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Wy kaz skr -

1. Wykaz skrotow

aa — aminokwas

ADE — wzmocnienie infekcji zalezne od przeciwciat (ang. antibodymediatel
enhancement of infection, ADE)

AIA — dzakalina, lektyna izolowana z Artocarpus integrifolia

APC — komorki prezentujgce antygeny (ang. antigen presenting cell&PC)

BEVS — system ekspresji genéw w komorkach owadzich przy uzyciu wektora
bakulowirusowego (ang. baculovirus expression vector system, BEVS

BSA — bydlgca surowicza albumina

CBB — barwienie barwnikiem Comassie Brilliant Blue

CZS — wrodzony zespot zika (ang. congenital zika syndrome, CZS

DC — komérki dendrytyczne (ang. dendritic cells, DG

DC-SIGN - receptor lektynowy typu C wystepujacy na komoérkach DC (ang. denditic
cell-specificintercellular adhesion molecul@grabbing non-integrin, DGSIGN)
DC-SIGNR — homolog DC-SIGN

DENV — wirus dengi

DI — domena | biatka E

DIl — domena II biatka E

DIl — domena III biatka E

DLS — technika dynamicznego rozpraszania swiatta (ang. dynamic light scattering,
DLS

EDE — epitop dimeru biatka E

ELISA — test immunoenzymatyczny (ang. enzymdinked immunosorbent assay, EL)SA
ER — siateczka $rodplazmatyczna (ang. endoplasmic reticulum, BR

FBS — bydleca surowica ptodowa (ang. fetal bavine serum, FBS

FL — petla fuzyjna (ang. fusion loop, Fl)

FV — wirusy z rodzaju Flavivirus

GBS — Guillain-Barré syndrom

HPV — wirus brodawczaka ludzkiego (ang. human papiloma virus, HBV

IFN — interferon

PRR - receptory rozpoznajace patogeny (ang. pathogen recognizing receptor, PRR

IgG — immunoglobulina G
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JEV — wirus japonskiego zapalenia mézgu (ang. japanese encephalitis virus, JEV
LAV - zywy-atenuowany wirus (ang. live-atenuated virus, LAV

MPLA — monofosforylo-lipid a (ang. monophosporyl lipid AMPLA)

NaBut — maslan sodu (ang. sodium butyrate, NaBut

nt — nukleotyd

PBS — buforowana fosforanem s6l fizjologiczna

TBEV — wirus kleszczowego zapalenia mozgu (ang. tick-borne encephalitis virus,
TBEV)

TEM — transmisyjna elektronowa mikroskopia

TLR — receptory toll-podobne (ang. toll-like receptors, TLR

UEA | - lektyna izolowana z Ulex europeaus

VLPs — czastki wirusopodobne (ang. virus-like particles, VLP}

WNV — wirus Zachodniego Nilu (ang. West Nile virus, WNV

YFV — wirus z6ttej febry (ang. yellow fever wrus, YFV)

ZIKV —wirus Zika (ang. Zika virus, ZIKY



Streszczenie

2. Streszczenie

Wirus Zika (ZIKV) to patogen zakazajacy cztowieka inalezacy do rodzaju
Flavivirus w rodzinie Flaviviridae. Cho¢ wickszo$¢ zakazen ZIKV przebiega
bezobjawowo, to czasem infekcja moze prowadzi¢ do rozwinigcia neurologicznych
komplikacji np. syndromu Guillain-Barré. Co istotne, wirus moze przenosi¢ si¢ droga
transmisji pionowej, czyli z matki na ptdéd, w wyniku czego moze dojs¢ do rozwinigcia
wrodzonego syndromu zika (ang. congenital zika sgrome, CZp CZS obejmuje
szerokie spektrum wad wrodzonych przede wszystkim matogtowie. ZIKV, podobnie jak
inne wirusy z tego rodzaju, jest gldwnie przenoszony przez komary, co przyczynito si¢
do silnego rozprzestrzeniania si¢ na $wiecie. Przez wiele lat infekcje ZIKV byly
sporadyczne i wystepowaly glownie W rejonie Afryki, az do epidemii w rejonie
Mikronezji oraz Polinezji Francuskiej, a nastepnie pandemii w latach 2015-2016, ktéra
objeta prawie cata potkule potudniowa. Szacuje si¢, ze w tym okresie tylko w Brazylii
byto ponad 1 300 000 przypadkow infekcji. W zwigzku ze zmianami klimatycznymi
ZIKV nadal rozprzestrzenia si¢ I obecnie wystgpuje na terytorium 89 krajow na catym
$wiecie. Chociaz ogélna liczba zakazen ZIKV obecnie jest niska, to nadal wirus ten
aktywnie krazy w Ameryce Lacinskiej i Azji. Ponadto, niedawne badania wskazuja
rowniez na pojawienie si¢ nowych szczepéw ZIKV, ktore sa bardzie; zakazne
I patogenne.

Chociaz podjeto wiele wysitkow, aby opracowa¢ skuteczng szczepionke lub
terapi¢ przeciwwirusowa, nadal zadne z powyzszych nie zostaty zatwierdzone do uzycia
dla ludzi. Bioragc pod uwage przenoszenie ZIKV iryzyko kolejnej epidemii, atakze
powiktan neurologicznych po zakazeniu ZIKV, pozostaje on powaznym problemem dla
populacji ludzkiej, zwlaszcza dla kobiet wcigzy. Dlatego istnieje potrzeba
szczegotowego zbadania patologii ZIKV, aprzede wszystkim opracowania nowych
skutecznych szczepionek i lekow antywirusowych.

Jednym z rodzajow rekombinowanych antygendéw szczepionkowych sg czastki
wirusopodobne (ang. viruslike particles, VLPs VLPs to struktury skladajace sie¢
Z jednego lub wiecej roznych biatek wirusowych, majacych zdolno$¢ do samoorganizacji,
przez co nasladuja swoja formg natywne wiriony. Sa one pozbawione materiatu
genetycznego, wigc nie sg zdolne do infekowania komorek gospodarza. Cechy te
sprawiaja, ze VLPs posiadaja wysoki potencjal immunogenny, ajednocze$nie sg

znacznie bardziej bezpieczne w uzyciu jako sktadnik szczepionki niz inaktywowany
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wirus. Dla wirusa Zika, dwie glikoproteiny ostonki wirusowej prM 1 E sa zdolne do
sktadania si¢ w VLPs, gdy ich geny ulegaja ekspresji razem w réznych komorkach
eukariotycznych np. komoérkach owadzich lub ssaczych. Proces sktadania czgstek
zachodzi w retikulum endoplazmatycznym, a nastepnie czgstki te ulegajg dojrzewaniu tj.
glikozylacji, cigciu proteolitycznemu oraz reorganizacji struktury. VLPs produkowane
w réznych komodrkach moga rézni¢ si¢ antygenowos$cig, co W konsekwencji moze
wptywac na ich potencjal immunogenny.

Praca ta miata na celu ocenic¢:

- wpltyw systemu ekspresji genow oraz genetycznych modyfikacji na proces sktadania
rekombinowanych VLPs oraz ich antygenowo$¢, jak rowniez okresli¢ ich potencjat
immunogenny,

- wplyw schematu dawkowania iadiuwantow na immunogenno$¢ wybranych
rekombinowanych VLPs.

W  pierwszym etapie pracy zaprojektowano geny roznych wariantow
rekombinowanych biatek prM i E, ktore nastgpnie wprowadzono do dwoch systemow
ekspresji gendw: systemu bakulowirusowej ekspresji genow W komodrkach owadzich oraz
systemu przejsciowej ekspresji w komoérkach ssaczych. Ekspresja gendw obu biatek byta
na niskim poziomie, dlatego nast¢gpnie zoptymalizowano proces produkcji
rekombinowanych VLPs poprzez modyfikacje¢ warunkow hodowli komorek.
W nastepnym etapie oceniono zdolnos¢ biatek prM i E do tworzenia VLPs wykorzystujac
metode ultrawirowania W gradiencie ggstosci. Ponadto obecno$¢ VLPs analizowano
takze w transmisyjnej mikroskopii elektronowej oraz metodg dynamicznego rozpraszania
Swiatta. W obu systemach VLPs byly produkowane na podobnym poziomie wydajnosci,
lecz czastki te roznity si¢ stopniem dojrzalosci. Dojrzatos¢ czastek, a szczegodlnie
glikoproteiny E moze wptywa¢ na immunogenno$¢ VLPs, wiec w Kolejnym etapie
analizowano doglgbnie determinanty antygenowe tj. profil glikozylacji VLPs i wigzanie
do lektyn oraz prezentacj¢ specyficznych epitopéw na powierzchni czastek metodami
immunoenzymatycznymi. Wyniki wykazaty, ze biatka prM i E sg glikozylowane w obu
systemach ekspresji. Jednak zaobserwowano lepsze wigzanie si¢ VLPs produkowanych
w komorkach ssaczych do lektyn, jak i rowniez lepszg ekspozycje epitopow na tych VLPs
niz na czastkach pochodzacych z systemu bakulowirusowego. W celu poréwnania
Immunogennos$ci obu typow VLPs, zaszczepiono dwie grupy myszy oczyszCzonymi
VLPs w kombinacji z adiuwantem typu olej-w-wodzie na bazie skwalenu. Analizy

immunologiczne wykazaty wigkszg zdolnos¢ VLPs produkowanych w komorkach
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ssaczych do wzbudzania odpowiedzi humoralnej oraz do generowania przeciwciat
neutralizujgcych wirusa Zika. Podsumowujac wykazano, ze system ekspresji genow
wptywa na jako$¢ czastek wirusopodobnych wirusa Zika, co przektada na si¢ na ich
immunogenno$¢. System komorek ssaczych wykazal wyzszo$¢ w kontekscie produkcji
dojrzatych VLPs o wysokim potencjale antygenowym I immunogennym.

W drugim etapie pracy zmodyfikowano sekwencje bialek prM/E w celu
zwiekszenia produkcji VLPs w komoérkach ssaczych. Nastepnie zoptymalizowano
dwuetapowe oczyszczanie VLPs przy uzyciu metod chromatograficznych. Oczyszczone
ta metoda VLPs postuzyly do badan immunologicznych w celu okreslenia wptywu
schematu dawkowania oraz adiuwantow na wzbudzenie odpowiedzi immunologicznej
W modelu mysim. Wybrano dwa schematy szczepien: 3 wzrastajace lub malejace dawki
VLPs w kombinacji z poprzednio uzytym adiuwantem podawane w odstgpie dwoch
tygodni podskornie. Ponadto, uzyto takze inny typ adiuwantu — system wodorotlenku
glinu z monofosforylo-lipidem a (MPLA) w potaczeniu VLPs podanymi wg schematu
wzrastajacych dawek. Formulacja szczepionki podana wg schematu wzrastajacych
dawek wzbudzita lepsza odpowiedz przeciwcial podklasy typu G (IgG), niezaleznie od
adiuwantu. Dodatkowo, VLPs podane wg schematu wzrastajacych dawek wzbudzity
lepsza produkcje¢ przeciwcial podklasy IgG1 i lgG2a. Surowice z myszy szczepionych
schematem wzrastajacych dawek wykazaty takze lepsza aktywno$¢ neutralizujaca wirusa
Zika.

Podsumowujac, wyniki uzyskane w tej pracy po raz pierwszy pokazujg roznice
W dojrzatosci oraz antygenowosci VLPs produkowanych w réznych komorkach
eukariotycznych. Dojrzalos¢ VLPs ma szczegdlne znaczenie W wykorzystaniu jako
antygen szczepionkowy szczegdlnie W wzbudzaniu odpowiedzi  przeciwcial
neutralizujagcych wirusa Zika. Ponadto, wykazano, ze immunogenno$¢ VLPs moze by¢
modyfikowana przez odpowiednie dobranie dawkowania VLPs oraz odpowiedniego
adiuwantu w formulacjach szczepionkowych. Uzyskane w niniejszej pracy rezultaty
moga przyczyni¢ si¢ do racjonalnego zaprojektowania antygenow szczepionkowych
W postaci czastek wirusopodobnych, ich optymalnej produkcji w komorkach
eukariotycznych, atakze odpowiedniej formulacji szczepionki nie tylko przeciwko

wirusowi Zika, ale takze innym wirusom z rodzaju Flavivirus.
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3. Streszczenie w jyzyku angielskim (Abstract)

Zika virus (ZIKV) is a human pathogen that belongs to the Flavivirusgenus in the
Flaviviridae family. Although most ZIKV infections are asymptomatic, they can
sometimes lead to the development of neurological complications, such as Guillain-Barré
syndrome. More importantly, the virus can spread through vertical transmission, i.e., from
mother to fetus, which may result in the development of congenital zika syndrome (CZS).
CZS covers a wide spectrum of birth defects, mainly microcephaly. ZIKV, like other
flaviviruses, is mainly transmitted by mosquitoes, which has contributed to its worldwide
spread. For many years, ZIKV infections were sporadic, mainly in Africa, until the
epidemics in Micronesia and French Polynesia, followed by the 2015-2016 pandemic,
which affected almost the entire southern hemisphere. During this period, it is estimated
that there were 1,300,000 cases of infection in Brazil alone. Due to climate change, ZIKV
continues to spread and is now found in 89 countries around the world. Although the
overall number of ZIKV infections is currently low, the virus continues to circulate
actively in Latin America and Asia. In addition, recent studies also point to the emergence
of new ZIKYV strains, that are more infectious and pathogenic.

While many efforts have been made to develop an effective vaccine or antiviral
therapy, still none of the above have been approved for human use. Considering the
transmission of ZIKV and the risk of another epidemic, as well as neurological
complications following ZIKV infection, it remains a serious problem for the human
population, especially for pregnant women. Therefore, there is a need for a detailed study
of the pathology of ZIKV and, above all, the development of new effective vaccines and
antiviral drugs.

Virus-like particles (VLPs) are one type of recombinant antigens used for
vaccination purposes. VLPs are structures consisting of one or more different viral
proteins, having the ability to self-assemble, thus mimicking native virions. They are
devoid of genetic material and are therefore incapable of infecting host cells. Due to that,
VLPs have a high immunogenic potential and at the same time are much safer to use as
avaccine component than inactivated virus. For Zika virus, the two viral envelope
glycoproteins, prM and E, are capable of assembling into VLPs, when the genes are
expressed together in different eukaryotic cells, e.g., insect or mammalian cells. The
process of particle assembly takes place in the endoplasmic reticulum, and then the

particles undergo maturation, i.e., glycosylation, proteolytic cleavage and structure
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reorganization. VLPs produced in different cells may differ in antigenicity, which in turn
may influence their immunogenic potential.

This work aimed at examining:

- the influence of the gene expression system and genetic modifications on the process of
recombinant VLPs assembling and their antigenicity, as well as determining their
Immunogenic potential,

- the effect of the dosing regimen and adjuvants on the immunogenicity of selected

recombinant VVLPs.

In the first stage of the work, genes of different variants of recombinant prM and
E proteins were designed, which were then introduced into two gene expression systems:
the baculovirus gene expression system in insect cells and the transient expression system
in mammalian cells. Gene expression of both proteins was low, therefore the production
process of recombinant VLPs was first optimized by modifying the cell culture
conditions. In the next step, the ability of prM and E proteins to form VLPs was assessed
using the density gradient ultracentrifugation method. In addition, the presence of VLPs
was also analyzed by transmission electron microscopy and by dynamic light scattering.
In both systems, VLPs were produced at a similar level, but the particles differed in their
degree of maturity. As the maturity of the particles, especially glycoprotein E, may affect
the immunogenicity of VLPs, the next stage was to analyze the antigenic determinants,
I.e., the glycosylation profile of VLPs and lectin binding, as well as the presentation of
specific epitopes on the surface of the particles by enzyme immunoassays. The results
showed that the prM and E proteins are glycosylated in both systems. However, better
binding to lectins of VLPs produced in mammalian cells, as well as better epitope
exposure on these VLPs, than on particles derived from the baculovirus system was
observed. To compare the immunogenicity of both types of VLPs, two groups of mice
were vaccinated with purified VLPs in combination with an oil-in-water adjuvant based
on squalene. Immunological analyzes showed a greater ability of VLPs produced in
mammalian cells to induce a humoral response and to generate Zika virus neutralizing
antibodies. In summary, it was shown that the gene expression system affects the quality
of Zika virus-like particles, which translates into their immunogenicity. The mammalian
cell system showed superiority in producing mature VLPs with high antigenic and

immunogenic potential.
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In a second part of the project, the prM/E protein sequences were modified to
increase the production of VLPs in mammalian cells. The two-step purification process
of the VLPs using chromatographic methods was then optimized. VLPs purified by this
method were used for immunological studies to determine the effect of the dosing
schedule and adjuvant type on the induction of an immune response in a mouse model.
Two vaccination schedules were selected: 3 increasing or decreasing doses of VVLPs in
combination with the previously used adjuvant administered two weeks apart by
subcutaneous administration. In addition, another type of adjuvant was also used - an
aluminum hydroxide monophosphoryl lipid a (MPLA) system in combination with VLPs
given in an increasing dose schedule. The vaccine formulation following the increasing
dose regimen elicited a better IgG antibody response regardless of adjuvant. In addition,
VLPs administered with the increasing dose schedule induced better production of 1gG1
and 1gG2a subclass antibodies. Sera from mice vaccinated with the increasing dose
schedule also showed better neutralizing activity of the Zika virus.

Overall, the results obtained in this study show for the first time differences in the
maturity and antigenicity of VLPs produced in different eukaryotic cells. The maturity of
the VLPs is of particular importance when used as a vaccine antigen, particularly in
eliciting a neutralizing antibody response against Zika virus. Moreover, it has been shown
that the immunogenicity of VLPs can be modified by appropriately selecting the dosage
of the VLPs and an appropriate adjuvant in the vaccine formulations. This research may
contribute to the rational design of vaccine antigens in the form of virus-like particles,
their optimal production in eukaryotic cells, as well as the appropriate formulation of the

vaccine not only for Zika virus, but also for other viruses from the Flavivirus genus.
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4.6 U0y x
4.1.  Wirus Zika
4.1.1. Klasyfikacja taksonomiczna

Wirus Zika (ang. Zika virus,ZIKV) nalezy do rodziny Flaviviridae (Simmonds
i in., 2017). Wirusy z tej rodziny to wirusy ostonkowe, ktorych genom jest w postaci
dodatnio natadowanego, niesegmentowanego, jednoniciowego RNA (sSRNA (+)).
Patogeny z tej rodziny wykazuja liczne podobienstwa w strukturze genomu, morfologii
wirionow oraz cyklu replikacyjnym. ZIKV jest klasyfikowany do rodzaju Flavivirus (FV).
Rodzaj Flavivirus obejmuje ponad 70 wiruséw przenoszonych przez stawonogi i mozna
go podzieli¢ dalej na dwie kategorie wg wektora owadziego (kleszcze i komary). (Tabela
1). Infekcja czlowieka patogenem z rodzaju Flavivirus moze doprowadzi¢ m.in. do
$miertelnej goraczki krwotocznej lub choroby neurologicznej. Wektorem ZIKV sg
komary z rodzaju AedesNajblizej spokrewnione do ZIKV sg wirus Spondweni oraz wirus

Kedougou (ang. Kedougou virus, KED)a dalej wirus dengi (de Bernadi Schneider, Jacob
Machado, Guirales i Janies, 2020).

Tabelal. Rodzina Flaviviridae,pd zi at na rodzaje oraz

Rodzaj Wektor Przedstawiciele

Wirus kleszczowego zapalenia mozgu (ang. tick-borne encephalitis
virus, TBEV)

Kleszcz  Wirus omskiej gorgczki krwotocznej (ang. Omsk hemorrhagic feve
virus, OHF\}

Wirus Powassan (ang. Powassan virus, POWV

Wirus Zika
Flavivirus

Wirus Spondweni (ang. Spondweni virus, SPQV

Komar Wirus japonskiego zapalenia mézgu (ang. Japanese encephalitis
virus, JEV

Wirus dengi (ang. Dengue virusDENV)

Wirus Zachodniego Nilu (ang. West Nile fever virysVNV)
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Wirus dengi (ang. Dengue virusPENV)

Wirus zottej goraczki (ang. yellow fever virus, YFV

Hepacivirus Wirus zapalenia watroby typu C (ang. hepatitis C virus, HCV)
Pegivirus ) Wirus zapalenia watroby typuHC(}3 st)ng. hepatitis G virusGBV-C,

Wirus klasycznego pomoru §win (ang. classical swine fever virus

Pestivirus CSFV)

Ponadto, analizy serologiczne i genomowe roznych szczepow ZIKV sugeruja
istnienie tylko jednego pojedynczego serotypu z dwoma odrgbnymi liniami
genetycznymi: afrykanska (w tym pierwszy izolat z Ugandy, szczep MR766) i azjatycka
(w tym pierwszy izolat z Malezji P6-740 i wszystkie wspotczesne szczepy z Azji, Oceanii
I Ameryki) (Beaver, Lelutiu, Habib i Skountzou, 2018; Hu i in., 2019).

Podobienstwo sekwencji genomow pomigdzy rdéznymi szczepami jest bardzo
wysokie —wynosi ponad 88.9%. Najwiecej punktowych roznic w sekwencji biatek ZIKV
migdzy liniami genetycznymi zaobserwowano W sekwencji fragmentu pr biatka ostonki
prM (Wang iin., 2016a). Ponadto, wystepuja zmiany w sekwencji nukleotydowej
genomu ZIKV w izolatach pobranych od ludzi ikomardéw, jak réwniez wystepuja
specyficzne mutacje w izolatach pobranych od plodéw zrozwinigta mikrocefalig
(Tsetsarkin i in., 2016).

4.1.2. Pochodzenié epidemiologia

ZIKV zostal po raz pierwszy wyizolowany W 1947 roku z prébki krwi makaka
krolewskiego w lesie Zika w Ugandzie (Dick, Kitchen i Haddow, 1952). Natomiast,
pierwsze przypadki infekcji ludzi przez ZIKV wtym rejonie zaobserwowano
w 1962/1963 r. (Simpson, 1964). W ciggu nastepnych kilku dekad byty odnotowane tylko
sporadyczne epidemie w Afryce i Azji (Haddow i in., 2012). Wirus pojawit si¢ ponownie
w 2007 r. powodujac wybuch epidemii na Wyspie Yap Sfederowanych Stanow
Mikronezji, gdzie zaobserwowano u wielu pacjentow goraczke, wysypke, zapalenie
stawow I zapalenie spojowek (Duffy i in., 2009). Nastepnie, kolejna epidemia wybuchta
w Polinezji Francuskiej pod koniec 2013 roku, gdzie ponad 11% populacji tego regionu

wykazala objawowg infekcj¢. To wlasnie tu po raz pierwszy powigzano infekcje ZIKV
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z wystepowaniem syndromu Guillain-Barré, autoimmunologiczng chorobg nerwow
obwodowych, ktéra moze powodowac ostabienie i paraliz mig$ni (Cao-Lormeau i in.,
2014, 2016; Musso iin., 2014; Musso, Nilles i Cao-Lormeau, 2014). Dalej ZIKV
rozprzestrzenit si¢ na teren Ameryki Potudniowej, gdzie w 2015 roku wykryty zostat
pierwszy przypadek (Zanluca iin., 2015). Jednak analiza retrospektywna sekwencji
genomowych izolatow sugeruje, ze aktywna transmisja ZIKV w Brazylii mogta wystgpi¢
juz w2013 roku (Grubaugh, Faria, Andersen iPybus, 2018). Szacuje si¢, ze
seroprewalencja ZIKV w tym okresie w Brazylii mogla wynosi¢ okoto 63% (Netto i in.,
2017). Ponadto, wirus gwattownie rozprzestrzenit si¢ dalej na region obu Ameryk oraz
do innych czesci $wiata, co spowodowato, ze 1 lutego 2016 r. Swiatowa Organizacja
Zdrowia (ang. World Health Organization, WHoglosita stan zagrozenia zdrowia
publicznego 0 zasiggu mig¢dzynarodowym (WHO, 2016). Skumulowana liczba
udokumentowanych infekcji i podejrzanych przypadkow na terenie obu Ameryk w latach
2015-2016 wynosita 730 328, z czego 220 047 zostata potwierdzona laboratoryjnie
(PAHO/WHO Data - ZIKA, 2017) (Rycina 1 A). Ponadto w tym okresie odnotowano
3490 potwierdzonych przypadkéow wrodzonego zespolu wad U noworodkow, w tym
matogtowia (Brasil iin., 2016; Costa i in., 2016; Panchaud i in., 2016). Do obecnych
czasOw aktywna transmisja ZIKV zostata odnotowana w 89 krajach na catym $wiecie,
w tym, w ostatnim czasie we Francji (Giron et al., 2019; WHO Zika Epidemiology
Update, 2022) (Rycina 1 B). Nalezy nadmienié, ze Cz¢stos¢ wystepowania zakazen
zmalata po 2017 r. (Rycina 1 A). Ostatnie epidemie mialy miejsce w Indiach w latach
2018 1 2021. Pomimo tego, nowe badania pokazuja pojawienie si¢ nowych afrykanskich
szczepow ZIKV na terenie Brazylii, na razie z odnotowang transmisjg jedynie wsrod
komaréw i naczelnych jednak réznigcych si¢ genetycznie od izolatow z Brazylii 0 15%
(Almeidai in., 2019; Aubry i in., 2021; Kasprzykowski i in., 2020; de Matos i in., 2021).
Co wigcej W badaniach na modelu mysim wykazano wiekszg zakaznos$¢ tych szczepow

oraz wigkszg patogennos¢, szczegolnie dla ptodow.
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413.Jednost ki ¢ ho rzinfekojameZIKyo wi Nz ane
Duza czgs¢ zakazen ZIKV przebiega bezobjawowo (~29-80%) (Duffy i in., 2009;
Haby, Pinart, Elias i Reveiz, 2018). U pacjentow objawowych czgsto wystepuja: wysypka
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plamkowo-grudkowa, goraczka, zapalenie spojowek 1 bol stawow, ktory zwykle ustepuje
po okresie inkubacji trwajacym 1-2 tygodnie.

W powazniejszych przypadkach moze dochodzi¢ do rozwoju zespotu Guillain-
Barré u dorostych osob. GBS jest to choroba o podtozu autoimmunologicznym, ktora
zwykle nastepuje po infekcji i nie jest spowodowana bezposrednim uszkodzeniem uktadu
nerwowego spowodowanym przez patogen. GBS zostal powiagzany jako powiktanie
poinfekcyjne poza ZIKV, z patogenami takimi jak Campylobacter jejuniwirusem
cytomegalii, wirusem Epstein-Barr (Jacobs i in., 1998). Infekcja powoduje stan zapalny
obwodowego ukladu nerwowego z postepujacym ostabieniem ramion, nog i czgsto
migsni czaszkowych, ktora z czasem moze doprowadzi¢ do niewydolnosci oddechowe;j
(Leonhard iin., 2019). GBS po infekcji ZIKV, wystepuje 5-12 dni po wystgpieniu
objawow. Prewalencja GBS zwigzanego z ZIKV jest trudna do oszacowania ze wzgledu
na rozbiezno$ci W diagnostyce i raportowaniu, jednak szacuje si¢ na 1-2 przypadki na
10 000 zakazen (Barbi, Coelho, Alencar iCrovella, 2018; Mier-y-Teran-Romero,
Delorey, Sejvar iJohansson, 2018). Mimo to, stanowi powdd dla ponad 40%
hospitalizacji zakazonych pacjentow (Leonhard i in., 2020).

W zwigzku mozliwoscig transmisji ZIKV z matki na ptod, wirus zostat dodany do
listy patogené6w TORCH (ang. Toxoplasmosis, OthgRubella, Cytomegalovirublerpes
simplex, TORCH Sa to patogeny, ktére moga powodowaé wyniszczajagce wady
wrodzone (Kovacs, 2020). ZIKV moze powodowa¢ szereg wad takich jak: matogtowie
(mikrocefali¢), zapadnigcie czaszki, uszkodzenie tkanki ocznej/wzroku, uszkodzenie
tkanki mozgowej, uszkodzenie uktadu oddechowego (Moore i in., 2017; de Paula Freitas
i in., 2016). Razem te jednostki chorobowe reprezentujg zespot wad neurologicznych
I rozwojowych, okres§lane zbiorczo jako wrodzony syndrom Zika (ang. congenital zika
syndrome, C2SWheeler, 2018). Wykazano, ze infekcja ZIKV obniza poziom genoéw
regulujacych cykl komoérkowy i mitoze, atakze obniza ekspresje genéw zwigzanych
z nerwowymi komorkami macierzystymi irozwojem komorek nerwowych (Li iin.,
2016; Rombi, Bayliss, Tuplin i Yeoh, 2020).

Co wigcej, ZIKV byl takze powigzany ze zmniejszong plodnosciag U mezczyzn
(Avelino-Silva iin., 2018). Badania na modelach mysich wykazaty mozliwos¢
wywotania atrofii jader, co w konsekwencji moze prowadzi¢ do zmniejszenia ptodnosci
(Govero i in., 2016; Tsetsarkin iin., 2018). Jednakze, w badaniach z uzyciem ssakoéw
naczelnych oraz kohort ludzi nie potwierdzity tej teorii, ale wykazaty mozliwos¢

replikacji ZIKV w organach reproduktywnych (Kurscheidt i in., 2019).
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4.1.4. Transmisja

Gtowng droga transmisji ZIKV odpowiedzialng za rozprzestrzenianie si¢ ZIKV
na calym $wiecie jest przenoszenic przez komary z rodzaju Aedes W zaleznosci od
miejsca wystgpowania mozna wyodrebnié trzy cykle transmisyjne ZIKV: lesny, miejski
Z komarow na ludzi oraz miejski z ludzi na ludzi. Le$na transmisja odbywa si¢ glownie
na terenie Afryki przy udziale komarow z rodzaju Aedespodrodzaju stegomya (A.
africanus, A. aegypti, Aalbopictug i diceromyia (A. furciferprzenoszacych wirusa na
ssaki naczelne. Gatunek A.aegypti wystepujacy na terenach miejskich jest glownym
wektorem w transmisji miejskiej. Wykazuje on kilka cech korzystnych dla transmisji
ZIKV: komary te moga tatwo rozmnaza¢ si¢ W zbiornikach ze stojaca woda —
wystepujacych w miejskich srodowiskach, zazwyczaj do ukaszen dochodzi w ciggu dnia
w trakcie przebywania w pomieszczeniach oraz mozliwos¢ wielokrotnych ukaszen
w krotkim czasie (Scott i Takken, 2012). Ponadto, wykazano takze mozliwos¢
przenoszenia ZIKV przez komary z zakazonych zbiornikow wodnych np. Sciekow
komunalnych (Du i in., 2019). Gatunek A. albopictuspozwala na replikacje wirusa do
wysokich mian, jednak nie przenosi tak tatwo ZIKV jak A. aegypti(Ciota, Bialosuknia,
Ehrbar i Kramer, 2017). Za epidemie w Mikronezji i Polinezji byly odpowiedzialne
z kolei inne gatunki A. hensillii A. polynesiensigMusso, Nilles i Cao-Lormeau, 2014).
Ponadto, testowano takze kompetencje wektorowa komaréw zrodzaju Culex
przenoszacych inne FV np. JEV i stwierdzono, ze nie ulegaja infekcji przez ZIKV
(Gomard, Lebon, Mavingui i Atyame, 2020).

ZIKV moze by¢ rowniez przekazywany drogg seksualng (Moreira, Peixoto,
Siqueira i Lamas, 2017). RNA wirusa wykryto w nasieniu u blisko 50% zakazonych
me¢zezyzn (Barzon iin., 2018), oraz udowodniono, ze wirus moze utrzymywac si¢
w narzadach rozrodczych przez dlugi czas nawet do 90 dni (Kurscheidt iin., 2019;
Oliveira Souto i in., 2018). Najczesciej odnotowuje si¢ transmisj¢ seksualng z mezczyzny
na kobiete, sg jednak doniesienia o transmisji z kobiety na m¢zczyzng oraz Z mezczyzny
na me¢zczyzne (Moreira i in., 2017). Szacuje si¢, ze transmisja seksualna ZIKV wynosi
okoto 3% catkowitego rozprzestrzeniania si¢ wirusa, co mogto wydhizy¢ czas trwania
epidemii (Gao i in., 2016). Ponadto, obecno$¢ infekcyjnych czgstek wirusowych wykryto
we krwi, mleku matki i moczu, jednakze jest mato prawdopodobne, ze stanowia one
zrodha infekcji (Cavalcanti i in., 2017; Gourinat i in., 2015; Magnus i in., 2018; Sotelo
iin., 2017).
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Charakterystyczng cecha ostatnich epidemii byla wertykalna droga transmisji
z matki na ptod. Infekcja w pierwszych dwoch trymestrach wigzata si¢ z wyzszym
ryzykiem dla ptodu (Cao, Diamond i Mysorekar, 2017). Szacowane ryzyko transmisji
spada z 47% w pierwszym trymestrze do 25% w trzecim, co jest skorelowane z ryzykiem
wystapienia CZS (9% - pierwszy trymestr, 1% - trzeci trymestr) (Ades iin., 2021).
Chociaz doktadny mechanizm transmisji wertykalnej nie zostat jeszcze poznany, to droga
zakazenia przez lozysko jest mozliwa, poniewaz ZIKV demonstruje tropizm do wielu
typow linii komorkowych oraz eksplantow tkankowych pochodzacych z tozyska z okresu
pierwszego trymestru (El Costa i in., 2016).

4.1.5. Cykl replikacyjny
Cykl replikacyjny ZIKV to wieloetapowy proces, ktory rozpoczyna si¢ od
zwigzania wirusa do glikozaminoglikanéw (GAG), np. siarczanu heparyny czy siarczanu
chondroityny, ktore stanowia czynnik adhezyjny (Rycina 2) (Gao i in., 2019; Kim i in.,
2017). Nastepnie, wirion moze ulec zwigzaniu z receptorami. Receptory odziatywujace
z glikoproteing E ostonki to: receptor lektynowy DC-SIGN (ang. dendritic celtspecific
intercellular adhesion molecu@&grabbing norintegrin, DGSIGN), biatko GRP78

np

(ang. glucose regulated proteins 78, GRP7BNCAML1 (ang. neural cell adhesion

molecule 1, NCAM1(Hamel i in., 2015; Khongwichit i in., 2021; Routhu i in., 2019;
Srivastava iin., 2020). Ponadto, ZIKV moze wykorzysta¢ takze receptory
oddziatywujace z fosfatydyloseryng ostonki wirusowej z rodziny TAM (Tyro3, AXL,
Mer) obecne glownie na makrofagach i komoérkach dendrytycznych lub z rodziny TIM
(ang. T-cell immmunoglobulin mucinTIM) obecne na limfocytach T (Hamel i in., 2015;
Nobrega iin., 2020). Z nich AXL - receptor kinazy tyrozynowej jest najbardziej
kontrowersyjny, ktory moze petni¢ dwojaka role tj. role czynnika adhezyjnego jak
rowniez antagonizowa¢ odpowiedz interferonowa, przez odpowiedz cytokin, co moze
utatwi¢ replikacje ZIKV (Chen iin., 2018). Sugeruje si¢ takze, ze rola AXL jako
receptora moze by¢ tkankowo-specyficzna np. ma znaczenie w procesie wejscia do
komorek skory, komorek Sertolego w jadrach, astrocytow, cho¢ nie jest jedynym
czynnikiem adhezyjnym (Hamel i in., 2015; Strange i in., 2019).

Nastepnie wejscie do komorek gospodarza odbywa si¢ glownie poprzez
endocytoze za posrednictwem klatryny (Li i in., 2020). Proces ten zalezny jest takze od
innych biatek (Hackett i Cherry, 2018). Wiriony sg kierowane do endosomu wczesnego,

gdzie niskie pH (~6) powoduje zmiany konformacyjne biatek ostonki, glownie E
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zmieniajac form¢ dimeryczng na trimeryczng (forma fuzyjna wirionu) co prowadzi do
fuzji ostonki zbtong endosomu. W konsekwencji dochodzi do odptaszczenia
nukleokapsydu, jednak szczegdty tego procesu nie zostaty jeszcze odkryte. Sugeruje si¢
role niedegradujacej ubikwitynacji biatka kapsydu C, co powoduje dysocjacje
nukleokapsydu i uwolnienie RNA (Byk i in., 2016; Wang i in., 2022). Wirusowy RNA
w postaci SSRNA(+) ulega translacji do pojedynczej poliproteiny, ktora ulega obrobce
potranslacyjnej oraz jest cigta przez peptydazy sygnalowe gospodarza i wirusowa
proteaze NS2B/NS3 na poszczegoélne biatka strukturalne i niestrukturalne. Replikacja
genomu jest inicjowana przez nowo zsyntetyzowane biatka niestrukturalne, szczegdlnie
biatko NS5, czyli RNA-zalezng RNA polimerazg, ktora syntetyzuje ni¢ komplementarng
SSRNA(-), tworzaca posrednie dwuniciowe dSRNA z innymi uwolnionymi czgsteczkami
SSRNA(+). sSRNA(-) stuzy nastgpnie jako matryca dla nowych kopii genomu
wirusowego (Lindenbach i Rice, 2003). Nowo zsyntetyzowane kopie genomu akumuluja
si¢ co prowadzi do powstania specyficznych pecherzykéw lub ich pakietéw w obrgbie
siateczki Srodplazmatycznej (ang. endoplasmic reticulum, BRktore razem tworzg tzw.
fabryki replikacyjne (Cortese iin., 2017). Struktury te pozwalaja na przestrzenne
I czasowe skumulowanie metabolitow potrzebnych w procesie replikacji oraz na
,ukrycie” nowo syntetyzowanych czgstek RNA przed uktadem immunologicznym. Z
kolei w btonie ER, naprzeciwko fabryk replikacyjnych, biatka strukturalne C-prM-E
ulegaja obrobce potranslacyjnej. Biatko NS2A rekrutuje kompleks biatek C-prM-E oraz
proteaze NS2B/NS3, ktora odcina biatko C od biatek ostonki prM-E, a te z kolei sg ciete
przez kompleks peptydazy sygnatowej I (Zhang i in., 2016, 2019b). Wtedy biatko NS2A
wychwytuje nowo powstate kopie genomu, ktore nastepnie oddziatujg z biatkiem C
tworzac nukleokapsyd, optaszczony przez ostonke, co skutkuje powstaniem
niedojrzatych wirionéw. Ponadto, w trakcie procesu skladania wytwarzane sa takze
czgstki wirusopodobne sktadajace si¢ tylko z ostonki wirusowej z zakotwiczonymi
glikoproteinami prM/M i E, ktore sa nieinfekcyjne (Lobigs i Lee, 2004). W niedojrzatych
czastkach wirusowych glikoproteina E ostonki wystepuje w formie heterotrimerycznej
z glikoproteing ostonki prM. Czastki ulegaja dalej transportowi do aparatu Golgiego,
gdzie poddawane sg dalszym modyfikacjom np. dojrzewaniu glikanow. W sieci trans
aparatu Golgiego, biatko ostonki prM jest ciete przez furyng lub furynopodobne proteazy
na fragment pr i dojrzate biatko M, co wywotuje reorganizacje struktury wirionu — zmiang
formy trimerycznej biatkka E w form¢ dimeryczng. Nastepnie, dojrzale wiriony

opuszczajg komorke, a zmiana pH na obojetne powoduje oddysocjowanie fragmentu pr
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od czastek (Yu iin., 2009). Ponadto, zaobserwowano sekrecj¢ do pozywki réwniez

niedojrzatych oraz czgsciowo dojrzatych czastek wirusowych, a takze VLPs.

Przytagczenie wirusa
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416.Genom oraz vwei agka wiruso
Genom wirusa Zika jest w postaci SSRNA(+) i ma dtugos¢ ~11 000 zasad. Genom
ma pojedynczg otwartg ramke odczytu (~10 200 zasad) i jest oflankowany przez
nieulegajace translacji regiony 5' UTR i 3' UTR (van Hemert i Berkhout, 2016) (Rycina
3). 5> UTR i 3’ UTR to odpowiednio okoto 106 i 430 zasad. Ponadto, genom posiada
strukture czapeczki typu I (metylowana grupa hydroksylowa w pozycji 2” rybozy) na koncu
5’, natomiast koniec 3’ nie posiada ogona poliadenylowanego, za to konserwowany

fragment CUoH, tworzacy struktury drugorzedowe. Drugorzedowe struktury tzw.
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pseudowezty w regionach UTR, pomagaja utrzymac integralno$¢ i stabilno$¢ genomu
RNA oraz reguluja replikacj¢ RNA i translacj¢ biatek (Zhao i Woodside, 2021). ORF
koduje jedng poliproteing 0 dlugosci ~3400 aminokwasow (aa). Pojedyncza poliproteina
jest cigta i przetwarzana przez proteazy wirusowe i proteazy gospodarza na 3 biatka
strukturalne (C, prM, E) i siedem niestrukturalnych (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A,
NS4B i NS5). Tabela 2 przedstawia ogdlne funkcje poszczegdlnych biatek ZIKV.

©— genom ZIKV

5 UTR 3'UTR

l translacja

- m AN S N | D N ooroteina

l obrébka potranslacyjna

pr E NS1 NS4B
4 Swiatlo
~a i"/ » NS2B NS4’A ER
M ra Cytoplazma
C
NS3 NS5

—» peptydaza sygnatowa

—» proteza serynowa NS2B/NS3

—» furyna

Rycina3. Organizacjagenomup ol i pr ot einy, wrazwbfrganezacjag b

lipidowejwt r akci e obr 6bki potransl acyjnej

Tabela2. Ogo | ne funkcje biatek wirusa Zika

Bialko

Funkcja
C Tworzenie nukleokapsydu.
orM/M Glikoproteina ostonki. PrM pelni role biatka opiekunczego dla

glikoproteiny E podczas sktadania i dojrzewania wirionow.

£ Gtowna glikoprotein ostonki. Bierze udzial w wejsciu do komorki
i sktadaniu wirionow. Cel dla przeciwciat neutralizujacych.

Wymagane do tworzenia kompleksu replikacyjnego - remodelowanie
NS1

struktury ER. Rola w unikaniu odpowiedzi immunologicznej (Ci i in.,

2020; Shukla, Rastogi i Singh, 2021).
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Zaangazowane W dziatanie fabryk replikacyjnych i sktadnia wirionow.

NS2A
Blokowanie interferonu.
NS2B Pelni funkcje kofaktora dla NS3 (Kurz, Stefan, Zhu i Skern, 2012).
NS3 Proteaza serynowa, cigcie poliproteiny Wirusoweyj.
Zaangazowane W remodelowanie struktury ER. Odziatywanie z uktadem
NS4A immunologicznym, blokuje odpowiedz wywotang przez interferon typu I
(Yuiin., 2022).
NS4B Zaangazowane W replikacje RNA i modulowanie odpowiedzi
interferonowej (Fanunza i in., 2021).
NS5 RNA-zalezna polimeraza RNA. Metylacja czapeczki wirusowego RNA.

Hamowanie odpowiedzi przeciwwirusowej.

4.1.7. Struktura wirionu

W ostatnich latach struktury dojrzatych i niedojrzatych wirionéw ZIKV zostaty
pokazane przy uzyciu kriomikroskopii elektronowej (cryo-EM) (Kostyuchenko i in.,
2016; Prasad iin., 2017; Sevvana iin., 2018; Sirohi iin., 2016). Struktura dojrzale;
czastki wirionu zostata ustalona przy rozdzielczosci atomowej 3.1 A, a niedojrzatej 9 A
(Rycina 4 a i B). Dojrzata czgstka ZIKV ma srednicg ~50 nm, niedojrzata ~60 nm. Obie
zbudowane sg z nukleokapsydu otoczonego dwuwarstwa lipidowa pochodzacg z bton ER
gospodarza, w ktorej zakotwiczone sg 180 kopie dwoch bialek powierzchniowych:
glikoproteiny prM (niedojrzaty wirion) lub biatka M (dojrzaty wirion) oraz glikoproteiny
E. Dojrzaly wirion wykazuje budoweg dwudziestoscienng (ikozaedralng), o gtadkiej
powierzchni z wyjatkiem N-glikanow w petli glikozylacji w E, ktora jest eksponowana
na powierzchni. Inny region eksponowany na powierzchni to domena 111 glikoproteiny
E, szczegodlnie niektore z jej petli, bogate w seryne lub treoning (Sevvana i in., 2018).
Biatko E w dojrzatej czastce wykazuje struktur¢ jodetki tj. 30 kopii réwnoleglych
dimerow heterodimeru biatek E i M (E-M)2, ktore sa zlokalizowane na krawedziach
ikozaedru, a 60 kopii (E-M)2 na $cianach ikozaedru. Natomiast, niedojrzata czgstka
charakteryzuje si¢ obecnoscig 60 kopii trimerow heterodimeru biatek E i prM (E-prM)s,
co sprawia, ze czastka ma kolczastg powierzchni¢. Trimery te nie wykazuja symetrii
trzykrotnej. Struktura niedojrzatej czastki jest stabilizowana przez oddziatywanie
fragmentu pr z petlg fuzyjng, natomiast w przypadku formy dojrzalej wydaje sie¢, ze sg to
oddziatywania E-E, E-M i M-M w regionie ich domen transmembranowych (Sevvana
I in., 2018). Struktura ZIKV jest bardzo podobna do DENV, jednak wykazuje wicksze
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upakowanie i stabilno§¢ w wysokich temperaturach, co rowniez zostalo wykazane za
pomoca techniki cryo-EM (Kostyuchenko i in., 2016). Co wigcej, ekspozycja na rdzne
temperatury moze takze wptywac na strukture, jak to ma miejsce W przypadku DENV,
co moze pozwala¢ na wigzanie si¢ przeciwcial do ukrytych epitopow lub receptorow np.
TIM1 (Zhang iin., 2013). Ponadto, najwi¢cksze wariancje pomiedzy strukturg ZIKV,
ainnych FV obserwowane sa W petli glikozylacji oraz petlach DIII glikoproteiny E
w dojrzatych czgstkach oraz we fragmencie pr w niedojrzatych czgstkach. Dodatkowo
struktura wirionu moze ulega¢ przestrzennym nieodwracalnym reorganizacjom. W
niskim pH homodimery biatka E w dojrzatych wirionach mogg ulega¢ rearanzacji do
formy trimerycznej, czyli takiej jaka wystepuje przy fuzji, gdzie pe¢tla fuzyjna jest

eksponowana na wierzchotkach homotrimeréw (Wang i in., 2019a) (Rycina 4 C).

27



B
E dimer &
1) V2 3 ()
°.//,—j\\_- e /
7 P N M %
;/ ] SRNAGH) \ & ‘1,‘)’ ,/
fH < =Sy
| | N e /'/{\,\ /
blona lipidowa  ®%
Dojrzaly wirion Niedojrzaly wirion Czesciowo dojrzaly
C
E dimer E trimer

pH<6
—>
\\ N = it
\M’ petla fuzyjna

Rycinad. Str uktur a SwrukurnoyoEM dobjKWVziae Jajhr zatAy ch czast e
Schematyczna strukt ur ac zdeosjcrizoawoy cdho, (B)nzi asWgdybcyhw zcazt gysctt
ni skiego pH na stryy®ture dojrzatych czgstek

41.1.Bi a § k azchmiowe pr&l/M E
Bialko prM/M
Biatko prM jest to glikoproteina ostonki wirusowej (~166 aa, ~26 kDa), ktora
ulega cigciu na fragment pr i dojrzate biatko M (~75 aa, ~9 kDa) w trakcie dojrzewania
wiriondbw przez proteaze furynowg komorki gospodarza. PrM jest to biatko

transmembranowe typu | iposiada dwie domeny transmembranowe na koncu
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karboksylowym, ktore znajduja si¢ w obregbie dojrzalego biatka M. Domeny
transmembranowe poprzedzone sa domena helikalng i petla na N-koncu (biatko M)
(Sirohi i in., 2016). W poliproteinie wirusowej biatko prM jest poprzedzone przez biatko
C, ktérego domena transmembranowa stanowi sekwencj¢ sygnatowg dla prM i jest
odcinana przez peptydaze¢ sygnatowa gospodarza (Zhang i in., 2016).

Glikoproteina prM odgrywa role biatka opiekunczego W trakcie faldowania
biatka E (Lorenz, Allison, Heinz i Helenius, 2002). Ponadto, stabilizuje strukture
niedojrzalych wirionow, a fragment pr chroni przed przedwczesng fuzja z btong
pecherzykow transportowych, gdzie panuje niskie pH (Nambala i Su, 2018; Zhang i in.,
2018). Biatko prM posiada jedno miejsce N-glikozylacji (N69) we fragmencie pr, ktore
odgrywa kluczowa role w sekrecji oraz infekcyjnosci wirionéw. Ponadto, brak
glikozylacji tego miejsca powoduje agregacje bialek ostonki, co dalej wywotuje stres ER
(Gwon i in., 2020). Odkryto rowniez, ze ubikiwitynacja biatka prM promuje sekrecj¢
czastek wirusowych (Nambala i in., 2020).

Co wigcej, usunigcie miejsca glikozylacji w biatku E z reporterowych czastek
produkowanych w komorkach nieposiadajacych furyny, tylko czesciowo obnizyto
wejscie do komorek Raji eksprymujacych DC-SIGNR (Goo i in., 2018). Sugeruje to
oddzialywanie glikanow biatka prM z niedojrzatych lub czgsciowo dojrzatych wirionow
z receptorami lektynowymi, co moze wzmacnia¢ wejscie wirusa do komoérek. Podobne
zjawisko zaobserwowano dla wirusa Binjari, nalezacego do rodzaju Flavivirus ktory
naturalnie produkuje infekcyjne, niedojrzate czastki wirusowe, mimo tego, ze petla
fuzyjna jest przykryta fragmentem pr (Newton i in., 2021). Prawdopodobnie, po adhezji
wirusa, biatko prM jest ciete przez furyne i wtedy biatko E moze ulec fuzji z btong
endosomu. Rowniez niedojrzate czastki wirusowe DENV sg zdolne do wejscia do
komorek przez interakcje z DC-SIGN (Richter i in., 2014).

Dotychczasowe  badania  rowniez  odkryly  znaczenie biatka prM
W neuroinwazyjnosci ZIKV. 10 konserwowanych reszt aminokwasowych w biatku prM
szczepow Z linii afrykanskiej przyczynia si¢ do wigkszej neuroinwazyjnosci W mysim
modelu zwierzgcym pozbawionych IFNa/p (Ifnar-/-) (Nakayama i in., 2021). Ponadto,
mutacja seryny w pozycji 139 w biatku prM obecna w szczepach brazylijskich
przyczynita si¢ do zwigkszenia neurowirulencji oraz rozwinigcia mikrocefalii U ptodow

myszy (Yuan i in., 2017).
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Glikoproteina E ostonki ma dlugos¢ 504 aa imasg czasteczkowa ~53 kDa
(Rycina 5). Sekwencje sygnatowa dla biatka E stanowig domeny transmembranowe
biatka prM. W dojrzalym wirionie biatko to wystepuje w formie anty-rownoleglego
homodimeru, ktdry ulega rearanzacji do trimeru W trakcie fuzji, przez co zalicza si¢ do
klasy II biatek fuzyjnych (Kielian i Rey, 2006). E na koncu karboksylowym posiada
domeng¢ transmembranowg — dwie o-helisy (region ,,anchor”, TM) kotwiczace je
w dwuwarstwie lipidowej oraz domen¢ helikalng (region ,,stem”, E-H) tgczacg region
anchor z ektodomena. W ektodomenie mozna wyr6zni¢ trzy strukturalnie odrgbne

domeny: 1, 11 I11.
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Domena I (DI) przyjmuje konformacje B-barytki i zawiera petle z miejscem N-
glikozylacji (N154), nazywang takze petla ,,150”. Szczepy linii afrykanskiej r6znig si¢ od
szczepOw linii azjatyckiej brakiem tego miejsca. Ponadto, stosujac technike spektrometrii
mas, zaobserwowano N-glikany na biatku E pochodzacym ze szczepdéw obu linii, co
moze sugerowac obecnos$¢ innych miejsc N-glikozylacji (Routhu iin., 2019). Nalezy
nadmieni¢, ze profil N-glikanow jest mocno uzalezniony od typu N-glikozylacji danej
linii komodrkowej. Dodatkowo, wykryto réwniez obecnos¢ O-glikanow na biatkach
powierzchniowych po infekcji ZIKV, co korelowato z danymi uzyskanymi z analizy

spektrometrii masowej N-glikanow biatka E. ZIKV (obie linie) moze rowniez infekowaé
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komorki monocytarne eksprymujace DC-SIGN 1 DC-SIGNR. Mutacja miejsca N-
glikozylacji N154 atenuuje ZIKV w inokulacji podskornej, ale nie w inokulacji
wewnatrzczaszkowej W mysim modelu Ifnar-/- (Carbaugh, Baric i Lazear, 2019).
Ponadto, mutacja tego miejsca indukuje silniejsza odpowiedz cytokin w komorkach
dendrytycznych, co sugeruje, ze miejsce glikozylacji odgrywa role w unikaniu
odpowiedzi immunologicznej gospodarza (Fontes-Garfias i in., 2017). N154 ma roéwniez
znaczenie w replikacji ZIKV w komarach, gdyz mutacja tego miejsca silnie zredukowata
poziom infekcji komarow A. aegyptiN-glikozylacja biatka E odgrywa rowniez znaczenie
w sktadaniu i sekrecji czgstek wirusowych. Wykazano, ze delecja N154 hamuje sekrecje
biatka E produkowanego W obecnosci lub braku biatka prM, jednakze mogla byc
czgsciowo przywrdcona przez zmiang temperatury hodowli komoérek na nizsza (z 37 °C
na 28 °C) (Mossenta i in., 2017). Wykazano rowniez ubikwitynacj¢ biatka E w pozycji
K67 w DI, ktora pozwala na oddziatywanie z TIM1, co zwigksza neurowirulencje ZIKV.
Brak ubikwitynacji atenuuje replikacj¢ ZIKV w komoérkach ludzkich i modelu mysim,
natomiast nie u komaréw (Giraldo i in., 2020).

Domena II (DIT) ma konformacj¢ zblizong do domeny palca cynkowego i zawiera
wysoce konserwowang wsrod FV hydrofobowa petle fuzyjng. Ponadto, DIl zawiera dwie
konserwowane reszty aminokwasowe — V114 i A250 (Rangel i in., 2022). Walina 114
jest kluczowa dla replikacji ZIKV w ptodach myszy, ale nie w komarach. Natomiast,
alanina 250 pelni role W produkcji czastek wirusowych. Treonina W pozycji 267 petni
role W stabilizacji temperaturowej czgstek wirusowych (Xie i in., 2018a).

Domena I11 (DI11) jest strukturalnie podobna do immunoglobuliny. DIII moze by¢
zaangazowana W skladanie i sekrecje czastek wirusowych, gdyz mutacja kwasu
asparaginowego w pozycji 389, zaburza powstawanie trimeréw i hamuje wyjscie czastek
zkomorki (Ma, Yuan i1Yi, 2022). Co wazniejsze, DIII jest glownym celem dla
przeciwcial neutralizujgcych, cho¢ immunizacja samg DIII lub jej dimerem nie jest
wystarczajgca do kompletnej ochrony przed wirusem (Gallichotte iin., 2019; Lopez-
Camacho i in., 2020).

412.. EEADE&ZYPEEEI OwbOOUOOOOI PEA

Odpornos¢ wrodzona

Zazwyczaj inokulacja ZIKV nastgpuje W trakcie ukaszenia cztowieka przez
komara. Czastki wirusa dostajg si¢ wraz ze §ling komara do warstwy skoérnej, gdzie ZIKV
ulega pierwotnej replikacji, gldownie w komorkach monocytarnych i mieloidalnych np.
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komorkach Langerhansa, makrofagach, niedojrzaltych komorkach dendrytycznych skory
(Hamel i in., 2015). Poza tym komorki skory takie jak fibroblasty i keratynocyty rowniez
wykazuja permisywnos¢ dla ZIKV. Pierwotna replikacja wirusa przyczynia si¢ do
wzrostu wiremii. Ponadto, najnowsze badanie sugeruje role biatka §liny komarow jako
czynnika indukujgcego autofagi¢ w komorkach uktadu immunologicznego gospodarza,
co promuje replikacje wirusa (Sun i in., 2020). Wraz z komoérkami mieloidalnymi ZIKV
jest transportowany do wezta chtonnego, skad dalej moze rozprzestrzeni¢ si¢ do innych
narzadow. Ponadto, dwa rodzaje makrofagow (M1 i M2) odgrywa rol¢ W patogenezie
mikrocefalii wywotanej przez ZIKV. Makrofagi M1 obecne w tozysku zainfekowanym
ZIKV charakteryzuja si¢ prozapalna odpowiedzia, co koreluje z uszkodzeniami tkanki
(Rabelo iin., 2018). Natomiast, makrofagi M2 zaangazowane sg W odpowiedz
antyzapalng, co ulatwia replikacj¢ ZIKV (Hirsch iin., 2018). Makrofagi M1 i M2
odgrywaja role takze w infekcji centralnego uktadu nerwowego. M1 wzmacniajg stan
zapalny komoérek nerwowych, a M2 hamuja, co chroni parenchym¢ mozgu przed
szkodliwym dziataniem stanu zapalnego (Azevedo iin., 2018). Jednakze, oba typy
zaangazowane s3 W wywotanie apoptozy komorek nerwowych. Co wigcej, komorki NK
sg takze zaangazowane W wywotlanie patologicznych zmian komoérek nerwowych.
Oddziatywanie ZIKV z zewnatrz- 1 wewnatrzkomorkowymi receptorami
rozpoznajgcymi patogeny (ang. pathogen recognizing receptor, PRip. receptorami
toll-podobnymi-TLR (ang. toll-like receptor, TLR (np. TLR3) powodujg wytwarzanie
cytokin ichemokin, ktére indukuja stan zapalny (da Silva iin., 2019). Uktad
interferonowy (IFN), szczegélnie typu I (IFNa, IFNB) iIl (IFNy), jest glownym
mechanizmem obronnym podczas stanu zapalnego wywotanego infekcja ZIKV. Modele
infekcji in vitro wykazaty, ze stymulacja IFN typu I spowodowata zanik permisywnosci
linii komorkowych dla ZIKV (Hamel i in., 2015). Zwigkszong ekspresj¢ IFN typu I i 11,
czynnikdw apoptotycznych iinnych prozapalnych cytokin zaobserwowano we Krwi
obwodowej 0s6b z ostrym zakazeniem ZIKV, w porownaniu ze zdrowymi kontrolami
(daSilvai in., 2019). IFNP aktywuje sciezke JAK-STAT, co promuje transkrypcje genow
stymulowanych przez IFN. ZIKV NS2B/NS3 blokuje ta $ciezke przez kierowanie Jak1
do degradacji i hamuje apoptoze indukowang przez wirusa (Wu i in., 2017). Z kolei IFNf3
moze indukowa¢ degradacje autofagalng NS2B/NS3, a NS1 i NS4B hamuje produkcje
IFN, aby stabilizowa¢ NS2B/NS3. Ponadto wykazano, ze biatko NS5 ZIKV antagonizuje
$ciezke sygnalizacyjng IFN typu I przez degradacj¢ proteasomalng STAT2 — czynnika
aktywujacego transkrypcje (Grant i in., 2016, s. 2). Bialka niestrukturalne hamujg takze
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produkcj¢ IFN przez oddziatywanie z elementami $ciezki RIG-1 (Xia i in., 2018). RIG-1
jest to cytozolowy PRR rozpoznajacy dwuniciowy RNA, ktorego rolg jest aktywacja
sciezki IFN typu I. RIG-1 rozpoznaje 5° UTR wirusa Zika (Chazal iin., 2018).
Dodatkowo, wirusy z linii azjatyckiej posiadajg mutacje w NS1, ktéra wzmacnia infekcje
komarow, a co wazniejsze hamuje produkcj¢ IFNB (Xia i in., 2018).

Odpowiedz komérkowa

Limfocyty T CD4+ i CD8+ odgrywaja role zarowno przy infekcji jak i przy
immunizacji antygenami ZIKV. Epitopy dla obu typow limfocytow T znajdujg si¢
zarowno W bialkach strukturalnych jak i niestrukturalnych. Wigkszo$¢ pacjentow
wykazuje obecnos¢ limfocytoéw CD4+ skierowanych do bialek strukturalnych, jednakze
silniejsza odpowiedz jest w kierunku NS1, NS3 iNS5. Odwrotna sytuacja jest
w przypadku limfocytow CD8+, gdzie wigkszo$¢ pacjentow wykazala odpowiedZ do
NS3, NS4B i NS5, ale silniejsza byta do biatek strukturalnych (El Sahly iin., 2018;
Ricciardi iin., 2017). Limfocyty T pojawiaja si¢ po okoto 7 dniach od wystgpienia
objawow, a ich poziom ro$nie do okoto 20 dnia; limfocyty T pamigci mozna wykry¢ do
okoto 6-10 miesigcy. Gtownie limfocyty T pamigci obejmuja limfocyty typu CD4+
(Cimini i in., 2017, s. 4). Ponadto, zaobserwowano wigkszy poziom limfocytow T U 0sob
bez wiremii, co moze sugerowaé udziat tych komorek w usuwaniu ZIKV z organizmu
(Lum i in., 2018).

Pomimo pozytywnego wpltywu odpowiedzi komorkowej w zwalczaniu wirusa
Zika, sugeruje si¢ takze role limfocytow T w patogenezie infekcji. Wykazano infiltracje
mozgu limfocytami CD8+ w trakcie infekcji ZIKV myszy Ifnar-/-, ktéra korelowata
Z postepujacym paralizem i $miercig zwierzat. Usunigcie tych limfocytow zredukowato
objawy neurologiczne i podwyzszyto przezywalnosé, ale zwigkszylo poziom wirusa
W moézgu. Natomiast usuni¢cie obu typoéw limfocytéw T obnizylo przezywalnos¢, co
sugeruje role CD4+ w walce z wirusem (Jurado i in., 2018, s. 8). Transfer limfocytow T
CD4+ z myszy zainfekowanych ZIKV do myszy Ifnar-/- ochronit zwierzeta przed
$miertelng infekcjg wirusowa (Hassert i in., 2018).

Limfocyty T moga takze odgrywac role w wzmocnieniu infekcji, w tzw. zjawisku
pierwotnego grzechu antygenowego (ang. original antigen sin, OAS OAS wystepuje,
gdy heterologiczna drugorzedowa infekcja aktywuje limfocyty T pamieci, ktore
rozpoznaja podobny antygen do antygenu, ktory byt obecny w trakcie pierwotnej infekcji.
Skutkuje to nieefektywna odpowiedzig limfocytow T przeciwko drugorzedowej infekcji.

Zaobserwowano wiele epitopow W biatku E 1 C, ktore wystepujg w analogicznych
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regionach w tych biatkach u innych FV: DENV, TBEV i YFV (Koblischke i in., 2018).
Limfocyty T pozostajace po pierwotnej infekcji DENV rozpoznaja epitopy
zlokalizowane w proteomie ZIKV. Osoby DENV-pozytywne w momencie zakazenia
ZIKV reagujg silniej na ZIKV zaréwno pod wzgledem odpowiedzi komorek CD4+, jak
I CD8+. Jednak, wzorce immunodominacji sa rézne w przypadku infekcji DENV i ZIKV,
gdzie odpowiedzi limfocytéw T CD8+ specyficzne dla ZIKV sg skierowane gléwnie na
biatka strukturalne, a dla DENV na biatka niestrukturalne (Grifoni i in., 2017). Co wiecej,
jedno badanie pokazato krzyzowa ochron¢ przed ZIKV po immunizacji zywym
atenuowanym wirusem JEV mysiego modelu zwierzecego, ktora byta spowodowana
obecnoscig krzyzowo-reaktywnych limfocytow T (Reynolds iin., 2018). Tak, wigc
wplyw limfocytow T w infekcji oraz w zapewnieniu ochrony przed ZIKV po immunizacji
nie jest do konca okreslony jako pozytywny czy negatywny.

Odpowiedz humoralna

Przeciwciata specyficzne do ZIKV pojawiajg si¢ W krwioobiegu juz w 2-3 dniu
po infekcji (Rogers iin., 2017). Wzrost przeciwcial w surowicy Kkoreluje i jest
spowodowany z pojawieniem si¢ plazmoblastow, czyli komoérek produkujacych
przeciwciala, ktorych zawarto$¢ w catkowitej puli limfocytow B moze wynosi¢ az do
~60% (Lai i in., 2018). Plazmoblasty produkuja gldwnie immunoglobuliny M (IgM) oraz
Gia(lgGilgA), specyficzne do ZIKV. Komorki te zanikaja w okoto 20 dniu infekcji.
Jednakze, przeciwciata wyizolowane z populacji limfocytow B z wczesnej/ostrej fazy
infekcji wykazuja wigkszg reaktywnos¢ krzyzowa z DENV, mniejsza specyficznos¢ do
ZIKV oraz slabe wlasciwosci neutralizujgce W porownaniu Z przeciwciatami z poznej
fazy/fazy rekonwalescencji (Yu et al., 2017). Wyniki te sugeruja, ze odpowiedz
przeciwciat indukowana przez ZIKV dojrzewa z czasem i klony komorek B, ktore
wytwarzajg przeciwciala o wigkszym powinowactwie 1 Silniejszym poziomie
neutralizujagcym ZIKV ulegajg selekcji isg W puli limfocytow po infekcji. Jednakze
okres, przez jaki cyrkulujg w krwioobiegu nie jest do konca znany; obecnie wiadomo, ze
utrzymuja si¢ do 3-5 miesigcy. Ponadto, produkcja przeciwciat specyficznych do ZIKV
jest stymulowana rowniez przez limfocyty T CD4+ (Lucas i in., 2018). Przeciwciata [gM
wystepujace W fazie ostrej w moczu i w surowicy sa skierowane gtownie do biatka E,
NS3 oraz NS5 (Ravichandran i in., 2019). Natomiast przeciwciata IgG sg obecne gtdwnie
w surowicy isg skierowane do bialek E, prM, NS1 iNS2B (Gao iin., 2018;
Ravichandran iin., 2019). Wigkszos¢ przeciwcial neutralizujacych wyizolowanych

Z limfocytow B 0séb zakazonych jest skierowana przeciwko DIII lub czwartorzedowym
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epitopom na powierzchni wirionu. Przeciwciata kierowane do DIII sg W stanie zapewni¢
catkowitg ochrong przed infekcjg ZIKV w modelu mysim (Stettler i in., 2016; Wang i in.,
2016b). Przeciwciala skierowane przeciwko NSI pojawiaja si¢ okoto dwa tygodnie
pozniej niz przeciwciata do E i nie sg krzyzowo-reaktywne z DENV, co czyni je dobrym
markerem diagnostycznym (Gao i in., 2018).

Badano réwniez krzyzowa reaktywno$¢ przeciwcial miedzy ZIKV i DENV,
szczegbdlnie W kontekScie prawdopodobienstwa wystgpienia zjawiska wzmocnhienia
infekcji zaleznego od przeciwcial — ADE (ang. antibodymediated enhancement of
infection, ADB. ADE wyst¢puje gdy subneutralizujgce, krzyzowo-reaktywne
przeciwciata tworza kompleksy z czastkami wirusowymi i posrednicza w endocytozie
zaleznej od receptorow Fcy tych kompleksow, co prowadzi do infekcji komoérek
z ekspresjg tych receptorow (Halstead, 2003). Zjawisko to dotyczy przede wszystkim
wirusa DENV, gdzie np. infekcja serotypem 1 powoduje powstanie przeciwciat
krzyzowo-reaktywnych, ktore wzmacniajag infekcje innym serotypem. Wysokie
podobienstwo sekwencji aminokwasowej biatek ZIKV i DENV oraz podobna
organizacja przestrzenna wirionéw, sprawita, ze zjawisko ADE zostalo pokazane
w wyniku infekcji tymi wirusami w modelach in vitro oraz modelach mysich (Bardina
i in., 2017; Priyamvada i in., 2016; Stettler i in., 2016). Ponadto, z uzyciem tych modeli
udowodniono, ze ADE zalezy od stezenia przeciwcial, gdyz wysokie stezenia chronig
przed infekcja. Natomiast, badania na ssakach naczelnych wykazaty brak zjawiska ADE
w infekcji ZIKV, po wczesniejszym zakazeniu DENV (McCracken i in., 2017; Pantoja
i in., 2017). W tych badaniach wykazano nawet pozytywny wptyw pierwotnej infekcji
DENV na czas utrzymywania si¢ wiremii. Jednakze, przeprowadzono perspektywiczne
badanie wystapienia ADE na kohorcie pacjentow pediatrycznych z okresu 2004-2020
z terenu Nikaragui, gdzie monitorowano zakazenia DENV (serotypy 1-4) i ZIKV
(Katzelnick i in., 2020). Wykazano, ze ryzyko wystapienia objawowej/ci¢zkiej infekcji
DENV serotypu 2 mogto by¢ zwigkszone przez wczesniejsze zakazenie ZIKV lub innym
serotypem DENV. Pokazano réwniez, ze wielokrotna infekcja DENV redukuje

wystapienie groznych objawow.

413.Antygenowe deterwodhpowiyedziagkmaz €c i
Przeciwciata anty-E zostaly zmapowane do epitopow we wszystkich trzech
domenach biatka. Najbardziej konserwowanym epitopem jest petla fuzyjna (FL), ktora

jest takze immunodominujagcym epitopem, ale jego dostepno$¢ zalezy od stopnia
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dojrzatosci wirusa (Rycina 6) (Stiasny, Kiermayr, Holzmann i Heinz, 2006). Dostgpno$é
tego epitopu wzrasta przez obecnos¢ biatka prM na powierzchni niedojrzatych wiriondw
(Cherrier iin., 2009). Na powierzchni dojrzalego wirusa, gdzie biatko E wystepuje
w konformacji dimerycznej, FL jest czg$ciowo schowana, przez co jest mniej dostepna
dla przeciwciat (Sevvana i in., 2018). Z tego powodu przeciwciata do tego epitopu np.
4G2, 2A10G6 sa krzyzowo-reaktywne iwykazuja stabe lub $rednie wiasciwosci
neutralizacyjne. Administracja 500 pug przeciwciata 2A10G6 zapewnita ochrong przed
ZIKV w badaniach na modelu mysim (Dai i in., 2016). Z drugiej strony, immunizacja
VLPs ze zmutowang petla fuzyjng nie zapewnita ochrony przed ZIKV, a nawet surowice
poszczepienne byly w stanie wzmocni¢ efekt ADE infekcji DENV, w poréwnaniu do
VLPs dzikiego typu (Thompson iin., 2022). Stettler iin. wyizolowali z surowic
pacjentow zakazonych ZIKV inne przeciwcialo skierowane do DI/DII — ZKA7S, ktore
bylo krzyzowo-reaktywne z DENV, i wykazywato czg¢$ciowa neutralizacje oraz ADE
wobec obu wiruséw in Vvitro oraz in vivo (Stettler i in., 2016). Wprowadzenie mutacji
LALA (Leu234Ala/Leu235Ala) do rejonu Fc tego przeciwciata zablokowato czgsciowo
efekt ADE infekcji DENV serotypu 2. Inny rejon silnie eksponowany na powierzchni
dojrzatych czastek ZIKV to tzw. petla glikozylacji ,,150” (147-161 aa biatka E), ktora
zawiera miejsce glikozylacji N154. Petla ta jest specyficzna dla kazdego z wiruséw.
Immunizacja krolikow biatkiem eksponujacym ta petle doprowadzita do generacji
przeciwciata R34, ktore jest wykorzystywane jako element testu mikroneutralizacji ZIKV
(Lopez-Camacho i in., 2018).

N-glikan

c-C
ABDE

LR

tacznik DI/DII

lacznik DI/DIII

Rycina6.Ro z mi e s z c z ewsiter uekptiutrozped vh o moStrukture dindfemd b i at ka E.
PDB5LBYV, Dkczerway,DIFU® § , DI I I ni e bdgleiskkdz y Ira dJoiwyA Ip5idtd ,a z i
FL.
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Jednak, to DIII jest najmniej konserwowang domeng wsréd FV, a przeciwciata
do niej skierowane sg zwykle specyficzne do danego wirusa. Przeciwciata do DIII takze
stanowig duza frakcje panelu przeciwcial generowanych w infekcji ZIKV (Niu iin.,
2020; Ravichandran i in., 2019). Jednakze, jedno badanie sugeruje wigksza dominacje
przeciwcial do domeny DIII po immunizacji biatkiem E myszy niz po infekcji ZIKV
(Gallichotte iin., 2019). Wiele przeciwcial monoklonalnych skierowanych do DIII
zostalo wygenerowanych w myszach po infekcji ZIKV (ZV2) lub po infekcji z potaczong
z immunizacja rekombinowang DIII (ZV84, ZV54, ZV64, ZV67) (Zhao iin., 2016).
Wszystkie te przeciwciata sg specyficzne tylko do ZIKV irozpoznajg trzy rodzaje
epitopow w DIIl: ABDE (ZV2), LR (ZV67, ZV54) i petle C-C’ (ZV48, ZV64). ZV67
I ZV54 wykazujg najsilniejsza neutralizacje réoznych szczepow ZIKV, ZV48 i64
umiarkowang, natomiast ZV2 na minimalnym poziomie. Sugeruje to waznos¢ ekspozycji
epitopu LR oraz petli C-C’ na antygenach szczepionkowych, aby uzyskaé generacje
przeciwcial silnie neutralizujacych. W stezeniach subneutralizujacych przeciwciata te
wykazuja takze efekt ADE infekcji ZIKV i DENV, jednakze wykazano to tylko
w infekcji in vitro. Pomimo tego przeciwciata skierowane do epitopu LR byly zdolne
kompletnie ochroni¢ przed letalng infekcja ZIKV myszy Ifnar-/-. Epitop LR jest takze
rozpoznawany przez ludzkie przeciwciato ZKA190 oraz Z004 (Robbiani iin., 2017;
Stettler iin., 2016). Pomimo tego, ze przeciwciala te wykazuja neutralizacje, to po
podaniu ich do zwierzat wytwarzajg si¢ mutanty wirusa, ktore unikaja odpowiedzi
immunologicznej, czemu mozna zapobiec przez podanie bispecyficznego przeciwciata
przeciwko LR oraz DIl lub dwoch przeciwciat (Keeffe iin., 2018; Wang i in., 2017).
Sugeruje to takze wyzszo$¢ antygendw szczepionkowych z ekspozycja rdéznych
determinant antygenowych np. czastek wirusopodobnych, nad antygenami
zawierajacymi jeden epitop. Wyizolowano takze panel przeciwcial z krwi o0sob
zaszczepionych UV-inaktywowanym ZIKV (Dussupt i in., 2020). Wsro6d nich byto 66%
przeciwcial neutralizujacych, gdzie czg$¢ z nich byta skierowana do tacznika migdzy DI
i DI (299-306 aa biatka E). Lacznik ten jest konserwowany wsrdd szczepow ZIKV
i DENV, przez co przeciwciata do niego sg W stanie neutralizowa¢ oba wirusy, chociaz
réwniez powoduja efekt ADE. Mimo tego zapewnily ochrong¢ przed letalng infekcja
ZIKV.

Innymi rodzajami epitopow waznymi W generacji przeciwcial neutralizujgcych sg
epitopy w czwartorzedowej strukturze biatka E w wirionach tzw. epitopy dimeryczne
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(ang. E dimer epitope, EDEwvystepujace w DI/DIII jednego z monomerow E w wirionie
i DIl wdrugim monomerze. Pierwotnie odkryte u pacjentow zakazonych DENYV,
przeciwciata do EDE okazaty si¢ nastepnie krzyzowo neutralizowaé¢ ZIKV (Barba-Spaeth
i in., 2016; Dejnirattisai i in., 2015). EDE jest szczegdlnie wrazliwym miejscem, ktore
jest wysoce konserwowane wsrod FV, poniewaz zachodzi na miejsce wigzania fragmentu
pr w niedojrzatej czastce. Przeciwciata do EDE klasyfikuje si¢ na dwa rodzaje: wigzace
epitopy EDEI1 (przeciwciato: C8, B10, C10) i epitopy EDE2 (przeciwcialo All, B7)
w zaleznosci od obecnosci miejsca glikozylacji. Przeciwciata EDE1 wigzg si¢
w przypadku braku glikanow w pozycji N154/153, a EDE2 w ich obecnosci. Ponadto
wykazano silniejszg neutralizacj¢ ZIKV przez przeciwciala skierowane do EDE1 (C8,
B10). Stwierdzono, ze przeciwciato B10 zapewnito ochrong myszy przed letalng infekcja
oraz $miercig ptodow (Fernandez iin., 2017). Co wigcej, wykazano jego protekcyjne
dziatanie przed ZIKV w modelu ssakow naczelnych oraz nie stwierdzono wytworzenia
si¢ mutantow ucieczkowych wirusa (Abbink iin., 2018). Odkrycie tych silnych
przeciwcial EDE zachecilo do prob stworzenia rekombinowanych immunogenow
zdolnych do indukowania odpowiedzi komoérek B wytwarzajacych przeciwciata do EDE.
Dodanie wigzan dwusiarczkowych niezbednych do stabilizacji  dimerycznej
rekombinowanej formy biatka E ma rowniez drugorzedng korzy$¢ maskowania epitopu
petli fuzyjnej (Rouvinski iin., 2017). Mutacj¢ ta wprowadzono takze do czastek
wirusopodobnych ZIKV, ktore uzyto do immunizacji myszy (De Lorenzo i in., 2020).
Zaobserwowano podobny poziom przeciwcial anty-E oraz neutralizacji czy ochrony
przed letalng infekcja w myszach Ifnar-/-. Wykazano takze redukcj¢ efektu ADE
w infekcji in vitro ZIKV, DENV, YFV, WNV w wyniku dziatania surowicy
poszczepiennej. Ponadto, rekombinowana forma homodimeru E w fuzji z tagiem
histydynowym moze by¢ rowniez selekcjonowana w trakcie procesu oczyszczania

I stabilizowana w nizszej temperaturze (Metz i in., 2017).

414.Przegl Nd testowanych technol ogi.
antywirusowych
Rozpigtos¢ epidemii ZIKV w 2015-2016 r. i powiktania poinfekcyjne sktonity
globalng spoteczno$¢ badawcza do zrozumienia patogenezy infekcji oraz szybkiego
opracowania bezpiecznych i skutecznych antygenéw szczepionkowych. Wysokie
podobienstwo genetyczne i strukturalne ZIKV do innych FV, szczegolnie DENV,

sprawito, ze podczas rozwijania platform skupiono si¢ nad uzyskaniem antygenu, ktéry
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powodowalby generacje duzego miana przeciwcial neutralizujacych i ktory redukowatby
ryzyko ADE. Chociaz, ADE nie zostato potwierdzone w badaniach na populacji ludzkiej,
to nadal wiele badan skupito si¢ na eliminacji tego efektu w testach in vitro oraz in vivo.
Wykorzystano rézne rodzaje antygendow szczepionkowych: inaktywowane/zywe
atenuowane wirusy, oparte na DNA/RNA, oparte na wektorach wirusowych,
podjednostkowe antygeny w tym rekombinowane biatka, peptydy, VLPs. Niestety do tej
pory nie zatwierdzono do uzycia zadnej z nich, ale wiele z nich osiggneto poziom badan
klinicznych fazy I i Il, ze stosunkowo pozytywnymi wynikami. Wszystkie z badanych
technologii wykorzystuja biatko E lub jego fragmenty z obecnoscia lub brakiem biatka
prM. Dodatkowo, w niektorych platformach szczepionkowych wykorzystano takze
biatko NS1. Celem wickszosci z testowanych szczepionek jest glownie indukcja
odpowiedzi humoralnej, a dalej odpowiedzi komorkowe;j. Inaktywowane szczepionki sg
zazwyczaj bezpieczne i mogg by¢ podawane wigkszosci populacji docelowych, w tym
kobietom w ciazy oraz kobietom W wieku rozrodczym. Jednak, aby wywotac silniejsza
i trwalsza ochrong, moze by¢ konieczne wielokrotne podawanie i zastosowanie
adiuwantow. Szczepionki oparte na kwasach nukleinowych wykorzystujace geny prM-E
moga generowac VLPs i dlatego te, wraz ze szczepionkami podjednostkowymi opartymi
na czastkach, prezentuja antygeny wirusowe uktadowi odpornosciowemu gospodarza,
podobnie do zakaZnego wirusa. Szczepionki podjednostkowe sa ogodlnie uwazane za
bezpieczne, w zaleznosci od charakteru adiuwantow, do stosowania we wszystkich
docelowych populacjach, w tym u kobiet w ciazy. Zywe-atenuowane wirusy i/lub oparte
na wektorach wirusowych antygeny rowniez wytwarzaja czastki zakazne i/lub VLPs
I maja podobne zalety jak niektore szczepionki podjednostkowe. Jednak te szczepionki,
wraz z zywymi-atenuowanymi szczepionkami ZIKV, moga stwarza¢ problemy
z potencjalnym powrotem do postaci zjadliwych, moga wywolywac toksyczne reakcje
zapalne lub mogg by¢ mniej skuteczne ze wzgledu na istniejgcg wezesniej odpornos¢ na
uzyty wektor wirusowy.

Inaktywowany wirus

Szczepionka z inaktywowanym wirusem jest wytwarzana poprzez zabicie
zywego wirusa przez wysoka temperature, substancje chemiczne lub proces fizyczny.
Najczesciej stosowana jest formalina. W ostatnim czasie ukazaty si¢ dwa raporty z | fazy
badan klinicznych, gdzie stosowany byl ZIKV inaktywowany formaling (5 lub 10 pg)
w potaczeniu z wodorotlenkiem glinu (500 Iub 200 pg) podawany domig$niowo
w dwoch dawkach (Han iin., 2021; Stephenson iin., 2020). Oba preparaty byty
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bezpieczne istymulowaty produkcje przeciwcial neutralizujacych, jednak czas
utrzymania si¢ tych przeciwciat w krwi byt stosunkowo krotki. Ten sam preparat byt
takze testowany W badaniach na zwierzetach w kontekscie ochrony ZIKV w trakcie cigzy
i rozwoju objawowej infekcji u ptodéw (Kim i in., 2022). Okoto 80% ptodéw oraz 50%
samic myszy nie rozwingto infekcji. Podobne wyniki uzyskano w modelu matp
szerokonosych, gdzie szczepienie zapewnito ochrone ptodow przed ZIKV, a czas trwania
ochrony wynosit do 18 miesiecy. Inne strategie inaktywacji to UV i azydek jodonaftylu.
Wykazano, ze 50 i 100 uM azydku jodonaftylu moze catkowicie dezaktywowaé ZIKV
(Austin i in., 2019). Inaktywowany chemicznie wirus po immunizacji myszy indukowat
przeciwciata neutralizujace, mimo zaobserwowanego zmniejszenia ekspozycji
determinant antygenowych na powierzchni czastek W porownaniu do zywego wirusa lub
nawet inaktywowanego UV.

Zywy-atenuowany wirus

Zywy-atenuowany wirus (ang. live-atenuated virus, LAVZika powstaje przez
delecje¢ fragmentu regionu 3 UTR. Niedawno, testowano LAV powstaty przez delecje
10 nukleotydow w 3’ UTR, ktory administrowany W jednej dawce, zapewnit wysoki
poziom neutralizujacych przeciwciat, odpowiedzi komdrkowej oraz kompletng ochrong
przez ZIKV w modelu myszy pozbawionych IFN ao/B/y (Shan i in., 2017b). Inny rodzaj
LAV powstal przez usunigcie 20 nt W tym samym regionie, ktory réwniez zapewnit
ochrong przed ZIKV w ssakach naczelnych ibyt bardziej immunogenny niz LAV
Z delecjg 10 nt (Shan iin., 2017a). Poza tym zapobiegl transmisji wirusa na ptdéd oraz
uszkodzeniom jader w badaniach na myszach. LAV byt takze uzyskany przez delecj¢ 9
aminokwasoéw W biatku C (Xie iin., 2018b). Immunizacja tym typem LAV zapewnita
ochrone przed ZIKV oraz transmisja na ptdéd w myszach AG129. Ponadto, spowodowata
indukcje limfocytow T CD4+ i CD8+ skierowanych przeciwko peptydom pochodzacym
z biatka E. W 2018 roku rozpoczeta si¢ | faza badan klinicznych LAV opartym na
chimerycznym wirusie, gdzie biatka ostonki s3 wkomponowane w szkielet LAV wirusa
DENV serotypu 4, jednakze wyniki te nie zostaty jeszcze opublikowane. Jedna dawka,
gwattowna odpowiedz immunologiczna i trwala ochrona to zalety LAV, ale produkcja
I transport LAV wymaga urzadzen do hodowli komorek i przechowywania w tancuchu
chtodniczym, co czesto nie jest mozliwe w wielu krajach. Ponadto istnieje rowniez

ryzyko postania mutacji adaptacyjnych w wirusie.
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Szczepionki oparte na wektorach wirusowych

Wektory lentiwirusowe, retrowirusowe i adenowirusy moga zosta¢ uzyte jako
nosniki genéw. Skonstruowano dwie szczepionki przeciwko ZIKV oparte na wektorze
adenowirusowym przez wprowadzenie kasety ekspresyjnej genu ZIKV prM-E do
wektoréw ludzkiego adenowirusa typu 4 (hAd4-prM-E) i 5 (hAd5-prM-E) (Bullard i in.,
2018). Badania wykazaly znikome poziomy przeciwcial anty-ZIKV po szczepieniu
hAd4-prM-E umyszy, co sugeruje, ze szczepienie hAd4-prM-E indukuje tylko
odpowiedzi komorek T, podczas gdy hAd5-prM-E indukowato zaré6wno przeciwciata
anty-ZIKV, jak i odpowiedz komodrek T. Niestety oba typy zapewnily tylko czesciowa
ochrong przed letalng infekcja w modelach mysich pozbawionych odpowiedzi
interferonu. Inne szczepionki wektorowe hAd5 kodujace biatka prM-E (Ad5-Sig-prM-
Env) iE (Ad5-Env) wywotaly silng humoralng ikomorkowa odpowiedz
immunologiczng w myszach BALB/c i A129, ale myszy szczepione Ad5-Sig-prM-Env
mialy znacznie wyzsze miana przeciwcial neutralizujacych inizszg wiremi¢ niz
szczepione Ad5-Env (Guo iin., 2018a). Sugeruje to, ze obecno$¢ prM w tym typie
szczepionki jest warto$cig dodatnig. Co wiecej, zaprojektowano cztery niezdolne do
replikacji szympansie adenowirusy (ChAdOx1) kodujace biatko E z dodatkiem lub
delecja prM/domeny transmembranowej biatka E (TM) (Lopez-Camacho i in., 2018).
ChAdOx1 prME z delecjag TM zapewniat 100% ochrong z dtugotrwata odpowiedzig
immunologiczng anty-E i brakiem ADE po infekcji DENV. ChAdOx1 prME z delecja
TM jest obecnie w fazie I badan klinicznych. Z drugiej strony usunigcie prM i dodanie
TM zmniejszyto skuteczno$¢ ochronng i dawato stabsze odpowiedzi anty-E, sugerujac,
ze powodem wigkszej immunogennos$ci byta zwiekszona sekrecja biatka E w przypadku
braku TM. Oba badania pokazuja lekko sprzeczne wyniki, co podkres§la znaczenie
racjonalnego projektowania antygenow szczepionkowych ZIKV. Szczepionka oparta na
atenuowanym rekombinowanym wirusie pgecherzykowego zapalenia jamy ustnej (rVSV)
kodujaca biatka ZIKV prM-E-NS1 zostata przetestowana na modelach mysich BALB/c
I A129. Ta szczepionka wektorowa indukowata przeciwciata specyficzne dla ZIKV
I odpowiedz komorek T, ktore zapewniaty czgsciowa ochrone przed zakazeniem (Li i in.,
2018).

Ponadto, zaprojektowano rekombinowang szczepionke oparta na VSV
zawierajacg biatko C (VSV-Capsid) lub domene III (VSV-DIII) (Shi i in., 2019). Obie
szczepionki wywotywaly silne odpowiedzi humoralne specyficzne do ZIKV w myszach

BALB/c, ale immunizacja VSV-Capsid indukowata znaczaco wyzsze poziomy
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limfocytow T CD8+ i CD4+ oraz wigkszg redukcje wiremii W poréwnaniu z VSV-DIII.
Szczepionki na ZIKV oparte na wektorach wirusowych maja wysoka skuteczno$é
W wywotywaniu szybkiej odpowiedzi immunologicznej. Jednak duza cze$¢ populacji
ludzkiej moze posiada¢ odporno$¢ na adenowirusy, szczegdlnie po pandemii wirusa
SARS-CoV-2, gdyz czes¢ szczepionek byta oparta na wektorze adenowirusowym.

Wykazano, ze zywy-atenuowany wektor wirusa odry kodujacy biatka prM 1 E
(MV-Zika-sE) chroni myszy przed infekcja ZIKV przez wzbudzenie przeciwciat
neutralizujgcych oraz odpowiedzi limfocytow T (Niirnberger i in., 2019). Immunizacja
makakow rowniez skutkowata odpowiedzig neutralizujacych przeciwciat specyficznych
do wirusa Zika. Ta szczepionka i inna podobnie opracowana szczepionka oparta na MV
(MV-ZIKV-RSP) sg w badaniach klinicznych | fazy.

Szczepionki DNA/mMRNA

Zaprojektowano dwie szczepionki plazmidowe kodujace biatka prM i E, gdzie
W pierwszej sekwencja sygnatowa z biatka prM wirusa JEV zostata wstawiona w miejsce
sekwencji sygnatowej biatka prM ZIKV (VRC5283), a w drugiej dodatkowo zamieniono
region stem ianchor biatka E na korespondujacy region z wirusa JEV (VRC5288)
(Larocca i in., 2016). Konstrukty te produkowaty w hodowlach komoérkowych in vitro
VLPs, ale VRC5288 zapewnit wyzszy poziom sekrecji. Szczepione tymi konstruktami
DNA wywotato u makakow silng odpowiedZ neutralizujaca, ktora chronita zwierzeta
przed infekcja ZIKV. Dodatkowo, ostatnio wykazano, ze szczepionka VRC5283 chroni
myszy z obnizong odpornoscia W czasie cigzy oraz przed wertykalng transmisja
I Smiercig ptodu (Jagger iin., 2019). Oba te konstrukty zostaly uzyte w badaniach
klinicznych fazy I na ludziach, przy czym VRC5283 przeszedt do badan klinicznych fazy
I1. W badaniach na myszach i naczelnych porownano immunogenno$¢ inaktywowanego
wirusa ze szczepionkami DNA oraz szczepionka wektorowa oparta na adenowirusie
kodujacym biatka M i E (Abbink i in., 2017). Pojedyncza immunizacja adenowirusem
oraz podwdjna immunizacja inaktywowanym wirusem, zapewnila protekcje przed
wirusem do roku czasu po Szczepieniu, W poréwnaniu z podwdjna immunizacja
szczepionka DNA, ktora nie byla tak skuteczna w indukcji dtugotrwatej ochrony.

W przypadku szczepionek opartych na mRNA badano szczepionki zawierajace
geny biatek prM iE. Zsyntetyzowano in vitro w obecnosci zmodyfikowanego
nukleozydu-1-metylopseudourydyny czastke¢ mRNA, ktora otoczono nanoczasteczkami
lipidowymi (ang. lipid nanoparticles, LNP W myszach i makakach pojedyncze

srodskorne wstrzyknigcie mRNA-LNP indukowato silng odpowiedz przeciwciat
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neutralizujacych i limfocytéw T, ktdra zapewnita catkowita ochrong przed ZIKV (Pardi
iin., 2017; Richner iin., 2017). Stwierdzono réwniez, ze schemat prime-boost
w szczepieniach mRNA indukuje wyzszy poziom przeciwcial neutralizujacych. Te
ostatnie szczepionki MRNA (mMRNA-1325 i mMRNA-1895) przechodzg obecnie badania
kliniczne fazy I.

Szczepionki podjednostkowe

Réznego  typu szczepionki  podjednostkowe  zostalty  zaprojektowane
| przetestowane w badaniach  przedklinicznych na  zwierzgtach.  Szczepionki
podjednostkowe sg uwazane za bezpieczne, ale mogg mie¢ ograniczenia W kontekscie
immunogennosci, gdyz moga roézni¢ si¢ konformacjg od zywego wirusa lub moga by¢
inaczej prezentowane przez komorki uktadu immunologicznego. Wsrdd tego typu
szczepionek mozemy wyrdzni¢ pojedyncze biatka rekombinowane jak i VLPs. Biatka
rekombinowane moga by¢ produkowane W roéznych systemach ekspresji, co moze
wplywac¢ na konformacje i ich modyfikacje potranslacyjne.

Pojedyncze biatka rekombinowane oparte sg gtéwnie na biatku E, ektodomenie
biatka E lub jego domenie III, w celu uniknigcia efektu ADE. Wiele badan potwierdzito
ich skuteczno$¢ w stymulowaniu produkcji przeciwciatl neutralizujgcych oraz ochronie
przed ZIKV (Medina iin., 2018; To iin., 2018). Porownano takze immunogennos¢
rekombinowanej DIl z ektodomeng biatka E wyprodukowanych w komoérkach
DrosophilaS2 (Qu i in., 2018). DIl w potaczeniu z wodorotlenkiem glinu wzbudzito
silniejsza odpowiedz przeciwciat neutralizujgcych oraz odpowiedz komorkows. Podobne
wyniki uzyskano takze dla DIII wyprodukowanej w komodrkach Pichia pastoris(Zhang
i in., 2019a). Immunogennos$¢ pojedynczych biatek w kontekscie indukcji odpowiedzi
przeciwciat neutralizujacych oraz limfocytow T silnie zalezy takze od adiuwantu (Wang

Iin., 2019b). W badaniu tym wykazano najwigkszy potencjal immunogenny dla

potaczenia DIII z wodorotlenkiem glinu i monofosforylolipidu a (ang. monophosporyl

lipid A, MPLA). Dodatkowo, zaprojektowano biatka rekombinowane z mutacjami
stabilizujacymi dimery biatka, ktore w kombinacji z r6znymi adiuwantami indukowaty
wyzszy poziom przeciwcial neutralizujgcych niz ich odpowiedniki dzikiego typu (Metz
i in., 2019; Slon-Campos i in., 2019).

Czastki wirusopodobne wirusa Zika, sg z reguly ztozone z biatek prM i E i moga
by¢ produkowane W roznych systemach ekspresji. VLPs ze wzgledu na podobienstwo
strukturalne do Zywego wirusa sg wysoce immunogenne. W kolejnych podrozdziatach

VLPs wirusa Zika jak i innych FV zostaty szczegdtowo opisane.
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4.2. Czastki wirusopodobne

W artykule ,,Production and Biomedical Application of Flavivirus-like
Particles” opublikowanym w czasopismie Trends in Biotechnology (doi:
10.1016/j.tibtech.2019.03.013) dokonali$my przegladu artykuléw naukowych odno$nie
czastek wirusopodobnych niektorych wirusow z rodzaju Flavivirus, przenoszonych przez
komary. Literature tg zrecenzowaliSmy pod katem: rodzaju i charakterystyki
produkowanych VLPs, systemOéw produkcji oraz immunogennosci. W kolejnych
podrozdziatach zostaty przedstawione rézne aspekty dotyczace VLPs, omowione takze

w tym artykule.

4.2.1. Strategie projektowaniaprodukcjiVLPs

Do produkcji rekombinowanych VLPs FV stosuje si¢ dwa podejscia: ekspresje
genow biatek prM-E lub ko-ekspresje genow kodujacych biatka strukturalne C-prM-E
jako pojedyncza kasete wraz z genami kodujacymi wirusowa proteaze NS2B/ NS3.
Biatko C nie jest wymagane do tworzenia czastek, chociaz wiaczenie biatka kapsydu
moze mie¢ stabilizujagcy wplyw na sktadanie VLPS. Ekspresja biatek prM i E ( niezaleznie
czy pochodza z jednego wektora czy z dwoch osobnych) z wektoréw plazmidowych
powinna skutkowaé¢ powstaniem czgstek (Allison i in., 1999). Dodatkowo, VLPs moga
by¢ produkowane w ekspresji przejsciowej Z uzyciem wektorow
plazmidowych/wirusowych lub ekspresji stabilnej. Oba podejscia zastosowano
w przypadku ZIKV (Boigard i in., 2017; Garg i in., 2017). Dane literaturowe podaja, ze
mozliwa byla produkcja VLPs wobu podejsciach, cho¢ ko-ekspresja biatka C
spowodowata zwickszenie ich sekrecji. VLPS mozna rowniez wytworzy¢ przy uzyciu
strategii replikonu pakujacego, gdzie geny bialek niestrukturalnych wraz z biatkiem C
flawiwirusow sg kodowane na jednym wektorze, a geny prM-E sg kodowane na drugim

wektorze (Fayzulin i in., 2006).

4.2.2. Systemy ekspresji do produkcji VLPs
Rézne systemy ekspresji moga by¢ wuzywane do produkcji biatek

rekombinowanych i VLPs. VLPs wirusa brodawczka ludzkiego (ang. human papilloma

virus, HP\j oraz wirusa zapalenia watroby typu B, ktdore sa sktadnikami szczepionek
zatwierdzonych do uzycia dla ludzi (Gardasil9®, Cervarix; Recombivax HB®, Engerix-

B®), sa produkowane W komorkach drozdzowych lub owadzich przy uzyciu

bakulowirusa jako wektora genéw (ang. baculovirus expression vector system, BEVS
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System ekspresji w komoérkach drozdzowych zapewnia szybka produkcje o duzej
wydajnosci, dzigki produkcji duzej ilosci biomasy. Natomiast, BEVS pozwala na
produkcje biatek/kompleksow o duzej masie dzigki mozliwosci wstawienia ditugich
insertow do genomu bakulowirusa oraz na stosunkowo wydajng produkcje biatek, ktore
ulegaja obrobce potranslacyjnej w sposob podobny do komoérek ssaczych. System
komorek ssaczych pozwala na produkcj¢ biatek rekombinowanych z zachowaniem ich
naturalnych wtasciwos$ci, jednakze cechuje si¢ niskg produktywnoscia, co przektada si¢
na duzy koszt produkcji.

Rézne systemy ekspresyjne wykorzystano do produkcji VLPs FV, w tym systemy
ekspresyjne w komorkach drozdzowych, owadzich przy uzyciu bakulowirusow, ssaczych
lub roslinnych. Wybor systemu ekspresji ma duzy wpltyw na wydajno$¢ produkcji,
sktadania i dojrzewania VLPs. Ekspresja peptydaz sygnatowych oraz furyny potrzebnych
do sktadania VLPs FV jest kluczowa kwestig przy wyborze systemu. Mozna to ominga¢,
stosujac komorki ssakow z nadekspresja furyny do wytwarzania dojrzatych wiriondw
i replikonow (Mukherjee i in., 2016). Innym problemem napotykanym w produkcji VLPs
jest stopien rozpoznawania sekwencji sygnatlowych biatka prM i E przez peptydazy
sygnatowe. Zastosowano rozne sekwencje sygnatowe do produkcji VLPs JEV
w komorkach owadzich w systemie bakulowirusowym: sekwencja sygnatowa biatka
bakulowirusowego gp64, sekwencja sygnatlowa Drosophila BiP (Yamaji iin., 2012).
Jednakze, Zzadna z nich nie zwigkszyla sekrecji VLPs w porownaniu z sekwencja
sygnatowg dzikiego typu, jedynie BiP zapewnita poréwnywalny poziom. W badaniu tym
wykazano takze 10-krotnie wigksza wydajnos¢ produkcji VLPs w komoérkach owadzich

np

niz W komorkach pochodzacych z jajnika chomika chinskiego (ang. chinese hamster

ovary cells,CHO). Do konstrukcji ZIKV i VLPs DENV uzywano takze sekwencji
sygnatowej biatka prM JEV, ktora znaczaco zwigkszyta produkcje (Alvim, Itabaiana
i Castilho, 2019; Zhang i in., 2011). Chociaz system bakulowirusowy moze zapewnic
wieksze miano czgstek, to moze takze stanowi¢ problem przy oczyszczaniu ze wzgledu
na duzg obecno$¢ czastek bakulowirusowych. Do oczyszczania VLPs stosowano
zazwyczaj trzy metody: wytracanie glikolem polietylenowym (PEG), ultrawirowanie
w gradiencie gestosci (UWG) i chromatografiec wykluczenia (SEC). W nowszych
podejsciach VLPs sg oczyszczane roéwniez metodami chromatograficznymi np.
chromatografiag jonowymienng (IEX), hydrofobowa (HIC) lub multimodalng (MC).
Tabela 3 przedstawia wybrane platformy produkcji VLPs dla wirusow JEV, WNV,
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DENV i ZIKA z wypunktowaniem systemu ekspresji, linii komorkowej oraz metody

oczyszczania.
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Tabela3.Cec hy

Wirus

JEV

WNV

Rodzaj

komorek

ssacze

owadzie

owadzie

ssacze

owadzie

bakterie

produkcij i VL Predzayuylaviviusry c h  wi
Cechy produkcji
System ekspresji ,
.| Srednica
Typ Linia Bialka Oczyszczanie
. Wektor [nm]
ekspresji komérkowa
wirus PEGi
przej$ciowa o HelLa prM-E 20-30
krowianki UWwWG
CHO, prM-E,
) RK-13, chimeryczne PEG,
) plasmid,
stabilna . BHK-21, prM-E UWG, 30-50
retrowirus . .
COS-1, Z epitopami SEC
293T HCV
. . Drosophila, UWG, PEG
stabilna plazmid ) ) prM-E ) n.d.
High Five i UWG
. Sf9, High UWG, PEG
przejsciowa | bakulowirus . prM-E, E . 30-50
Five i UWG
przejsciowa HSV Hela prM-E UwWG 28
. . . 40-50, 20-
stabilna plazmid CHO prM-E PEG i UWG 20
. prM_Ev
przejsciowa | bakulowirus Sf9 UWwWG 40-60
C-prM-E
Escherichia, Chimeryczne
przejsciowa plazmid coli VLPs: DI+ UWG, SEC 30-40

strain RR1 biatko
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DENV

ZIKV

ssacze

drozdzowe

owadzie

ssacze

przejsciowa

przejsciowa

przejsciowa

przejsciowa

plazmid

plazmid

bakulowirus

plazmid

COS-1,

HEK293T,
Expi293™

Pichia

pastoris

Sf9

CAP-1,

plaszcza
AP205
prM-E (z
sekwencja
sygnatowa |
regionem
stem/anchor
zJEV,
C-prM-E
(+NS2B/NS3),
prM-E
z mutacjami
E,
ektodomena
E, fuzja
ektodomen E
z r6znych
serotypow,
chimeryczne
VLPs: DI
w fuzji
z biatkiem C
lub S HBV
DIl w fuzji
zyRIgE
i Pr55Gag
prM-E,

UWG 45-55

UWG,
chromatografia
powinowactwa | 30, 20-40
do Ni?* HIC

UWG 120-130

UWG, 60
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(Arora, Tyagi, Swaminathan i Khanna, 2013; Khetarpal i in., 2017; Liu i in.,
2014; Mani i in., 2013; Poddar i in., 2016; Rajpoot i in., 2018; Ramasamy
i in., 2018; Shukla i in., 2018; Tripathi i in., 2015)

(Chuaiin., 2013)
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owadzie

roslinne

293T C-prM-E +

NS2B/NS3,
chimeryczne:
E-NS1 + GAG
- prM-Ev
. plazmid,
stabilna o 293T C-prM-E
lentiwirus
(+NS2B/NS3)
przejsciowa | bakulowirus Sf9 prM-E, E
. Agrobacteriun| Nicotiana | DIl w fuzji
stabilna ) )
tumefaciens | benthamiané z C HBV

SEC,
IEX,
MC

UWG,
IEX,
HIC,
MC

UWG

UWG
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(Alvim, Itabaiana i Castilho, 2019; Garg i in., 2017)

(Dai i in., 2018b; a)

(Yang, Lai, Sun i Chen, 2017)
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Systemy ekspresji roznig si¢ pod wzglgdem modyfikacji potranslacyjnych.
Kluczowa modyfikacja dla VLPs FV jest N-glikozylacja bialek. Obecnos¢ N-glikanow
jest wymagana do wydajnej produkcji, sekrecji oraz wigzania przeciwciat
neutralizujgcych (np. epitopy EDE). Jednak nie wiadomo jak doktadnie profil N-
glikanbw moze wplywa¢ na antygenowo$¢ oraz immunogenno$¢ VLPs. Komorki
uzywane W réznych systemach ekspresji wykazuja roznice w profilach N-glikozylacji ze
wzgledu na odmienng obecno$¢ oraz poziom glikozylotransferaz czy innych enzymow
biorgcych udziat w procesowaniu struktur cukrowych. Komorki drozdzowe wykazuja
hipermannozylacj¢ N- i O-glikandéw, ktora moze wplywaé na wlasciwosci reaktogenne
I immunogenne biatek rekombinowanych (Khan i in., 2016; Luong, Lam, Chen i Levitz,
2007; Radoman iin., 2021). Z kolei, komorki owadzie wykazujg synteze krotkich
fancuchéw N-glikanow, gtownie zakonczonych mannozg oraz bardzo niski poziom
sializacji. Ponadto, wykazujg rowniez dodawanie fukozy a-1,3 do rdzenia N-glikanu, co
nic wystepuje W komoérkach ssaczych imoze by¢é powodem wystgpienia reakcji
alergicznych (Palmberger iin., 2014). Komorki owadzie Sf9 iHigh Five moga
syntetyzowac ztozone O-glikany, dodatkowo pozbawione kwasu sialowego (Gaunitz
i in., 2013). Udowodniono rowniez, roznice W glikozylacji miedzy dwoma najczgsciej
wykorzystywanymi liniami komorek ssaczych — HEK293 oraz CHO, gdzie te pierwsze
charakteryzuja si¢ bardziej ztozonymi N-glikanami z mniejszg zawartoscig kwasu
sialowego (Croset i in., 2012; Gugliotta i in., 2013). Roznice migedzy systemami moga
wptywac na antygenowos$¢ czy immunogennos$¢ VLPs. Jednak do tej pory nie byto badan

na ten temat.
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Nie ma danych literaturowych dotyczacych oddziatywania VLPs FV z uktadem
immunologicznym i ich detekcji przez komorki prezentujace antygeny (ang. antigen
presenting cells, APCMozna zatozy¢, ze VLPs s rozpoznawane przez APC W sposob
podobny do wirusa, dzigki wysokiemu podobienstwo strukturalnemu. FV wykorzystuja
komorki dendrytyczne, nalezace do APC w trakcie infekcji do pierwotnej replikacji. Dla
VLPs innych rodzajéw wirusdéw wykazano znaczenie rozmiaru czgstek oraz tadunku
w wychwytywaniu przez réozne DC. Mniejsze czastki (10-200 nm) moga bezposrednio
wedrowaé do wezta chtonnego, tam by¢ wychwytywane przez DC, natomiast wigksze
czastki sg raczej wychwytywane przez DC w miejscu immunizacji (Manolova i in.,

2008). VLPs ze wzgledu na multimeryczng strukturg nalezg do wzorcow molekularnych
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zwigzanych z patogenami i moga wigza¢ si¢ do PRR. Wsréd PRR oddziatywujacych
z wirusami wyr6zniamy: receptory lektynowe typu C (CLR), receptory toll-podobne
(TLR) oraz receptory Fcy. CLR (np. DC-SIGN, DC-SIGNR, Langeryna) wigza reszty
cukrowe obecne na glikoproteinach w sposob zalezny od jonow wapnia. Jak roéwniez
GAG np. siarczan heparyny moze by¢ zaangazowany W oddziatywanie z PRR, np. VLPs
HPV wymagaja siarczanu heparyny do oddziatywania z Langeryng na komorkach
Langerhansa, natomiast nie do oddziatywan z DC (Yan i in., 2004). Co ciekawe receptory
Fcy, ktore uczestniczg w powstawaniu efektu ADE, moga réwniez bezposrednio
oddziatywa¢ z glikanami na VLPs jak zostato to pokazane np. dla VLPs HPV (Silva,
Fausch, Verbeek i Kast, 2007). Po zwigzaniu PRR, VLPs moga ulec internalizacji przez
dwa gtéwne procesy: fagocytoze lub makropinocytozg. Roézne komorki APC moga
wykorzystywaé rozne szlaki np. DC wychwytuja VLPs HPV gtéwnie przez Kklatryno-
zalezna endocytozg lub makropinocytozg, natomiast komorki Langerhansa przez proces
niezalezny od aktyny (Fausch, Da Silva i Kast, 2003). Po internalizacji VLPs stymuluja
dojrzewanie komorek APC, przez wydzielanie prozapalnych cytokin, a VLPs moga dalej
by¢ procesowane, aby peptydy z nich pochodzace mogty zosta¢ zaprezentowane na MHC
klasy I lub Il. Prezentacja na MHC Kklasy | jest potrzebna do aktywacji odpowiedzi
limfocytow T CD8+, natomiast kompleksy peptyd-MHCII do odpowiedz limfocytow T
CD4+ (Bachmann i in., 1996). Jednakze niektore rodzaje DC, ktore internalizujg VLPs,
moga nie ulega¢ dojrzewaniu, co utrudnia ich prezentacj¢ na MHCI/II. Przyktadowo,
plazmacytoidalne DC nie ulegajg dojrzewaniu po stymulacji VLPs HPV (Lenz, Lowy
i Schiller, 2005). Dlatego, ko-administracja adiuwantow moze spowodowac przycigganie
innych rodzajow DC w miejsce szczepienia lub indukcje innej $ciezki prezentacji, co
dalej pozwala na wzmocnienie prezentacji VLPs istymulacji odpowiedzi
immunologicznej (Chua iin., 2012). Dodatkowo, VLPs moga stymulowaé rowniez
odpowiedz limfocytow pomocniczych Th, ktére moga wplywa¢ na odpowiedz
komorkowa jak 1humoralng. Limfocyty Th moga indukowaé¢ zmiang izotypu
immunoglobulin G, np. limfocyty Thl sa powigzane z powstawaniem 19G2a, a Th2
z 1gG1 w myszach (Snapper, Peschel iPaul, 1988). Poza tym, VLPs moga réwniez
bezposrednio oddziatywa¢ z limfocytami B, ktore petnig wowczas rolg komorek APC
I mogg by¢ transportowane do $Sledziony gdzie antygeny sg prezentowane dla DC (Bessa
Iin., 2012).
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4.2.2. Formulacja @ Nek wirusopod bne jako antygen-

szczepionkoych

VLPs z powodu swojej struktury charakteryzujg si¢ gestym upakowaniem
powtarzajacych si¢ epitopow, co sprawia, ze sg W stanie indukowac silng odpowiedz
immunologiczng na poziomie, co najmniej odpowiedzi indukowanej przez
inaktywowanego wirusa (Liu iin., 2014). Pomimo tego wickszos¢ formulacji
szczepionkowych opartych na VLPs stosuje adiuwanty w celu wzmocnienia reakcji
uktadu immunologicznego po immunizacji. Adiuwanty sa to zwiazki, ktore moga
wzmocni¢ poziom, rodzaj, jako$¢ oraz czas trwania odpowiedzi immunologicznej do
zadanego immunogenu. Co za tym idzie, w wyniku dodania adiuwantu do formulacji
szczepionkowej, mozna uzy¢ mniejszej dawki immunogenu lub zredukowaé liczbe
szczepien. Adiuwanty mozna zaklasyfikowaé w zaleznosci od mechanizmu dziatania do
dwoch kategorii: stuzace jako system dostarczenia immunogenu i jego uwalniania
W miejscu szczepienia oraz immunostymulanty. Do pierwszej kategorii zaliczamy:
wodorotlenek glinu (alum), emulsje (olej-w-wodzie, woda-w-oleju), liposomy, polimery,
kompleksy immunostymulujace. Do drugiej kategorii zalicza si¢ ligandy TLR, cytokiny,
saponiny, bakteryjne egzotoksyny. Niektore z substancji zaliczanych do pierwszej
kategorii rowniez posiadajg wlasciwo$ci immunostymulujace. Adiuwanty zatwierdzone
do uzycia i stosowane w szczepionkach opartych na VLPs to wodorotlenek glinu, oparta
na skwalenie nanoemulsja olej-w-wodzie (ASO03™) oraz ligand TLR -
monofosforylolipid A. Mechanizm dziatania alum prawdopodobnie oparty jest na:
tworzeniu miejsc magazynowania immunogenu, co ulatwia ciggle jego uwalnianie;
formowanie struktur promujacych fagocytoze antygenu przez APC; zwigkszenie
ekspresji prezentacji antygenu za posrednictwem MHC Kklasy Il. Jednakze, alum
stymuluje gtownie odpowiedz typu Th2, z minimalng indukcjg limfocytow T (Brewer
I in., 1999). Dlatego tez, inne adiuwanty wzbudzajace odpowiedz typu Thl sg testowane.
W szczepionce przeciwko HBV (Fendrix®) i HPV (Cervarix®) zastosowano kombinacjg
alumu z MPLA, ktory jest ligandem TLR4 i moze stymulowa¢ Thl (Fabrizi i in., 2015;
Jenkins, 2008). Kombinacja ta pozwolita na zwigkszenie odpowiedzi immunologicznej
do VLPs. Z kolei AS03™ moze wzbudzac przejsciowo zalezng od NF-kB-wrodzong
odpowiedz immunologiczng, co indukuje wydzielaniem cytokin i chemokin,
indukujacych migracj¢ komoérek APC (Gargon, Vaughn i Didierlaurent, 2012). Ten

adiuwant moze wzbudzac¢ zarowno odpowiedz przeciwciat jak i limfocytow T. Ponadto,
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niedawno zostat on zatwierdzony do uzycia z VLPs SARS-CoV-2 produkowanymi
w komorkach roslinnych.

W przypadku VLPs FV najczeSciej testowane sg formulacje z dodatkiem
adiuwantéw. Jedno badanie z uzyciem VLPs WNV wyprodukowanych w komoérkach
owadzich pokazato zwigkszenie ich immunogennosci - miana przeciwciata anty-E/-M,
przeciwcial neutralizujacych oraz protekcje przed wirusem poprzez zastosowanie
adiuwantu AS01B — (liposomalna formulacja MPLA i frakcji saponin QS21) (Qiao i in.,
2004). Inne formulacje VLPs zawieraty inne adiuwanty. Wigkszo$¢ badan pokazuje silne
wzbudzenie odpowiedzi przeciwcial, natomiast mato jest danych na temat odpowiedzi
komorkowej po immunizacji formulacja VLPs. VLPs DENV wyprodukowane
w drozdzach w formulacji z adiuwantem Freunda (emulsja oleju mineralnego, typu
woda-w-oleju, z dodatkiem inaktywowanych pratkow gruzlicy), stymulowaty odpowiedz
przeciwcial oraz indukcje odpowiedzi cytotoksycznej (wydzielanie IFNy, TNFa) (Liu
iin., 2014).

Wystepuja réwniez rozbieznosci w stosowanej dawce VLPs oraz schematu
immunizacji w badaniach na modelach mysich. Najczesciej wykorzystywany jest
wielodawkowy schemat szczepien, gdzie wykorzystuje si¢ od 1 pug do 50 pg VLPs/I
dawke/mysz. Dla przyktadu w formulacji VLPs DENV (CprmE lub prME) z alumem
stosowano 50 pg biatka (na mysz), podawana trzykrotnie dootrzewnowo (Utomo,
Pambudi i Park, 2022). VLPs JEV jako immunogen przetestowano bez dodatku
adiuwantu w $winskim modelu zwierzecym i wykazano, ze trzykrotna immunizacja
wigkszymi dawkami (10-20 pg) skutkuje silniejsza odpowiedzig przeciwcial
neutralizujagcych niz niskimi dawkami (2.5 pg) (Yang iin., 2022). Natomiast,
w przypadku ZIKV wykazano, ze dawka 1 pg VLPs w potaczeniu z alumem w podaniu
domig$niowym w myszach wzbudzita podobny poziom przeciwciat neutralizujacych, co
dawka 25 pg bez adiuwantu, c0O zostalo jeszcze wzmocnione przez dodatkowa dawke

formulacji (Espinosa i in., 2018).
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Infekcje ZIKV sg powigzane z cigzkimi powiktaniami chorobowymi, szczeg6lnie
dotyczacymi ptodéw i noworodkow. I cho¢ transmisja wirusa nie jest tak aktywna jak w
uprzednich latach, to z powodu duzego zasiegu wystepowania nadal stanowi on
zagrozenie dla populacji ludzi. Ponadto, pomimo wielu wysitkéw ze strony naukowcow
oraz firm biotechnologicznych zadna szczepionka nie zostata zatwierdzona do
profilaktyki zakazen wirusem Zika. W zwigzku z tym, ze szczepienia w przypadku wirusa
Zika bylyby najlepsza formg zapobiegania zakazen, nalezy doktadnie zbada¢ dostepne
typy szczepionek jak rowniez rozwijaé nowe technologie i antygeny. Jednym z
najbezpieczniejszych typow antygendw szczepionkowych, a jednocze$nie wysoce
skutecznych w generowaniu odpowiedzi immunologicznej, sa czastki wirusopodobne.
Zastosowanie VLPs jako antygendw szczepionkowych przeciwko wielu wirusom z
rodzaju Flavivirus, w tym przeciwko ZIKV zostato juz wczes$niej udowodnione. VLPS
ZIKV sa naturalnie produkowane w trakcie infekcji wirusowej i sktadaja si¢ z wielu kopii
glikoprotein prM/M i E zakotwiczonych w dwuwarstwie lipidowej. Moga by¢ takze
otrzymane przez ko-ekspresj¢ genow obu tych biatek w komoérkach eukariotycznych.
Jednakze, pewne kwestie mogace wplywaé na wydajnos¢ ich produkcji oraz potencjat

immunogenny nie zostaty zdefiniowane. Dlatego, praca ta miata na celu:

1 Oceni¢ wplyw genetycznych modyfikacji biatka E na proces skladania
rekombinowanych VLPs,
1 Oceni¢ wptyw systemu ekspresji genéw na produkcje VLPs, ich antygenowos¢

oraz immunogennos¢.

Co wigcej, kolejnym celem tej pracy bylo zaprojektowanie nowego typu
rekombinowanych VLPs, w celu zwigkszenia ich produkcji w systemie komorek
ssaczych. Ostatnim zamierzeniem tej pracy, byta ocena ich uzytecznosci jako antygenu
szczepionkowego poprzez zbadanie wplywu schematu dawkowania i adiuwantow na

zdolno$¢ indukowania odpowiedzi immunologicznej przeciwko wirusowi Zika.
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6. Materialy

6.1. Szczepy bakteryjne
Escherichia coli, TOP 10
F - mcrA, A(mrr-hsdRMS-merBC), ®80lacZ(del)M15, AlacX74, deoR, recAl,
araD139, A(ara-leu)7697, galU, galK, rpsL(SmR), endA1, nupG
Escherichia colj DH10Bac
F - mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZAM15 AlacX74 recAl endAl araD139
A(ara, leu)7697 galU galK A— rpsL nupG/bMON14272/pMON7124

6.2. Geny syntetyczne

Kaseta genow bialek prM i E wirusa Zika szczepu BeH818995 poprzedzona
sekwencja sygnalowg (GenBank: KU365777.1, 406-2082 nt); wklonowana
w plazmid pFastBacl

6.3. Plazmidy
pJET 1.2/blunt
pFastBacl

pcDNA 3.1 V5/His

6.4. Linie komorkowe owadzie

Sf9 — linia ciggta komoérek owadzich pochodzaca z jajnika motyla Spodoptera frugiperda
(Kolekcja Zaktadu Szczepionek Rekombinowanych MWB UG-GUMed); hodowana
w pozywce HyClone™ SFX-Insect™ i 1x AA

High Five (Hi5) — linia cigglta komorek owadzich pochodzaca z jajnika motyla
Trichoplusia niKolekcja Zaktadu Szczepionek Rekombinowanych MWB UG-GUMed);
hodowana w pozywce Express Five® SFM i 1XAA

Sf9 Easy Titer — linia ciagta komoérek owadzich z jajnika motyla Spodoptera frugiperda
(Kolekcja Zaktadu Szczepionek Rekombinowanych MWB UG-GUMed); stabilnie
transformowana plazmidem zawierajacym gen zielonej fluorescencji (eGFP), komorki
emituja zielone $wiatlo fluorescencji po =zakazeniu bakulowirusem; hodowana

w pozywce HyClone™ SFX-Insect™ i genetycyny (0.1 mg/ml)

55



Materi agy

6.5. Linie komorkowe ssacze

293T — linia ciagla uzyskana ztkanki nablonkowej ludzkiej embrionalnej nerki,
transformowana adenowirusem i eksprymujaca antygen T wirusa SV40 (Kolekcja
Zaktadu Szczepionek Rekombinowanych MWB UG i GUMed); hodowana w
suplementowanej pozywce DMEM z 8% FBS

CHO-K1 — epitelialna linia uzyskana z jajnika chomika chinskiego (Kolekcja Zaktadu
Szczepionek Rekombinowanych MWB UG i GUMed); hodowana w pozywce
suplementowanej DMEM z 8% FBS oraz 1x NEAA

Vero E6 (VERO C1008) — linia ciaggla uzyskana ztkanki nabtonkowej nerki
afrykanskiego koczkodana zielonego Cercopithecus aethiopklon E6 linii Vero 76
(MRC-University of Glasgow Centre for Virus Research); linia permisywna dla wielu
wiruséw; linia wykazuje pewien stopien zahamowania potaczen migedzykomorkowych;
hodowana w suplementowanej pozywce DMEM z 8% FBS

Ab549 — linia ciagta uzyskana z tkanki nablonkowej ludzkiego niedrobnokomorkowego
raka pluc (Kolekcja Zaktadu Szczepionek Rekombinowanych MWB UG i GUMed);
hodowana w suplementowanej pozywce EMEM z 8% FBS

6.6. Wirusy
Dziki bakulowirus (Kolekcja Zaktadu Szczepionek Rekombinowanych MWB UG-
GUMed)

Wirus Zika szczep MR766 (BEI Resources, NIAID, NIH) - MR766 jest referencyjnym
szczepem wirusa Zika i zostat wyizolowany z krwi makaka krolewskiego w lesie Zika
niedaleko Entebbe w Ugandzie 20 kwietnia 1947 roku (Dick, Kitchen i Haddow, 1952).
Pelna sekwencja genomowa ZIKV MR 766 dostepna w bazie GenBank (GenBank:
AY 632535, DQ859059)

Wirus Zika szczep H/PAN/2016/BEI-259634 (BEI Resources, NIAID, NIH) -
H/PAN/2016/BEI-259634 zostal wyizolowany z probki surowicy pobranej od cztowieka
w Panamie 15 stycznia 2016 r. Pelna sekwencja genomowa ZIKV H/PAN/2016/BEI-
259634 dostepna wbazie GenBank (GenBank: KX198135, ZIKV/Homo
sapiens/PAN/BEI-259634 V4/2016)
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6.7. Pozywki hodowlane

LB (Luria-Broth) - ptynne podtoze hodowlane do bakterii (sktad na 100 ml: 1g bacto
tryptonu, 0.5 g ekstraktu drozdzowego, 1 g NaCl pH=7 i sterylizowana przez
autoklawowanie przez 30 min przy 0.7 atm)

LA (Luria Agar) - state podtoze hodowlane do bakterii (sktad na 100 ml: 1.5 g bacto
agaru, 1 g bacto tryptonu, 0.5 ekstraktu drozdzowego, 1 g NaCl pH=7 i sterylizowana
przez autoklawowanie przez 30 min przy 0.7 atm)

HyClone™ SFX-Insect™ — pozywka do hodowli komoérek owadzich (Cytiva)

Express Five® SFM — pozywka do hodowli komérek owadzich High Five (Thermo
Fisher Scientific)

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) (Corning, USA) - pozywka do
hodowli komorek ssaczych, suplementowana roztworem antybiotykow Penicillin-
Streptomycin (10 000 U/mL) (P/S) (zgodnie =z zaleceniami producenta) oraz
inaktywowana surowicg bydleca (8%)

EMEM (Minimum Essential Medium — Eagle with Earle’s BSS) (Lonza, Szwajcaria)
- pozywka do hodowli komorek ssaczych, suplementowana roztworem antybiotykow P/S
(zgodnie z zaleceniami producenta). W zalezno$ci od doswiadczenia dodatkowo
inaktywowang surowica bydlgca (8%)

RPMI 1640 (Thermo Fisher Scientific, USA) — pozywka do izolacji i hodowli mysich
splenocytow, suplementowana roztworem antybiotykow P/S (zgodnie z zaleceniami
producenta) oraz inaktywowang surowicg bydleca (8%), 20 mM HEPES oraz 50 uM -

merkaptoetanolem

6.8. Startery

Tabelad.Li sta starterow wykorzystanych do ampl i fi
Temperatura Dlugosé

Nazwa Sekwencja 5°-3° topnienia ue
o [nt]

[°C]
prM-rev ‘ GAATTCTCAGCTGTATGCCGGGGCA 61 25
E-for | AAAGGATCCATGTGGATATTTAGG 52.3 24
E-rev | GCAGAATTCTCACACATCAGC 52.4 21
prM-for | AAAGGATCCATGGGCGCAGAT 54.4 24
Eanchor-rev |  AGCGGAATTCTCATGATTTGAAAGC 54.4 25
ESter_':z\r;Chor AAAGAATTCTCAAATGGTGCTGCC 54 24
ETM2-rev | GAATTCTCATCCATTCTTTGTGTT 50.6 25
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ssME1partf GCAGCGGAGGTCACC'I:'GTGACGCTCCCCTC 712 30
ssME2partf CTGCTGACCACAGCTATGGCAGCGGAGGT 69.4 33
CACT
ssME3partf GTCGGAATTGTTGGCCTCCTGCTGACCAC 68.1 33
AGCT
GGATCCATGGGCGCAGATACTAGTGTCGG
ssME4partf AATTGTTGGC 69.7 39

6.9. Przeciwciala

69.1.Pr zeci wciaga pierwszorzndowe
Mysie, monoklonalne przeciwcialo przeciwko petli fuzyjnej bialka E wirusow
z rodzaju Flavivirus, 1gG2a (4G2) (Absolute Antibody) - WB: 1:2000 rozcienczenie;
uzywane tylko do analiz w warunkach nieredukujacych, ELISA: 2 pg/ml
Krélicze, monoklonalne przeciwcialo przeciwko DIII bialka E wirusa Zika (Szczep
SPH2015) (Sino Biological Inc.) - WB: 1:5000 rozcienczenie
Krolicze, poliklonalne przeciwciala przeciwko bialku prM (GeneTex International) -
WB: 1:1000 rozcienczenie; ELISA: 1:500 rozcienczenie
Mysie, monoklonalne przeciwcialo przeciwko epitopowi LR w DIII bialka E wirusa
Zika (ZV67), 1gG2a (Absolute Antibody) - ELISA: 2 pg/ml
Mysie, monoklonalne przeciwcialo przeciwko epitopowi C-C’ w DIII bialka E
wirusa Zika (ZV64), 1gG2a (Absolute Antibody) - ELISA: 2 pg/ml
Mysie, monoklonalne przeciwcialo przeciwko epitopowi C-C’ w DIII bialka E
wirusa Zika (ZV48), 1gG2a (Absolute Antibody) - ELISA: 2 pg/ml
Mysie, monoklonalne przeciwcialo przeciwko epitopowi ABDE w DIII bialka E
wirusa Zika (ZV2), 1gG2a (Absolute Antibody) - ELISA: 2 ng/ml
Mysie, monoklonalne przeciwcialo przeciwko DI/DII bialka E wirusa Zika
(ZKAT8), 1IgG2a (Absolute Antibody) - ELISA: 2 pg/ml
Ludzkie, monoklonalne przeciwcialo przeciwko epitopowi EDE1 (C10), 1gGl
(Absolute Antibody) - ELISA: 4 pg/ml
Ludzkie, monoklonalne przeciwcialo przeciwko epitopowi EDE1 (C8), 1gGl
(Absolute Antibody) - ELISA: 4 pg/ml
Ludzkie, monoklonalne przeciwcialo przeciwko epitopowi EDE2 (B7), 1gGl
(Absolute Antibody) - ELISA: 4 pg/ml
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Ludzkie, monoklonalne przeciwcialo przeciwko epitopowi EDE2 (All), IgGl
(Absolute Antibody) - ELISA: 4 ng/ml

Kroélicze, poliklonalne przeciwciala przeciwko petli ,,150” bialka E (a.a.: 147-161),
1gG (R34) (MRC-University of Glasgow Centre for Virus Research) — ELISA: 1:1000

rozciencznie; WB: 1:3000 rozcienczenie

6.92.Pr zeci wciaga drugorzndowe
Koniugat kozich anty-mysich przeciwcial IgG z peroksydaza chrzanowa (Jackson,
Immuno-Research, USA) - WB: 1:3000
Koniugat alpakowych anty-kréliczych przeciwcial IgG z peroksydaza chrzanowg
(Jackson, Immuno-Research, USA) - WB: 1:3000
Koniugat mysich anty-ludzkich przeciwcial IgGl z peroksydaza chrzanowg
(Thermo Fisher Scientific, USA) - WB: 1:3000; ELISA: 0.7 ug/ml
Koniugat kozich anty-mysich przeciwcial IgG1 z peroksydaza chrzanowa (Thermo
Fisher Scientific, USA) - ELISA: 0.7 pg/ml
Koniugat kozich anty-mysich przeciwcial IgG2a z peroksydaza chrzanowg (Thermo
Fisher Scientific, USA) - ELISA: 0.7 pg/ml
Kozie anty-mysie IgG przeciwciala sprzezone z 6 nm czasteczkami zlota (Aurion,
Holandia)

6.10. Antygeny bialkowe
Rekombinowana ektodomena biatka E ZIKV (aa: 40-400), 6xHisTag na C’-koncu,
produkowana w E. coli (MyBioSource, USA)
Rekombinowana DIII bialka E ZIKV (szczep SPH2015) HisTag (Sino Biological,
Chiny)

6.11. Lektyny
Dzakalina (AIA) (Vector, USA) — (ang. Jacalin) lektyna specyficzna do O-glikozydowo

potaczonych  oligosacharydow,  preferujaca  struktur¢  galaktozylo(p-1,3)N-
acetylogalaktozaminy (antygen T); izolowana z Artocarpus integrifolia

DC-SIGN (CD209) (Sino Biological, Chiny) — nieintegryna swoista dla komorek
dendrytycznych (DC) chwytajgca ICAM (ang. DC-specific intercellular adhesion
molecule3 grabbing nonintegrin, DEIGN); receptor lektynowy typu C obecny na

powierzchni  makrofagéw ikomorek dendrytycznych z powinowactwem do
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wysokomannozowych glikanow; rekombinowane biatko z Fc tagiem ludzkiej 1IgG1 na N-
koncu

DC-SIGNR (CD209L, L-SIGN) (Sino Biological, Chiny) — homolog lektyny DC-SIGN
obecny na powierzchni komorek epitelialnych; receptor lektynowy typu C
z powinowactwem do wysokomannozowych glikanéw; rekombinowane biatko z Fc
tagiem ludzkiej 1gG1 na N-koncu

UEA I (Vector, USA) — aglutynina | z Ulex europaeusajaca powinowactwo do fukozy

potaczonej wigzaniem typu o

6.12. Wzorce masowe

GeneRuler DNA Ladder Mix — Wzorzec masowy do elektroforezy agarozowej DNA —
fragmenty DNA o wielko$ci par zasad: 10000, 8000, 6000, 5000, 4000, 3500, 3000, 2500,
2000, 1500, 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100 (Thermo Fisher Scientific,
USA)

PageRuler Prestained Protein Ladder — Wzorzec masowy do elektroforezy SDS-
PAGE biatek — barwny wzorzec biatek o wielkosci 170, 130, 100, 70, 55, 40, 35, 25, 15,
10 kDa (Thermo Fisher Scientific, USA)

PageRuler Plus Prestained Protein Ladder — Wzorzec masowy do elektroforezy SDS-
PAGE biatek — barwny wzorzec biatek o wielkosci 250, 130, 100, 70, 55, 35, 25, 15, 10
kDa (Thermo Fisher Scientific, USA)

6.13. Enzymy i bufory do reakcji enzymatycznych
BamHlI, Fast Digest, bufor Fast Digest (10x) (Thermo Fisher Scientific, USA)
EcoRl, Fast Digest, bufor Fast Digest (10x) (Thermo Fisher Scientific, USA)
Ligaza DNA faga T4, bufor do ligacji (10x) (Thermo Fisher Scientific, USA)
KAPA HiFi HotStart DNA Polymerase Ready Mix (Roche, Szwajcaria)
PNGaza F, GlycoBuffer 2 (10x) (New England BioLabs, USA)
NP-40 10% (New England BioLabs, USA)
Glycoprotein denaturing buffer (10x) (New England BioLabs, USA)
Endo Hs, GlycoBuffer 3 (10x) (New England BioLabs, USA)
O-glikozydaza, Neuraminidaza (New England BioLabs, USA)
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6.14. Bufory i inne odczynniki

0.1 M CacCl: (jalowiony przez autoklawowanie)

0.1 M CaCl2/15% glicerol (jatowiony przez autoklawowanie)

1 M HEPES (Thermo Fisher Scientific, USA)

0.5 M H2S04 (POCh, Polska)

0.5 M roztwor wodny maslanu sodu

0.5 M roztwér wodny EDTA pH 8 (186.1 g EDTA, 20.0 g NaOH/1 | roztworu]
1.5 M Tris HCI pH 8.8 (Sigma, USA)

10 mg/ml roztwér konkanawaliny a (Thermo Fisher Scientific, USA)

50 mg/ml roztwoér gentamycyny (Thermo Fisher Scientific, USA)

50 mg/ml roztwoér genetycyny (G418) (Thermo Fisher Scientific, USA)

10 mg/ml roztwor tetracykliny w 100% etanolu

200 mg/ml roztwor wodny ampicyliny (Polfa, Polska)

50 mg/ml roztwor wodny kanamycyny

200 mg/ml roztwor wodny izopropylep-D-1-tiogalaktopiranozydu (IPTG)
20 mg/ml roztwor 5-bromo-4-chloro-3-indolylo-beta-D-galaktopiranozydu (X-gal)
w 100% dimetyloformamidzie

99.8% etanol bezwodny (EtOH) (POCh, Polska)

1% fiolet krystaliczny (Park Scientific, UK)

1% metyloceluloza w pozywce MEM [6.25% FBS, 0.2% NaHCO0s, 4.2 mM L-
glutamina, 0.7x stezony roztwor antybiotykow AA]

100% metanol (MetOH) (POCh, Polska)

4% paraformaldehyd w PBS (Sigma, USA)

2% roztwor octanu uranylu (POCh, Polska)

5% roztwér mleka odtluszczonego w TBST

50% roztwor sacharozy w TEN

7.5% roztwor wodoroweglanu sodu (Thermo Fisher Scientific, USA)
0.25% Trypsyna-EDTA (Thermo Fisher Scientific, USA)

AEC (BD Sciences, USA)

Agaroza (Merck/Sigma, USA)

Albumina bydleca (BSA) (Merck/Sigma, USA)

AddaVax (InvivoGen)

Alhydrogel 2% (InvivoGen)

Clarity Max Western ECL Blotting Substrate (BioRad)
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GlutaMAX™ (Thermo Fisher Scientific, USA)

Bacto agar (Difco, USA)

Bacto trypton (Difco, USA)

Blekit bromofenolowy (Merck/Sigma, USA)

Bufor ACK (Thermo Fisher Scientific, USA)

Bufor do elektrotransferu mokrego (3 1) (9.08 g Tris, 43.24 g glicyny, 20% metanol)
Bufor elektrodowy do elektroforezy poliakryloamidowej bialek w warunkach
denaturujacych 1x stezony pH 8.3 (na 1 | buforu: 3.02 g Tris, 14.42 g glicyna, 1.00 g
SDS)

Bufor inkubacyjny (PBS/BSA-c™) (Aurion, Holandia)

Bufor lizujacy (150 mM NaCl, 0.1% Triton X-100, 50 M Tris-HCI pH 8)

Bufor lizujaco-obcigzajacy do elektroforezy poliakryloamidowej bialek
w warunkach nieredukujacych 4x stezony (0.25 M Tris HCI pH 6.8, 8% SDS, 40%
glicerol, 0.04% bi¢kit bromofenolowy)

Bufor lizujaco-obcigzajacy do elektroforezy poliakryloamidowej bialek
w warunkach redukujacych 4x stezony (0.25 M Tris HCI pH 6.8, 8% SDS, 40%
glicerol, 20% B-merkaptoetanol, 0.04% biekit bromofenolowy)

Bufor obcigzajacy do elektroforezy agarozowej DNA 6x stezony (Thermo Fisher
Scientific, USA)

Bufor PBS 1x stezony (na 1 | buforu: 1.44 g Na2HPOg4, 0.24 g KH2PO4, 8.00 g NaCl, 0.2
g KCI)

Bufor PBS-T (PBS 1x stezony + 0.05% Tween 20)

Bufor PBS-T80 (PBS 1x stezony + 1% Tween 80)

Bufor TAE 1x stezony (40 mM Tris, 20 mM kwas octowy, 1 mM EDTA)

Bufor TBS (50 mM Tris-HCI pH 7.5, 150 mM NaCl)

Bufor TBST (1x stezony TBS + 0.1% Tween 20)

Bufor TEN (10 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA pH 7.4)

Bufor TNE (50 mM Tris-HCI, 100 mM NaCl, 10 mM EDTA pH 8)

Bydleca surowica plodowa (FBS) termicznie inaktywowana (Merck/Sigma, USA)
Chlorek sodu (NaCl) (Merck/Sigma, USA)

Cholesterol Lipid Concentrate (250X) (Thermo Fisher Scientific, USA)

Dodecylo siarczan sodu (SDS) (Merck/Sigma, USA)

Ekstrakt drozdzowy (Difco, USA)

Fosforan monopotasowy (KH2PO4) (Merck/Sigma, USA)
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Glicerol (POCh, Polska)

Glicyna (Merck/Sigma, USA)

Kwas wersenowy (EDTA) (Serva, Niemcy)

Maslan sodu (NaBut) (Merck/Sigma, USA)

MEM Non-Essential Amino Acids Solution (100X) (Thermo Fisher Scientific, USA)
Metyloceluloza (Sigma-Aldrich, USA)

Mieko odtluszczone (SN Gostyn, Polska)

Quick Start™ Bradford 1x Dye Reagent (Biorad, USA)

Paraformaldehyd (POCh, Polska)

PEG 6000 (Merck/Sigma, USA)

Penicillin-Streptomycin (10,000 U/mL) (100X) (P/S) (Thermo Fisher Scientific, USA)
PepMix™ ZIKV (E) Ultra (JPT, Niemcy)

PepMix™ ZIKV (M) (JPT, Niemcy)

Polyamine Supplement (1000x) (Merck/Sigma, USA)

PrestoBlue Cell Viability Assay (Thermo Fisher Scientific, USA)

Roztwor antybiotykow do hodowli komorkowych Antibiotic-Antimycotic (100X)
(AA) (Thermo Fisher Scientific, USA)

Roztwor blokujacy Blocking Solution for Goat Gold Conjugates (Aurion, Holandia)
Roztwor blokujacy ROTI®ImmunoBlock (Carl Roth, Niemcy)

Roztwor do precypitacji bialek PEG 6000 (10% PEG 6000, 0.3 M NaCl)

Roztwor inhibitoréw proteaz (Pierce™ Protease Inhibitor Tablets, EDTA-free)
(Thermo Fisher Scientific, USA)

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

Sacharoza (Merck/Sigma, USA)

Simply Safe™ znacznik fluorescencyjny kwaséw nukleinowych 5 pl/100 ml 1%
roztworu agarozy (EURX, Polska)

Super Signal West Pico Chemiluminescent Substrate (Thermo Fisher Scientific, USA)
Syntetyczny monofosforylo-lipid a (MPLA) (InvivoGen)

TransIT®-Insect Transfection Reagent (Mirus, USA)

Transporter™ 5 Transfection Reagent (Polysciences Europe GmbH)

Tris (Merck/Sigma, USA)

Triton X-100 (Merck/Sigma, USA)

Tween 20 (POCh, Polska)
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Tween 80 (VWR, USA)

Wodorofosforan sodu (NazHPO4) (POCh, Polska)
Wodorotlenek sodu (NaOH) (POCh, Polska)
B-merkaptoetanol (Merck/Sigma, USA)

6.15. Zestawy komercyjne
BD Mouse IFNy ELISPOT Kit (BD Sciences, USA)
CloneJET PCR Cloning Kit (Thermo Fisher Scientific, USA)
Gel-Out (A&A Biotechnology, Polska)
JetPRIME Transfection Reagent (Polyplus Transfection, Francja)
NovaRed Substrate Kit (Vector, USA)
Plasmid Midi (A&A Biotechnology, Polska)
Plasmid Mini (A&A Biotechnology, Polska)
PureLink™ HiPure Plasmid Maxiprep Kit (Thermo Fisher Scientific, USA)

6.16. Aparatura i inne materialy laboratoryjne

Aparat do elektroforezy poliakryloamidowej bialek (Thermo Fisher Scientific, USA)
Bibula Whatman 3MM (GE Healthcare, USA)

DS-11 spektrofotometr (DeNovix, USA)

Filtr © 0.02 pm, @ 0.45 pm i @ 0.22 nm (membrana z polifluorku winylidenu)
(Millipore, USA)

Hemocytometr typu Thoma (Medlab, Polska)

HiTrap® Capto™ Q, 5 ml (Cytiva, USA)

HiScreen CaptoCore 700 (Cytiva, USA)

Infinite ® 200 PRO NanoQuant spektrofotometr z czytnikiem plytek (TECAN,
Niemcy)

Inkubator 28 °C/ 37 °C, 5% CO:2 (Heraeus, Niemcy)

Komora laminarna (Heraeus, Niemcy)

Kuchenka mikrofalowa (LG Electronics Inc., USA)

Membrana PVDF (Millipore, USA)

Mikroskop elektronowy JEM 1400 (JEOL, Japan)

Mikroskop elektronowy Tecnai G2 Spirit BioTWIN (FEI Inc., USA)
Mikroskop swietlny (Olimpus, Japonia)
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Mikrowirowka Biofuge fresco (Heraeus Instrument, Niemcy)

Mikrowirowka Biofuge pico (Heraeus Instrument, Niemcy)

Naczynia hodowlane (ptytki wielodotkowe M-6, M-12, butelki T-25, T-75, T-175
ptytki o $rednicy 150 mm (Costar-Corning, USA/ BD Biosciences, USA)

pH-metr Radiometr Analytical PHM 83 AUTOCAL (Random, Dania)

Pipety i probéwki plastikowe 15 ml i 50 ml (BD Bioscience, USA)

Plytki M-96 ELISA silnie wiazace-biatka (Greiner, USA)

Probéwki plastikowe 1.5 ml i 2 ml (Sarstedt, Niemcy)

Rotor uchylny SW28 oraz SW41Ti (Beckman-Coulter, USA)

Sita komoérkowe 70 pm (Genoplast, Polska)

Strzykawka 10 ml (Becton Dickinson, USA)

System do wizualizacji i dokumentacji bialek wybarwionych
chemiluminescencyjnie UVITEC Cambridge Mini HD (UVITEC Cambridge)
System do wizualizacji kwasow nukleinowych w zelach agarozowych UVIDOC
HD6

(UVITEC Cambridge)

Termoblok (SigmaAldrich, USA)

Termocykler ProFlex PCR System (Thermo Fisher Scientific, USA)
Ultrawirowka Optima L-80 (Beckman-Coulter, USA)

Waga analityczna (MEDICAT, Szwajcaria)

Waga analityczna (Sartorius Mechatronics, Niemcy)

Wiréwka Heraeus Megafuge 16R z rotorem F15-6 x 100y (Thermo Scientific, USA)
Wirowka Hreaeus Fresco 17 zZ rotorem o Srednicy 17.2 cm (Thermo Scientific, USA)
Wortex Heidolph Top-Mix 94323 (Bioblock Scientific, Francja)

Zamrazarka -80 °C (Revco, USA)

Zasilacz do elektroforezy MP-300V (Syngen Biotech, Polska)

Zestaw filtrujacy Amicon® Ultra-15 Centrifugal Units 100K (Merck, USA)
Zestaw filtrujacy Vivaspin® 20, 300 000 MWCO PES (Sartorius, Niemcy)

Zestaw MycoAlert (Lonza, Szwajcaria)

6.17. Oprogramowanie

Alliance-1D - program systemu do wizualizacji i dokumentacji biatek wybarwionych
chemiluminescencyjnie UVITEC Cambridge Mini HD
CorelDRAW Standard pakiet programéw graficznych (Corel, Kanada)
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Geneious Prime - program do analiz sekwencji nukleotydowych i aminokwasowych
i-control oprogramowanie urzgdzenia Infinite® 200PRO NanoQuant

National Center for Biotechnology Information (NCBI) baza sekwencji
nukleotydowych

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/)

NetNGlyc - 1.0 program do przewidywania miejsc N-glikozylacji w ludzkich biatkch
(https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?NetNGlyc-1.0)

NetOGlyc - 4.0 program do przewidywania miejsc glikozylacji O-GalNAc (typ mucyn)
w komorkach ssaczych (https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?NetOGlyc-4.0)

PDB — baza struktur biatkowych (https://www.rcsb.org/)

PrediSi PREDIction of Slgnal peptides — program do przewidywania sekwencji

sygnatowych i miejsc cigcia (http://www.predisi.de/)

SignalP - 6.0 program do przewidywania sekwencji sygnatowych i miejsc cigcia

(https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?SignalP)

UVITEC-1D program systemu do wizualizacji i dokumentacji kwaséw nukleinowych
w zelach agarozowych UVIDOC HD
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7. Metody
7.1. Metody pracy z DNA

7.1.1. Przygotowanikompetentnyck o m - Esehé&richia coli TOP10
| DH10Bac

Zaszczepiono hodowle komorek Escherichia coliszczep TOP10 lub DH10Bac,
w 50 ml pozywki LB i inkubowano 16 h w 37 °C z wytrzgsaniem. Do hodowli komorek
szczepu DH10Bac dodano antybiotyki selekcyjne: tetracykling (10 pug/ml) i kanamycyng
(50 pg/ml). Nastepnego dnia, 0.5 ml hodowli nocnej dodano do 50 ml $wiezej pozywki
LB i hodowano dalej az do uzyskania ODs75=0.4-0.6. Hodowle schtodzono, a nast¢pnie
komorki osadzono przez wirowanie przy predkosci 3500 x g przez 10 min oraz
temperaturze 4 °C. Supernatant zlano, a osad komorek zawieszono w 10 ml zimnego
jatowego roztworu 0.1 M CaCl; i inkubowano w lodzie przez 1 h. Komorki bakteryjne
ponownie wirowano w tych samych warunkach przez 10 min. Usunigto supernatant,
a osad zawieszono w2 ml zimnego jatowego roztworu 0.1 M CaClz /15% glicerol.
Przygotowane komorki kompetentne przechowywano w temperaturze -70 °C w objetosci
200 pl.

7.12.Tr ansf or ma komgeterknyam EscherchialcdOP10
| DH10BacDNA plazmidowym
Do rozmrozonych komoérek kompetentnych E.coli dodawano 100 ng
plazmidowego DNA lub catlo$¢ mieszaniny ligacyjnej (szczep TOP10) lub 400-500 ng
DNA plazmidowego (szczep DH10Bac). Nast¢pnie, komorki z DNA plazmidowym
inkubowano w lodzie przez 30 min. Kolejno wykonano szok termiczny, poprzez
przeniesienie probowki na 45 s do termobloku o temperaturze 42 °C, po czym schtadzono
proboéwki W lodzie przez 3 min. Kolejno dodano 0.5 ml pozywki LB i inkubowano przez
45 min (szczep TOP10) Iub 0.9 ml pozywki LB iinkubowano przez 4 h (szczep
DH10Bac) w 37 °C z wytrzgsaniem. Po tym czasie wysiano 100 ul zawiesiny lub
zageszczone komorki na plytke Petriego z podlozem LA zawierajacym czynniki
selekcyjne: ampicyling (100 pg/ml) (szczep TOP10) lub kanamycyne (50 pg/ml),
gentamycyne (7 pg/ml), tetracykline (10 pg/ml) oraz X-gal (100 pg/ml) i IPTG (40 pg/ml)
(szczep DH10Bac). Ptytki inkubowano w 37 °C przez 16 h (szczep TOP10) lub 48 h (szczep
DH10Bac).
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7.1.3. Izolacjaplazmidowego lub bakmidowego DNA

W celu izolacji plazmidowego lub bakmidowego DNA zaszczepiano hodowle
nocne koloniami bakteryjnymi uzyskanymi w wyniku transformacji komorek E. coli. Do
hodowli transformowanych komorek E. coli dodawano ampicyline (100 pg/ml) (szczep
TOP10) Iub kanamycyng¢ (50 pg/ml) i gentamycyny (7 pg/ml) (szczep DH10Bac).
Izolacje DNA plazmidowego byly prowadzone zgodnie z zaleceniami protokolow
zestawow odczynnikoéw do izolacji DNA plazmidowego Plasmid Mini lub Plasmid Midi
oraz PureLink™ HiPure Plasmid Maxiprep Kit (w przypadku izolacji DNA
bakmidowego z transformowanych komoérek DH10Bac), ktore dziatajg w oparciu o
zdolno$¢ wigzania si¢ DNA dodatnio natadowanych z16z krzemionkowych w obecnosci
soli chaotropowych. DNA eluowano poprzez naniesienie na osuszong kolumng jatowe;j

wody (50 ul) o temperaturze ok. 37 °C.

714 Ampl i fikacja gen-w za pomocN reakc
Reakcje tancuchowa polimerazy DNA (ang. polymerase chain reaction, PER
przeprowadzano w celu powielenia odpowiednich sekwencji genéw biatek wirusowych.
W reakcji stosowano polimeraz¢ KAPA HiFi HotStart DNA Polymerase oraz
odpowiednie pary starterow forward i reverse zaprojektowane w oparciu o sekwencje
nukleotydowa gendéw biatek wirusowych. Temperatury przylaczania starterow
wyznaczono z wykorzystaniem aplikacji dostgpnej na stronie internetowej dostawcy —
Genomed. Przeprowadzano dwustopniowe reakcje PCR w celu podniesienia wydajnosci
reakcji. Pierwszy etap obejmowat 3 cykle, gdzie hybrydyzacja starterow odbywata si¢
W nizszej temperaturze niz zostala wyznaczona. Drugi etap obejmowal 20 cykli
z temperaturg  hybrydyzacji  starteréw zgodna Z wyznaczong. Reakcj¢ PCR
przeprowadzane w catkowitej objetosci 50 pl prowadzono w termocyklerze ProFlex PCR

System. Mieszanina reakcyjna zawierata:

KAPA HiFi HotStart DNA Polymerase Ready Mix — 25 ul,
starter forward — 0.3 uM,
starter reverse — 0.3 uM,

DNA matrycowy —10 ng,

= =_ =4 4 =

jatowa woda — do 50 pl.
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Reakcje zostaly przeprowadzone w termocyklerze zgodnie z warunkami
przedstawionymi w Tabela 5.

Tabela5.0g 6|l ny saklté¢ matPCRe do ampl i fi kacji genow wa
Etap reakcji Temperatura  Czas Hos¢ cykli
[°C] [s]
Wstepna denaturacja 95 180 1
Denaturacja 98 20
Hybrydyzacja starterow (1)? 45-55 15 3
ElongacjaP® 72 30-90
Denaturacja 98 20
Hybrydyzacja starterow (2)° 55-65 15 20
Elongacja 72 30-90
Wydluzanie koncowe 72 80 1

@ - Hybrydyzacja starterow (1) — pierwszy etap, temperatura zalezna od pary starterow

b - czas elongacji zalezny od amplifikowanego genu

¢ - Hybrydyzacja starterow (2) — drugi etap, temperatura zalezna od pary starterOw
Do amplifikacji poszczegdlnych gendw wykorzystano pary starteréw:
prM — prM-for i prM-rev,
E — E-fori E-rev,
ME — ssME1/2/3/4-for i E-rev,
ATM2 — prM-for i ETM2-rev,
AA — prM-for i Eanchor-rev,
ASA — prM-for i Estemanchor-rev.

7.1.1. Elektroforeza DNAvUe | u agar ozowy m

Rozdziat elektroforetyczny DNA prowadzono W 1% zelu agarozowym/1x bufor
TAE. Do roztworu agarozy dodawano fluorescencyjny barwnik do wizualizacji kwasow
nukleinowych Simply Safe™ (5 pl/100 ml zelu). Roztwér wylewano do foremki bedacej
czeScia  zestawu  elektroforetycznego  iumieszczono  wniej  grzebien. Po
spolimeryzowaniu, zel wstawiano do aparatu do elektroforezy i zalewano buforem 1x
TAE. Probki DNA przygotowano przez dodanie odpowiedniej ilosci 6x stgzonego buforu
obcigzajagcego, anastgpnie nanoszono je do studzienek W zelu. Elektroforeze
przeprowadzono przy stalym napigciu 100 V. Po zakonczonym rozdziale zel ogladano

przy uzyciu UV transiluminatora i dokumentowano z zastosowaniem systemu UVIDOC
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HD6. Wielkos¢ rozdzielanego DNA okreslano przy uzyciu wzorca masowego GeneRuler

DNA Ladder.

7.1.2. IzolacjiaDNAzUe | u zawggar o
Izolacje DNA z zelu agarozowego przeprowadzono z uzyciem komercyjnego
zestawu Gel-Out. Metoda dziatania zestawu opiera si¢ na wigzaniu si¢ DNA do z16z
krzemionkowych. Z zelu za pomoca skalpela wycieto bloczek zelu zawierajacy fragment
DNA o odpowiedniej wielkosci, anast¢gpnie przeprowadzono izolacje zgodnie
z protokotem producenta zestawu. DNA eluowano poprzez naniesieniec na osuszong
kolumng ze ztozem krzemionkowym jatowej wody o temperaturze ok. 37 °C w objgtosci

30 pl.

7.1.3.Kl onowani e amplifikowanych
pJET 1.2/blunt
DNA amplifikowany w reakcji PCR po izolacji z zelu agarozowego byt
klonowany do plazmidowego wektora transferowego pJET 1.2/blunt z wykorzystaniem
zestawu CloneJET PCR Cloning Kit. Ligacje wektora i wstawki przeprowadzano zgodnie
z protokotem producenta. Nastepnie przeprowadzono transformacje komorek E.coli
szczep TOP10, po czym izolowano DNA plazmidowy za pomoca zestawu Plasmid Mini.
Obecnos¢ wstawki W wyizolowanym plazmidzie sprawdzano za pomocg trawienia

enzymami restrykcyjnymi.

7.1.4. Trawienie DNA enzymami restrykcyjnymi

Analizg restrykcyjna prowadzono uzywajac enzymow wybranych podczas
projektowania genow — BamHI i EcORI. Do analiz uzywano enzymow typu FastDigest.
Trawienie przeprowadzano zgodnie z zaleceniami producenta enzymow. Do
preparatywnego trawienia uzywano 2 pg DNA plazmidowego, a reakcje prowadzono
w objetosci 50 ul. Do analiz restrykcyjnych uzywano odpowiednio: 100-500 ng DNA
plazmidowego, areakcje prowadzono W objetosci 20 ul. Trawienie prowadzono
w temperaturze 37 °C przez 45 min. Wynik reakcji sprawdzano za pomocg elektroforezy
DNA w 1% zelu agarozowym. W przypadku trawienia preparatywnego fragment DNA o
odpowiedniej dlugosci nukleotydow wycinano z zelu i zolowano DNA z zelu

agarozowego.
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-

715.Ligacja fragment -w DNA za pomocN
Ligacj¢ przeprowadzono z wykorzystaniem ligazy DNA faga T4, w stosunku
ilosciowym wektora do insertu: 1 do 3. Mieszanina reakcyjna o koncowej objetosci 20 ul

zawierala:

25 ng DNA insertu,

75 ng DNA wektora,

1 wl ligazy T4,

2 ul 10 x bufor do ligacji,

=4 =2 4 A4 -

jatowa woda (dopetnienie do obj¢tosci 20 pl).

Proby inkubowano przez 30 min do 1 godziny w temperaturze pokojowej. Nastepnie
przeprowadzano transformacj¢ komoérek E. coli TOP10, po czym poprawnos¢ ligacji
wstawki do wektora weryfikowano za pomocg trawienia enzymami restrykcyjnymi oraz

sekwencjonowaniem.

7.2. Metody pracy z komorkami owadzimi

7.21.Hodowl e kom-rek owadzich
Hodowle komorek Sf9 oraz Sf9 Easy Titer prowadzono w pozywce HyClone™
SFX-Insect™ z dodatkiem antybiotykow AA (5 pl/ 1 ml hodowli) lub genetycyny (100
ng/ml). Hodowle komorek High Five prowadzono w pozywce Express Five-SFM
z dodatkiem 1x GlutaMAX™ oraz antybiotykéw AA. Komorki te hodowano
w hodowlach zawiesinowych w temperaturze 27 °C z wytrzasaniem (120 rpm). Co 3 dni

hodowle odmtadzano przez rozcienczenie do gestosci komorek ok. 0.5 x10%/ml.

722.Transfekcja kwealuewgkkawadzbakul ow

Na ptytke 6-dotkowa wysiano komoérki Sf9 w ilosci 1 x10° komérek na dotek w 2
ml pozywki HyClone™ SFX-Insect™ z dodatkiem antybiotykow AA, a nastgpnie
inkubowano w 27 °C przez 1h w celu adsorpcji do podtoza. Transfekcje prowadzono przy
uzyciu odczynnika TransIT®-Insect Transfection Reagent zgodnie ze protokolem
producenta. Przygotowano mieszaning transfekcyjng przez zmieszanie 5 pg DNA
bakmidowego zawieszonego w 250 pul pozywki z 5 pl odczynnika transfekcyjnego.
Mieszanine inkubowano przez 15 min w temperaturze pokojowej. Po tym czasie
mieszaning dodano kroplami na komoérki. Komorki inkubowano 3-5 dni w 27 °C az do
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wystapienia efektu cytopatycznego, po czym pozywke zawierajaca bakulowirusa
zbierano znad komorek, zwirowano 10 min przy predkosci 3500 xg i dodawano FBS do

koncowego stezenia 2%. Lizaty bakulowirusowe przechowywano w 4 °C.

7.23.Namn a Umankitel owi rus - w

W celu uzyskania wysokiego miana oraz duzej ilosci bakulowirusa kodujacego
geny biatek prM i E wirusa Zika wykonano seri¢ pasazy zwickszajac skale hodowli.
Komorki linii Sf9 (2.5 x10%, 7.5 x10°, 2 x107) wysiewano kolejno do butelek
hodowlanych T-25, T-75 oraz T-175 do uzyskania 70-80% konfluencji. Inkubowano 1
godzine w temperaturze 27 °C. Po tym czasie dodawano 200 pl bakulowirusa uzyskanego
W poprzednim pasazu. Nastepnie butelki inkubowano w 27 °C przez 5-7 dni, az do
momentu pojawienia si¢ efektu cytopatycznego. Pozywke znad komoérek zawierajaca
bakulowirusy zbierano, wirowano 10 min 3500 xg i dodawano FBS do koncowego
stezenia 2%. Bakulowirusy przechowywano w 4 °C. Pozywka zebrana z butelki T-175
stanowita pasaz 3 bakulowirusa, ktory nastepnie byt miareczkowany i stanowil pasaz

wyjsciowy do dalszych analiz.

7.24.Mi areczkowani e bakul owirus: - w

Do miareczkowania uzywano linii komoérek Sf9 Easy Titer. Jest to linia
reporterowa stabilnie eksprymujaca wzmocniony gen bialka zielonej fluorescencji
(eGFP) pod kontrolg promotora polihedrynowego. Miareczkowanie wykonano metoda
TCID50 wg protokotu Hopkins i Esposito (Hopkins i Esposito, 2009). Po krotce,
przygotowano rozcienczenia seryjne (1:5) bakulowirusowego lizatu w pozywce
HyClone™ SFX-Insect™ na ptytce M-96. Na koncu dodano do kazdego z dotkow 7.5
x10% komérek Sf9 Easy Titer. Po 3-6 dniach inkubacji w 27 °C zliczano dotki, w ktérych
obserwowano zielong fluorescencj¢ komorek, i oznaczano je jako pozytywne. Nastepnie
miano TCID50/ml obliczano za pomocg metody Reed and Muench (Reed i Muench,
1938) z wykorzystaniem specjalnego arkusza kalkulacyjnego opracowanego przez Shi-
Hsia HWA. Kolejno miano w jednostce TCID50/ml przeliczano na jednostke PFU/ml
poprzez przemnozenie razy stalg 0.69 (O’reilly, Miller i Luckow, 1992).

725/ OOPEUwWNapPOUOOT EDPWOOOGUI OWOPEEADEI
Pomiar zywotno$ci komorek owadzich zainfekowanych rBV prME ZIKV

wykonano za pomoca odczynnika PrestoBlue Cell Viability Reagent wg zalecen
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producenta. Po krotce: do 90 pl pozywki zebranej z hodowli komoérkowych dodano 10 pl
odczynnika. Po 1h mierzono absorbancj¢ przy dtugosci fali 550 nm. Pomiary wykonano
w trzech powtorzeniach. Nastgpnie, obliczono stosunek zywotnosci komorek

traktowanych analizowanymi zwigzkami do komoérek nietraktowanych.

7.2.6. Produkcja rekombinowanych VL®sk o m- r kach owadzi ¢

W celu produkcji rekombinowanych biatek w komaérkach owadzich, odpowiednig
ilos¢ (80-90% konfluencji) komorek Sf9 lub komoérek High Five wysiewano na ptytki
hodowlane (M-6 — 1 x10° lub M-12 — 0.5 x108). Komérki pozostawiono W 27 °C na okoto
1 h wecelu przytwierdzenia si¢ do podloza. Nastepnie, komorki infekowano
rekombinowanymi  bakulowirusami o r6znej wartosci MOI  zawieszonymi
w odpowiedniej pozywce suplementowanej roztworem poliamin (st¢zenie 1x),
cholesterolu (stgzenie 1x) lub oboma jednoczes$nie W zalezno$ci od do$wiadczenia.
Komorki inkubowano od 2-5 dni w 27 °C. Infekowane komorki wraz z pozywka znad

komorek zbierano po infekcji w celu dalszej analizy.

7.3. Metody pracy z komérkami ssaczymi

731.Hodowl a kom-rek ssaczych

Hodowle komorek ssaczych: 293T, CHO-K1, Vero E6 oraz A549 prowadzono na
ptytkach Iub w butelkach hodowlanych w odpowiedniej dla danej linii komorkowe;j
pozywce hodowlanej z dodatkiem FBS o stezeniu 8%, roztworu antybiotykow P/S
w temperaturze 37 °C i atmosferze 5% COz. Linie komorkowe pasazowano co 3-4 dni.
W celu pasazu, komorki przemywano buforem PBS i poddawano trypsynizacji. W celu
neutralizacji trypsyny dodawano pozywki hodowlanej, nastepnie komorki liczono
I odpowiednig porcje komorek (1/3- 1/6 komorki A549; 1/12 -1/16 komorki 293T, CHO-
K1, Vero E6) umieszczano w nowym naczyniu hodowlanym z pozywka. Obecnos¢

mykoplazm w hodowlach byta regularnie monitorowana za pomoca kitu MycoAlert.

732.Transf ekcj a kbiNmplazeidowysascellc z y ¢ h
produkcjirekombinowanycb i agek/ VLPs
Komorki ssacze linit CHO-K1 i 293T byly transfekowane plazmidowym DNA za
pomocg komercyjnego zestawu do transfekcji jetPRIME Transfection Reagent. Na dobg
przed transfekcja komoérki wysiewano w odpowiedniej liczbie do naczynia hodowlanego
w odpowiedniej ilosci pozywki DMEM z 8% FBS i antybiotykami P/S (Tabela 6).
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W transfekcji uzywano stosunek ilosci DNA plazmidowego (w) do objgtosci odczynnika
transfekcyjnego (0), wlug]:o[ul] - 1:2. Do transfekcji uzywano ilosci DNA i odczynnika

transfekcyjnego zgodnie z zalecanymi ilosciami przez producenta zestawu.

Tabela6.Li czba komdr ek $293T avgsiewahychl do mansfekojwre& zony ¢ h

naczyniach hodowlanych

. Objetos¢
o Rodzaj ) Objetosé Ilos¢ DNA )
Linia ] Liczba ) ) odczynnika
naczynia hodowli = plazmidowego .
komorkowa komorek transfekcyjnego
hodowlanego [ml] [ngl
[md]
CHO-K1 plytka M-12 0.8 x10° 1 1 2
ptytka M-12 1.4 x10° 1 1 2
plytka M-6 3x10° 2 2 4
293T
plytka ¢ 15
cm 3.5 x108 25 25 50

Przygotowano mieszaning transfekcyjng przez rozcienczenie DNA
plazmidowego w buforze jetPRIME, a nastgpnie dodanie odczynnika transfekcyjnego
jetPRIME. Mieszaning inkubowano przez 10 min w temperaturze pokojowej, po czym
nanoszono kroplami na komorki. 16 h po transfekcji zmieniano pozywke hodowlang na
swiezg pozywke¢ DMEM suplementowang 8% FBS, 1% P/S, 1% NEAA, 0.5%
wodorowegglanem sodu, a w niektorych doswiadczeniach 2 mM maslanem sodu.

Hodowle po transfekcji prowadzono przez kolejne 48-96 h w 37 lub 28 °C z 5% CO:..

733.NamnaUanie wirusa Zika

Komorki Vero E6 byly wybrane jako komorki optymalne do namnozenia wirusa
Zika (szczep MR766 lub H/PAN/2016/BEI-259634). Komorki wysiewano na butelke
hodowlang T-75 i hodowano do momentu uzyskania 90% konfluencji. Pozywke zbierano
I przemywano buforem PBS, a nastepnie dodawano $wiezg pozywke DMEM bez FBS z
inokulum wirusowym. Komorki inkubowano przez 3 godziny w 37 °C wraz z 5% CO:
w celu wejscia wirusa do komorek, po czym zmieniano pozywke na pozywke DMEM
z 8% FBS. Hodowlg prowadzono do uzyskania okoto 70-80% efektu cytopatycznego —
lizy komorek, po czym zbierano pozywke znad komorek, odwirowywano przez 5 min

przy 2500 xg, porcjowano i przechowywano w temperaturze -80 °C.
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7.3.4. Miareczkowanie wirusa Zikme t od N gy si nkowN

W celu oznaczenia miana wirusa wykonano seryjne rozcienczenia zawiesiny
wirusa (od 10 do 10®) w pozywce bez FBS i nanoszono na konfluentne, przemyte
buforem PBS komoérki A549 wysiane na ptytkach M-12. Po 3 h inkubacji komorki
plukano buforem PBS i pokrywano 1% roztworem metylocelulozy w MEM. Po 3-4
dniach infekcji metyloceluloz¢ usuwano, akomoérki przemywano PBS. W celu
wizualizacji tysinek wirusowych nanoszono roztwor 1% fioletu krystalicznego w 20%
etanolu (w/v), prowadzac inkubacj¢ przez 30 min w temperaturze pokojowej. Komorki
ptukano, a po wysuszeniu liczono tysinki. Miano wirusa [PFU/ml] (ang. plagueforming

unit, PFU) wyznaczono wedtug wzoru:

5 oY & Qo ad e Q0
aad j ¢ ddoa? RAODNE ¢ ¢ adwQ?@ Q0

7.4. Metody pracy z bialkami i VLPs

741.Pr zygotowanie |izat-w kom-rkowyc
Komorki owadzie lub ssacze zbierano po infekcji lub transfekcji i wirowano przy
3500 xg przez 10 min. Supernatant byt zbierany do osobnych probdéwek, a osad
komorkowy byl przeptukiwany dwukrotnie w buforem PBS. Nastgpnie do osadu
dodawano buforu lizujacego (1/10 objetosci hodowli komoérkowej) i 10% roztworu
inhibitorow proteaz. Lize komoérek prowadzono na bujawce obrotowej W 4 °C przez 1 h,
nastepnie probki wirowano (15 min, 6200 xg, 4 °C), a supernatant stanowigcy lizat

komodrkowy przenoszono do nowej probowki. Lizaty przechowywano w -20 °C.

742.Precypitacjzpoliyavkek hddBsvl ane | pr
glikolu polietylenowego
Do pozywki hodowlanej dodano Y4 objetosci roztworu glikolu polietylenowego
6000 do precypitacji biatek (50% PEG 6000 z 1.5 M NaCl), zostawiono na noc na
bujawce obrotowej w 4 °C. Drugiego dnia proby zwirowano (30 min, 10000 xg, 4 °C),
a nastepnie zlano supernatant. Osad zawieszono w buforze TNE (1/10 poczatkowe;j
objetosci pozywki hodowlanej) i pozostawiono na noc w4 °C na bujawce obrotowej

w celu powolnego zawieszenia biatek/VLPs. Nastepnego dnia proby zwirowano (10 min,
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3500 xg, 4 °C), a supernatant przeniesiono do nowych probéwek i przechowywano w 4
°C.

743.El ektr of omUed au Ipiod § eakkwwarurkachmi d o wy m
denaturuj Ncych

Elektroforeza SDS-PAGE biatek w warunkach denaturujacych prowadzona byta
przy uzyciu zeli gradientowych 4-20% - Novex™ WedgeWell™ 4 to 20%, Tris-Glycine,
1.0 mm, Mini Protein Gel. Wyciagni¢to grzebien z zelu, przemyto wodg destylowang
I umieszczono w aparacie do elektroforezy poliakryloamidowej. Proby byly
przygotowywane przez dodanie 4x stgzonego buforu redukujaco-obcigzajacego lub
nieredukujaco-obciazajacego i inkubacje przez 10 min w37 °C. Jako wzorca mas
biatkowych uzywano PageRuler lub PagerRuler Plus Prestained Protein Ladder.
Elektroforez¢ prowadzono w buforze 1x SDS-PAGE przy napigciu 150 V.

~

744.Bar wi eni e Uelu poliakryl oami dowego
(CBB)
Po zakonczonym rozdziale elektroforetycznym zele przemywano w wodzie
ultraczystej (18 M Ohm-cm), a nastgpnie barwiono przez 16 h roztworem Imperial™
Protein Stain, ktory jest roztworem barwnika Coomassie Brilliant Blue R-250. Po tym

czasie zel odbarwiano w wodzie ultraczystej.

745 El ektrotransfer mokry biagek na b

Q¢

Po zakonczonym rozdziale elektroforetycznym, biatka z zelu byty przenoszone na
btong PVDF (ang. polyvinylidene fluoride, PVDfprzy wykorzystaniu elektrotransferu
mokrego. Poszczegdlne elementy (blong PVDF aktywowang w metanolu, rownowazong
w buforze do transferu bialek ibibuly Whatman nasgczone roztworem buforu do
transferu biatek) uktadano w nastepujacej kolejnosci od elektrody dodatniej: 3 fragmenty
bibutly, blona PVDF, Zel poliakryloamidowy, 3 fragmenty bibuly. Calo$¢ umieszczono
w aparacie do elektrotransferu mokrego z buforem do transferu. Transfer prowadzony byt

przez noc przy statym napigciu 20 V.

7.4.6. Western blotting
Po zakonczonym elektrotransferze, blong PVDF blokowano w 5% roztworze

mleka odtluszczonego w buforze TBS-T w temperaturze pokojowej przez 1 h. Po tym
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czasie bton¢ inkubowano w roztworze odpowiednich przeciwciat pierwszorzgdowych
w 3% roztworze mleka w TBS-T na rotatorze horyzontalnym. Nast¢pnie blong ptukano
5 razy po 5 min z wytrzasaniem W buforze TBS-T, aby pozby¢ si¢ niezwigzanych
przeciwcial. Kolejno bton¢ inkubowano zroztworem gatunkowo specyficznych
przeciwcial drugorzedowych skoniugowanych 2z peroksydaza chrzanowa (ang.
horseradish peroxidasédRP) w 3% roztworze mleka w TBS-T i ptukano 5 razy po 5
min z wytrzgsaniem buforem TBS-T. Detekcje zwigzanych przeciwcial wykonano
z uzyciem zestawu Super Signal West Pico Chemiluminescent Substrate oraz aparatu do

wizualizacji obrazéw chemiluminescencyjnych UVITEC Cambridge MINI HD.

7.4.7. Ultrawirowanieb i a ¢ e kvhradiefti® sacharozy

Pozywke znad komorek owadzich lub ssaczych zbierano i odwirowywano przez
10 min przy 3500 xg. Otrzymany supernatant filtrowano na filtrze PVDF 0.45 um,
a nastepnie poddano pelletowaniu biatek przez ultrawirowanie przy 112 499 xg w 5 °C.
Pellet biatek/VLPs zawieszano w 2 ml buforu TEN z inhibitorami proteaz, a nastepnie
rozdzielono na dwie proby po 1 ml. Jedng z nich inkubowano przez 30 min z 1%
roztworem detergentu niejonowego Tritonu X-100 w4 °C na bujawce obrotowe;.
W probowkach do ultrawirowania utozono gradient roztworow sacharozy w buforze
TEN o nastgpujacych stezeniach: 10-50% lub 12-42%. Na przygotowany gradient
naniesiono probki (inkubowane oraz nieinkubowane z roztworem detergentu) i poddano
ultrawirowaniu przez noc w 106 979 xg w 5 °C. Zebrane frakcje poddano elektroforezie
SDS-PAGE i analizie western blotting. Ponadto, frakcje o rdznej gestosci z najwicksza
iloscig bialka E Igczono 1poddano ultrafiltracji za pomocg filtrow wirdwkowych
Amicon® Ultra odcinajacych biatka o masie 100 kDa. Retentat zawierajacy VLPs byt

przechowywany do dalszych analiz w 4 °C.

7.4.8. Chromatografia wylkiczenia
VLPs wyprodukowane w komorkach 293T oraz Sf9 zostaly poddane

oczyszczaniu za pomocg chromatografii  wykluczenia (ang. sSize exclusion
chromatography, SECw celu badan immunogennosci. VLPs wyprecypitowane za
pomoca PEG6000 bytly zawieszone w 1 ml buforu TEN. Nastepnie, VLPS natozono na
15 cm kolumng ze ztoza sefarozowego CL-4B. Po 5 min adsorpcji prowadzono elucje
buforem PBS z 0.32% (w/v) cytrynianiu trisodowego o pH 7.4 (filtrowanego przez filtr o
$rednicy poréw 0.02 pum). Zebrano 14 frakcji po 0.5 ml, w ktorych zawartos¢ biatka E

77



Metody

oceniano metoda western blotting. Frakcje z najwigckszg zawartoscia taczono i poddano
ultrafiltracji na filtrze wirowkowym Amicon® Ultra odcinajagcym biatka o masie 100
kDa. Nastepnie zmierzono stezenie bialek oraz VLPs poddano miareczkowaniu.

Preparaty przechowywano w 4 °C.

7.49.Pomi ar stnUenia biagek

Stezenie biatek W analizowanych preparatach VLPs bylo oznaczane
spektrofotometrycznie metodg Bradford przy uzyciu komercyjnego odczynnika Quick
Start™ Bradford 1x Dye Reagent wg zalecen producenta. Metoda ta wykorzystuje
zjawisko tworzenia si¢ kompleksu pomigdzy barwnikiem (Brilliant Blue G), a biatkami.
Utworzenie kompleksu powoduje przesuniecie dtugosci fali odpowiadajacej maksimum
absorpcji barwnika z 465 do 595 nm. Do 1 ml odczynnika dodano 20 ul probki
I inkubowano probg przez 15 min W temperaturze pokojowej. Nastepnie, mierzono
absorbancje przy dlugosci fali 595 nm, a st¢zenie oznaczano na podstawie standardowe;j

krzywej biatkowej (roztwory BSA).

7.4.10.DLS
Aby zbada¢ wielko$¢ i rozktad czastek F2A VLPs, czastki analizowano metoda
dynamicznego rozpraszania $wiatta (ang. Dynamic Light Scattering, D)&a pomoca
urzadzenia Malvern Zetasizer Nano Z. Probki VLPs rozcieficzano W wodzie ultraczystej
do stezenia biatka ok. 10-50 pg/ml. Pomiar $rednicy hydrodynamicznej wykonano w co

najmniej dwoch powtdrzeniach wg wskazowek producenta.

7.4.11.Transmisyjna mikroskopia elektronowa

Preparaty na mikroskop elektronowy przygotowywano w nastepujacy sposob: na
siatke niklowg pokrytg filmem weglowym nanoszono 20 pl probki (stezenie biatka 10-50
ug/ml) i inkubowano 10 min w temperaturze pokojowej. Nastepnie z ptytki odsgczono
nadmiar cieczy przy uzyciu bibuly Whatman. Barwienie wykonano z uzyciem 2%
roztworu octanu uranylu przez 1 min. Preparaty ogladano za pomocg transmisyjnego
mikroskopu elektronowego Tecnai G2 Spirit BioTWIN przy 120 kV w Laboratorium
Mikroskopii Elektronowej Wydziatu Biologii Uniwersytetu Gdanskiego lub JEM 1400
przy 80 kV w Laboratorium Mikroskopii Elektronowej Instytutu Biologii
Doswiadczalnej im. Marcelego Nenckiego Polskiej Akademii Nauk w Warszawie.
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7.4.12.Znakowaniea echni kN i mmunogol d

Znakowanie technika immunogold przeprowadzono zgodnie z protokotem firmy
Aurion. Po krétce, siatki z adsorbowanymi czgstkami blokowano roztworem blokujagcym
Blocking Solution for Goat Gold Conjugates. Po przemyciu siatki inkubowano
z roztworem mysiego przeciwciata przeciwko biatku E DIII (LR) - ZV67 w buforze
inkubacyjnym (PBS/BSA-c™) (20 ng/ml) przez 1 godzing w temperaturze pokojowej.
Znakowanie przeprowadzono kozim anty-mysim przeciwcialem IgG sprzezonym z 6 nm
czgsteczkami zlota (Aurion) (rozcieficzenie 1/40 w PBS/BSA-c™) przez 1 godzine
W temperaturze pokojowej, nastepnie siatki ponownie przemyto i utrwalono roztworem

4% paraformaldehydu. Na koniec siatki barwiono 2% octanem uranylu.

7.4.13.TestELISA

W celu oceny antygenowosci VLPs wykonano test ELISA (ang. enzymdinked
immunosorbent assayELISA. Na 96-dotkowa ptytke do ELISA naniesiono, w3
powtdrzeniach, odpowiednig ilos¢ VLPs (stezenie biatka 1-10 pg/ml, w zalezno$ci od
typu analizy). Ptytke inkubowano przez noc w 4 °C na bujawce horyzontalnej. Kolejnego
dnia ptytke ptukano 3 razy buforem PBS-T (200 pl/dotek), a nastepnie blokowano
roztworem 3% BSA w PBS-T przez 2 h (200 pl/dotek). Plytke ponownie ptukano
i inkubowano z odpowiednim roztworem przeciwciat pierwszorzedowych w 0.3% BSA
w PBS-T przez 2 h w temperaturze pokojowej (2 pg/ml). Nastgpnego dnia ptytke ptukano
5 razy buforem PBS-T (200 ul/dotek) iinkubowano z odpowiednimi przeciwciatami
drugorzgdowymi sprzezonymi z HRP (0.5 ug/ml) w 0.3 % BSA w PBS-T przez 1 h.
Ptytke przeptukano. Test ELISA wywotano przez dodanie roztworu wywolywacza TMB
po 50 pl/dotek. Po max. 15 min zastopowano reakcje przy uzyciu 50 pl 0.5 M kwasu
siarkowego. Pomiar absorbancji przy dtugosci fali 450 nm wykonano za pomocg czytnika
ptytek Infinite® 200PRO NanoQuant. Analiz¢ wykonano trzykrotnie, przedstawiajgc na
wykresach $rednie warto$ci z pokazang wartoscig progowa testu, opatrzone odchyleniami

standardowymi oraz analizg statystyczna.

7.4.14 Analiza profilu N i O-glikozylacji
W celu okreslenia czy rekombinowane biatka ulegaja glikozylacji, traktowano
probki VLPs 3 r6znymi enzymami: peptydo-N-glikozydaza (PNGaza F), rekombinowang
endoglikozydazg Hf (Endo Hs) i O-glikozydazg odcinajagcymi reszty cukrowe N- i O-

glikanow. VLPs (2 pg bialka) traktowano enzymami zgodnie z zaleceniami producenta.
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Reakcje enzymatyczne przeprowadzono w warunkach denaturujacych lub natywnych.
W warunkach denaturujacych: do VLPs dodano 2 pl 10x Glycoprotein Denaturing
Buffer, uzupetniono woda destylowang do 20 ul i inkubowano przez 10 min w 37 °C.

Sktadniki poszczegolnych reakceji dla kazdego z enzymow przedstawia Tabela 7.

Tabela7. Skt ad mi e gjayahwitraktowarilagkkozydazami

Reakcja .
PNGaza F Endo Hs¢ O-glikozydaza
Sktadnik
Zdenaturowane VLPs 20 pl 20 pl 20 pl
10% NP40 4 ul - 4 ul
10x GlycoBuffer 2 4 ul - 4 ul
10x GlycoBuffer 3 - 4 pl
PNGase F 2 ul
Endo Hs - 2 pl
Neuraminidase/O-
) 2 ul/2 pl
glycosidase
H:0 Do 40 pl Do 40 pl Do 40 pl

Do proby kontrolnej tj. probki nietraktowanej enzymem, zamiast enzymu dodano
wode destylowang, tak, aby zachowa¢ objetos¢ mieszaniny reakcyjnej. Proby
inkubowano przez noc w37 °C. Nastgpnie wykonano elektroforez¢ SDS-PAGE
w warunkach  redukujacych  iwestern  blotting  z przeciwciatami  anty-DIII
I przeciwciatami anty-prM/M w celu analizy profilu migracji bialek w zelu.

Protokot reakcji w warunkach natywnych (PNGaza F i O-glikozydaza): do VLPs
(10 pg biatka) dodano 3 pl PNGazyF/ 3 pl Neuraminidazy i 3 pl O-Glikozydazy, 3 pl
10x GlycoBuffer 2 i dopetniono woda destylowana do 30 ul; proby kontrolne byty
nietraktowane enzymami. Wszystkie proby inkubowano w 37 °C przez 4 godziny. Po
zakonczonej reakcji 5 ul mieszaniny uzyto do elektroforezy SDS-PAGE w warunkach
redukujacych i wykonano western blotting z przeciwciatami anty-DIII i przeciwciatami
anty-prM/M w celu analizy profilu migracji biatka w zelu. Pozostatg cz¢$§¢ mieszaniny

reakcyjnej wykorzystano do testu ELISA.

7.4.15Testwi Nzani a VLPs do | ektyn
W celu oceny wigzania VLPs do lektyn wykonano test ELISA typu kanapkowego,
gdzie lektyny byly uzyte do wychwycenia czastek. Wykorzystano cztery rézne lektyny

80



Metody

oraz receptory lektynowe: DC-SIGN, DC-SIGNR, AIA oraz UEA |. Na 96-dotkowa
ptytke do ELISA naniesiono, w 3 powtorzeniach, lektyny rozcienczone w buforze PBS
(5 png/ml) w objetosci 50 ul/dotek. Ptytke inkubowano przez noc w4 °C na bujawce
horyzontalnej. Kolejnego dnia ptytke ptukano 3 razy buforem PBS-T (200 pl/dotek),
a nastgpnie blokowano roztworem na bazie polimeréw ROTI®ImmunoBlock przez 90
min w temperaturze pokojowej. Nastepnie plytk¢ przeplukano ponownie, naniesiono
rozcienczone roztwory VLPs w buforze do lektyn 10 mM HEPES/ 0.1 mM CaCl,/pH 8
i inkubowano 2 h w37 °C. Pilytk¢ przeptukano pieciokrotnie buforem PBS-T
I blokowano roztworem 1% BSA w buforze do lektyn (200 ul/dotek) przez 45 min w 37
°C. Plytke ponownie plukano idalej inkubowano zroztworem przeciwciat
pierwszorzedowych ZV67 w 0.3% BSA w PBS-T przez 2 h w temperaturze pokojowej
(2 pg/ml). Ptytke po plukaniu inkubowano z odpowiednimi przeciwciatami
drugorzgdowymi sprzgzonymi z HRP (0.5 ug/ml) w 0.3 % BSA w PBS-T przez 1 h.
Ptytke przeptukano 5 razy buforem PBS-T. Test ELISA wywotano przez dodanie
roztworu wywotywacza TMB po 50 pl/dotek. Po max. 15 min zastopowano reakcje przy
uzyciu 50 pl 0.5 M kwasu siarkowego. Pomiar absorbancji przy dtugosci fali 450 nm
wykonano za pomocg czytnika ptytek. Analize wykonano trzykrotnie, przedstawiajac na
wykresach $rednie wartosci po odjgciu wartosci progowej, opatrzone odchyleniami

standardowymi oraz analizg statystyczng.

7.5. Produkcja i oczyszczanie rekombinowanych F2A VL Ps

7.5.1. Produkcja rekombinowanyakekombinowanyck2A VLPs

Komorki 293T transfekowano wektorami plazmidowymi pcDNA3.1 kodujacymi
konstrukt F2A VLPs przy uzyciu Transporter™ 5 Transfection Reagent zgodnie
z protokotem producenta. 16 godzin po transfekcji, hodowle suplementowano 2 mM
maslanem sodu, 1x MEM NEAA i0.075% roztworem wodoroweglanu sodu i dalej
hodowano w 28 °C. Pozywkeg z transfekowanych komorek zbierano 96 h po transfekcji
| wstepnie oczyszczano Z pozostatosci komorkowych przez wirowanie przy 3500 xg
przez 10 min w 4 °C, a nastgpnie filtracjg przez 0.45 um filtr PVDF. Permeat zawierajacy

rekombinowane F2A VLPs przechowywano w 4 °C do oczyszczania.
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7.5.2. Dwustopniowy proces oczyszczania rekombinowanych F2A
VLPs
Proces oczyszczania F2A VLPs opieratl si¢ na procedurze przeznaczonej do
oczyszczania wirusa zoltej goraczki 1 VLPs z pewnymi modyfikacjami (Lima, Souza
i Castilho, 2019; Pato i in., 2019). W pierwszym etapie permeat z F2A VLPs zat¢zono
przy uzyciu Vivaspin® 20, 300 000 MWCO PES. Retentat dalej rozcienczono buforem
PBS/50 mM NacCl.

Oczyszczanie czastek przeprowadzono w dwoch etapach:

1 1 etap — chromatografia jonowymienna przy uzyciu kolumny z anionitem
HiTrap® Capto™ Q, 5 ml (Cytiva); ztoze oparte na czwartorzgdowych aminach;
etap ten mial na celu wychwyt VLPs z zageszczonej pozywki hodowlanej, wiec
kolumna byta uzyta w trybie wigzanie - elucja,

1 2 etap — chromatografia multimodalna z uzyciem 4.7 ml kolumny HiScreen
CaptoCore 700 (Cytiva) pracujaca W trybie przeptywowym; ztoze CaptoCore 700
charakteryzuje si¢ podwojna funkcjonalnoscia tzn. kazde ziarno zloza posiada
rdzen aktywowany ligandem — oktylaming, dzigki temu rdzen posiada
wiasciwosci hydrofobowe i jest dodatnio natadowany oraz nieaktywna powloke,
wykluczajaca przedostawanie si¢ duzych czgsteczek (odciecie ~ Mr 700 000 Da)
do jadra przez pory powloki; te wigksze czasteczki sg gromadzone we frakcji
niezwigzane] przez kolumne (,,przesaczu”), podczas gdy mniejsze

zanieczyszczenia wigzg si¢ Z ligandami.

Oba etapy chromatograficzne przeprowadzono przy uzyciu pompy perystaltycznej o
nat¢zeniu przeptywu 2 ml/min.

W pierwszym etapie kolumne HiTrap® Capto™ Q zrownowazono PBS/50 mM
NaCl, a nastepnie rozcienczono retentat z F2A VLPS w celu adsorpcji czastek do ztoza.
Nastepnie kolumng przemyto buforem PBS/50 mM NacCl (10 objetosci kolumny) i dalej
buforem PBS/100 mM NaCl (5 objetosci kolumny). Elucje F2A VLPs przeprowadzono
stosujgc bufor PBS/350 mM NacCl (5 objetosci kolumny, zbierane jako osobne frakcje).
Na koniec kolumng zregenerowano przez przemycie buforem PBS/1 M NacCl, a nastgpnie
przemycie roztworem 1 M NaOH.

W drugim etapie kolumne HiScreen CaptoCore 700 zréwnowazono buforem

PBS/350 mM NaCl inatozono eluat (pierwsze 3 frakcje) z pierwszego etapu
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oczyszczania. F2A VLPs odzyskano w przesaczu kolumny. Nastgpnie preparat byt
zageszczany przez ultrafiltracje za pomoca filtrow wirdwkowych Amicon® Ultra
odcinajacych biatka o masie 100 kDa. Retentat zawierajagcy VLPs byt przechowywany
do dalszych analiz w4 °C. Kolumn¢ HiScreen CaptoCore 700 regenerowano przez
przemycie 30% izopropanolem w 1 M NaOH.

Catkowitg zawarto$¢ biatka w koncowym preparacie F2A VLPs okreslono
metodg Bradford. Oczyszczone F2A VLPs poddano dalszej ocenie za pomocg analizy
SDS-PAGE, western blotting, ELISA, TEM i DLS.

7.6. Immunizacja myszy

7.6.1. Immunizacja myszy F2A VLPs

Przeprowadzono cztery rodzaje do§wiadczen na zwierzgtach.

Pierwsze badanie dotyczylo poroéwnania immunogennosci VLPs otrzymanych
w roznych systemach ekspresji. Dwie grupy po 6 samic myszy, szczep BALB/c (w wieku
6-8 tygodni) immunizowano podskornie mieszaning VLPs iadiuwantem - AddaVax
(stosunek 1:1 v/v, koncowa objetos¢ 100 pl). Myszy immunizowano 3 razy
w dwutygodniowych odstepach stosujac schemat dawkowania 25, 15, 10 pug. Catkowitg
zawarto$¢ biatka w antygenie VLPs do immunizacji oznaczono ilo$ciowo przy uzyciu
testu Quick Start™ Bradford Protein Assay. Myszy stanowigce grup¢ kontrolng
immunizowano mieszaning adiuwantu i buforu PBS. Ten sam protokot do§wiadczen
zastosowano do oceny immunogenno$ci dwoch typéow VLPs - F iF2A
wyprodukowanych w systemie komoérek 293T.

Drugie badanie miato na celu ocen¢ wptywu dawkowania na immunogenno$¢
VLPs. Dwie grupy po 6 samic myszy, szczep BALB/c (w wieku 6-8 tygodni)
immunizowano podskornie mieszaning F2A VLPs i adiuwantem - AddaVax (stosunek
1:1 v/v, koncowa objetos¢ 100 ul). Myszy immunizowano 3 razy W dwutygodniowych
odstgpach stosujac dwa schematy dawkowania: malejace dawkowanie - 15, 10, 5 ug
VLPs lub dawkowanie rosnace - 5, 10, 15 nug. Catkowitg zawarto$¢ biatka w antygenie
VLPs do immunizacji oznaczono ilosciowo przy uzyciu testu Quick Start™ Bradford
Protein Assay. Myszy stanowigce grupe kontrolng immunizowano mieszaning adiuwantu
I buforu PBS.

Kolejne doswiadczenie zostato przeprowadzone, zeby okresli¢c wptyw roznych
adiuwantdow na rodzaj wzbudzanej odpowiedzi immunologicznej przez VLPs.
Zastosowano dwa rozne adiuwanty: AddaVax i potaczenie wodorotlenku glinu -
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Alhydrogel 2% z syntetycznym monofosforylo-lipidem a (MPLA). Immunizacje
przeprowadzono zgodnie ze schematem rosnacych dawek. Adiuwant Alhydrogel/MPLA
uzyto W ilosci 200 pg/5 pg. Jako kontrole negatywne dwie grupy myszy immunizowano
buforem PBS i kazdym z adiuwantow.

Krew pobierano z zyty ogonowej w dniu 0, 14, 28 w celu uzyskania surowicy do
oznaczenia poziomu przeciwciat. W dniu 42 myszy poswigcono i przeprowadzono peine
skrwawienie w celu uzyskania duzej objetosci surowicy. Pobrano réwniez $ledziony,
z ktorych izolowano splenocyty w celu analizy odpowiedzi cytotoksyczne;j.

Wszystkie do$wiadczenia na zwierzetach zostaly przeprowadzone przez
akredytowang jednostk¢ (Trojmicjska Akademicka Zwierzgtarnia Doswiadczalna
Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego) zgodnie 2z obowigzujacymi wytycznymi
dotyczacymi do$wiadczen na zwierzgtach. Protokoty zostaly zatwierdzone przez Lokalng
Komisje Etyki ds. Doswiadczen na Zwierzetach w Bydgoszczy (nr uchwaty: 35/2016 i
17/2020). Dos$wiadczenia przeprowadzono zgodnie zzasada 3R (zastgpowanie,
ograniczenie i udoskonalenie). Wszystkie operacje przeprowadzono w znieczuleniu

izofluranowym oraz dotozono wszelkich staran, aby zminimalizowac cierpienie zwierzat.

7.6.2. Przygotowanienysichsurowic poszczepiennych
Pobrang krew inkubowano w 37 °C przez 15-30 min, a nastepnie przez 30 min
w4 °C w celu utworzenia si¢ skrzepu krwi. Kolejno oddzielono surowicg od skrzepu
przez wirowanie przy 2500 xg przez 10 min. Surowice zebrano do nowych probowek.
Surowice z myszy tej samej grupy z dnia 0, 14, 28 (ta samg obj¢tos¢) taczono w jedng
pule surowic. Podobnie z surowicami z dnia 42, pobrano po 100 pl i potaczono w jedna

pule. Surowice przechowywano w -80 °C.

7.6.3. 1zolacjamysichs pl enocyt - w
Mysie $ledziony byly homogenizowane przez rozcieranie na sicie komorkowym
70 um i przeptukanie 6 ml pozywki RPMI. Nastepnie homogenizat wirowano przez 15
min w 900 xg. Pellet zawieszono w 3 ml buforu lizujacego ACK w celu lizy krwinek
I inkubowano przez 5 min w RT. Nastepnie lize zakonczono przez dodanie 30 ml buforu
PBS i ponownie zwirowano komorki. Osad splenocytow zawieszono w 20 ml pozywki
| przelano przez sito. Splenocyty uzywano od razu do analizy odpowiedzi IFNy lub

przechowywano w -80 °C.
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7.7. Analiza odpowiedzi immunologicznej po szczepieniu

7.7.1. Oznaczenie miana r z e ¢ W su@WicAd poszczepiennyich
testELISA

Silnie-wigzace biatka ptytki M-96 ELISA pokryto roztworem rekombinowanej
ektodomeny biatka E lub rekombinowanej DIII (2 pg/ml) w buforze PBS pH 7.4. Po
zablokowaniu (3% BSA/PBS-T) i przemyciu, dodano seryjnie rozcienczone surowice
myszy i inkubowano przez 2 h w RT. Nastepnie po przeptukaniu, dodano przeciwciata
drugorz¢dowe skoniugowane z HRP przeciwko mysim IgG, IgG1 i IgG2a (Santa Cruz
Biotechnology, Thermo Fisher Scientific) (0.5 pg/ml). Do wizualizacji reakcji uzyto
roztworu substratu TMB (Thermo Fisher Scientific). Reakcj¢ zatrzymano 0.5 M H2SOq4
I zmierzono absorbancj¢ przy 450 nm czytnikiem mikroptytek. Test wykonano w 2 lub 3

powtorzeniach.

7.7.2. Test reutralizacj wirusa Zikai test PRNT

Aby zmierzy¢ poziom neutralizacji wirusa Zika przez uzyskane surowice
poszczepienne, wykonano test PRNT. W skrocie, wysiano komorki A549 w ilosci 1.5
x10* / dotek phytki hodowlanej M-12 tak, aby nastepnego dnia komorki byty w stanie
pelnej konfluencji. Surowice inaktywowano termicznie w 56 °C przez 30 min. Surowice
rozcienczono Seryjnie zaczynajac od rozcienczenia dwukrotnego W Swiezej pozywce
EMEM i zmieszano z rownymi objgtosciami szczepu ZIKV: H/PAN/2016/BEI-259634
lub MR766 zawierajacym okoto 50 PFU/studzienke. Mieszaniny inkubowano przez 1 h
w 37 °C, a nastepnie natozono na przemyte buforem PBS komorki. Po 1 godzinie zebrano
pozywke, komoérki przemyto buforem PBS dwukrotnie ipokryto roztworem 1%
metylocelulozy w pozywce MEM. Plytki inkubowano przez 4 dni w 37 °C i barwiono
0.5% roztworem fioletu krystalicznego w 20% etanolu. Lysinki zliczono i obliczono
PRNT90 jako najwyzsze rozcienczenie, ktore skutkowato co najmniej 90% redukcja

liczby tysinek ZIKV.

773.Analiza wydzielania | FNo przez

OdpowiedZ limfocytow T byta analizowana za pomoca techniki ELIspot do
wykrywania IFNy wg instrukcji producenta. W skrocie, ELISPOT 96 ptytka zostata
pokryta przeciwciatem anty-mysi IFNy przez noc izablokowana pozywka RPMIL
Nastepne na plytke zostaly dodane splenocyty (5 x10°/dotek), ktére byly nastepie
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stymulowane peptydami pokrywajacymi region biatka E i M (PepMix™ ZIKV (E) Ultra
I PepMix™ ZIKV (M)) przez noc. Kolejnego dnia komoérki odptukano, a plytke
inkubowano kolejno z biotynylowanym przeciwcialem anty-mysi IFNy i koniugatem
streptawidyny z HRP. Wizualizacje spotow przeprowadzono z uzyciem substratu AEC.
Dodatkowo konkanawalina abyta uzyta jako kontrola pozytywna stymulacji
splenocytow (10 ug/ml).
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8. Wyniki i dyskusja
8.1. Skladnie i sekrecja VLPs
8.1.1. Wyniki

Pierwszy etap pracy miat na celu okreslenie znaczenia niektorych domen biatka

E oraz fragmentu pr na produkcj¢ VLPs. W tym celu zaprojektowano 6 wariantow biatek

prM i E ZIKV (Rycina 7):

1 biatko E zsekwencjg sygnalowa (ss), ktorg stanowi druga domena
transmembranowa biatka prM (E) (~55 kDa),

1 Dbiatka prM i E poprzedzone sekwencja sygnatowa (ssl), ktora stanowi
domena transmembranowa biatka C (prME) (~80 kDa; prM ~26 kDa; pr
~18 kDa; M ~ 9 kDa; E ~55 kDa),

1 biatkka M i E poprzedzone sekwencjg ssl oraz miejscem cigcia dla
peptydazy sygnatowej I (ME) (~62 kDa; M ~ 9 kDa; E ~55 kDa),

1 biatka prM i E poprzedzone sekwencja ss1, gdzie biatko E posiada delecje
regionu domeny transmembranowej (TM) 2 (ATM) (~77 kDa; prM ~26
kDa; pr ~18 kDa; M ~ 9 kDa; E ~52 kDa),

1 Dbiatka prM i E poprzedzone sekwencja ss1, gdzie biatko E posiada delecje
regionu obu domen transmembranowych - anchor (AA) (~75 kDa; prM
~26 kDa; pr ~18 kDa; M ~ 9 kDa; E ~50 kDa),

1 Dbiatka prM i E poprzedzone sekwencja ss1, gdzie biatko E posiada delecje
regionu obu domen helikalnych (H) oraz transmembranowych (ASA) (~70
kDa; prM ~26 kDa; pr ~18 kDa; M ~ 9 kDa; E ~45 kDa).

Dodatkowo, zaprojektowano biatko prM poprzedzone sekwencja sygnatowa ssl, ktore

stanowilo kontrole w immunodetekcji technikg western blottingu z uzyciem przeciwciat

anty-prM/M.
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Nastepnie, przygotowano sekwencje gendw kodujacych powyzsze warianty
biatek na podstawie sekwencji nukleotydowej wirusa Zika szczepu BeH818995
(GenBank: KU365777.1). Zlecono syntez¢ genu wariantu prME (406-2082 nt),
wprowadzajac dwa miejsca restrykcyjne — BamHI i EcoRI oraz kodon START i STOP
na 5’ i 3’ koncu genu. Gen ten stanowit matrycg DNA do amplifikacji gendw pozostatych
wariantow za pomocg reakcji PCR z uzyciem specyficznych par starteroéw. Powielone
fragmenty DNA wklonowano do wektora posredniego pJET 1.2/blunt, anast¢pnie
Z uzyciem enzyméw restrykcyjnych do wektora plazmidowego pcDNA 3.1/V5-His
(Rycina 8). Plazmid pcDNA 3.1/V5-His jest wektorem dedykowanym do uzycia
W systemie ekspresji gendéw W komorkach ssaczych. Posiada on silny promotor CMV, co
pozwala uzyska¢ wysoki poziom ekspresji gendéw. Poprawno$¢ wklonowania
zweryfikowano za pomocg analizy restrykcyjnej oraz sekwencjonowania wklonowanego

insertu.
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Otrzymane plazmidy byly nastgpnie uzywane do transfekcji komorek 293T, w celu
analizy produkcji i sktadania VLPs. Komorki 293T posiadaja duzy antygen T wirusa
SV40, co umozliwia regulacj¢ transkrypcji ireplikacji DNA plazmidowego, ktory
posiada SV40 ori. Ponadto komorki te charakteryzuja si¢ wysoka wydajnoscig
transfekcji, gdyz nie posiadaja syntazy cyklicznego GMP-AMP — stymulatora genow
interferonu (ang. stimulator of interferon genes, STINGluzacego do wykrywania
czasteczek DNA cytozolowego (Sun iin., 2013; Zhang iin., 2014). Transfekcje
wykonywano z uzyciem komercyjnego odczynnika jetPRIME, ktory opiera si¢ na
polimerach kationowych, niwelujacych ujemny tadunek DNA, co z kolei umozliwia
endocytoze kompleksow. W pierwszym kroku wykonano test IPMA z odpowiednimi
przeciwciatami specyficznymi do biatka prM/M lub domeny III biatka E w celu
potwierdzenia ekspresji wprowadzonych gendéw rekombinowanych biatek oraz oceny
wydajnosci transfekcji komorek 293T (Rycina 9). Test potwierdzit ekspresje gendw
rekombinowanych bialek prM i E z skonstruowanych wektorow plazmidowych oraz

wysokg wydajnos¢ transfekcji.
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Nastepnie, przeprowadzono analize produkcji rekombinowanych biatek iich
sekrecji do pozywki hodowlanej. Ponownie przeprowadzono transfekcje, przygotowano
lizaty komorkowe, a biatka z pozywki hodowlanej precypitowano za pomoca PEG 6000,
ktory ma wigksze powinowactwo do biatek oraz kompleksow biatkowych o duzej masie
np. VLPs (Sim iin., 2012). Wszystkie warianty biatka E zostaly wykryte w lizatach
komorkowych (Rycina 10 A). Wykryto 4 formy biatka prM: dojrzate biatko M oraz dwie
formy o wyzszej masie mogace odpowiada¢ niedojrzatemu biatku prM i fragmentowi pr.
Najwydajniejszej sekrecji ulegt wariant prME, czyli wariant pelnych form biatka E
(Rycina 10 B). Dla tego wariantu zaobserwowano form¢ monomeryczng jak
I dimeryczng biatka E. Ponadto, jedynie dla tego wariantu wykryto biatko prM/ fragment
pr oraz dojrzate biatko M w pozywce hodowlanej. W przypadku pozostatych wariantow
rekombinowanych biatek (E, ME, AA, ASA) zaobserwowano bardzo slabe prazki
odpowiadajagce monomerom biatka E. Nie wykryto biatka E dla wariantu ATM.
Zaburzona sekrecja biatka E i1 prM moze sugerowac znaczenie usunig¢tych regionow

w formowaniu VLPs.
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W kolejnym kroku postanowiono zbada¢ zdolnos¢ wybranych wariantow, ktore
ulegly sekrecji (prME, AA, ASA) do tworzenia VLPs. W tym celu wykorzystano
ultrawirowanie w gradiencie ggstosci roztworu sacharozy (0-36%) w potaczeniu
z uprzednim traktowaniem bialek/VLPs detergentem niejonowym — Triton X-100.
Metoda ta zostata wczesniej] wykorzystana do analizy sktadania VLPs wirusa dengi
(Hsieh, Tsai, Nerurkar i Wang, 2014; Tsai i in., 2012). Analiza wykazata kumulowanie
si¢ form biatka E glownie we frakcjach o duzej gestosci w przypadku wariantu prME
I EAA, apo traktowaniu detergentem we frakcjach o matej getosci (Rycina 11). Nie
wykryto biatka prM/M/fragmentu pr w zadnej frakcji (wyniki niepokazane).
W przypadku wariantu ASA, niezaleznie od traktowania, forme¢ biatka E wykryto we
frakcjach o niskiej gestosci. Uzyskane wyniki sugeruja formowanie si¢ VLPs
w przypadku pelnej formy biatka E oraz tej niezawierajacej regionu anchor, gdyz ulegaja

solubilizacji po traktowaniu detergentem.
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8.1.2. Dyskusja

Klasycznie VLPs wirusa Zika jak i innych FV sa ztoZzone z pelnych form bialek
prM i E. Taka forma bialek lub jej geny sa najczgsciej wykorzystywane w celach
szczepionkowych. Wczesniejsze badania z uzyciem VLPs FV sugerowaly znaczenie
regionu stem i anchor w formowaniu VLPs oraz ich sekrecji. Jednak, dla wirusa Zika nie
przeprowadzono takich badan, aczkolwiek w literaturze dostepne byty sprzeczne dane na
temat roli tych regionow w sekrecji biatek/VLPs. Nalezy nadmieni¢, ze wydajniejsze
sktadanie i sekrecja moglyby utatwi¢ oczyszczanie VLPS z pozywki oraz zwigkszy¢ ich
immunogennos¢. Dlatego, w pierwszym etapie pracy przeanalizowano sekrecje
i formowanie si¢ VLPs wirusa Zika stosujgc rozne warianty biatek prM i E: pelny prME,
ME, z delecja drugiej domeny transmembranowej biatka E, z delecjg regionu anchor oraz
delecja regionu stem/anchor. Analiza wykazala, ze bialka z konstruktu prME ulegaty
najwydajniejszej sekrecji i wykazywaty najlepsze formowanie VLPs w poréwnaniu do

pozostatych konstruktow. Konstrukt ME byt swoistg kontrolg, gdyz ze wzgledu na brak
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fragmentu pr, moze ulega¢ fuzji z btonami pecherzykow wewnatrzkomorkowych przez
co nie ulegat sekrec;ji.

Pozostale warianty z delecjami regionéw TM2, A i SA w niniejszych badaniach
ulegaly niskiej sekrecji. Jest to zgodne z badania przeprowadzonymi na VLPs DENV
serotypu 4, gdzie VLPs pozbawione regionu stem/anchor ulegaty zredukowanej sekrecji
w transfekowanych komoérkach 293T w porownaniu z petnym konstruktem (Hsieh i in.,
2014). Podobne wyniki uzyskano réwniez dla wirusa kleszczowego zapalenia mozgu
(Allison iin., 1999). Jedno badanie dotyczace faldowania si¢ bialek prM i E ZIKV,
pokazato zalezng od temperatury sekrecje¢ konstruktu pozbawionego fragmentu pr oraz
domeny stem i anchor w transfekcji komoérek 293T (Slon Campos i in., 2017). Grupa ta
obserwowala brak sekrecji wariantu prMEASA ZIKV w temperaturze 37 °C, ktora byta
przywracana w 28 °C. Jednakze, w badaniu tym uzywano sekwencji biatek prM i E
pochodzacych ze szczepu linii afrykanskiej - MR766, wykazujacym brak glikozylacji
miejsca N154 w biatku E w poréwnaniu ze szczepem uzywanym W do§wiadczeniach
pokazanych w niniejszej pracy (linia azjatycka, BeH818995). Warto nadmieni¢ rowniez,
ze podobne konstrukty — prME i prMEAA zostaly uzyte w badaniach immunogennosci
szczepionki wektorowej opartej na szympansim adenowirusie kodujacym te warianty
(ChAdOx1) (Lopez-Camacho i in., 2018). Ich badanie wykazato odwrotny efekt delecji
regionu anchor, t]. tylko konstrukt prMEAA ulegl sekrecji, po infekcji komorek HEK293
tymi wektorami. Sekwencja nukleotydowa tych konstruktow byta konsensusowa
sekwencja powstata z porownania wielu genomow szczepow linii azjatyckiej i posiadata
~1% zmian, co moglo wptyna¢ na fatldowanie si¢ biatek oraz ich sekrecje.

Co wiecej, wyniki przedstawione W niniejszej pracy sugerujg rolg regionu stem
biatka E w tworzeniu VLPs. Natomiast region anchor moze peti¢ dodatkowa funkcje
stabilizacyjna, gdyz konstrukt biatkowy pozbawiony tylko tego regionu zachowat
zdolno$¢ do tworzenia struktur o duzej gesto$ci. W niedawnym badaniu dotyczacym
VLPs WNV wykazano zwigkszong sekrecje¢ biatka E po usuni¢ciu regionu anchor czy
regionu stem/anchor (Maezono i in., 2021). Ponadto, dalsza analiza formowania VLPs
WNV wykazata tworzenie struktur o duzej gestosci w przypadku wariantu prME
I prMEAA, natomiast VLPs nie tworzyly si¢ w przypadku delecji obu regionéw stem
i anchor, co sugeruje role regionu stem W sktadaniu VLPs tego wirusa (Maezono i in.,
2021). Z drugiej strony, interesujace wyniki uzyskano dla VLPs DENV-4, gdzie mimo
delecji regionu stem/anchor obserwowano formowanie si¢ czastek (Hsieh iin., 2014).

Ponadto, w tym badaniu pokazano tworzenie si¢ czastek wirusopodobnych z konstruktu
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pozbawionego stem/anchor, a takze biatka prM. Czastki te prawdopodobnie sktadajg sie
przy pomocy innego mechanizmu, gdyz zaobserwowano obecno$¢ biatek cytoszkieletu
we frakcjach o tej samej gestosci, czego nie obserwowano W pelnych VLPs. Tego typu
VLPs, wyprodukowane w systemie drozdzowym byly takze immunogenne (Mani i in.,
2013; Poddar iin., 2016). W przypadku ZIKV, nie zaobserwowalam tworzenia si¢
zadnych wyzszych struktur konstruktu pozbawionego biatka prM i regionu stem/anchor
(dane niepokazane). Podsumowujac, sktadanie i sekrecja VLPs wirusa Zika przebiega
W sposdb odmienny niz dla niektorych FV. W zwigzku z tym, ze, praca ta dotyczyta
VLPs w kontek$cie uzycia ich jako antygenow szczepionkowych, zaburzona sekrecja
i sktadanie konstruktéw biatkowych z delecjami regionow stem lub anchor, wykluczyta
je z uzycia w dalszych badaniach jako immunogenow.

Nalezy rowniez zwrdci¢ uwage, ze VLPs sg takze uwazane za model do badan
sktadania wirionow FV. Badania cryo-EM struktury dojrzatego wirionu ZIKV sugeruja,
ze czastka jest stabilizowana glownie przez oddziatywania N-koncowej petli M, helis M-
H1 1M-H3 oraz C-koncowych reszt biatka M (Sevvana iin., 2018). Stabsze
oddzialywania wystepuja migdzy E-H3 i biatkiem M oraz E-T1 i ektodomena E. Autorzy
tego artykulu sugeruja rowniez, ze wigksza temperaturowa stabilno§¢ wirionéw ZIKV
W poréwnaniu do DENV, moze wynika¢ ze zwigkszonej liczby oddzialywan migdzy
biatkami M i E. Zaburzona sekrecja oraz sktadanie VLPs ZIKV, ktére zaobserwowano
wtej pracy, potwierdza posrednio znaczenie domen helikalnych oraz
transmembranowych biatka E w sktadaniu i stabilizacji struktur oligomerycznych/VLPs.
Jednak, w celu doktadnego zbadania roli tych regionow nalezaloby wprowadzi¢ delecje
lub mutacje do genomu wirusa i porowna¢ ze sktadaniem VLPs lub zbada¢ strukturg
VLPs ZIKV za pomoca techniki cryo-EM. Takie badania pozwolityby oceni¢ czy czastki
wirusopodobne moga by¢ uwazane za model do badan procesu sktadania oraz sekrecji
wirionéw. W przypadku TBEV poznano strukture cryo-EM VLPs (Ferlenghi i in., 2001).
Te czastki rowniez tworzyly ikozaedralne czastki, podobnie jak wiriony FV, jednakze ze
srednicg ~30 nm, gdzie dojrzaty wirion ZIKV ma $rednice ~50 nm. Najwigksza rdznica,
byta w liczbie kopii biatka E i M, gdzie VLPs sktadaly si¢ z 30 kopii dimerow kazdego
z biatka E i M, a wiriony z 90 kopii. Tak, wiec, uzywanie VLPs jako modelu do badania
procesu sktadania czgstek wirusowych moze nie prowadzi¢ do uzyskania bezposrednich
dowodoéw. Jednakze zroéznicowanie w udziale regionu stem i anchor w tworzeniu VLPs
wsrod FV, co pokazujg takze wyniki pokazane w niniejszej rozprawie, moze sugerowac,

Ze proces tworzenia si¢ VLPs/wiriondw jest specyficzny dla danego wirusa.
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8.2. Charakterystyka porownawcza VLPs wyprodukowanych

W systemie ekspresji genow W komorkach ssaczych

i komorkach owadzich

Do produkcji biatek rekombinowanych oraz czastek wirusopodobnych
wykorzystywane sa systemy ekspresji genow W komorkach: ssaczych, owadzich,
drozdzowych, ro$linnych oraz bakteryjnych (Lalonde i Durocher, 2017). Systemy
ekspresji genow W komorkach ssaczych oraz owadzich byly uzywane do otrzymywania
VLPs FV wtym ZIKV. Jednakze, to tej pory nie porownano wydajnosci produkcii,

wlasciwosci antygenowych czy immunogennych tak otrzymanych czastek.

8.2.1. ProdukcjaVLPswk om- r kach ssaczych

System ekspresji genow W komoérkach ssaczych najczesciej wykorzystuje dwie
linie komoérkowe: z jajnika chomika chinskiego (CHO i jej pochodne np. CHO-K1, CHO-
S ExpiCHO) lub ludzka lini¢ z nerki embrionalnej (HEK293 i jej pochodne np. 293T,
Expi293, FreeStyle 293-F). Obie linie mogg by¢ wykorzystywane do stabilnej jak
I przejSciowej ekspresji gendow z uzyciem réznych wektorow plazmidowych lub
wirusowych (Vatandoost i Dolatabadi, 2017). Linia komérkowa CHO w poréwnaniu
z linig 293T moze wykazywac nizszy poziom transfekcji, lecz jednocze$nie moze
produkowac biatka rekombinowane z wigkszg wydajnoscig (Jain i in., 2017). Ponadto, ze
wzgledu na réznice W profilu glikozylacji linie komoérkowe oparte na pierwotnej linii
HEK293 wykazuja wyzszo$¢ w produkcji biatek silnie glikozylowanych w stosunku
z liniami CHO (Gugliotta i in., 2013). Biatka prM i E wirusa Zika, wchodzace w sktad
VLPs posiadaja po 1 miejscu N-glikozylacji. Porownano poziom produkcji VLPs
w dwoch liniach: CHO-K1 i293T, wykorzystujac skonstruowany wczesniej wektor
plazmidowy pcDNA 3.1/V5-His prME w przejsciowej ekspresji genéw (Rycina 12). Do
transfekcji komorek tak jak wczesniej uzyto odczynnika jetPRIME. Dodatkowo
przetestowano rozne ilosci DNA oraz stosunek DNA do reagentu. Stosunek DNA do
odczynnika jetPRIME miatl znaczacy wpltyw na wydajno$¢ transfekcji w obu liniach.
Najlepsze warunki transfekcji wtej skali hodowli dla obu linii uzyskano przy
zastosowaniu 1 pg DNA w stosunku 1:2. W linii CHO-K1 uzyskano wysoki poziom
biatka w lizatach komorkowych, jednakze zaobserwowano wigkszy poziom biatka E oraz
fragmentu pr w linii 293T. Do dalszych badan wybrano komoérki 293T jako bardziej

optymalng lini¢ komérkowa W systemie ekspresji przejsciowe;.
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Ponadto, ekspresje genéw W systemie komorek ssaczych mozna wzmocni¢ przez
manipulacj¢ warunkami hodowli np. temperatura czy suplementacja inhibitorami
deacetylazy histonéw np. roztworem maslanu sodu (NaBut) (Backliwal i in., 2008; Lin
i in., 2015). Wykazano, ze obnizenie temperatury hodowli z 37 °C na 28 °C dobe po
transfekcji moze zwiekszy¢ poziom sekrecji oraz stabilizowa¢ formowanie si¢ dimerow
biatka E wirusow z rodzaju Flavivirus, w tym wirusa Zika (Kudlacek i in., 2018; Slon
Campos iin., 2017). Zbadano wptyw maslanu sodu w potaczeniu ze zredukowaniem
temperatury na sekrecje biatek E i prM (Rycina 13). Potwierdzono zwigkszenie sekrecji
biatka E w nizszej temperaturze, co bylo dalej wzmocnione przez dodatek maslanu sodu.
Analiza densytometryczna wykazala okoto dwukrotne zwigkszenie poziomu biatka E
w przypadku kombinacji redukcji temperatury oraz suplementacji NaBut. W zwigzku
z tym VLPs wirusa Zika do dalszych analiz otrzymywano w komorkach 293T w ekspresji
przejsciowej, poprzez transfekcje wektorem plazmidowym pcDNA 3.1/V5-His prME
suplementujac pozywke 2 mM NaBut i zmieniajgc temperatur¢ hodowli na 28 °C.
Pozywke zawierajaca czastki zbierano po 72 h od transfekc;ji.
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Nastepnie, wykonano ultrawirowanie w gradiencie getosci sacharozy w celu
oceny wydajnos$ci sktadania oraz wstepnego oczyszczenie VLPs. Pozywke zawierajaca
czastki poddano wstepnej filtracji, pelletowaniu, a nastepnie zawieszony pellet poddano
ultrawirowaniu w nieciggtym gradiencie roztworow sacharozy (0-42% [w/w]
sacharozy/bufor TEN, réznica stezen—6%). Nastepnie przeprowadzono immunodetekcje
biatek prM/M i E w zebranych frakcjach (Rycina 14 A). Biatko E wykryto we frakcjach
od 18% do 42%. Jednak, najwicksza zawarto$¢ biatka E wraz z dimerami oraz
oligomerami, jak rowniez biatko M zaobserwowano w dwoch frakcjach 0 stezeniu
sacharozy 24% oraz 30%, co odpowiada gestosci ~1.10 g/cm® oraz ~1.16 g/cm?,
odpowiednio. Frakcje te potencjalnie zawieraja VLPs sktadajace si¢ z dwoch biatek E
I M, czyli dojrzate VLPs. Ponadto, nie wykryto biatka prM. Nastepnie, przeprowadzano
barwienie CBB w celu oceny ilosci biatek E i M w zebranych frakcjach (Rycina 14 B).
Wykryto prazek na wysokos$ci monomeru biatka E we frakcji 24%, jednakze ilo$¢ biatka

E byta bardzo niska. Nie wykryto biatka M.
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Nastepnie, przeprowadzono obserwacje morfologii VLPs za pomoca
transmisyjnej mikroskopii elektronowej (TEM) z wybranych frakcji — 24%, 30% oraz
36% (Rycina 15). W dwoch pierwszych frakcjach zaobserwowano mieszang populacje
czastek o Srednicy ok. 25 nm oraz 50 nm. We frakcjach o wigkszej gestosci mozna

zauwazy¢ duzg ilo$¢ czastek o $rednicy ~50 nm.
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36%

Rycina 15. Obserwach VLPs wwybranych frakcjach zgpp omocag transmi syj nej
elektronowej po barwieniu negatywowym octanem uranyRrzedstawiono reprezentatywne
obrazy dl a po s;pasekelqli 5hm;yczehwofnraa kko|-Hsk Nd Sredni cy
nm, czariny Ptsr -oj KNtednicy ~50 nm

8.2.2. ProdukcjaVLPswk om- r kach owadzi ch
Do produkcji VLPs wybrano bakulowirusowy system ekspresji genow.
W systemie tym wykorzystywany jest najczesciej wirus poliedrozy jadrowej Autographa
californica (ACNPV) jako wektor genéw heterologicznych, ktorych ekspresja moze
odbywaé¢ sie¢ z dwoch roéznych promotorow: polihedryny (polh) i widknistego
polipeptydu 10 kDa (p10). Popularnie uzywane linie komorkowe owadow z rz¢du
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Lepidopterapochodza od Spodoptera frugiperddSf9 i Sf21) i Trichoplusia ni(Tnb5,
komercyjnie znanej jako High Five™), ktore do wzrostu wymagaja jedynie temperatury
27 °C inie wymagaja CO,. Dodatkowo, ich hodowla moze by¢ prowadzona w formie
zawiesinowej lub adherentnej. BEVS umozliwia produkcj¢ biatek rekombinowanych
Z modyfikacjami potranslacyjnymi wysoce podobnymi do tych wystepujacych
w komoérkach ssaczych: takich jak fatdowanie, oligomeryzacja, fosforylacja,
glikozylacja, tworzenie wigzan dwusiarczkowych, modyfikacje proteolityczne. Dlatego
tez, system ten jest czesto wykorzystywany do ekspresji rekombinowanych biatek
i czastek wirusopodobnych (Liu iin., 2013; Mi iin., 2021; Yamaji iin., 2012). Do
produkcji VLPs ZIKV (wariant prME) wybrano popularny system Bac-to-Bac™, ktory
wykorzystuje  miejscowo-specyficzng transpozycje do generowania wektorow
bakulowirusowych zachodzaca w komorkach bakteryjnych. Kaseta gendw wariantu
prME zostata wklonowana enzymami restrykcyjnymi w miejsce wielokrotnego
klonowania do wektora donorowego — pFastBac1 pod kontrole polh (Rycina 16). Region
promotora wraz z genem i sygnatem poliadenylacji SV40 oraz genem markerowym
niosagcym oporno$¢ na gentamycyng jest oflankowany prawym ilewym ramieniem
transpozonu Tn7. Plazmid byl nastgpnie uzyty do transformacji komorek E. coli
DH10Bac w celu skonstruowania rekombinowanego bakmidu za pomoca miejscowo-

specyficznej transpozycji. Komorki te zawieraja:

1 bakmid - czyli genom bakulowirusa, zawierajacy replikon mini F
odpowiedzialny za utonomiczng replikacje wektora oraz miejsce
wlaczania si¢ transpozonu Tn7, wbudowane W obrgbie genu lacZ, co
umozliwia selekcje rekombinantdéw bakmidowych; bakmid zawiera
ponadto gen markerowy niosgcy opornos¢ na kanamycyne,

1 plazmid pomocniczy - koduje biatka TnsA iTnsB o aktywnos$ci
transpozazy Tn7, rozpoznajgce miejsca Tn7R i Tn7L i mini att-Tn7 oraz
biatka TnsC i TnsD wspomagajgce transpozycje¢; zawiera gen markerowy

niosacy opornos$¢ na tetracykline.

Przeprowadzono selekcje antybiotykowa klonow, anastgpnie wyizolowano bakmid,
ktory postuzyt do transfekcji komorek owadzich S9. Wektor bakulowirusowy rBV prME

ZIKV (p0) zostat dalej namnozony, a pasaz trzeci (p3) wirusa zostal zmiareczkowany.
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Uzyskano miano 8x10” PFU/mI. rBV prME ZIKV z tego pasazu byl wykorzystywany do

dalszych analiz.
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Doniesienia literaturowe wskazuja na wyzszos¢ linii High Five w produkcji biatek
sekrecyjnych i VLPs (Krammer iin., 2010; Wilde iin., 2014). Dlatego, poréwnano
poziom produkcji VLPs w dwoch owadzich liniach komérkowych: Sf9 i High Five. Obie
linie zainfekowano rBV prME ZIKV (MOI 1) i przeprowadzono analiz¢ ekspresji genu
biatka E oraz sekrecje tego biatka do pozywki hodowlanej (Rycina 17). Produkcja biatka
E w obu liniach komérkowych przyrastata w czasie, jednakze tylko linia komorkowa Sf9
byta zdolna do wydajnej sekrecji biatka E. W lizatach komorkowych linii High Five
zaobserwowano prazek na wysokosci okoto 70 kDa, ktory odpowiada heterodimerowi
biatlek prM i E, co moze sugerowaé brak peptydazy sygnatowej w tych komorkach
potrzebnej do obrobki proteolitycznej, co moze zaburzy¢ sktadanie VLPS i ich sekrecje
do pozywki. Kompleks bialek prME zostat rowniez zaobserwowany w 5 dniu produkcji
VLPs w pozywce z komorek Sf9. Szczyt lizy komoérek owadzich przez bakulowirusy
przypada na 3-5 infekcji, co moze doprowadzi¢ do uwolnienia z komorki innych biatek.
Ponadto, zbyt wysoka ekspresja bialek prME moze doprowadzi¢ do niewydajnego
dziatania peptydaz. Powyzsze wyniki wskazuja jednoznacznie lini¢ Sf9 jako najbardziej

optymalng do produkcji VLPs wirusa Zika.
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Niedawne badania pokazaty mozliwo$¢ manipulacji produktywnoscig BEVS
przez celowang W specyficzne szlaki metaboliczne suplementacj¢ (Monteiro i in., 2014,
2016). Dwa zwiazki miaty najwigkszy wptyw na produkcje bialek rekombinowanych
oraz nawzrost i zywotno$¢ komorek owadzich: poliaminy i cholesterol. Sa one potrzebne
w cyklu replikacyjnym wirusa Zika (Mounce i in., 2016; Osuna-Ramos, Reyes-Ruiz i del
Angel, 2018; Vasireddi i in., 2019). Dlatego w drugim etapie optymalizacji produkcji
przetestowano wplyw suplementacji pozywki poliaminami oraz cholesterolem na
sekrecje VLPs. Hodowle zainfekowanych rBV prME ZIKV komorek Sf9 traktowano
roztworem poliamin lub cholesterolu oraz oboma zwigzkami jednocze$nie. Zywotno$é i
proliferacja komoérek w poréwnaniu z komodrkami nietraktowanymi suplementami
oscylowata na poziomie 90-95% (Rycina 18 A). Zaobserwowano najwickszy spadek
zywotnosci W przypadku traktowania cholesterolem lub kombinacja suplementow,
szczegoOlnie w trzecim dniu infekcji. W kolejnych dniach infekcji zywotno$¢ komorek
wzrosta. Poziom biatka E wzrost w wyniku suplementacji zarowno cholesterolem jak i
poliaminami, szczego6lnie w dniu trzecim (Rycina 18 B). Jednakze, najwigkszy wptyw
na sekrecje biatka E | prM miata kombinacja obu suplementéw. Ponadto, zaobserwowano
zwiekszony poziom dimerow i oligomerow biatka E. Barwienie CBB potwierdzito

zwiekszony poziom biatka E w pozywce w wyniku suplementacji (Rycina 18 C).
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Biorac pod uwage powyzsze wyniki, do dalszych analiz VLPs wirusa Zika

produkowano w linii komoérek Sf9 infekowanych rBV prME ZIKV przy MOI 1,
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suplementowanych kombinacja cholesterolu i poliamin. Pozywke zawierajaca czastki
zbierano po 3 dniach od infekcji.

Nastepnie, wykonano ultrawirowanie w gradiencie gestosci sacharozy podobnie
jak w przypadku VLPs otrzymanych w komoérkach ssaczych. Najwigksza zawarto$é
biatka E wraz oligomerami wykryto we frakcji 36% (~ 1.15 g/cm®), mniejsze ilosci byly
zaobserwowane we frakcjach 30% i 42% (Rycina 19 A). We frakcjach tych nie wykryto
biatka M, natomiast wykryto fragment pr. Ponadto, we frakcji 24% wykryto niewielkie
iloéci obu biatek E ifragmentu pr. We frakcjach z najwickszg iloscig biatek
zaobserwowano inne formy ponizej monomeru biatka E, ktore moga odpowiada¢ formie
biatka pozbawionej glikanéw lub by¢ wynikiem obrébki proteolitycznej. Barwienie CBB
wykrylo monomer biatka E we frakcji 36% (Rycina 19 B).
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bi azgkedbr anych frakcji (14 frakcji, powBeFuakc,]
SDSPAGEw warunkach nierd u k u j iNwkprarmo western blottingpr z e ci wc i- a g a mi
DIl iantyprM (A). Bar wi eni e weeBrBnychb frakajpehk po rozdziale

elektroforetycznywwar unkach rB.dukuj Ncych (

W dalszym etapie przeprowadzono obserwacje TEM VLPs w wybranych
frakcjach (24%, 30% i36%) (Rycina 20). We frakcji 24% zaobserwowano tylko
pojedyncze czgstki wirusopodobne, natomiast frakcje 30% i 36% stanowig mieszaning
VLPs, struktur peplomeryczych (oligomeryczne struktury ztozone z biatek wirusowych

np. biatka gp64 AcNPV) oraz wirionow bakulowirusowych.

oR

36%

Rycina 20. Obserwacja VLPsvwy br anych frakcjach za pomocag t
elektronowej po barwieniu negatywowym octanem uranyRrzedstawion reprezentatywne
obrazy dla poszczeg:-Ilnych frakcji; TpwPsek skal
Srednicy ~25 nvwiLPszar8yedmni ¢k Nt 5 Bakulowirusowei e bi es
struktury peplomeryczne.
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823.Por - wnawc za aantahtygenawyah ¥1tPe r mi n
otrzymanyclwk o m- r k a ckho n2-9r3kTac h Sf 9

Powyzsze wyniki wykazaty réznice w skladzie bialkkowym oraz gestosci VLPs
wirusa Zika otrzymanych w komoérkach 293T ikomoérkach Sf9. W zwigzku z tym
przeprowadzono analize porownawcza determinant antygenowych czastek tj. ekspozycji
na powierzchni specyficznych epitopow W biatku E, profilu glikozylacji oraz wigzaniu
do receptoréw lektynowych. Do badan wybrano VLPs zatrzymujace sie¢ W 24 i 30%
(system komorek ssaczych 293T) oraz 30 i 36% (system komorek owadzich Sf9), ze
wzgledu na najwigkszg zawarto$¢ biatka E i czastek.

W pierwszym etapie przeprowadzono miareczkowanie VLPS uzywajac dwoch
przeciwcial przeciwko epitopom LR oraz FL w biatku E - ZV67 i 4G2. Jak wspomniano
juz w rozdziale 4.1.10, epitop LR znajdujacy si¢ w DIII jest dobrze eksponowany na
powierzchni dojrzatych wiriondw, z kolei epitop FL w DIl jest czesciowo schowany
w dojrzatych czgstkach, a moze by¢ lepiej eksponowany w konformacji trimerycznej
biatka E. Stad miareczkowanie VLPs za pomocg przeciwcial skierowanych do tych
dwoch epitopéw moze pozwoli¢ posrednio oceni¢ zawarto$¢ dojrzalych VLPs
z dimeryczng konformacjg biatka E oraz VLPs z trimeryczng forma E (fuzyjng). Rycina
21 (A i B) przedstawia wyniki miareczkowania. VLPs z kazdej frakcji byly rozpoznane
przez oba przeciwciata, jednakze wigksze sygnaty uzyskano dla przeciwciata ZV67, co
sugeruje przewagg dojrzatych form VLPs w analizowanych frakcjach. Oba przeciwciata
wykazalty wigksze wigzanie do VLPs z komorek 293T (frakcja 24%) W rozcienczeniu
1.25 pg/ml w poréwnaniu do pozostatych analizowanych VLPs, co sugeruje wigksza

zawartos¢ obu form VLPs — formy dojrzatej i fuzyjnej (Rycina 21 C).
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W  celu uzyskania jako$ciowego pordwnania prezentacji antygenowych
determinant wykorzystano profil wigzania do przeciwciata ZV67 jako punkt odniesienia.
Miato to na celu zredukowa¢ ilosciowe roznice miedzy analizowanymi frakcjami VLPs.
Tak wigc, do kolejnych analiz antygenowos$ci postuzono si¢ wynikami miareczkowania
wobec przeciwciata ZV67 1 obliczono wartosci rozcienczen czastek z poszczegdlnych
frakcji, tak zeby uzyskacé taki sam wysoki sygnat absorbancji z fazy liniowej krzywej (A=
2 U) (Tabela 8). Obliczenia wykonano wg regresji nieliniowej modelu

czteroparametrowej logistycznej krzywej w programie GraphPad Prism.

Tabela8. War t osSci rozzpiosacze@@oVhRsh beazkdaj i
przeciZweyi at a

Frakcja VLPs | Rozcieficzenie - stezenia bialka [ng/ml]
24% 293T 1.12
30% 293T 1.69
30% Sf9 1.82
36% Sf9 2.04

Badanie ekspozycji specyficznych epitopow na powierzchni VLPs wykonano
z uzyciem poliklonalnych przeciwciat do prM/M oraz trzech paneli przeciwcial
specyficznych odpowiednio do epitopow w DI/DII i DIl biatka E oraz epitopéw EDE
w tescie ELISA.

Analiza western blotting wykazata obecno$¢ biatka M tylko w VLPs
pochodzacych z komoérek 293T i fragmentu pr w czastkach otrzymanych w komorkach
Sf9, co moze wskazywac na roznice W procesie dojrzewania lub wyjscia z komorki
(Rycina 14, Rycina 19). Dlatego, sprawdzono réwniez W warunkach natywnych
wigzanie przeciwciata anty-prM/M do uzyskanych VLPs. Jako, ze biatko M jest matym
biatkiem transmembranowym iw strukturze dojrzalego wirionu znajduje si¢ pod
dimerem E, zatozono, ze sygnaty pozytywne beda pochodna oddziatywan z biatkiem prM
lub fragmentem pr. Test wykazat stabe wigzanie przeciwciat anty-prM/M do wszystkich
VLPs, z niewielkimi réznicami (Rycina 22). Najwiekszy sygnal zaobserwowano dla
VLPs frakcji 30% z komoérek Sf9. Uzyskane niskie sygnaty dla VLPs pochodzacych

z komorek ssaczych sg zgodne z wezesniejszymi analizami, gdzie obserwowano tylko
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biatkko M. Natomiast w przypadku VLPs z komoérek owadzich, spodziewano sie¢
silniejszego oddziatywania, gdyz wczesniej wykryto obecnos¢ tylko fragmentu pr we
frakcjach zebranych po ultrawirowaniu. Sugeruje to brak oddysocjowania fragmentu pr
od czastek wtrakcie sekrecji z komorek owadzich. Jednakze, dalsza obrobka
przygotowawcza preparatdw do analizy determinant antygenow, szczegdlnie
wykorzystanie ultrafiltracji do zaggszczenia prob oraz wymiany buforu mogta
spowodowac odczepienie si¢ fragmentu pr. Mimo to, uzyskane wyniki moga sugerowaé
obecno$¢ niewielkiej populacji niedojrzatych 1lub czeSciowo-dojrzatych VLPs,

szczegblnie we frakcji 30% z komorek S19.

Ays0

Rycina22Wi gz ani e pr-prelV¥lPswatrzymanyclwk © pn6é r k a ¢ $f9. 2P BTk i
bgnd-w wskazujN odAhgl enfiasstsatapdaydplyb.i gmzep
jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVAk or ek cj N Bonf er . aimd ego ; ¢
przerywand war t oSi  pr osg@ia testu (A

Nastgpnie, zbadano ekspozycje epitopéw W obrebie domeny I i1l biatka E.
Analizowano wigzanie trzech przeciwcial: 4G2 (opisane wczesniej), ZKA78 -
specyficznych do epitopu migdzy DI i DIl oraz R34 - specyficznych do petli glikozylacji
,150” w DI (Rycina 23). Przeciwciata 4G2 i ZKA78 wykazaly podobny profil wigzania
do poszczegdlnych frakcji. Najsilniej zostaly rozpoznane VLPs z komoérek 293T.
Najstabsze wigzanie do obu tych przeciwciat zaobserwowano dla czastek frakcji 36%
z komorek Sf9. R34 silnie zwigzato wszystkie analizowane VLPs, jednakze réznice
w $rednich sygnatach miedzy nimi byty statystycznie nieistotne. Wyniki te wskazuja na

wysoka ekspozycje¢ petli ,,150” na powierzchni VLPs otrzymanych w obu systemach, co
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jest zgodne z danymi strukturalnymi wirionéw. Ze wzgledu na wyréwnanie ilosciowe
poziomu analizowanych VLPs, uzyskane wyniki wskazuja na r6znice w konformacji DII

biatka E migdzy VLPs otrzymanych w komadrkach ssaczych oraz komorkach owadzich.

B 24%293T
W 30%293T

l 30% S
W 36% S
.2
<
4G2 ZKA7T8 R34
Rycina23. Wi gzani e przeciwci at 4 G2, ZKA78 oraz R34 s
wDIiDI | biatka E dowlWamsr lod dBYy3@ddFkih bgnd- w wskaz

odchylenia staratdowe.Anal i zi st at yst yzuzlhyN jegravzyenikowejwa d z o n o
analizy wariancji (ANOVAZk or e k ¢ | N Bonferroniegop<Q®@5¥ 0.001: *
Liniaprzerywand war t o Si  prAs@iBa test u (

Kolejny panel przeciwciat obejmowat 4 przeciwciata: ZV67 (epitop LR) , ZV64

(petla C-C”), ZV48 (petla C-C”) i ZV2 (epitop ABDE) (

Rycina 24) (Zhao i in., 2016). Oba przeciwciata ZV64 i ZV48 wiaza sie¢ do petli C-C’
z podobnym powinowactwem, jednak r6znig si¢ czasem pottrwania. ZV67, ZV64 i Z\V48
neutralizujg wirusa Zika, z czego ZV67 ma najwiekszy potencjal i powinowactwo do
czastki wirusowej. Petla C-C” w dojrzalej czastce wirusowej jest czesciowo przystonigta,
gdyz pehi role w kontakcie homodimerycznym biatka E, stad jej ekspozycja wymaga
reorganizacji przestrzennej wirionu. Natomiast, epitop ABDE jest przystonigty
w dojrzatej czastce wirusowej oraz rekombinowanej ektodomenie biatka E. Z tego
powodu wykazuje minimalng aktywno$¢ neutralizujacg. Z powodu uzycia
zmiareczkowanych ilosci VLPs uzyskano najwyzsze sygnaty dla ZV67 we wszystkich
analizowanych frakcjach, bez istotnych réznic. Zaobserwowano podobny profil wigzania
przeciwcial ZV64 i ZV48 do poszczegodlnych frakcji VLPs jak w przypadku przeciwciata
4G2 oraz ZKA7S, tj. stabsze wigzanie VLPs wyprodukowanych w komoérkach S9.

Przeciwciato ZV2 nie wykazato wigzania do analizowanych VLPs, co jest zgodne z ich
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powinowctwem do wiriondw. Wyniki te pokazujg silniejsza ekspozycj¢ epitopow w

domenie III biatka E w przypadku VLPs wyprodukowanych w komorkach 293T.

B 24%293T
M 30%293T
B 30% S
M 36% Sf9

Ays0

V67 V64 7V48 ZV2

Rycina24 Wi gzani e panelu pr zeciii¥¢2) przeciwkozZ \6& h,y mZV 6 4
epitopomwD | | | bi at ka E dowk\WLnPosr k@atct&fQySgadnpykcih b gnd -
wskazuj N odchyleAnhaligfiandaatpweycznllycipemepr
jednoczynnikowej alizy wariancji (ANOVAZk or ekcj N Bonferroni ego; p
0.01: ** p < 0.05:* Linia przerywana war t oSi pr osc@M)a t est u (A

Ostatni panel przeciwcial obejmowat cztery ludzkie przeciwciata skierowane do
czwartorzedowych epitopow w dimerach biatka E (C10, B7, All i C8) (Barba-Spaeth
I in., 2016). Dwa z nich — C10 i C8 wiaza tzw. epitop EDE1, a B7 i All epitop EDEZ2.
Rycina 25 przedstawia wyniki analizy wigzania tych przeciwciat do VLPs. Tylko dwa
przeciwciata C10 i C8 zwigzaly si¢ z VLPS, jednakze uzyskane sygnaty sg stosunkowo
niskie w poréwnaniu z sygnatami dla przeciwciat do DIII. Najsilniejsze wigzanie obu
przeciwcial zaobserwowano ponownie z VLPs pochodzagcymi z komorek 293T.
Uzyskane wyniki sugeruja ekspozycje tylko epitopu EDE1 na powierzchni VLPs,

jednakze powinowactwo przeciwciat do tego epitopu na VLPs moze by¢ niskie.
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B 24%293T
B 30% 293T
B 30% S1Y
I 36% S
[—}
w,
<
C10 B7 All C8
Rycina25.Wi gzani e panel u pr izC8)przeaiwkbepitbporfEOHLOEDEB 7 Al1l )
do VLPs otrzymanychwk o mo r kacth9.2$§39Tpki bgnd- w wskazuj N (
stardardowe. Anal i zni statystyacabiNciprncepedwadzygnoni kowe|j

wariancji(ANOVA)zko[,ekcjN Bonferroniego; p <. LBia001: ***
przerywand war t o S| pr asF@28)a t est u (A

Jako ze, wiriony ulegaja nicodwracalnym zmianom konformacyjnym
w srodowisku o niskim pH, wkolejnym kroku sprawdzono wigzanie wybranych
przeciwcial do DI/II, DIII oraz EDE1 po ekspozcji VLPs na pH 6. Zaobserwowano
znaczng redukcje wigzania przeciwciata ZKA78 do VLPs frakcji o nizszych gestosciach
po inkubacji w nizszym pH (Rycina 26 A i B). Nastgpita, rowniez redukcja wigzania
przeciwciata ZV67 do wszystkich VLPs po zmianie pH. Dodatkowo zmiana odczynu
srodowiska zahamowata wigzanie przeciwciata C10 do VLPs wyprodukowanych
w komorkach 293T. Wyniki te sugeruja zmiang konformacji biatka E w warunkach

niskiego pH Iub agregacj¢ czastek.
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jednoczynniéwej analizy wariancji ANOVAJk or ekcj N Bonferroni ego; p
0.05:* Liniaprzerywana war t oSi pr asc@08a testu (A

Nastgpnie, analizowano profil glikozylacji uzyskanych VLPs. Analiza
bioinformatyczna sekwencji aminokwasowej biatek prM i E z wykorzystaniem programu
do progonozowania obecnosci N-glikanow (NetNGlyc) potwierdzita obecnos$¢ 1 miejsca
N-glikozylacji w biatku prM oraz 1 w biatku E. Natomiast, analiza z wykorzystaniem
programu do przewidywania obecnosci O-glikozylacji biatek (NetOGlyc) wskazata 5
potencjalnych miejsc zlokalizowanych w domenie III biatka E. Dlatego, zbadano

eksperymentalnie obecnos¢ obu rodzajow glikanow na glikoproteinie E za pomoca
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specyficznych glikozydaz: PNGazy F, Endo Hf oraz O-glikozydazy. Glikozydaza
PNGaza F odcina wszystkie typy N-glikanow, natomiast Endo Hf — hybrydowe
i oligomannozowe (Rycina 27 A). O-glikozydaza odcina O-glikany typu Core 1 i Core 3
oraz ich modyfikacje, jednakze jej dziatanie jest mozliwe tylko w przypadku braku kwasu
sialowego (NeuNac) (Rycina 27 B), dlatego w reakcji uzywano tez neuraminidazy

odcinajacej kwas sialowy potaczony wigzaniem a2-3, 02-6, i a2-8.

A B
Neuraminidaza
Asn A
1 ¢ O-glikozydaza
PNGaza F F—ser|the — O—}—ser|Thr
!
Endo H,
)
Asn
Endo H;
!
Asn B GicNac @ Man @ NeuNAc
[] GalNac ¥V Fuc O Gal

Rycina27.Sc hemat dzi at specyfieznygdoiNg b £ k dRNBazy Fi Endo H
(A) i0-gl i k a ©@likozydazy (B).GlcNac i N-acetyloglukozamina, Maii mannoza,
NeuNad kwas sialowy, GalNat N-acetylogalaktozamina, Fuicfukoza, Galgalaktoza

Reakcje enzymatyczne poszczegodlnych frakcji VLPs z komoérek ssaczych i owadzich
przeprowadzono w warunkach denaturujacych, a nast¢pnie analizowano profil migracji
biatka E wzelu SDS-PAGE (Rycina 28). W przypadku czastek otrzymanych
w komorkach 293T, zaobserwowano znaczng zmian¢ migracji monomeru biatka E, jak
rowniez dimeru W przypadku trawienia PNGazg F i O-glikozydazg we frakcji 24%
(Rycina 28 A). We frakcji 30% wykryto tylko zmian¢ migracji po trawieniu PNGaza F.
W przypadku VLPs z komoérek Sf9 zaobserwowano zmiang migracji monomeru biatka E
w obu frakcjach po traktowaniu PNGazg F i O-glikozydazg (Rycina 28 B). VLPs z obu
systemOw byly niewrazliwe na dzialanie Endo Hs. Wyniki te potwierdzaja N-glikozylacje
glikoproteiny E w VLPs wyprodukowanych w obu systemach. Ponadto, pokazano

obecno$¢ O-glikozylacji biatka E wirusa Zika w VLPs.
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Rycina28. N- i O-glikozylacja glkoproteinyEwp os zczegd6l nych frakcjach
wkomoérkach 293T (A) ®eaxXkclheméernkaamat§fcx n(eB)p.os z
VLPs przeprowadzonwwar unk ach deamatsu mipjnN @y cam,al i zowano
bi agkwélelEu-PEP®&warunkach redukuj Ncych. Western
zuUyci em pr z-Blt Dwlik.i @-glikozydama y

Aby oceni¢ czy oba typy reszt cukrowych sg eksponowane na powierzchni VLPs
przeprowadzono ponownie reakcje enzymatyczne z uzyciem PNGazy F i O-glikozydazy,
tym razem w warunkach natywnych (Rycina 29 A). Zaobserwowano zmian¢ migracji
monomeru i dimeru biatka E tylko po traktowaniu PNGaza F we wszystkich frakcjach
VLPs. W przypadku formy dimerycznej, po traktowaniu O-glikozydaza zmiana profilu
migracji byta niewielka, jednak miejsca cig¢ dla O-glikozydazy moga by¢ niedostepne
w formie natywnej VLPs. Dlatego, przeprowadzono rowniez detekcje O-glikanow na
powierzchni VLPs za pomoca dzakaliny (AIA) w tescie ELISA. AIA jest to lektyna
specyficzna tylko do O-glikanow, doktadniej Galp1-3GalNaca, wigzaca reszty cukrowe
réwniez W obecnosci kwasu sialowego (Rycina 29 B). Analiza potwierdzita obecnos¢ O-

glikanow na powierzchni VLPs (Rycina 29 C). Najsilniejszg interakcj¢ z lektyna
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zaobserwowano dla frakcji 36% z komorek Sf9, natomiast najstabsza dla frakcji 30%
z komorek 293T. Frakcja VLPs 24% 293T oraz 30% Sf9 wykazata posrednie wigzanie
do AlA. Test potwierdzit obecnos$¢ O-glikanéw na powierzchni VLPs wyprodukowanych
w komorkach ssaczych jak 1 owadzich. Jednakze, zaobserwowane dysproporcje
W wigzaniu VLPs do AIA, mogg by¢ rezultatem roznych ilosci O-glikozylowanych reszt

S/T czy poziomem rozgalezienia tancuchoéw cukrowych.
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24% 293T 30% 293T 30% S19 36% S19
- P O - P O - P O - P O
130 - < oligomery
100 - | - e ' < dimer E
55 - o . = P g - e W D e B8 < E
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R=[1/ ¢ i inne typy

Ags0- WP

AlIA

Rycina 29. N- i O-glikozylacja na powierzchni glikoproteiny Bvpos zczegdél nych frakc
VLPs otrzymanychwk o mér kach 293T oraz komérkach Sf 9. Pr
traktowaniu INGaz g F (-Pl)i klowby ev@arupkach @jtyvnych (A). Reakcje
enzymatyczne poszczeg- | nych wwhrunigakhc jnatywnyeh, P s prze
anastfipnie anali zowawbep u-BASBWW anti wgrkaacg i rbe daujkkuaj NEC
Western blottingprzeprowadzanwu Uy ci em pr z -©MW.i Strekiurg Gukrowa @-t y

gl i kasndgwane pr zdB. W etV RAsgo AMAWA e S c i e (CERJ yStAk n
opjaszczano Al A, zNaPsfipkterenwykowwnoo za pomoc N

Wykrespt edst awia znormali zowany sygnag absorbancj.i
Asodl a VLPs wartoSci progowej -HeawlLps)S)j upwar tbg$id - kvo n
wskazuj N odchyl eni a standardowe. zWbadii enm st a
jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVAY or ek cj N Bonferroniego; p <

*
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Ponadto, zbadano wigzanie VLPs do rekombinowanych receptorow lektynowych
DC-SIGN i jego homologu DC-SIGNR. Sa to biatka transmembranowe typu Il wiazace
reszty cukrowe - gtéwnie oligomannozowe oraz reszty zawierajace fukoze np. struktury
typu Lewis (Gupta i Gupta, 2012). Aktywno$¢ obu receptordéw jest zalezna od jondw
wapnia, stad zalicza si¢ je do rodziny receptorow lektynowych typu C. W analizie tej
wykorzystano dostepne komercyjnie formy rekombinowane tych receptorow, ktore sg
biatkami fuzyjnymi w potaczeniu z domeng Fc ludzkiej immunoglobuliny 1.
Przeprowadzony test ELISA z uzyciem obu rekombinowanym receptorow wykazat
najsilniejsze wigzanie VLPSs frakcji 24% otrzymanych w komoérkach 293T (

Rycina 30). Wigzanie do receptorow lektynowych moze by¢ wynikiem
oddziatywan glikanow obecnych na glikoproteinie E. Jak réwniez, moze by¢ rezultatem
oddziatywan N-glikanu obecnego na biatku prM, w niedojrzatych/ czesciowo dojrzatych

VLPs, ktore ze wzgledu na czuto$¢ testu ELISA mogly by¢ wykryte.

3k 3% %k

& sk ok

0.25+

0.201 ok B 24% 293T
< I 30% S
= ! B 36% S
> ]
<
| i

- .

DC-SIGN DC-SIGNR

Rycina30Wi gzani e VLPs dowych®CSHGNI DO-SIGMRWteeks ocyineo EL 1 S A
Pgytkn opgaszczano AVIARs nalstt nmpeiwvy Kk nkwbmavana |

ZN6 7. Wykres przedstawia znormali zowany syghn:
wart as@ldia A/LPs waeijt o(Sw.ip .p)r o(gwaw t o l&F VLRS)SMturpklii  n ¢
bgnd-w wskazuj N odchylenia standar zuodyec.i emnal
jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA  or e kcj N Bonferroniego; p

Poprzednia analiza glikozylacji glikoproteiny E z uzyciem Endo Hf nie wykazata
obecnosci hybrydowych/oligomannozowych reszt cukrowych, dlatego sprawdzono
wigzanie VLPs do lektyny — UEA | specyficznej do fukozy potaczonej wigzaniem typu
a, W tym do struktur typu LewisY, wigzanych takze przez DC-SIGN/DC-SIGNR (Rycina
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31 A). Struktury te moga wystepowa¢ zarowno na N- jak i O-glikanach. Frakcja 24%
VLPs z komoérek 293T wykazala najsilniejsze wigzanie z lektynami, a frakcja 30%
z komorek Sf9 najstabsze (Rycina 31 B). Obecno$é¢ struktur wigzanych przez UEA 1
biatka E lub biatku prM w otrzymanych VLPs moze by¢ wyjasnieniem rdéznic W wigzaniu
z receptorami DC-SIGN/DC-SIGN R.

A B
B4
L
a3 0'4-. 3 ok
typ 2 grupy krwi H B 24% 293T
B 30% 293T
p4 . B 30% Sf9
= Bl 36% Sf9
a2 ?
2
Fucal-2Galf1-4GlcNAc <E'
B4
a2 |a3
Lewis’ UEA
Rycina3L.St ruktury cukrowe wi dAyosanwe gprane 2z VelPtsymde UEAK
UEAl wt esSci e BERg®$AkNn opgaszczano AZVA,Psnaskttn-prne e
wy krywano za pomocN przeciwciag ZN6 7T . Wy kr es
absorbang i przez odjncie osdluazy$lkRanywhr twasc¢ioSpr o o\
(wartoSl kont-bea ViPs)3@wm@ak iy whepd-w wskazujN odchyl
Analizn statystyzadgiNi pmzegpdowadyonodo kowej anal i z:

zkorekcj N Bonferroniegto; p < 0.001: *** ~p < 0.0

824.l mmunogennoSi VLPs

Ostatni etap analizy porownawczej wiasciwosci VLPs wirusa Zika otrzymanych
w réznych systemach ekspresyjnych obejmowat porownanie immunogenno$ci W mysim
modelu zwierzecym. W tym celu oczyszczono VLPs za pomocg precypitacji PEG6000,
chromatografia wykluczenia oraz ultrafiltracja. VLPS zmiareczkowano tak jak
poprzednio przy uzyciu przeciwcial ZV67. Dwie grupy myszy BALB/c (n = 6)
immunizowano drogg podskorng (ang. subcutaneous, S)¢w odstepie dwoch tygodni,
trzema dawkami F2A VLPs (25, 15, 10 pg catkowitej zawarto$ci biatka) formutowanymi
z adiuwantem AddaVax (nanoemulsja skwalenu, typu olej-w-wodzie, analog adiuwantu
MF59, zatwierdzonego do uzycia w szczepionkach), w stosunku objetosciowym 1:1.
Kontrolna grupa (n=3) otrzymata bufor PBS z adiuwantem. Probki surowicy pobierano
dwa tygodnie po kazdej immunizacji i stosowano do oceny odpowiedzi przeciwcial.
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Analizowano poziom przeciwcial do rekombinowanej ektodomeny E oraz domeny 111 za

pomoca testu ELISA oraz aktywnos$¢ neutralizujacg ZIKV za pomoca testu PRNT

(Rycina 32). Wszystkie testy wykazaty wigkszy poziom przeciwciat anty-E, anty-DIII

oraz neutralizujgcych w surowicach poszczepiennych z grupy myszy zaszczepionej

VLPs wyprodukowanych w komoérkach 293T, w pordéwnaniu

Z grupg myszy
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Bonferroniego; p < 0.05%.

8.2.5. Dyskusja

Wiele roznych typow VLPs zostalo z powodzeniem wyprodukowanych
W roznych systemach ekspresji. Dwa najczesciej uzywane systemy ekspresji to system
ekspresji przejsciowej w komorkach ssaczych z uzyciem wektorow plazmidowych oraz
system  ekspresji  przejsciowej W komorkach owadzich z uzyciem wektora
bakulowirusowego. Produkcja biatek rekombinowanych lub VLPs w tych systemach
moze rozni¢ si¢ pod wzgledem wydajnosci produkcji, faldowania si¢ czastek czy ich
modyfikacji potranslacyjnej. VLPs wyprodukowane w tych systemach byly uzywane
glownie jako antygeny szczepionkowe, ale takze jako antygeny diagnostyczne. Pomimo
tego, ze cechy wymienione wczesniej mogg wptywaé na immunogennos¢ VLPs, do tej
pory nie dokonano charakterystyki poréwnawczej VLPs wyprodukowanych w r6znych
systemach ekspresji dla zadnego z FV oraz nie poréwnano ich immunogennos$ci.
W zwigzu z tym w przedstawionej pracy poréwnano produkcje, whasciwosci antygenowe
oraz immunogenno$¢ VLPs wirusa Zika otrzymanych w tych dwdch systemach.

Produkcje VLPs w komorkach ssaczych (linia komérkowa CHO-K1 i 293T)
przeprowadzono za pomoca transfekcji wektorem plazmidowym pcDNA3.1 V5/His
kodujacym biatka prM i E. Wyniki pokazaty wyzszos¢ linii 293T nad linig CHO-K1
w kontekscie sekrecji VLPs do pozywki, pomimo wigkszego poziomu biatka E we frakcji
komorkowej linii CHO-K1. Linia CHO-K1 byla wczes$niej uzywana do produkcji
chimerycznych VLPs DENV zawierajacych sekwencj¢ sygnatowg biatka prM i region
stem/anchor JEV, w miejscu natywnych regionéw, gdyz VLPs dzikiego typu, nie ulegaty
sekrecji, podobnie jak VLPs ZIKV (Purdy i Chang, 2005). Z kolei, stabilna ekspresja
VLPs JEV w komoérkach CHO-K1 skutkowata fuzja bton komorkowych, co dalej
zaburzalo sekrecj¢ (Konishi, Fujii i Mason, 2001). Pomimo mniejszego ryzyka
kontaminacji wirusami linii CHO-K1, ze wzgledu na pochodzenie odzwierzgce, to
W niniejszej pracy potwierdzilismy, ze komoérki 293T sa lepsza platformg do
otrzymywania VLPs, ze wzgledu na wydajnos¢ produkcji. Natomiast w systemie BEVS,

w ramach niniejszej pracy poréownano ekspresje genow biatek prM i E w infekcji
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komorek linii Sf9 i High Five. Tylko w komorkach Sf9 otrzymano ekspresje W peini
rozcietych form biatek prM/M 1 E, w poréownaniu z drugim typem komorek, ktory
wytwarzal kompleks biatek prM-E, co sugeruje brak odpowiedniej peptydazy sygnatowe;j
w trakcie obrobki potranslacyjnej. Odwrotny efekt byt zaobserwowany dla VLPs JEV, tj.
byty silniej produkowane iwydzielane w komoérkach High Five niz Sf9, co moze
sugerowac roznice W obrobce potranslacyjnej dla VLPs réznych FV (np. wykorzystanie
réznych peptydaz sygnatowych Iub wicksza dostepnos¢ miejsca cigcia)(Yamaji
i Konishi, 2013; Yamaji iin., 2012). Linia komorkowa Sf9 byta takze wykorzystana
w innych badaniach z uzyciem VLPs ZIKV oraz innych wirusow (Dai i in., 2018a; Krol,
Brzuska i Szewczyk, 2019).

W nastgpnym etapie analizowano wpltyw suplementacji réznymi zwigzkami
chemicznymi hodowli komoérkowych na produkcje VLPs. Wiadomo jest, ze niska
temperatura hodowli (28-31 °C) faworyzuje tworzenie si¢ dimeréw biatka E oraz
zwicksza sekrecje VLPs wirusa Zika oraz DENV, jednakze inne modyfikacje
standardowych protokotow produkcji w obu systemach ekspresji nie byly dotad
sprawdzane (Kudlacek iin., 2018; Slon Campos iin., 2017). W systemie komorek
ssaczych analizowano wptyw suplementacji maslanem sodu, petnigcego rolg inhibitora
deacetylazy histonow, Kktory byl wykorzystywany do zwigkszania ekspres;ji
rekombinowanych glikoprotein oraz produkcji lentiwiruséw (Chung, Jeong, Choi i Kim,
2001; Cribbs, Kennedy, Gregory i Brennan, 2013; Mirzabekov i in., 1999). Wyniki
uzyskane w niniejszej pracy, wykazaty, ze NaBut w potaczeniu z niska temperaturag
hodowli powoduje zwigkszenie sekrecji bialek E i M. W niedawnym doniesieniu
wykazano réwniez pozytywny wplyw maslanu sodu na produkcje VLPs JEV
w komoérkach BHK-21 (Mali i Bondre, 2022). Natomiast, w systemie BEVS analizowano
efekt suplementacji cholesterolem, poliaminami lub ich kombinacja. Kazdy ze zwigzkow
zwickszyt sekrecje glikoproteiny E ZIKV z komorek S9, jak rowniez innych biatek
komoérkowych/bakulowirusowych, jednakze kombinacja obu zwigzkoéw wykazata
najwiekszy wptyw na produktywno$¢ BEVS. Wczesniej wykazano ich dodatni wptyw na
produktywno$¢ BEVS w otrzymywaniu VLPs wirusa grypy (Monteiro i in., 2016). Cho¢
wydaje si¢, ze suplementacja cholesterolem i poliaminami jest skierowana bardziej na
metabolizm komoérek owadzich, to moze takze specyficznie modulowaé produkcje VLPs
ZIKV. Pokazano udziat cholesterolu w infekcji wirusem Zika (Leier i in., 2020; Li i in.,
2020). Co wigcej, biatko E moze oddziatywa¢ z apolipoproteing E na powierzchni

wirionu w trakcie infekcji, oddziatujacg z kroplami lipidowymi, w sktad ktorych moze
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wchodzi¢ cholesterol (Cloherty, Olmstead, Ribeiro i Jean, 2020; Tréguier, Bull-Maurer
I Roingeard, 2022; Tréguier i in., 2022). Ponadto, oba biatka prM/M i E sa biatkami
zakotwiczonymi w blonie lipidowej, wigc ich domeny transmembranowe moga
odgrywaé role takze w dojrzewaniu czgstek (Blazevic iin., 2016). By¢ moze
suplementacja innymi lipidami moze takze wplywaé¢ na wydzielanie VLPSs, cho¢ dla
wirusa DENV wykazano, ze kwas oleinowy zwigksza produkcj¢ wirionéw, ale nie VLPs
(Ramphan iin., 2017). Dodatkowo, wykazano takze role poliamin w infekcji ZIKV,
ktorych deplecja lub inhibicja ich metabolizmu redukuje namnazanie si¢ wirusa (Mounce
i in., 2016; Routhu iin., 2018). Tak wigc oba zwigzki mogg stanowi¢ prostg metode
zwigkszenia wydajno$ci produkcji réznorodnych VLPS, co udalo si¢ wykazad
w przeprowadzonych w ramach tej pracy doswiadczeniach.

Ultrawirowanie w gradiencie ggstosci wykazato roznice w gestosci oraz sktadzie
biatkowym wyprodukowanych czastek w analizowanych komoérkach. VLPs z komorek
293T wykazywaly wolniejsza sedymentacj¢ niz z komorek Sf9. Moze to wynikac
Z otrzymywania dojrzalych czastek w komorkach ssczych, gdyz zaobserwowano
obecnos¢ biatka M, ktorego nie wykryto w VLPs z komorek owadzich, a jedynie
fragment pr. Sugeruje to prawidlowe rozciecie biatka prM przez furyno-podobne
proteazy w komorkach owadzich, ale brak oddysocjowania fragmentu pr po wyjsciu
Z komorki. Pozywka hodowlana do komérek owadzich wykazuje pH ok. 6.5, jednakze
w dalszych etapach stosowano bufory o pH >7, co powinno spowodowac¢ odtacznie si¢
pr. W dalszej analizie w warunkach natywnych nie wykryto znaczaco wyzszych
poziomow biatka prM/fragmentu pr w VLPS z komoérek owadzich w poréwnaniu do tych
pochodzacych z komorek ssaczych. Co wigcej, zaobserowowano obecnos$¢ réznych
populacji VLPs w analizie TEM. Sekrecja dwoch populacji VLPS z komorek ssaczych 0
zroznicowanej $rednicy i gestosci byta wczesniej pokazana dla TBEV, WNV, a takze
w niektorych badaniach z uzyciem ZIKV (Allison i in., 2003; Espinosai in., 2018; Ohtaki
i in., 2010). VLPs ZIKV wyprodukowane w obecnosci biatka C i proteazy NS2B/NS3
byty bardziej jednorodne i miaty 50-60 nm $rednicy (Boigard iin., 2017). Dla WNV
wykazano, ze czastki o mniejszej gestosci sa niedojrzate. Natomiast dla TBEV,
udowodniono, ze oba rodzaje sg dojrzate, ale z réznicami w profilu glikozylacji - wigksze
czastki wykazaty wyzszy poziom wysokomannozowych N-glikanow. W niniejszej pracy
wykazano niewrazliwo$¢ wszystkich analizowanych VLPs ZIKV na dzialanie Endo Hy,

mimo obecnosci N-glikandbw wykazanych przez traktowanie PNGazg F. Tak wigc
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zroznicowanie gestosciowe czgstek wirusopodobnych wirusa Zika nie jest rezultatem
obecnosci oligomannozowych tancuchow.

VLPs wyprodukowane w systemie komorek 293T, szczeg6lnie frakcja o nizszej
gestosci, wykazaty zwigkszong ekspozycje epitopow dla roznych przeciwciat
skierowanych do DI/II, DIIl oraz epitopu EDE1 w poréownaniu do VLPs z komorek
owadzich. Silne wigzanie wykazaly przeciwciata do DIII, poza przeciwciatem ZV2, ktore
réwniez nie wigze si¢ do wirionu (Zhao iin., 2016). Jest to pierwsze poréwnanie
determinant antygenowych VLPs ZIKV wyprodukowanych w réznych systemach.
Weczesniej analizowano ekspozycje epitopow na VLPs TBEV oraz DENV
wyprodukowanych w komorkach ssaczych w poréwnaniu z wirusem, gdzie VLPs
posiadaty bardzo zblizony profil wigzania do przeciwciat jak wiriony (Allison i in., 2003;
Metz i in., 2019; Schalich i in., 1996). Ponadto, VLPs badane w tej pracy byty wrazliwe
nazmiany pH i wykazywaty redukcj¢ wigzania do przeciwciat w niskim pH, co moze by¢
spowodowane niecodwracalng zmiang konformacji na trimeryczna lub agregacja czastek.
Zwraca to uwage na koniecznos¢ kontrolowania pH buforéow wykorzystywanych do
oczyszczania VLPs, aby nie utraci¢ ekspozycji determinant antygenowych.

W kontekscie profilu glikozylacji VLPs wykazano po raz pierwszy obecnos$¢ O-
glikanow (typu Core 1 i Core 3) w glikoproteinie E VLPs, za pomocg traktowania O-
glikozydazg oraz wigzaniem do lektyny — dzakaliny (specyficznej do typu Core 1, 3, 1 5).
Jednakze, wystapily roznice w sile wigzania do lektyny miedzy VLPs o rdéznych
gestosciach z obu systemow produkcji, co moze sugerowaé rozny stopien O-glikozylacji
potencjalnych reszt S/T. Jedno badanie pokazalo obecno$¢ O-glikandw
w rekombinowanej DIII produkowanej w komoérkach 293T, gdzie treonina W pozycji 353
byta najsilniej O-glikozylowana (Yang i in., 2018). Inne 4 pozycje (T351, T325, T327,
T406) wykazaly rowniez znaczng O-glikozylacje. Wigkszo$¢ zaobserwowanych struktur
cukrowych (>99%) nie zawieraty kwasu sialowego, natomiast znaczna cze$¢ zawierata
fukozg. T351 i T353 wystepujg w eksponowanej petli CD w DI i mogg bra¢ udziat
W oddziatywaniach polarnych z innymi petlami w DI (Sevvana i in., 2018). Obecnos¢
O-glikanow zademonstrowano réwniez W czastkach modelu wirusa zapalenia watroby
typ C - HCVcc (ang. cell-culture HCV, HC¥0), ktory nalezy rowniez do rodziny
Flaviviridae (Guo i in., 2018b). Znaczenie O-glikanéw dla ZIKV jest nieznane, jednak
dla innych wirusow (herpeswirusy, wirus Ebola, Sars-CoV-2) wykazano role tych
struktur cukrowych w wejsciu do komorki przez oddzialywanie z receptorami oraz

unikaniu odpowiedzi immunologicznej przez maskowanie epitopéw dla przeciwcial

123



Wyniki i dyskusja

(Collar iin., 2017; Machiels i in., 2011; Yang i in., 2020; Zhang i in., 2021). Ponadto,
wczesniej odkryto rowniez oddzialywanie O-glikanow z receptorem DC-SIGN (Cukan
1in., 2012). W pracy tej wykazano oddziatywanie VLPs wyprodukowanych w systemie
ssaczym z DC-SIGN i DC-SIGNR, cho¢ silniejsze oddzialtywanie byto z tym pierwszym
receptorem. Wigzanie VLPS do receptorow lektynowych moze by¢ bardziej
spowodowane oddzialywaniem z fukoza niz oligomannozowymi resztami, gdyz czastki
te byty niewrazliwe na dziatanie EndoHy, natomiast wykazaty wigzanie do lektyny UEA
| specyficznej do fukozy. Wczesniej udowodniono wigzanie ZIKV do obu receptorow
i wykazano rolg DC-SIGN w procesie wejscia do komorki, jednakze nie zbadano, jaki
typ N-glikan6w moze by¢ za to odpowiedzialny oraz czy VLPs moga z nimi oddzialywac
(Gong i in., 2018, s. ; Routhu i in., 2019).

Ostatni etap charakterystyki VLPs dotyczyt potencjalu immunogennego.
Immunizacja myszy oboma rodzajami VLPs skutkowata wzbudzeniem odpowiedzi
przeciwcial, jednakze wyzszy poziom przeciwciata do antygenow ZIKV oraz przeciwcial
neutralizujagcych byt obserwowany w grupie szczepionej VLPs z komoérek 293T.
Powodem tego moze by¢ silniejsza ekspozycja epitopéw na powierzchni VLPs, przez co
generowane sg przeciwciata o wigkszym powinowactwie do biatek ZIKV. Jednoczes$nie
roznice W wigzaniu do DC-SIGN/R moga sugerowa¢ wydajniejszy wychwyt VLPs przez
komorki APC, co moze indukowac silniejszg odpowiedz. Wigzanie VLPs HPV z r6Zznymi
PRR wtym zDC-SIGN oraz FcyR prowadzi do stymulacji produkcji cytokin
prozapalnych, co dalej prowadzi do indukcji limfocytow T oraz odpowiedzi przeciwciat
(Garcia-Pineres i in., 2006; Silva i in., 2007). Z drugiej strony, Dai i in. pokazali indukcje
przeciwciata oraz limfocytow T po immunizacji myszy VLPs ZIKV wyprodukowanymi
w komorkach Sf9, jednakze moze to by¢ spowodowane roznicg w drodze podania —droga
domig$niowa oraz rodzajem adiuwantu —wodorotlenek glinu (Dai i in., 2018a). Poza tym,
chociaz w niniejszej pracy uzyto do immunizacji myszy zmiareczkowanych VLPs, to
preparat pochodzacy z komodrek owadzich, zawieral stosunkowo wigcej biatek
komorkowych oraz czastek bakulowirusowych, co moglo rowniez wplynaé na
immunogenno$¢ catej formulaci. Z drugiej strony, istnieja przestanki do
wykorzystywania zywego bakulowirusa jako adiuwantu, gdyz wzmacnia odpowiedz
immunologiczng do antygenow monomerycznych (owalbuminy) czy innych rodzajow
VLPs (norowirusa) w podaniu $rodskoérnym (Heiniméki iin., 2017). Podsumowujac,
wyniki przedstawione w ninijszej rozprawie wskazuja na negatywny wplyw BEVS,
a pozytywny wptyw komorek ssaczych - 293T na potencjat szczepionkowy VLPs.
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8.3. Produkcja i oczyszczanie zmodyfikowanych VLPs (F2A)

w systemie ekspresji w komorkach 293T

W celu zwigkszenia produkcji VLPs wirusa Zika w komoérkach ssaczych 293T
zaprojektowano nowy rekombinowany konstrukt VLPs (F2A). Konstrukt F2A zawieral
dwie modyfikacje (Rycina 33 A):

I wymian¢ natywnej sekwencji sygnatowej Dbiatka prM na
zoptymalizowang sekwencje sygnatowg (optss),
1 wprowadzenie samo-rozszczepiajacego si¢ peptydu 2A  (P2A)

pochodzacego ze swinskiego teschowirusa-1 migdzy biatkami prM i E.

Sekwencja sygnatowa optss zostala opracowana na podstawie natywnej sekwencji
sygnatowej ssl biatka prM. Optymalizacja sekwencji sygnalowej zostata
przeprowadzona poprzez zwigkszenie liczby aminokwaséw hydrofobowych takich jak
alanina, walina, glicyna i leucyna w sekwencji ss1 oraz skrocenie sekwencji (Rycina 33
B). Podobienstwo aminokwasowe obu sekwencji sygnatowych jest mniejsze niz 40%.
Prawdopodobienstwo sekrecji VLPSs oceniano przy pomocy programu PrediSi oraz
SignalP, ktore przewiduja obecnos¢ oraz site dziatania sekwencji sygnalowych.
Sekwencja kodujaca peptyd P2A pochodzita od $winskiego teschowirusa-1 i zostala
poprzedzona linkerem GSG (glicyna-seryna-glicyna) w celu zapobiegania sterycznych
oddziatywan. Dodatkowo biatko E bylo poprzedzone sekwencja sygnatowa (SS)
pochodzaca z domen transbtonowych biatka prM. Konstrukt F2A jak roéwniez powstaty
na jego podstawie chimeryczny konstrukt CH2A (ktory rézni si¢ od F2A wymiang
regionu stem/anchor na region odpowiadajacy pochodzacy z TBEV), wraz
zastosowaniem jako antygen szczepionkowy, sa przedmiotem zgloszen patentowych
(P.430234 oraz EP20751675.8).

VLPs typu dzikiego (F) i F2A VLPs poddano nastepnie ekspresji w celu
poréwnania produkcji bialek prM i1E oraz powstawania VLPs. Komorki 293T
transfekowano wektorami plazmidowymi (pcDNA3.1) kodujagcymi oba typy VLPS
(Rycina 33 B). Transfekcje przeprowadzono w 37°C przez 72 i 96 godzin po transfekcji.
Nastgpnie zbierano supernatanty Z hodowli komérkowych i oceniano ekspresje biatka
prM/M 1 E metoda western blot. F2A VLPs wykazywaly wyzszy poziom formy
monomerycznej biatka E oraz dimerycznej niz F VLPs. Oba typy VLPs wykazaty
podobne poziomy fragmentu pr i biatka M.
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Rycina33. Sc he mat k d eksptesjaurkkondbimowanyclr2A VLPs. Schematyczna

ilustracjia g e n &2A VLPs wp o r 6 w nz&lPs typu dzikiego(F) (A) ssl- sekwencja
sygnakjioampka pr M/ M t ypoptdym&li iegowamngptsekwencja sy
prM/M, P2A-peptydsamo o0 zszcz e pisag Mween 2jAg sywghargowrma mii ea § k a
sekwencji aminokwasowych ssbptss(B). Analizawe st ern bl ot t i nippMMKk s pr esj i

wp o z yhwdoelangj(C). Ko m- r Kk i 293T transfekowano plazmidan
geny F VLB lub F2A VLB, an a st n pirg6 repo fadsfekeji (h ptpoUywkn zebrano,
precypitowano ipoddano elektroforezie SEFSAGE wwar unkach redukuj Nc)

i mmunodeit ®&ef/MEvykonangp r zy u Uy c iadG2pprzece owi cants jaag
prM/M.

Ponadto, w badaniach na myszach poréwnano wilasciwosci immunogenne obu
typow VLPs. Wtym celu VLPs oczyszczono z pozywki hodowlanej za pomoca
precypitacji glikolem polietylenowym 6000, anastgpnie metodg chromatografii
wykluczania. Oczyszczone czastki zastosowano W potagczeniu z adiuwantem AddaVax
do immunizacji myszy (droga podskorna, 3 dawki - 25, 15, 10 pg, dwutygodniowa
przerwa). Nastgpnie, oceniono poziom przeciwcial IgG anty-E w surowicach
poszczepiennych za pomocg testu ELISA (Rycina 34) oraz aktywno$¢ neutralizujaca
ZIKV(H/PAN/2016/BEI-259634) surowic w tescie PRNT (Tabela 9). Uzyskane wyniki
wykazaty wyzszo§¢ F2A VLPs windukcji przeciwcial anty-E  w surowicach
immunizowanych zwierzat, atakze silniejsza aktywno$¢ neutralizujacag surowic

odpornosciowych . W zwigzku z tym do dalszych eksperymentow uzyto tylko F2A VLPs.
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Tabela9. Mianapr zeci wci at neutralizuj g259684h do

wsurowi cach poszczepiennych za pomocg testu

Srednie miano PRNT50 (111

Grupa skrwawienie)
F | ~20
F2A | ~40
PBS/AddaVax | ~10

W nastepnym etapie F2A VLPs otrzymano przy uzyciu modyfikacji protokotu
produkcji opisanego w poprzednim rozdziale tj. zastosowanie kombinacji hodowli
transfekowanych komoérek w 28 °C i suplementacji maslanem sodu. Wptyw obu tych
zmian na produkcj¢ F2A VLPs potwierdzono za pomoca western blottingu i testu ELISA
(Rycina 35). Oba test potwierdzity znaczace zwigkszenie sekrecji F2A VLPs w wyniku
zastosowanych zmian.
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W poprzedniej analizie TEM VLPs dzikiego typu wyprodukowanych
w komorkach 293T i Sf9 zaobserwowano duzg ilos¢ agregatow biatkowych obok
dojrzatych czastek. Te VLPs wbyly wstepnie oczyszczane za pomocg metod
ultrawirowania tj. pelletowania oraz gradientu sacharozy. Sita od$rodkowa w trakcie
ultrawirowania moze powodowac rozrywanie si¢ struktur takich jak VLPs. Dlatego, F2A
VLPs oczyszczono za pomoca metod: filtracji/ultrafiltracji oraz chromatografii. Pozywke
hodowlang zbierano i wstepnie oczyszczano przez delikatne wirowanie i ultrafiltracje,
a nastepnie zageszczony retenant Z F2A VLPS 0czyszczano stosujac dwuetapowy proces
chromatograficzny: anionowymienng i multimodalng chromatografi¢. Pierwszy krok
wykonano przy uzyciu kolumny Hitrap Capto Q w celu wychwycenia czastek, ktore
nastepnie eluowano I naktadano bezposrednio na drugg kolumng HiScreen Capto Core
700. Kolumna ta pozwolita na wykluczenie F2A VLPs z powtoki ztoza, ktore odzyskano
we frakcjach przeptywowych w przeciwienstwie do biatek komorkowych, ktore zostaty
zwigzane ze ztozem.

Czystos¢ F2A VLPs izawarto$¢ biatek prM/M i E oceniano we frakcjach
zebranych podczas procesu oczyszczania za pomoca, odpowiednio, barwienia Coomassie
i immunoblottingu (Rycina 36). F2A VLPs skutecznie oczyszczono za pomocg tej

dwuetapowej metody. Zaobserwowano dwie formy biatka E (monomer i dimer) oraz
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wykryto fragment pr i biatko M, co moze sugerowac¢ obecno$¢ mieszanej populacji o
réznym stopniu dojrzaloéci. Stezenie biatka w koncowym preparacie F2A VLPs

wynosito okoto 0.1-0.2 mg/ml przy uzyciu metody Bradforda.

A B
Capto Q Capto Core 700 Capto Q Capto Core 700
IN W EI E2 E3E4 FT1FT2FT3 IN W W El E2 E3 E4 E5 FT1 FT2 FT3

- 130 -
130-| & 7 i
100-] w8 100 - E dimer
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Rycina36. Oczyszczani€2A VLPs. BarwienieCBB 4-2 0 % u 3SIPAGE frakcji zebranych
podczas oczyszczanid). We st er n bl oitptMiMweg fralkdjaehtzebtanydh podczas
etapow ocBylN-pcerparat wyj Sci owyWirakéjezgpgakgnina
Z pierwszego etapu oczyszczana kolumnie Hitrap Capto Q, E& frakcjeelucyjnena kolumnie

Hitrap Capto Q, FT13- f r ak cj e pzdwgqyd gtapw oceyszczania na HiScreen
Kolumna Capto Core 700.

Obecnos¢ F2A VLPs w koncowym preparacie po oczyszczaniu oceniano za
pomoca dynamicznego rozpraszania S$wiatta (DLS) itransmisyjnej mikroskopii
elektronowej (TEM) (Rycina 37). Analiza DLS wedtug intensywnosci wykazata dwie
populacje czastek o $redniej hydrodynamicznej $rednicy ~35 nm i~260 nm, jednak
wigksze czastki mialy mniejsza intensywnos$¢. Analiza DLS wg liczebno$ci wykazata
jeden pik o $redniej $rednicy hydrodynamicznej ~40 nm. Transmisyjna mikroskopia
elektronowa potwierdzita obecno$¢ czastek. Zaobserwowano VLPs o ro6znych
rozmiarach (~60 nm i ~30 nm) w barwieniu octanem uranylu. Ponadto obecno$¢ VLPS
w koficowym preparacie zostala potwierdzona metoda znakowania immunogold
zuzyciem przeciwciala ZV67. Koniugaty przeciwcial ze zlotem zaobserwowano

zarowno W poblizu czastek o wigkszej jak i mniejszej srednicy.
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Rycina 37. Analiza DLS i mikrografie elektronowe F2A VLPs. Analiza dynamicznego
rozpraszania Swiatta ( DE28)VLPswezdktt vagd ui nti een skyovénca $ cci .
i liczby (B).Analiza TEM F2A VLPs po barwieniu 2% octanem uranylu (G)po znakowaniu
techni kg i mmunogold przeciwciatem 2ZV67 (D); skal

W zwigzku z wprowadzeniem modyfikacji genetycznych do kasety genowej
biatek prME przeprowadzono analiz¢ N-glikozylacji biatek i antygenowosci F2A VLPs.
Profil N-glikozylacji glikoprotein prM/M i E oceniano stosujac traktowanie
glikozydazami: PNGaza F i Endo Hf (Rycina 38 A). Traktowanie PNGaza F F2A VLPs
spowodowato zmian¢ migracji biatka E wzelu SDS-PAGE, zaré6wno formy
monomerycznej, jak i dimerycznej, jak rowniez migracj¢ fragmentu pr, potwierdzajac N-
glikozylacje obu bialek. Trawienie Endo Hf nie wptyngto na mobilno$¢ glikoprotein, co
wskazuje, ze N-glikany nie zawieraja struktur oligomannozowych. Ponadto wykonano
analiz¢ antygenowos$ci F2A VLPs za pomocg wigzania z wybranymi przeciwciatami:
4G2, ZV48, ZV67 i ZKAT78 (Rycina 38 B). Wigzanie przeciwciata 4G2 z czasteczkami
bylo najstabsze w poréwnaniu ze wszystkimi innymi badanymi przeciwciatami, ktore
wykazaty silne oddzialywania z czastkami. Podsumowujac, F2A VLPs zachowaty N-
glikozylacje biatek prM/M i E oraz wigzanie do 4 przeciwciat monoklonalnych

przeciwko biatku E.
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831l Wpgyw dawkdiwawamt u na I mmunogenn
Nastepnie oceniono potencjat F2A VLPs jako antygenu szczepionkowego. W pierwszej
kolejnosci zbadano wplyw schematu dawkowania na immunogenno$¢ F2A VLPs.
Standardowo, w schemacie wielokrotnych szczepien podawane sg 2-3 takie same, lub
zmieniejszajace si¢ dawki antygenu. Natomiast, wykazano dla antygenow ludzkiego
wirusa niedoboru odpornosci, ze podskorna immunizacja wzrastajacymi dawkami lub za
pomoca pomp osmotycznych prowadzi do zwigkszenia poziomu przeciwcial
neutralizujgcych, dzigki dluzszemu zatrzymaniu immunogenu W weztach chlonnych,
W poroéwnaniu Z immunizacjg tymi tymi samymi dawkami (Cirelli iin., 2019).
Postanowiono poréwna¢ odpowiedz immunologiczng do VLPs administrowanych
w dwoch schematach szczepien roznigcych sie dawkowaniem czastek. Dwie grupy
myszy BALB/c (n = 6) immunizowano droga podskorng (ang. subcutaneous, s.c.),
w odstepie dwoch tygodni, trzema rosngcymi (schemat wzrastajacych dawek) lub
malejacymi (schemat malejacych dawek) dawkami F2A VLPs (5, 10 lub 15 pg catkowitej
zawarto$ci biatka) formutowanych z adiuwantem AddaVax (nanoemulsja skwalen-olej
w wodzie, analog adiuwantu MF59, zatwierdzonego do uzycia W szczepionkach)
(Rycina 39 A). Ten adiuwant jest zdolny do stymulowania odpowiedzi zaréwno
komorkowej, jak i odpowiedzi przeciwciat (Calabro i in., 2013, s. 59). Kontrolna grupa
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(n=3) otrzymata bufor PBS plus adiuwant. Probki surowicy pobierano dwa tygodnie po
kazdej immunizacji 1stosowano do oceny odpowiedzi przeciwcial. Do oceny
wytwarzania przeciwcial W czasie, zastosowano ektodomene glikoproteiny E jako
antygen w tescie ELISA (Rycina 39 B). Obie formulacje szczepionek spowodowaty
wytworzenie przeciwciat anty-E. Poziom tych przeciwciat byt bardzo niski po pierwszej
dawce kazdego testowanego preparatu szczepionki | wzrastal po kazdej dawce
przypominajacej. Najwyzszy wzrost miana przeciwcial zaobserwowano W surowicach
Z grupy myszy immunizowanych schematem wzrastajacych dawek. Co wigcej, poziom
przeciwcial anty-E w surowicach pobranych po drugiej dawce przypominajacej byt ~100
razy wyzszy dla grupy immunizowanej schematem wzrastajacych dawek F2A VLPS niz

dla drugiego schematu szczepien (dawek malejacych).
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Ponadto, scharakteryzowano doktadniej wzbudzony typ odpowiedzi
immunologicznej. Odpowiedz komoérkowa zbadano za pomoca IFNy ELISpot na mysich
splenocytach stymulowanych peptydami pokrywajacymi region ektodomeny biatka E,
jednak nie zaobserwowano wydzielania IFNy (dane nieprzedstawione). W zwigzku z tym
oceniono koncowe miana frakcji przeciwciat IgG i dwoch podklas - IgG1 (zwigzanej
z odpowiedzig typu Th2) i IgG2a (zwigzanej Z odpowiedzig typu Th1l) wobec DIII biatka
E (Rycina 39 C). Immunizacja myszy wzrastajacymi dawkami F2A VLPs skutkowata
zwigkszonym poziomem IgG przeciwko DIII glikoproteiny E, jak rowniez eskalacja
poziomu IgG1 i IgG2a. Jednak poziom IgG2a byt znacznie nizszy niz IgG1, niezaleznie
od testowanego schematu dawkowania, zatem mozna wnioskowaé, ze odpowiedz
przeciwcial na VLPs wykazuje profil odpowiedzi immunologicznej spolaryzowany
w kierunku odpowiedzi typu Th2.

Nastepnie oceniono aktywnos$¢ neutralizujgcg zebranych mysich surowic (dzien
42) przeciwko wirusowi Zika. Przeprowadzono test neutralizacji redukcji lysinek
z dwoma szczepami: szczepem pandemicznym nalezacym do linii azjatyckiej -
H/PAN/2016/BEI-259634 i szczepem referencyjnym z linii afrykanskiej - MR766
(Rycina 39 D). Surowice od myszy immunizowanych wedlug schematu ze wzrastajgcym
dawkowaniem wykazywaly wyzsza aktywnosc¢ neutralizacyjng niz surowice ze schematu
malejacych dawek wobec obu szczepow, chociaz roznica miedzy wartosciami PRNT90

dla MR766 nie byta znaczaca.
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W ostatnim etapie zbadano wptyw typu adiuwantu na potencjat immunogenny
F2A VLPs. Poréwnany zostal adiuwant AddaVax zinnym rodzajem systemu
adiuwantowego - Alhydrogel/MPLA. System ten oparty jest na wodorotlenku glinu, ktory
stymuluje silng odpowiedz przeciwcial (odpowiedz typu Th2) oraz syntetycznym
monofosforylolipidzie A (MPLA) — agonisty receptora TLR4, przyczyniajagcym sie¢ do
komorkowej odpowiedzi (odpowiedz typu Thl) (Brewer iin., 1999; Martin, Michalek
I Katz, 2003). F2A VLPs formulowano ztymi adiuwantami izastosowano do
immunizacji myszy zgodnie ze wzrastajagcym harmonogramem dawkowania, a nast¢pnie
zbadano odpowiedz komoérkowg i odpowiedz przeciwcial (Rycina 40). Ponownie, nie
zaobserwowano odpowiedzi komorek T w tescie IFNy ELISpot. Poziom IgG, IgGl
I [gG2a przeciwko DIII byt taki sam dla grup immunizowanych kazdym z typow
adiuwantéw. Podobnie, aktywno$¢ neutralizacyjna surowic przeciwko ZIKV byla

porownywalna dla obu adiuwantow.
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8.3.2. Dyskusja

Gtownym celem badania byta ocena wplywu schematu dawkowania
rekombinowanych VLPs itypu adiuwantu na odpowiedz immunologiczng.
Zaprojektowano nowe rekombinowane VLPs ZIKV (F2A VLPs), aby utatwié¢ produkcje
w komorkach eukariotycznych. Wprowadzono dwie zmiany w sekwencji kasety biatek
prM i E: zoptymalizowana sekwencj¢ sygnatowa biatka prM oraz wlaczenie peptydu
samo-rozszczepiajacego (P2A) przed sekwencja sygnatowg biatka E. Inne grupy
badawcze pokazaty zastosowanie roznych sekwencji sygnatowych, w tym biatka prM
JEV lub sekwencji sygnatowej IL-2 z VLPs ZIKV w celu zwickszenia wydzielania
czastek do pozywki hodowlanej (Alvim, Itabaiana i Castilho, 2019; Vang i in., 2021).
Peptyd sygnatowy biatka prM JEV byt wczesniej stosowany rowniez z VLPS wirusa
dengi (Chang i in., 2003). Co wigcej, podstawienie jednego aminokwasu w sekwencji
sygnatowej prM ZIKV doprowadzito do zwigkszonego wydzielania biatka E, ktore byto
nawet wyzsze niz poziom bialka uzyskany przy uzyciu peptydu sygnatowego JEV
(Jasperse, O’Connell, Wang i Verardi, 2021). W przypadku peptydu P2A, jest to
pierwszy raport pokazujacy zastosowanie tego rodzaju peptydu w konstrukcie VLPs FV.
Powodem wprowadzenia peptydu byta maksymalizacja rozdziatu prM i biatka E podczas
translacji. Wczesniej samo-rozszczepiajacy si¢ peptyd (pochodzacy z wirusa pryszczycy)
byt uzywany tylko do oddzielenia biatek C i prM wirusa kleszczowego zapalenia mozgu
(Schrauf, Mandl, Bell-Sakyi i Skern, 2009). Zastosowany w tym badaniu peptyd P2A jest
pochodng $winskiego teschowirusa-1 i zostat wyselekcjonowany ze wzgledu na wysoka
wydajnos¢ cigcia W linii komoérkowej HEK293 (Kim iin.,, 2011). Chociaz, nie
zaobserwowano istotnego wzrostu wydzielania prM/M do pozywki hodowlanej,
potaczenie obu modyfikacji spowodowato wzrost poziomu biatka E zaréwno w postaci
monomerycznej, jak i dimerycznej. Obecnos¢ dimeréw biatka E w VLPs ma kluczowe
znaczenie, poniewaz wykazano, ze VLPs z kowalencyjnymi dimerami E byty w stanie
wzbudzi¢ przeciwciata o wyzszym potencjale neutralizacji ZIKV w poréwnaniu z VLPS
typu dzikiego (De Lorenzo iin., 2020). W niniejszej rozprawie rOwniez porownano
immunogenno$¢ rekombinowanych czastek F2A z tymi VLPs i potwierdzono wyzszo$¢
F2A VLPs nad typem dzikim w indukcji odpowiedzi przeciwciat. Ponadto, modyfikacje
te pozwolily réwniez na poprawe produkcji VLPs w BEVS, w systemie ekspresji w
komorkach pierwotniakowych oraz drozdzowych (dane nie pokazane). Rowniez peptyd
P2A wprowadzono do konstruktu biatlek prM 1 E TBEV, co zwigkszyto produkcje VLPs

w komorkach pierwotniakowych (dane nie pokazane).
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Nastepnie, wyprodukowano F2A VLPs przy uzyciu systemu ekspresji
przejsciowej W komorkach 293T zachowujac protokédt produkcji ze zmiang temperatury
oraz suplementacjg NaBut. Czastki F2A VLPs oczyszczono za pomoca dwuetapowego
procesu chromatograficznego. Najczestszymi metodami oczyszczania VLPS FV sg
wytracanie glikolem polietylenowym, diafiltracja i ultrawirowanie w gradientem
gestosci. Jednak metody te sg pracochtonne i trudne do przeskalowania. Nasze podejscie
byto potaczeniem chromatografii anionowymiennej z chromatografia multimodalna.
W pierwszym etapie F2A VLPs zostaly wychwycone z pozywki hodowlanej na ztozu
anionowymiennym HiTrap® Capto™ Q, co pozwala na zat¢zenie czastek i usuniecie
wiekszosci biatek komodrkowych gospodarza. W kolejnym etapie, czastki F2A zostaty
dodatkowo oczyszczone przy uzyciu HiScreen® CaptoCore 700, ktore odzyskano we
frakcji przeptywowej. Podobng strategi¢ zastosowano réwniez do oczyszczania VLPs
typu dzikiego YFV i innych rekombinowanych VLPs ZIKV wytworzonych w stabilnych
liniach komoérkowych HEK293SF-3F6, jednak nie oceniono immunogennosci tak
oczyszczonych czastek (Alvim, Itabaiana i Castilho, 2019). Ponadto, rekombinowane
chimeryczne VLPs ZIKV (sekwencja domen transblonowych prM i E pochodzaca ze
szczepu MR766, sekwencja ektodomeny E ze szczepu brazylijskiego SPH2015,
poprzedzona sekwencja sygnatowg IL-2) oczyszczono w dwuetapowym procesie
chromatograficznym, jednak w odwrotnej kolejnosci: pierwszy etap - chromatografia
multimodalna i drugi etap - chromatografia oddziatywan z tolerancja soli (STIC-PA), oba
dziataty wtrybie przeptywowym (Espinosa iin., 2018). Wyniki uzyskane
w doswiadczeniach w ramach niniejszej rozprawy wraz z tymi raportami potwierdzaja
uzyteczno$¢ tych dwoch procesow chromatograficznych do oczyszczania VLPs
z wysokim odzyskiem oraz czystoscig preparatu. Analiza TEM i DLS wykazata dwie
populacje czastek o $rednicy ~35 nm i~55 nm w oczyszczonym preparacie, co jest
zgodne z wynikami uzyskanymi dla VLPs typu dzikiego. Z powodu genetycznych
modyfikacji sekwencji kasety genow biatek prM i E, oceniono takze determinanty
antygenowe (wigzanie Z wybranymi przeciwciatami specyficznymi do epitopow W biatku
E oraz profil N-glikozylacji). VLPs wykazaty N-glikozylacje biatka E oraz prM oraz
ekspozycje wybranych epitopow w biatku E.

Gléwnym celem badania byta ocena schematu dawkowania i typu adiuwanta na
immunogennos$¢ rekombinowanych VLPs ZIKV. Zbadano dwa schematy szczepien: trzy
zmniejszajace lub zwigkszajace dawki VLPs sformutowane z adiuwantem — nanoemulsja

typu olej-w-wodzie (AddaVax) podawane podskornie. Zwiekszajacy si¢ schemat
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dawkowania skutkowat generacja przeciwcial IgG przeciwko biatku E podczas
szczepienia o ponad dwukrotnie wyzszym poziomie. Jak wcze$niej wspomniano,
zaobserwowano rowniez wzmocnienie sity odpowiedzi immunologicznej po podskérnej
immunizacji wyktadniczo rosngcymi dawkami rekombinowanych biatek ludzkiego
wirusa niedoboru odpornosci (Cirelli iin., 2019; Tam i in., 2016). Wzrost odpowiedzi
immunologicznej przypisano utrzymujacej si¢ dostgpno$ci antygenu, poniewaz
wyktadniczo zmniejszajace si¢ dawki antygenéow powodowaly nizsza odpowiedz
immunologiczng. Chociaz w badaniach opisanych w niniejszej rozprawie podawano
tylko trzy wzrastajace dawki F2A VLPs, nadal odpowiedz przeciwciat byta zwigkszona.
Rosngcy schemat dawkowania zwigkszyt rowniez poziom przeciwcial IgGl i1gG2a
przeciwko antygenowi DIII, cho¢ ogdélny poziom IgG2a byl niski. Sugeruje to, ze
odpowiedZ immunologiczna przeciwko F2A VLPs moze by¢ spolaryzowana w Kierunku
odpowiedzi typu Th2, zwlaszcza, ze nie wykryto odpowiedzi komoérkowe;.
W przeciwienstwie do przedstwionych wynikow, doniesienia literaturowe wskazuja, ze
VLPs ZIKV eksprymowane przez bakulowirusa indukuja odpowiedz komodrkowa
i odpowiedZz spolaryzowang w Kierunku Thl, co moze wynikaé¢ z r6znicy w drodze
podawania (droga domigéniowa) (Dai i in., 2018a). Co wiecej, immunizacja rosngcym
schematem dawek F2A VLPs wzbudzita rowniez wyzszy poziom przeciwcial
neutralizujacych przeciwko dwom szczepom ZIKV - 7 linii afrykanskiej oraz azjatyckiej.

Drugim aspektem tego badania byla ocena wptywu typu adiuwantu na profil
odpowiedzi immunologicznej. Poréwnano dwa typy adiuwantéw AddaVax oraz
kombinacje¢ wodorotlenku glinu z MPLA (Alhydrogel/MPLA). Oba adiuwanty
stosowano w potaczeniu z VLPs ZIKV w réznych schematach (AddaVax — dwie dawki
domigéniowo i Alhydrogel/MPLA — trzy dawki podskornie) i wykazano juz wczesniej,
ze indukuja silng odpowiedz przeciwciat (Boigard i in., 2017; De Lorenzo i in., 2020).
Uwaza si¢, ze adiuwanty te mogg zatrzymywacé antygen W weztach chlonnych lub
miejscu szczepienia, jednak transport obu tych komponentdow moze zachodzié
niezaleznie, co W konsekwencji moze skroci¢ czas odpowiedzi immunologicznej
(Calabro iin., 2013). W zwigzku ztym zbadano wptyw obu adiuwantow na
immunogenno$¢ F2A VLPs przy uzyciu rosngcego harmonogramu dawkowania. Oba
adiuwanty nie wzbudzity odpowiedzi IFNy, apoziomy przeciwcial anty-DIII byty
poréwnywalne. Ponadto, wobu przypadkach odpowiedz immunologiczna byla
prawdopodobnie spolaryzowana w kierunku Th2. Doniesienia literaturowe wskazuja, ze

adiuwant Alhydrogel/MPLA w potaczeniu z rekombinowang podjednostka DIII
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wzmacnia i generuje bardziej zrownowazong odpowiedz immunologiczng niz MF59
W podaniu domig$niowym (dwie dawki) (Wang iin., 2019b). W badaniach opisanych
W niniejszej rozprawie, zastosowano podskorng droge podania, gdyz dla tej drogi
wykazano dodatni wplyw zwickszajacych si¢ dawek na poziom indukowanych
przeciwcial. Dlatego tez godne uwagi byloby porownanie immunogennosci ZIKV lub
VLPs innych FV podawanych réznymi drogami. Najwazniejszg obserwacja wynikajaca
z badan przedstawionych w tej pracy jest kluczowa rola schematu dawkowania, ale nie

typu adiuwanta, dla immunogenno$ci VLPs ZIKV w modelu mysim.
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9. Whnioski

Podsumowujac, wyniki uzyskane w niniejszej pracy pozwalajg na sformuowanie
nastgpujacych wnioskow:

1. Oba regiony domen helikalnych - stem oraz transmembranowych — anchor
glikoproteiny E ZIKV sg zaangazowane w sekrecje czgstek wirusopodobnych z
komorek ssaczych.
2. Region stem jest niezb¢dny do formowania si¢ VLPs ZIKV w komorkach
ssaczych.
3. Najbardziej optymalne do produkcji VLPs sg linie komorkowe: 293T (system
przejsciowej ekspresji gendw w komorkach ssaczych) oraz Sf9 (BEVS), gdyz tylko
w nich biatka prM i E ulegaja prawidlowej obrobce proteolityczne oraz sekrecji.
4. Produkcja VLPs w systemie komorek ssaczych moze by¢ wzmocniona przez
suplementacje maslanem sodu, a w systemie BEVS przez suplementacj¢
poliaminami oraz cholesterolem.
5. VLPs wyprodukowane w obu typach komoérek eukariotycznych charakteryzuja
si¢ odmienng gestoscig, ktora moze wynika¢ z odmiennego sktadu biatkowego —
czastki pochodzace z komoérek 293T zawieraja biatko E i dojrzate biatko M,
natomiast w czastkach pochodzacych z komorek Sf9 wykryto biatko E i fragment pr.
6. VLPs wyprodukowane w komodrkach 293T charakteryzuja si¢ silniejsza
ekspozycja epitopow w glikoproteinie E oraz epitopéw dimerycznych tego bialka.
7. Glikoproteina E w VLPs w obu typach komorek ulega N-glikozylacji. Nie
zaobserwowano obecnosci wysokomannozowych lancuchow cukrowych. Pomimo
tego, VLPs pochodzace z komorek 293T o najmniejszej getosci wykazaly wigzanie
do receptorow lektynowych typu C - DC-SIGN i DC-SIGN-R, co wskazuje na
mozliwy udziat innych cukrow w tym oddzialywaniu.
8. Po raz pierwszy wykazano O-glikozylacje glikoproteiny E w VLPs
wyprodukowanych w obu typach komorek. Jednakze zaobserwowano zroznicowanie
miedzy VLPs o rdznej gestoSci oraz migdzy systemami. Dalsze badania sg
wymagane do dokladnego poznania profilu glikozylacji biatek ZIKV oraz roli O-
glikozylacji w procesie sktadania VLPs/cyklu replikacyjnym.
9. VLPs z komorek 293T charakteryzujg si¢ silniejszg immunogennoscia niz VLPs
z komoérek Sf9 w modelu mysim. Moze by¢ to spowodowane nizszg ekspozycja

determinant antygenowych na czastkach pochodzacych z systemu BEVS.
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10. Modyfikacja sekwencji sygnalowej biatka prM oraz wstawienie samo-
rozszczepiajacego peptydu P2A migdzy biatka prM i E pozwolito na bardziej
wydajne formowanie si¢ dimeréw biatkka E w komorkach 293T.
Rekombinowane VLPs (F2A) mialy rowniez wyzszy potencjal immunogenny.

11. Oczyszczanie rekombinowanych VLPs z pozywki hodowlanej jest mozliwe
przez zastosowanie prostych metod chromatograficznych. Oczyszczone czastki
zachowuja swoje wlasciwosci antygenowe.

12. Schemat dawkowania rekombinowanych VLPs w formulacji szczepionkowej
miat kluczowe znaczenie we wzbudzeniu silnej odpowiedzi humoralne; w
modelu mysim. Podskorne podanie trzech wzrastajacych dawek VLPs (w
polaczeniu z adiuwantem) przyczynito si¢ do zwigkszenia poziomu przeciwciat
IgG oraz przeciwcial neutralizujacych wirusa Zika.

13. Nie zaobserwowano roznic w typie oraz sile odpowiedzi immunologicznej po
podaniu rekombinowanych VLPs z roznymi adiuwantami (AddaVax lub
alum/MPLA).

Uzyskane w niniejszej pracy rezultaty moga przyczyni¢ si¢ do racjonalnego
zaprojektowania antygenow szczepionkowych W postaci czastek wirusopodobnych,
wyboru systemu ekspresji genéw do ich optymalnej produkcji w komorkach
eukariotycznych. Ponadto, wyniki przedstawione w ponizszej pracy zwracaja uwage na
waznos$¢ rodzaju podania oraz formulacji VLPs jako antygendéw szczepionkowych. Co
wiecej, dane te moga w przysztosci pomoc opracowac skuteczny oraz bezpieczny
preparat szczepionkowy do profilaktyki wirusa Zika, a takze innych wiruséw z rodzaju

Flavivirus.
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