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Vakcina zaloZend na proteinové chimerické nanodastici proti prase¢imu cirkoviru 2

Oblast techniky

Technické feSeni se tyka vakciny zaloZené na proteinové chimerické nano€astici proti prasedimu
cirkoviru 2, kter4 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 PCV?2 viru. Firma Fort Dodge pfipravila vakcinu
spocivajici v chimerickém viru PCV1 ve kterém byl gen pro Cap (kapsidovy protein) zamé&nén za
protein z PCV2. Produkty Circoflex (Boehrinhger, Ingelheim) a Circumvent (Intervet) jsou zalo-
Zeny na inaktivovanych chimerickych bakulovirech produkujicich cirkovirovy Cap protein.
Vzhledem k vysokym cenim téchto vakcin ani v Ceské republice ani v celé fad& dalsich zemi
nedochézi k plodné vakcinaci. Po levné&ji uéinné vakcinaci je stile poptavka o &emZ svédéi pro-
vedeny priizkum trhu. Chimerick4 nano&astice — pentamer fiizniho proteinu VP1 my3iho poly-
omaviru a Cap proteinu prase¢iho cirkoviru 2 je produkovana ve velkych mnoZstvich v hmyzich
buitkich z rekombinantniho bakuloviru a diky pfipojené His-tag kotvé je snadno izolovatelna.
Vzhledem k tomu, Ze se nejedné o virus, nenf tfeba inaktivace. P podobnych vakcinagnich u&in-
cich jako ma nejlepsi z dostupnych vakcin (Circoflex), bude cena niZsi.

Ukolem vynalezcii bylo vyvinout vakcinu zaloZenou na proteinové chimerické nano&astici proti
prasecimu cirkoviru 2, kterd nahrazuje inaktivovanou virovou vakcinu proti uvedenému viru.

Podstata technického fe¥eni

Uvedené nedostatky odstrafiuje vakcina zaloZena na proteinové chimerické nanodastici proti
prase¢imu cirkoviru 2, podle tohoto technického feSeni, jehoZ podstata spodiva v tom, Ze nano-
Céstice je sloZena z nosice, ktery tvofi pentamer kapsidového proteinu VP1 mysiho polyomaviru,
na ktery jsou kovalentné pfipojeny molekuly kapsidového proteinu prasetiho cirkoviru 2, neob-
sahujici genom (DNA) praseciho cirkoviru 2, ani genom mysiho papilomaviru a déle je pfipojena
His-tag kotva. Chimerick4 nano¢astice ma kapsidovy protein tvofen kmenem praseéiho cirkoviru
2B.

K nejvét§im vyhodam tohoto technického feSeni patii jednoducha pfiprava, dale to, Ze chimericka
nanodéstice neni vitbec virulentni z diivodu chybéjici genové virové informace. Dalsi vyhodou je
snadné izolovatelnost.

Piiklady uskutednéni technického feSeni

Nanotastice je sloZena z nosice, ktery tvofi pentamer kapsidového proteinu VP1 mysiho poly-
omaviru, na ktery jsou kovalentné ptipojeny molekuly kapsidového proteinu prase¢iho cirkoviru
2 a dale je piipojena His-tag kotva. His-tag kotva je fetézec po sobé jdoucich aminokyselin hys-
tidinu. Tento Fetézec je schopen vazat dvoumocné ionty kovii, nejéastéji Ni2+, Cu2+, Zn2+. Tyto
ionty jsou ukotveny na nosi¢i v koloné€ a umozZiiuji isolaci proteinu. Kapsidovy protein je ve vy-
hodném provedeni tvofen praseéim cirkovirem 2B (v soudasnosti nejroziifenéj$im kmenem).
Chimerick4 nanocastice se pfipravi nasledujicim postupem:

Rekombinantni bakulovirus pro produkci chimerické nano&éstice (sloZené z pentameru fizniho
proteinu VP1 mysiho polyomaviru a Cap proteinu prase¢iho cirkoviru) v hmyzich burikéch byl
pfipraven metodou ,,.Bac to Bac* (Invitrogen). Hmyzi buiikky Sf 9 adaptované na kultivaci
v bezsérovém mediu se infikuji v bioreaktoru inokulem rekombinantniho bakuloviru s multiplici-
tou infekce 10. Po 5 dnech se bunééné suspenze lyzuje, opracuje DNasou a pentamery se izoluji
afinitni chromatografii s vyuZitim His-tag kotvy. Rekombinantni bakulovirus neni pfitomen ve
findlnim produktu. Pracuje se pouze sgeny pro kapsidové proteiny mys$iho polyomaviru
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a prase¢iho cirkoviru 2. Pfi vyrobnim procesu se nikde nepracuje s kompletnimi genomy mysiho
polyomaviru a prase¢iho cirkoviru 2. NemiiZe tudi dojit k replikaci virt.

Priimyslova vyuZitelnost

Uvedené technické feSeni je vyuZitelné pro prevenci virovych chorob v chovech hospodafskych
zvifat, kde neni dostupné (pifili§ drahd) vakcina, nebo je pouZiti vakciny riskantni z hlediska
mozZného rozvoje choroby po jeji aplikaci.

NAROKY NA OCHRANU

1.  Vakcina zaloZené na proteinové chimerické nano€astici proti prase¢imu cirkoviru 2, vy-
znadujici se tim, Ze nanocastice je sloZena z nosice, ktery tvofi pentamer kapsidového
proteinu VP1 mysiho polyomaviru, na ktery jsou kovalentné pfipojeny molekuly kapsidového
proteinu prase¢tho cirkoviru 2, pfi¢emzZ tento neobsahuje genom DNA praseciho cirkoviru 2, ani
genom mysiho papilomaviru a dale je pfipojena His-tag kotva.

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