analizy wariancji Kruskala—Wallisa, z zastosowaniem analizy post-hoc za pomoca testu Dunna;

poziom istotnosci statystycznej ustalono na p < 0,05).

Najwyzszy poziom aktywacji odpowiedzi komorkowej przeciwko NP uzyskatam kolejno u myszy
immunizowanych LNPs-mRNA-NP, biatkiem NP + AddaVax oraz mieszaning TS-sHBsAg-capmutl
VLPs + LNPs-mRNA-NP (Ryc. 41). W grupach, gdzie uzyto wolnego mRNA-NP z VLPs i AddaVaxem

nie zaobserwowatam aktywacji splenocytéow do produkcji IFNy.
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Ryc. 41 Analiza odpowiedzi komérkowej poprzez pomiar uwolnionego IFNy z mysich splenocytow
zastymulowanych mieszaning peptyddow dla biatka NP. Dla kazdej z myszy (w duplikacie) obliczono procent
aktywowanych splenocytow wzgledem kontroli pozytywnej i nastepnie wyniki te usredniono wewnatrz
kazdej z grup oraz obliczono odchylenie standardowe. Linia kropkowana — procent aktywowanych

splenocytéw z myszy immunizowanych tylko buforem PBS.
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Analogicznie zanalizowatam rowniez wyniki dla splenocytéw stymulowanych peptydami dla biatka
HBsAg. Nie zaobserwowatam istotnych réznic w poziomie produkcji IFNy u myszy szczepionych
danymi wersjami mieszanin oprécz jednej grupy. Byly to myszy immunizowane czgstkami
TS-sHBsAg-capmutl z dodatkiem LNPs-mRNA-NP — u nich odnotowatam wiekszy procent
zastymulowanych splenocytow niz w grupach, ktére otrzymaty tylko bufor PBS lub inng

kombinacje (Ryc. 42).
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Ryc. 42 Analiza odpowiedzi komodrkowej poprzez pomiar uwolnionego IFNy ze splenocytéw
zastymulowanych mieszaning peptydow dla biatka HBsAg. Dla kazdej z myszy (w duplikacie) obliczono
procent aktywowanych splenocytow wzgledem kontroli pozytywnej i nastepnie wyniki te usredniono
wewnatrz kazdej z grup oraz obliczono odchylenie standardowe. Linia kropkowana — procent aktywowanych
splenocytéw z myszy immunizowanych tylko buforem PBS. Oznaczenie istotnosci statystyczne;j:

*** p<0,001.

Na podstawie wynikdw z testu ELISpot, najlepszym kandydatem szczepionkowym zawierajagcym
zaréowno i VLPs, i mRNA-NP, jest ponownie mieszanina czastek wariantu capmutl
i LNPs-mRNA-NP. Nie wykazata sie ona wyzszym poziomem aktywacji odpowiedzi komérkowej niz
same LNPs-mRNA-NP (Ryc. 41) w przypadku biatka NP, jednak poréwnujac odpowiedz na HBsAg —
takie rdznice juz byty obecne (Ryc. 42).

99



9. Dyskusja

9.1. Opracowanie wydajnej metody produkcji i oczyszczania chimerycznych VLPs

opartych na sHBsAg w systemie owadzim

Czastki wirusopodobne oparte na sHBsAg od ponad 30 lat sg stosowane jako skuteczna
i bezpieczna szczepionka przeciwko wirusowi zapalenia watroby typu B. Dzieki zdolnosci
do fatwego samoskfadania sie w struktury przypominajgce wirusy, staty sie one atrakcyjna
platforma do prezentacji antygendw lub epitopdw pochodzacych z réznych patogendw, w tym
innych wiruséw i mikroorganizmoéw. Najczesciej wybieranym miejscem do wprowadzania zmiany

jest petla hydrofilowa znajdujagca sie na zewnatrz VLPsl62166169171

ale fuzje na koncach
SHBsAgl®4167.168 = c7y  substytucje w petlach cytozolowych!® réwniez byly badane.
W zaprezentowanej pracy przedstawitam nowatorskie podejscie do oczyszczania VLPs opartych
na sHBsAg oraz jego modyfikowanych wariantéw. Aby uprosci¢ proces oczyszczania czgstek,
dodatam sekwencje zawierajagcg znacznik Twin-Strep-tag, krotki facznik oraz sygnat dla
enterokinazy na N-koncu biatka. Zastosowanie chromatografii powinowactwa pozwolito mi
uzyskaé rekombinowane biatka o wysokiej czystosci po tylko jednym etapie oczyszczania, co jest
duzg zaletg w poréwnaniu do innych opisanych procedur oczyszczania sHBsAg-VLPs. Sktadajg sie
one zazwyczaj z kombinacji chromatografii hydrofobowej, chromatografii jonowymiennej i filtracji
zelowej, z dodatkowymi etapami jak ultrawirowanie, wytrgcanie glikolem polietylenowym czy
ultrafiltracjg w réznej kolejnosci’®. Metody te opierajg sie na wtasciwosciach fizykochemicznych
sHBsAg niz na specyficznosci sekwencji biatkowej — w zwigzku z tym proces oczyszczania jest
dtugotrwaty oraz wymaga kombinacji roznych metod, aby w efekcie korncowym uzyskaé produkt
o wysokim stopniu czystosci. Podczas nadprodukcji sHBsAg w komédrkach drozdzy czy owadzich
konieczna jest liza tych komérek — rekombinowane biatko nie jest wydzielane do pozywki
i akumuluje sie wewnatrz komérek, co znacznie utrudnia proces oczyszczania w zwigzku
z obecnoécig wielu innych biatek komdrkowych czy kwaséw nukleinowych®°%%9193 \W przypadku
komorek ssaczych VLPs mogg by¢ wydzielane do pozywki, co moze uproséci¢ proces oczyszczania®.
Najwazniejszg zaletg tego systemu jest fakt, iz profil modyfikacji potranslacyjnych, gtéwnie
glikozylacji, jest najbardziej zblizony do obserwowanego w natywnym wirusie'®*. Do takiej ekpresji
wykorzystuje sie odpowiednie linie komdrek ssaczych, co znacznie podnosi koszty produkgcji, nie
zawsze charakteryzuje sie wiekszg wydajnoscig produkcji rekombinowanego biatka oraz jest
trudniej skalowac¢ produkcje na wieksze objetosci, w poréwnaniu do systemu drozdzowego czy
owadziego!®. Jednakze, brak glikozylacji sHBsAg (system drozdzowy)>°%1% czy jej uproszczony

)195,197

profil (system owadzi nie sprawia, ze czastki wirusopodobne oparte na tym biatku

nadprodukowane w tych systemach charakteryzujg sie znacznie zmniejszong immunogennoscia.
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Dodatek nukleazy degradujacej zaréwno DNA, jak i RNA podczas oczyszczania pozwolit rowniez
na usuniecie kwaséw nukleinowych pochodzgcych z komérek owadzich czy bakulowirusow.
Mogtyby one zaktdcaé pdzniejsze badania nad wigzaniem mRNA do rekombinowanych biatek —
brak ich obecnosci potwierdzitam za pomocg pomiaru stezenia RNA i DNA oraz elektroforezy

préobek uzyskanych po izolacji z oczyszczonych VLPs (Ryc. 22).

Zaproponowane zmiany majgce na celu zwiekszenie powinowactwa do mRNA, oparte na domenie
ARD z biatka kapsydowego wirusa HBV, nie wptywajg negatywnie na proces samosktadania sie
VLPs z wyjgtkiem wariantu capinsl. Tak duza insercja (ponad 30 aa) w przypadku capinsl
prawdopodobnie zaburza strukture przestrzenng oraz formowanie oddziatywan koniecznych do
powstania VLPs. Sktadanie sie opisanych w pracy wariantéw VLPs potwierdzitam za pomocg TEM
oraz DLS. Zdjecia z TEM pokazujg czgstki o odpowiedniej wielkosci i morfologii dla wariantéw
TS-sHBsAg, TS-sHBsAg-capmutl, TS-sHBsAg-capmut2 oraz TS-sHBsAg-capsubl, a dane z analizy
DLS réwniez potwierdzajg obecnos$¢ czgstek wirusopodobnych. Zaprezentowane w pracy motywy
do wigzania mRNA, précz samej dtugosci, réznia sie iloscig fragmentdéw z resztami argininowymi
(krotki — dwa fragmenty, dtugi — cztery fragmenty), ktére podczas replikacji wirusa majg wptyw na

wigzanie pgRNA oraz pdzniejsze procesy dojrzewania wirionu®.

Waznym aspektem, moggcym miec duzy wptyw na proces wigzania mRNA, jest stopien fosforylacji
domeny ARD biatka HBcAg. To wtasnie ona odpowiada za wigzanie kompleksu pgRNA-polimeraza
in vivo. W jej sekwencji znajduje sie siedem miejsc fosforylacji, z ktérych trzy to reszty serynowe,
uwazane za gtéwne akceptory®=8. Gdy HBcAg jest nadprodukowane w komérkach bakteryjnych,
niespecyficzne endogenne RNA wigze sie z biatkiem i jest pakowane do wnetrza kapsyddw, co jest
efektem stanu hipofosforylacji. Taka sytuacja nie jest z kolei obserwowana, gdy HBcAg jest
produkowane w innych systemach, takich jak owadzi czy ssaczy, gdzie obecne sg odpowiednie
kinazy, ktére mogg dodawac reszty fosforanowe do reszt aminokwasowych w biatku kapsydowym
wirusa HBV?7421%8199 Eqsforylacja kapsydu prawdopodobnie zwieksza specyficzno$é pakowania

200 Wptyw ilosci reszt argininowych oraz

pgRNA wirusa HBV niz endogennego RNA komdrkowego
fosforylacji biatka kapsydowego HBV na procesy wigzania i pdzniejszego pakowania kwaséw
nukleinowych nie jest nadal do korica dobrze poznany i znajduje sie w kregu zainteresowan wielu

grup badawczych.

W ramach badan dowiodtam réwniez, ze znacznik Twin-Strep-tag mozna z powodzeniem odcigc
za pomocg enterokinazy, jesli zasztaby taka potrzeba (np. wystepowatyby problemy przy sktadaniu
sie VLPs). Nie byto jednak takiej koniecznosci w dalszych eksperymentach, wiec badatam warianty

rekombinowanych biatek zawierajgce znacznik. Przedstawiony protokdt reakcji ciecia mozna
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poddac dalszej optymalizacji (np. inkubacja tylko w 4°C), aby méc okresli¢ najbardziej optymalne
warunki reakcji. Kolejnym krokiem bytoby oddzielenie VLPs od znacznika i enterokinazy, co mozna
by wykona¢ za pomoca np. filtracji zelowej — masa VLPs znacznie rdznig sie od mas czgsteczkowych

znacznika i enzymu (znacznik — ok. 5 kDa, enterokinaza — ok. 26 kDa, VLPs — ok. 2 000 kDa).

Jednym z celéw pracy byto réwniez znalezienie optymalnych warunkéw do roztozenia VLPs
opartych na TS-sHBsAg w celu zapakowania do nich mRNA. Uzycie odczynnikéw denaturujgcych,
takich jak chlorowodorek lub tiocyjanian guanidyny, nie przyniosto satysfakcjonujgcych wynikéw
— nie powodowaty one rozktadu VLPs lub prowadzity do agregacji czgstek. Dopiero zastosowanie
detergentéw umozliwito roztozenie VLPs, jednak pdiniejsze usuniecie detergentu i ponowne
odtworzenie struktury VLPs okazato sie niemozliwe — powstawaty agregaty biatkowe, ktére nie
nadawaty sie do dalszych analiz. Z tego powodu zdecydowatam sie nie kontynuowac badan w tym

kierunku.

9.2. Zaprojektowanie matryc do transkrypcji mRNA oraz wigzanie do VLPs

Pandemia SARS-CoV-2 przyczynita sie do intensyfikacji prac nad szczepionkami mRNA, ktdre
wyrdzniajg sie duzg elastycznoscig w zakresie modyfikacji kodowanego antygenu, szybkim
procesem produkcji (w poréwnaniu do szczepionek podjednostkowych lub opartych na catym
wirusie) oraz nizszymi kosztami?®. Technologia mRNA umozliwia szybkie dostosowanie
szczepionek do nowo pojawiajgcych sie wariantéw wirusa, co jest szczegdlnie istotne w przypadku
patogendw o wysokiej zmiennos$ci genetycznej, jak np. wirus grypy typu A. Ze wzgledu
na nieustanne badania w kierunku opracowania uniwersalnej szczepionki przeciwko temu
patogenowi, zdecydowatam sie na analize immunogennosci mRNA kodujgcego biatko NP tego

wirusa w pofgczeniu z sHBsAg-VLPs, jako potencjalnej platformy szczepionkowe;.

W ramach pracy zaprojektowatam sumarycznie cztery matryce do transkrypcji mRNA,
umozliwiajgce uzycie réznych typéw czapeczek, do ktérych to mozina wklonowaé sekwencje
kodujacg wybrany antygen. Dodatkowo, aby utatwi¢ wigzanie mRNA do rekombinowanych
wariantéw TS-sHBsAg, dodatam sekwencje sygnatu pakujacego z genomu HBV jako 5’ UTR* —
nie zaobserwowatam, aby jej obecno$é wptyneta znaczaco na stabilnos$é czasteczki mRNA czy
poziom translacji w komodrkach ssaczych. Potwierdzitam funkcjonalnos¢ tych konstruktéw,

uzywajac sekwencji kodujgcych biatko EGFP czy NP wirusa grypy typu A.

Do dalszych badaiA uzytam konstruktu w wersji z czapeczkg typu CleanCap AG i sekwencjg

sygnatowa pakujgcg (IVT AG PS), kodujgcego biatko NP. Do transkrypcji in vitro mRNA
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do pdiniejszej immunizacji myszy uzytam N1-metylo-pseudourydyny (zamiast zwyktej urydyny),
w celu zwiekszenia stabilnosci czasteczek mRNA6202, po wstepnym oczyszczeniu i analizie, mRNA
zostato poddane kolejnemu procesowi oczyszczania, tym razem za pomocg chromatografii HPLC.
Miato to na celu usuniecie zanieczyszczen, w szczegdlnosci dsRNA. Dwuniciowe RNA samo w sobie
jest wysoce immunogenne — wigze sie m.in. do receptoréw typu Toll (np. TLR3). Powoduje
to aktywacje odpowiedzi uktadu odpornosciowego i indukcje ekspresji gendw kodujgcych
cytokiny, takich jak interferon lub innych biatek przeciwwirusowych czy przeciwzapalnych.

W rezultacie spada efektywno$é translacji i poziom produkcji oczekiwanego antygenu?%32%4,

Jednym z celdw przedstawionej pracy doktorskiej byto rowniez sprawdzenie, czy wprowadzone do
sekwencji sHBsAg zmodyfikowane motywy pochodzace z ARD biatka kapsydowego HBV
sg zdolne do wigzania mRNA. Z uzyskanych wynikéw wnioskuje, iz warianty capmutl, capmut2
i capsubl sg potencjalnymi kandydatami do dalszych badan — zaobserwowatam wigzanie mRNA
do czesciowo zrenaturowanych biatek na btonie PVDF (Ryc. 36). Dla biatek w warunkach
natywnych (czyli ztozonych VLPs) pozytywny sygnat wigzania z fluorescencyjnym mRNA
zaobserwowatam tylko w przypadku wariantu capsubl (Ryc. 37). Taki wynik moze sugerowac,
ze tak duza substytucja (ponad 30 aa) wptywa na zmiane struktury VLPs i ten motyw, z zaktadanej
wczesniej lokalizacji wewnetrznej, jest eksponowany na zewnatrz VLPs. Niestety, z powodu braku
odpowiednich przeciwciat nie mogtam doktadnie potwierdzié¢ lokalizacji tego motywu za pomoca
testéw typu ELISA czy barwienia immunogold (znakowanie preparatéw mikroskopowych TEM
przeciwciatami sprzezonymi z nanoczgstkami ztota). W przypadku wariantéw capmutl i capmut2
nie wykrytam sygnatu dla wigzania mRNA do VLPs w warunkach natywnych przy pomocy metody
typu dot blot (Ryc. 37), co pozwala mi wysung¢ wniosek, ze wprowadzona zmiana (substytucja
10 aa) jest zbyt niewielka, aby wywotaé znaczace zmiany w strukturze VLPs oraz lokalizacji tej

domeny.

9.3. Doswiadczenia na zwierzetach i ewaluacja kandydatéw szczepionkowych

Doswiadczenia na zwierzetach przeprowadzone w trakcie badai miaty charakter pilotazowy,
co ograniczyto liczbe mozliwych kombinacji kandydatéw szczepionkowych. Ze wzgledu na fakt, iz
nie udato mi sie znalez¢ optymalnych warunkdéw do rozktadania i ponownego sktadania pdzniej
VLPs bez uzycia detergentu, zdecydowatam sie na dodanie do immunizacji myszy wersji mieszanin
zawierajgcych VLPs oraz nanoczastki lipidowe z mRNA-NP. Nosniki oparte na lipidach moga

t190—192

rowniez dziata¢ jako adiuwan , wiec w tych wersjach mieszanin zrezygnowatam z dodatku

AddaVaxu, aby nie przecigzy¢ uktadu immunologicznego myszy. Poprzez analizy odpowiedzi
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humoralnej i komdrkowej sprawdzitam, czy oczyszczone VLPs wariantow TS-sHBsAg, TS-sHBsAg-
capmutl i TS-sHBsAg-capsubl sg w stanie zwigza¢ i chroni¢ mRNA kodujgce NP — warianty
capmutl i capsubl wykazaty sie pewnym stopniem ochrony mRNA-NP. Nie udato mi sie oceni¢, ile
doktadnie mRNA-NP w kazdym z tych przypadkéw byto chronione przez wyzej wymienione VLPs,
wiec tez trudno wnioskowaé, czy np. zwiekszenie ilosci mRNA (a zostawienie takiej same;j ilosci
mikrogramow VLPs) nie spowodowatoby podwyzszenia poziomu odpowiedzi na NP. Nieznacznie
wyzszy poziom przeciwciat skierowanych przeciwko NP zaobserwowatam, gdy w mieszaninie

do szczepienia zostato uzyte VLPs wariantu capmutl niz VLPs wariantu capsubl.

W przypadku wszystkich kombinacji zawierajacych zaréwno i VLPs, jak i mRNA, kandydatem
charakteryzujgcym sie najwyzszym poziomem wywotanej odpowiedzi, jest mieszanina wariantu
TS-sHBsAg-capmutl-VLPs z LNPs-mRNA-NP. Poréwnujac poziom odpowiedzi wywotanej tym
kandydatem, a zastosowaniem samych nanoczastek lipidowych z mRNA-NP, jest widoczny znaczny
spadek poziomu przeciwciat przeciwko NP, gdy dodany zostat komponent biatkowy. Obecnos¢
dwdch réznych antygendéw pod réznymi postaciami mogta spowodowaé zbyt duze obcigzenie
uktadu immunologicznego, przez co odpowiedz przeciwko NP obnizyta sie. Poziomy przeciwciat
anty-HBsAg w kazdej wersji mieszanin z TS-sHBsAg-capmutl byty podobne do siebie. Wartym
zauwazenia jest jednak fakt, iz obecnos¢ nanoczgstek lipidowych z mRNA-NP
W mieszaninie szczepionkowej wptyneta pozytywnie na zwiekszenie poziomu odpowiedzi
komodrkowej przeciwko HBsAg. Aby médc jednoznacznie okreslié wptyw LNPs jako adiuwantu,
konieczna bytaby réwniez immunizacja kolejnych grup myszy samymi VLPs wariantu capmut1 (bez
adiuwantu), TS-sHBsAg-camputl VLPs + mRNA-NP (réwniez bez adiuwantu) czy tez TS-sHBsAg-
camputl VLPs z pustymi LNPs — jednak ze wzgledu na ograniczenia ilosciowe myszy, nie miatam

mozliwosci sprawdzenia kolejnych kombinacji mieszanin.

Zaskakujgco, wariant capsubl indukowat bardzo stabg odpowiedZ anty-HBsAg w pofaczeniu
z nanoczastkami lipidowymi z mRNA-NP. Istnieje mozliwosé, ze takie potgczenie prowadzi
do agregacji VLPs miedzy sobg lub z LNPs, bgdZ do wzajemnej dezintegracji VLPs i LNPs. Wariant
capsubl charakteryzuje sie modyfikacjg sekwencji w postaci substytucji 30 aa, ktéra moze
skutkowaé zmianami wiasciwosci czgstek takimi jak organizacja podjednostek biatka i lipidéw
budujacych VLPs, zmniejszeniem stabilnosci czy zmiang wypadkowego tadunku?®>2%’, Odpowied?
humoralna skierowana przeciwko NP po uzyciu mieszaniny z wariantem VLPs capsubl réwniez

byta na niskim poziomie.

MRNA-NP w mieszaninie z VLPs i AddaVaxem charakteryzuje sie stabszg immunogennoscig wobec

NP niz nanoczastki lipidowe z mRNA-NP plus VLPs. Jak juz wspomniatam wczesniej, nie udato
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mi sie okresli¢, ile doktadnie mRNA jest zwigzane i chronione przez VLPs — przez co nie mozna
porownac tej ilosci z iloscig mMRNA-NP zapakowanego do LNPs i na tej podstawie dostosowac

dawek (tak, aby taka sama ilos¢ mMRNA-NP zostata podana w obu przypadkach).

Na podstawie analizy odpowiedzi humoralnej i komdrkowe]j lepszym nosnikiem dla mRNA-NP
sg nanoczastki lipidowe ze wzgledu na lepszg ochrone podczas transportu do komérek
docelowych niz VLPs oparte na sHBsAg. Jednak, jak juz zaznaczytam wczesniej, w kombinacji obu
antygendéw (mieszaniny zawierajace zaréwno VLPs, jak i mRNA) najlepszym kandydatem
szczepionkowym na podstawie przeprowadzonych przeze mnie badan jest mieszanina sktadajgca
sie z VLPs wariantu capmutl i nanoczastek lipidowych zmRNA-NP. Poziom odpowiedzi humoralnej
przeciwko HBsAg jest na podobnym poziomie jak w przypadku uzycia VLPs wariantu capmut1 tylko
z AddaVaxem lub z AddaVaxem i mRNA-NP, wiec uzycie LNPs z zapakowanym mRNA-NP
nie powoduje jej obnizenia. Zaobserwowatam rdéwniez zwiekszenie poziomu odpowiedzi
komdrkowej wobec HBsAg, gdy do TS-sHBsAg-capmutl VLPs dodano mRNA-NP z AddaVaxem lub
LNPs-mRNA-NP. Wprawdzie poziom odpowiedzi przeciwko nukleoproteinie wirusa grypy typu A
obnizyt sie, gdy do nanoczastek lipidowych z mRNA-NP dodano VLPs wariantu capmutl, natomiast

konieczne s3 dalsze badania nad dawkowaniem oraz skladem mieszaniny do szczepien.

Nizszy poziom odpowiedzi humoralnej przeciwko NP w przypadku uzycia z VLPs wariantu capmutl
(niz przy uzyciu tylko LNPs-mRNA-NP lub rekombinowanego biatka NP z AddaVaxem) nie musi
jednak oznacza¢, iz ta odpowiedz bedzie mniej efektywna czy dtugotrwata. W ramach
przedstawione] pracy doktorskiej sprawdzono tylko poziom odpowiedzi humoralneji komdrkowe;j
po 14 dniach od podania trzeciej dawki. Wyniki przeprowadzonych badan in vivo nie dajg
jednoznacznych wyjasnied — aby méc dokfadniej zanalizowaé dfugotrwatosc i skutecznosé tej
odpowiedzi, kolejnym etapem bytoby pogtebione sprawdzenie poziomu przeciwciat (rézne klasy)
i odpowiedzi komdrkowej (uwalnianie IFNy i innych cytokin) po kilku miesigcach do szczepienia,

w wybranych odstepach czasowych (np. 1, 3 i 6 miesiecy).

Na przestrzeni kilku ostatnich lat opublikowano liczne badania analizujgce skutecznos¢
i bezpieczenstwo jednoczesnego podania szczepionek przeciwko COVID-19 (opartej na mRNA)
oraz grypie (opartej na antygenach biatkowych), przy czym preparaty te byly aplikowane
w przeciwlegte ramiona. W wyniku tych badan potwierdzono, iz podanie obu preparatéw
szczepionkowych w tym samym czasie jest skuteczne i prowadzi do pojawienia sie odpowiedzi
immunologicznej przeciwko obu wirusom. Nie zaobserwowano tez znaczacych zmian
208-212

w wystepowaniu oraz natezeniu skutkéw ubocznych po przyjeciu obu szczepionek naraz

Przyczynito sie to do sformutowania rekomendacji, aby podawac oba preparaty szczepionkowe

105



jednoczesnie, dzieki czemu mozliwe jest zwiekszenie poziomu wyszczepialnosci spoteczenstwa
(jedna wizyta zamiast dwdch). Temat jednoczesnego podania dwdch rdinych szczepionek,
opartych na odmiennych platformach technologicznych, wcigz nie zostat dostatecznie zbadany
i wymaga dalszych, pogtebionych analiz — zwtaszcza w kontekscie potencjalnych interakgcji
pomiedzy odpowiedziami immunologicznymi. Niemniej jednak, taki kierunek badan niesie ze soba
liczne korzysci. Kandydat szczepionki dwuwalentnej zaproponowany w powyziszej pracy
doktorskiej Swietnie wpisuje sie w aktualne kierunki badan i rozwoju, a jego dodatkowg zaletg jest
fakt, iz moze on zostaé podany w jednym preparacie, tgczacym czastki wirusopodobne (oparte na

sHBsAg) oraz mRNA (kodujgce NP wirusa grypy typu A).
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10. Podsumowanie

e Opracowatam nowa metode oczyszczania VLPs opartych na sHBsAg z systemu
bakulowirusowego z uzyciem znacznika Twin-Strep-tag z mozliwoscia jego odciecia.

e Zaprojektowatam nowe konstrukty oparte na sHBsAg zawierajgce modyfikowane motywy
do wigzania mRNA i sprawdzitam ich potencjat do sktadania sie w VLPs oraz wigzania
MRNA.

e Zaprojektowatam i sprawdzitam funkcjonalnos¢ konstruktu do syntezy mRNA
zawierajgcego sekwencje kodujgcg nukleoproteine wirusa grypy typu A.

e Zbadatam immunogenno$¢ mieszanin zawierajagcych mRNA-NP i nowe warianty
sHBsAg-VLPs oraz wytypowatam najlepszego kandydata szczepionkowego do dalszych
badan.

o (Czes¢ wynikow przedstawionych w pracy doktorskiej zostata opublikowana w artykule
zatytutowanym ,Affinity-purified sHBsAg-based virus-like particles as a platform for

foreign mRNA binding” w czasopi$mie Virology?*3.
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