STRESZCZENIE

Czgsteczki wiruspodobne (VLP) reprezentujnowg klass bionanoczsteczek,
stanowjcych atrakcyjne naegzlzie w medycynie. Giteczki te otrzymuje simetodami
inzynierii genetycznej, wykorzystag prokariotyczne i eukariotyczne systemy eksptaajek
rekombinowanych. Biatka te,§e posiadaj prawidiows konformacg, spontanicznie agregyj
W wyzsze struktury przypomingge natywne wirusy. VLP skutecznie stedujg struktue
wirusa, ale ze wzgtu na brak genomu, nie wykagwjtasciwosci infekcyjnych. Dzgki tym
cechom czsteczki wirusopodobne znajdwgastosowanie w wakcynologii oraz jako platformy
dostarczajce leki i geny. Cech szczegola czgsteczek wirusopodobnych jest aiavosé
dolaczania do nich heterologicznych epitopow i ich skaha prezentacja na powierzchni
utworzonych struktur. To czyni VLP znakomitym ngdziem umdaliwiajacym prace nad
szczepionkami nowej generacji dla teoretyczniedkpchoroby infekcyjnej.

Atrakcyjng grup wiruséw do pracy nad ggteczkami VLP g parwowirusy (PV),
gtéwnie ze wzgldu na swaqj prosty budowe. PV to mate, bezotoczkowe wirusyrednicy ok.
20 nm i genomie w postaci jednoniciowego DNA. Mate do tej grupy kurzy oraz indyczy
parwowirus (odpowiednio ChPV i TuPV) unane g za jeden z czynnikdw etiologicznych
enteropatii u tych gatunkow drobiu. Wygsbwanie enteropatii u drobiu jest istotnym
problemem z punktu widzenia ekonomii chowu przemysigo. Obecnie brak jest szczepionek
stosowanych w profilaktyce zakeh ChPV, ale widzi si potrzelg ich opracowania.

W ramach niniejszej rozprawy doktorskiej po raznpszy uzyskano cesteczki
wirusopodobne parwowirusa kur. ChPV VLP otrzymanorekombinowanego biatka
uzyskanego w bakteryjnym systemie ekspresyjnymoRdéknowany antygen byt fragmentem
(40-536 aminokwasow) gtébwnego biatka strukturalne@P2 ChPV. W ramach
przeprowadzonych bafigklonowano gen kodagy rekombinowany antygen VP2, uzyskano
wysoki poziom ekspresji biatka w komaorkaEhcoli w formie ciat inkluzyjnych, opracowano
skuteczp i wzglednie tany metod oczyszczania rekombinowanego antygenu oraz tw@zen
in vitro z oczyszczonego biatka gsteczek wirusopodobnych. Opracowana metoda
otrzymywania cgsteczek VLP obejmowata denatukacciat inkluzyjnych, wsfpne
oczyszczanie rekombinowanego biatka metathromatografii jonowymiennej, podwa@jn
renaturagj biatka rozdzielog wysalaniem cgsteczek VLP w niskich eteniach
siarczanuamonu, oraz gatnia uzyskanych struktur metpfiltracji stycznej (TFF). Czystd
uzyskanego antygenu wynosita ok. 93%, a wyddjrapracowanej metody ok. 10 mg VLP/I

hodowli.



Morfologie otrzymanych cgsteczek okrdono metod dynamicznego rozpraszania
swiatta (DLS) i obrazowaniem przyyciu transmisyjnego mikroskopu elektronowego (TEM).
Zastosowane metody potwierdzitye otrzymane struktury przypomigaparwowirusa kur.
Aktywnos¢ biologiczry otrzymanych VLP oznaczono testem hemaglutynaci\)(Hzas
immunogenn& eksperymentalnym szczepieniem kutcEPF pojedyneg dawky antygenu
(20 pg) w formulacji z adiuwantem Montanide ISA 71 VGtr&ymane czsteczki miaty
zdolnas¢ aglutynacji kurzych erytrocytéw oraz indukowatydizo wysokie miana przeciwciat,
obserwowane 3 tygodnie po immunizacji. Zdefiniowanwniez potencjalne zastosowanie
otrzymanych czsteczek VLP jako: antygen szczepionkowy w profyakt zakaen ChPV,
uniwersalna platforma do opracowywania szczepiayyek VLP w profilaktyce chordb drobiu,
oraz antygen do opracowania testéw serologicznydiagnostyce zakan ChPV i TuPV.



SUMMARY

Virus-like particles (VLPs) represent a new clagsbmnanoparticles that are an
attractive tool in medicine. These molecules ataiabkd by genetic engineering methods, using
prokaryotic and eukaryotic expression systems dopmbinant proteins. Provided they have
a correct conformation, these proteins spontangoasgigregate into higher structures
resembling native viruses. VLPs effectively minhie structure of a virus but are noninfectious
due to their lack of genome. Thanks to these pt@servirus-like molecules are used in
vaccinology and as platforms for providing drugsl genes. A special property of virus-like
particles is their ability to attach heterologopsti@es and their effective presentation on the
surface of created structures. This makes VLP aslkxt tool for developing new generation
vaccines for, theoretically, every infectious dsea

Parvoviruses (PVs) are an attractive group of esus work on VLP molecules, mainly
due to their simple structure. PVs are small, novetoped viruses with a diameter of about 20
nm, and genome in the form of a single-strandeelairDNA molecule. Chicken parvovirus
(ChPV), which belongs to this group, is considex@tie one of the etiological factors of the
occurrence of enteropathy in poultry. The occureesicenteropathy in poultry is a significant
economic problem for industrial farming. Currentlgere are no vaccines for prevention of
ChPV infections. However, there is a need to dgvéiem.

Within the framework of this dissertation, virukdi particles similar to chicken
parvovirus were obtained for the first time. VLPRShwas obtained from recombinant protein
expressed in bacterial cells. The recombinant antigas a fragment (40-536 amino acids) of
the main structural protein VP2 ChPV. The reseamgblved cloning the gene encoding the
recombinant VP2 antigen, obtaining a high levepudtein expression i&. coli cells in the
form of inclusion bodies, developing an effectivelaelatively cheap method of purification
of the recombinant antigen andvitro assembly of virus-like particles from purified prot.
The developed method of obtaining VLP moleculetuthed denaturation of inclusion bodies,
preliminary purification of recombinant protein hgn exchange chromatography, double
renaturation of protein separated by salting ouVbP in low concentration of ammonium
sulfate, and final concentration of obtained suites$ by tangential flow filtration (TFF). The
antigen purity was c.a. 93% and the yield c.a. §0 m
of VLP/I culture.

Morphology of the obtained particles was determiomgdynamic light scattering (DLS)

and imaging using transmission electron microsddjeM). The used methods verified that



the obtained structures resemble chicken parvaviBiglogical activity of the VLP was
determined by haemagglutination assay (HA) and imogenicity was determined by
experimental vaccination of SPF chickens with fndipse of antigen (2g) in the formula
with adjuvant Montanide ISA 71 VG. The obtained emiles had the ability to agglutinate
chicken erythrocytes and induced very high antibbigys, observed 3 weeks following the
immunization. Potential use of the obtained VLP ecales was also defined as: vaccine
antigen for the prevention of ChPV infections, wngal platform for development of VLP
vaccines for prevention of poultry diseases, andrdigen for development of serological tests

for diagnosing ChPV and TuPV infections.



