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Nazev vynalezu:
Vakcina zaloZena na proteinové chimerické
nanocastici proti prase¢imu cirkoviru 2

Anotace:

Vakcina zaloZend na proteinove chimericke
nano¢astict proti prasecimu cirkoviru 2 ma
proteinovou nanodidsticl sloZenou z nosice, ktery
tvofi pentamer kapsidového proteinu VP mysiho
polyomaviru. na krery jsou kovalentné piipojeny
molekuly kapsidového proteinu prase¢iho cirkoviru 2
s pripojenou His-tag kotvou. Kapsidovy protein je
tvofen kmenem prasediho cirkoviru 2B.
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Vakeina zaloZena na proteinové chimerické nanoéastici proti prasecimu cirkoviru 2

Oblast techniky

Vynalez se tyka vakciny zalozené na proteinové chimerické nanocastici proti prase¢imu cirkoviru
2, ktera nahrazuje inaktivovanou virovou vakcinu proti uvedenému viru.

Dosavadni stav techniky

Ke dnesku jsou na trhu 4 vakciny proti prase¢imu cirkoviru 2. Francouzka firma Merial vyvinula
vakcinu Circovac zaloZenou na inaktivovaném PCV2 viru. Firma Fort Dodge pfipravila vakcinu
spocivajici v chimerickém viru PCV1, ve kterém byl gen pro Cap (kapsidovy protein) zaménén
za protein z PCV2. Produkty Circoflex (Boehrinhger, Ingelheim) a Circumvent (Intervet) jsou
zalozeny na inaktivovanych chimerickych bakulovirech produkujicich cirkovirovy Cap protein.
Vzhledem k vysokym cenam téchto vakcin ani v Ceské republice, ani v celé fad¢ dalSich zemi,
nedochazi k plosné vakcinaci. Po levngjsi i¢inné vakcinaci je stale poptavka, o ¢emz sv€d¢i pro-
vedeny priizkum trhu. Chimericka nanocastice — pentamer fuzniho proteinu VP1 mysiho polyo-
maviru a Cap proteinu prase¢iho cirkoviru 2, je produkovana ve velkych mnozstvich v hmyzich
buiikach z rekombinantniho bakuloviru a diky pfipojené His-tag kotvé je snadno izolovatelna.
Vzhledem k tomu, Ze se nejedna o virus, neni tieba inaktivace. Pii podobnych vakcina¢nich ucin-
cich, jako ma nejlepsi z dostupnych vakcin (Circoflex), bude cena nizsi. Dalsi zminky o vakci-
nach uvedeného typu jsou v publikaci Beach N. M. et. al.: J.Virol., vol. 78, no 12 2004, str. 6297-
6303, kde vakcina zalozena na chimerickém viru PCV 1, do kterého byl vlozen gen pro kapsidovy
protein (Cap) patogenniho viru PCV2, je zaloZena na zcela odlisném principu. Jedna se o inakti-
vovany cely virus obsahujici virovou genetickou informaci, a tedy vakcinu nesouci rizika netpl-
né inaktivace, a tudiZz moznost rekombinace s patogennim virem PCV pochazejicim z ptirodnich
reservoarii. Naproti tomu vakcina, ktera je pfedmétem této patentové prihlasky, neobsahuje gene-
tickou informaci a neni tedy schopna se replikovat v cilovém organismu. Z patentové literatury je
znam ¢&insky patent CN 103 540 605, kde podstata vakciny popsané v tomto dokumentu je kom-
pletni bakterialni virus (bakteriofag T7) s vlozenymi epitopy kapsidového proteinu praseciho
cirkoviru 2 do proteinu hlavicky tohoto bakteriofaga. Jedna se o zcela odlisny systém. Vakcinou
je zde virus produkovany v E. coli. Obsahuje tedy viechny proteiny bakteriofaga i jeho genetic-
kou informaci. Navic je nutné zbavit bakteriofagovou preparaci specialnim postupem bakterial-
nich toxind. Vlastni postup i nasledné testovani prodrazuje vyrobu vakciny. Pro t¢innost vakciny
je dalezitou vlastnosti indukce neutralizacnich protilatek ve vakcinovanych zvifatech. Neutrali-
za¢ni epitopy jsou konformaéni a mohou byt timto postupem naruseny. Ostatn€, piivodci tohoto
&inského patentu viibec indukci neutralizaénich protilatek netestovali. Z odborné literatury je
rovnéz znama publikace Yin S. etal.: Virology Journal, vol. 7, 2010, str. 166, kde se popisuje
ptiprava viru podobnych ¢&astic (VLPs) tvofenych kapsidovym proteinem (Cap) prase¢iho viru
PCV2. Protein Cap produkuji autofi dokumentu v bakteriich E. coli jako fazni protein (z jeho N
konec je pripojen k proteinu slozeného ze 6 histidind (His) a malého proteinu SUMO). Autofi
potom izoluji slozeny protein His-SUMO-Cap po jeho produkci v bakteriich afinitni chromato-
grafii (pfes kolonu s navazanym Ni**, na ktery se vaze His). Poté je nutno odstépit His-SUMO
protein specifickou TEV proteazou a pak nasleduje dalsi ¢isténi na koloné pro purifikaci samot-
ného Cap, ktery by se v podobé fizniho proteinu neskladal do VLPs. Skladani VLPs in vitro
z Cap proteinu neni G¢inné, viz niZe obrazek z tohoto dokumentu.(Skladani Castic VLPs bylo
v alternativnim navrhu pfipravy vakciny vyzkouseno po produkci Cap proteinu v hmyzich buii-
kéach i autory této patentové prihladky a zavrzeno jako malo i¢inné). Navic, preparaci z E. coli,
tak jako v piedchozich pfipadech, by bylo nutno zbavit endotoxinli a provést testovani na jejich
pritomnost.
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Figure 4) Shuanghui Yin, Virology Journal 2010
Elektronmikroskopické obrazky rekombinantnich Cap VLPs PCV2
A - Rekombinantni protein His-SUMO-Cap Cap-tag

B - Cap —VLPs po stépeni His-SUMO

C — Imunoelektronova mikroskopie Cap-VPLs (C). Bar = 50 nm.

Ukolem vynalezci bylo vyvinout vakcinu zaloZenou na proteinové chimerické nanocastici proti
praseCimu cirkoviru 2, ktera nahrazuje inaktivovanou virovou vakcinu proti uvedenému viru.

Podstata vynélezu

Uvedené nedostatky odstranuje vakcina zalozena na proteinové chimerické nanocastici proti pra-
se¢imu cirkoviru 2 podle tohoto vynalezu, jehoz podstata spociva v tom, ze proteinova nano€asti-
ce je slozena z nosice, ktery tvofi pentamer kapsidového proteinu VP1 mysiho polyomaviru, na
ktery jsou kovalentné pfipojeny molekuly kapsidového proteinu praseciho cirkoviru 2 s pfipoje-
nou His-tag kotvou. Vakcina ma kapsidovy protein tvofen kmenem praseciho cirkoviru 2B.

K nejvétsim vyhodam tohoto vynalezu patii jednoducha piiprava, dale to, Ze chimericka nanocas-
tice neni viibec virulentni z divodu chybéjici genové virové informace. Dal$i vyhodou je snadna
izolovatelnost. Dalsi vyhody a unikatnost vakciny navrhované v této patentové piihldsce jsou
nasledujici:

Pouziti bakulovirového expresniho systému odstraiuje nutnost ¢isténi od endotoxind.

Fize Cap proteinu s kapsidovym proteinem VP1 mysiho polyomaviru zajist'uje stabilitu a vyso-
kou vytéznost proteinu. Ten se diky svym vlastnostem sklada ihned po syntéze v buiikdch spon-
tanné (s 100% G&innosti) do velmi stabilnich pentamert, z nichz kazdy obsahuje 5 molekul celé-
ho Cap proteinu PCV2.

VPI1 pentamer (nosi¢) se podili vyrazné na indukci imunitni odpovédi; je schopen fungovat jako
adjuvans.

Purifikace VP1-Cap nanoéastic je snadna - jednim krokem afinitni chromatografie nebo ultrafil-
traci.

Vakcina zajistuje tvorbu neutraliza¢nich protilatek (testovano se séry prasat), protoze diky velmi
flexibilnimu C-konci VP1, ke kterému je Cap protein pfipojen, je Cap schopen zaujmout sprav-
nou konformaci, a tedy vytvorit konformaéni epitop.

Pro pripravu vakciny tohoto typu je nosi¢, i kdyZz je znama ,,u¢inna latka™ — kapsidovy protein
Cap PCV2, krucialni &asti, nebot’ imunizace monomernim kapsidovym proteinem Cap PCV2 je
neu¢inna. Nevyvold totiz produkei virus-neutralizagnich protilatek. Nosi¢, kromé jiz zmin€ného
adjuvantniho efektu, predklada imunitnimu systému antigen ve spravné konformaci a velikosti.
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Antigen je, diky nosi¢i dle predlozeného vynalezu, prezentovan ve vysoké hustoté a repetitivnim
uspofadani, coz vede k G¢inngjsi stimulaci imunitniho systému.

Piiklady uskuteénéni vynilezu

Nanogastice je sloZena z nosice, ktery tvofi pentamer kapsidového proteinu VP1 mysiho polyo-
maviru, na ktery jsou kovalentné pfipojeny molekuly kapsidového proteinu praseciho cirkoviru 2,
a dale je pfipojena His-tag kotva. His-tag kotva je fetézec po sobé jdoucich aminokyselin histidi-
nu. Tento fetézec je schopen vazat dvoumocné ionty kovu, nejcastéji Ni2+, Cu2+, Zn2+. Tyto
ionty jsou ukotveny na nosi¢i v kolon¢ a umoziuji izolaci proteinu. Kapsidovy protein je ve
vyhodném provedeni tvofen prasec¢im cirkovirem 2B (v soucasnosti nejrozsifengjSim kmenem).
Chimericka nanocastice se pfipravi nasledujicim postupem:

Rekombinantni bakulovirus pro produkci chimerické nanocastice (slozené z pentameru fuzniho
proteinu VP1 mysiho polyomaviru a Cap proteinu prase¢iho cirkoviru) v hmyzich burikach byl
pfipraven metodou ,,Bac to Bac* (Invitrogen). Hmyzi buriky Sf 9 adaptované na kultivaci v bez-
sérovém médiu se infikuji v bioreaktoru inokulem rekombinantniho bakuloviru s multiplicitou
infekce 10. Po 5 dnech se bun&tna suspenze lyzuje, opracuje DNasou a pentamery se izoluji
afinitni chromatografii s vyuzitim His-tag kotvy. Rekombinantni bakulovirus neni ptitomen ve
findlnim produktu. Pracuje se pouze s geny pro kapsidové proteiny mysiho polyomaviru a prase-
¢tho cirkoviru 2. Pfi vyrobnim procesu se nikde nepracuje s kompletnimi genomy mysiho polyo-
maviru a praseciho cirkoviru 2. Nemiize tudiz dojit k replikaci virg.

Primyslova vvyuzitelnost

Vakcina podle tohoto vynélezu je vyuZzitelna pro prevenci virovych chorob v chovech hospodar-
skych zvitat, kde neni dostupna pfili§ draha vakcina, nebo je pouziti vakciny riskantni z hlediska
mozného rozvoje choroby po jeji aplikaci.

PATENTOVE NAROKY

1. Vakcina zaloZend na proteinové chimerické nanolastici proti prase¢imu cirkoviru 2,
vyznacujici se tim, Ze proteinova nanolastice je sloZena z nosice, ktery tvoii pentamer
kapsidového proteinu VP1 mysiho polyomaviru, na ktery jsou kovalentné& pfipojeny molekuly
kapsidového proteinu praseciho cirkoviru 2 s pfipojenou His-tag kotvou.

2. Vakcina podle naroku 1, vyznadujici se tim, Ze kapsidovy protein je tvofen kme-
nem praseciho cirkoviru 2B.
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