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2. ROVIDITESEK JEGYZEKE

A periddusos rendszer elemeinek esetében azok vegyijeleit, az aminosavak esetében azok
egybets roviditéseit hasznaltam.
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cap
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aminosav(ak) (amino acid(s))

mesterséges tengerviz (artificial seawater)

szarvasmarha-szérumalbumin (bovine serum albumin)
kinaih6rcsog-petefészek (chinese hamster ovary)

karfiol-mozaikvirus (cauliflower mosaic virus)

uborka-mozaikvirus (cucumber mosaic virus)

kapszidfehérje (capsid protein), a PCV2 vonatkozasaban

kapszidfehérje (coat protein), a CMV vonatkozasaban

dezoxiribonukleinsav

feler@sitett zold fluoreszcens fehérje (enhanced green fluorescent protein)
enzimhez koétott ellenanyag-vizsgéalat (enzyme linked immunosorbent assay)
magzati borjuszérum (foetal bovine serum)

fucoxantin clorofill a/c koté fehérje (fucoxanthin chlorophyll a/c-binding protein)
fluoreszcein-izotiocianat (fluoresceine isothiocyanate)

z6ld fluoreszcens fehérje (green fluorescent protein)

human embrionalis vesesejt (human embryonic kidney)

tormaperoxidaz (horse radish peroxidase)

indirekt immunfluoreszcens préba (indirect immune fluorescence)
nyalkahartya-asszocialt limfoid szévet (mucosa associated lymphoid tissue)
hirvivé (messenger) RNS

nurszeotricin (nourseothricin)

sejtmagi lokalizacids jel (nuclear localisation signal)

kettes szamu nyilt leolvasasi keret (open reading frame 2)

foszfat-pufferolt séoldat (phosphate buffered saline)

kettes tipusu sertés circovirus (porcine circovirus type 2)

sertés vese 15 sejtvonal (porcine kidney 15)

sertések dermatitisz nefropatia tlinetegyuttese (porcine dermatitis
nephropathy syndrome)

valasztott malacok circovirus okozta sorvadasa (postweaning multisystemic
wasting syndrome)

sertések légzbszervi betegség komplexe (porcine respiratory disease
complex)

rekombinans uborka-mozaikvirus (recombinant cucumber mosaic virus)
gyOkérindukalé (root inducing)

ribonukleinsav

natrium-lauril-szulfat poliakrilamidgél-elektroforézis (sodium dodecyl sulphate
polyacrilamide gel electrophoresis)

meghatarozott kérokozoktdl mentes (specified pathogen free)
tumorindukal6 (tumor inducing)

virulenciagén

virus-szeri részecske (virus-like particle)

Western blot



3. OSSZEFOGLALAS

A fert6z6 betegségek elleni védekezés egyik legfontosabb eleme a vakcindzas. A
vakcinafejlesztés tertletén a rekombindns DNS technolégianak kdszdnhetéen a
hagyomanyos vakcinatipusokon tul az Uj generacioés vakcinak rendkivil széles repertoéarja all
a kutatok rendelkezésre. Az eredeti korokozétdl eltérd, prokaridta vagy eukariota sejtben
torténdé antigén elballitAs mobdszerei igen valtozatosak lehetnek. Az egyik, eukariota
szervezeteket hasznald mddszer a ndévényekben torténd fehérjeelballitas, amely szadmos
elénnyel rendelkezik mas expressziés rendszerekhez képest, példaul a gazdasagos és
biztonsagos antigéntermelés, az elballitott fehérje hosszu, hiités nélkili tarolhatésaga és az
ehetd, vagy takarmanyba keverhet6 vakcinak eléallitasanak lehetésége. A névényekben két
f6 modszerrel termelhetd fehérje: az egyik a genetikailag modositott ndvény Iétrehozéasa,
mas néven stabil transzformacié, a méasik az atmeneti fehérjeexpresszié virusvektorok
alkalmazésaval, ez utdbbi esetben a névényben szaporodd rekombinans virusrél van sz6. A
névényekben termelt vakcinak elényos tulajdonsagai és igéretessége ellenére még egyetlen
igy készult termék sem kerUlt kereskedelmi forgalomba.

A kettes tipusu sertés circovirus (PCV2) vilagszerte elterjedt és a sertésallomanyokban
jelentds gazdasagi karokat el6idézd kérokozo, ellene inaktivalt és alegységvakcindk allnak
rendelkezésre, amelyek hasznalata a virus kartételét jelentésen csokkenti, terjedését
azonban nem akadalyozza meg. Szajon at alkalmazhaté és emiatt potencialisan a
fert6z6dést megakadalyoz6, nyalkahartya-immunitast eredményezé6 PCV2-antigének
eléallitasara tettlink kisérletet névényi expresszidsrendszerek felhasznalasaval.

Az elsd esetben uborka-mozaikvirus- (CMV-) vektor segitségével allitottuk el6 a PCV2
kapszidfehérjéjének egy szakaszat. Ehhez el6zetesen a virion harom dimenzios
modellezése utan a feltehetéen immunogén szakaszokat vizualis alapon hataroztuk meg,
majd kettét kivalasztottunk és CMV-vektorba Ultettink. Az igy létrehozott rekombinans
virusok egyike dohadnyban szaporodoképesnek bizonyult. Az elszaporitott és kitisztitott virus
feluletén a PCV2 eredetli epitop kifejez6dését ELISA-teszttel igazoltuk. A CMV
gasztrointesztindlis tulélését egérkisérletben vizsgaltuk, amely soran az allatokkal megetetett
virionok specifikus szérum-lgG és a bélcsatornaban IgA molekulak megjelenését
eredményezték. A rekombinans CMV PCV2-specifikus immunvalasz-kivaltd képességét
el6szor egéroltassal, majd malacimmunizalassal és kisérleti PCV2-fert6zéssel értékeltiik. Az
antigénnel oltott egerek és malacok szérummintaibél PCV2 elleni ellenanyagok megjelenését
és mennyiségének emelkedését mutattuk ki indirekt immunfluoreszcens maodszerrel. Az
immunizalt malacokban a rekombindns CMV-antigén a PCV2 szaporodasat az oltatlan

allatokban tapasztaltakhoz képest csOkkentette, ezt valds idejli PCR-rel igazoltuk. Az antigén



oradlis immunogenitasat sertésekben vizsgaltuk, az antigénnel négyszer etetett allatok
szérum mintdiban PCV2-specifikus 1gG jelent meg.

Kisérletet tettlink a teljes PCV2 kapszidfehérje el6allitasara is tengeri mikroalga sejtek
stabil transzforméalasaval. Gazda sejtként Thalassiosira pseudonana tdrzset hasznaltunk,
amely egysejtl, fotoszintetizal6 kovamoszat faj. A PCV2 teljes kapszidfehérje-génjét
kodonoptimalizalas utan, zold fluoreszcens fehérjével (GFP) fuzionalva algaexpresszios
plazmidba Ultettik at és antibiotikumrezisztencia-gént kodol6 plazmiddal egyutt biolisztikus
maodszerrel vittik a sejtekbe. A szelektiv tapfolyadékban ndvesztett sejtek GFP-t és PCR-rel
kimutathat6 PCV2-kapszidgént nem tartalmaztak, a termel6d6 fehérje feltételezhet6en
toxikus volt a gazdasejtek szamara.

A PCV2 antigének el6allitasa noévényi expresszidos rendszerekben lehetséges,
gyakorlati alkalmazhatésagaig azonban mas, ndvényekben elballitott fehérjékhez hasonldéan
még hosszl Ut vezet az expresszid optimalizalasan, a helyes adagolas, beviteli médok, a
mucosalis immunogenitas vizsgalatan és a gazdasagossagi szempontok értékelésén

keresztul.



4. SUMMARY

Vaccination is one of the most important components of infectious disease control and
prevention. As a result of recombinant DNA technology, aside from conventional antigen
production platforms, a wide range of new generation vaccine methods is available to
vaccine developers. Current methods of antigen generation in prokaryotic or eukaryotic hosts
differing from the original pathogen are quite diverse. One of these eukaryotic expression
systems is the utilisation of plants as hosts, which has several advantages over other
platforms. These include cheap and safe antigen expression, long-term storage of proteins
that is independent of refrigeration, and the potential for the production of oral vaccines. Two
different methods can be used for recombinant protein expression in plants: the generation of
genetically modified plants or stable transformation, and transient expression achieved by
virus vectors, that is the propagation of recombinant viruses in their plant hosts. Despite all
the benefits of plant based expression systems, no such products are commercially available
thus far.

Porcine circovirus type 2 (PCV2) is a ubiquitious and economically very damaging
pathogen of swine herds. Although the available inactivated whole virus and subunit
vaccines are effectively decreasing these damages, they are not able to prevent the spread
of the virus and to produce sterile immunity. In an effort to produce PCV2 antigens that can
be administered orally to elicit mucosal immune responses, we expressed the antigens in
plant systems.

In the first instance we produced a PCV2 derived peptide in a cucumber mosaic virus
(CMV) vector. In order to do this, we generated the three dimensional model of the PCV2
virion and selected potentially immunogenic elements on a visual basis, then inserted two of
these into the CMV coat protein. One of the resulting constructs could be propagated in
tobacco plants. This recombinant CMV was accumulated and purified from tobacco leaves.
The expression of the PCV2 derived peptide on its surface was verified by enzyme-linked
immunosorbent assay. Gastrointestinal survival of the CMV particle was assessed in a
mouse experiment, where the virions fed to mice were shown to elicit CMV specific serum
IgG and intestinal IgA response. PCV2 specific immunogenicity of the recombinant CMV was
tested in a mouse immunization and a pig immunization and challenge infection experiment.
Appearance and later elevation of PCV2 specific serum IgG levels were detected in
immunized animals using indirect immune fluorescence. Recombinant CMV administration
decreased consecutive PCV2 replication compared to non—vaccinated piglets, as measured

by real-time PCR. We also assessed oral immunogenicity of the recombinant antigen in pigs;



PCV2 specific antibodies could be detected in serum samples of animals after they were fed
with the particle four times.

In addition, we attempted to produce the whole PCV2 capsid protein by stable
transformation of marine microalga cells. The unicellular, photosynthesising diatom,
Thalassiosira pseudonana was used as expression host. Following codon optimisation and
fusion with green fluorescent protein (GFP), the PCV2 capsid gene was cloned into an algal
expression vector and co-transformed together with an antibiotic resistance plasmid into the
diatom cells using the biolistic method. In transformants grown in selective media, GFP was
not visible by microscopy or flow cytometry, and the PCV2 gene was not detectable by PCR.
We propose that the produced protein was toxic to the host cells.

Production of PCV2 antigens in plant expression systems is possible; however,
similarly to other protein products generated in plants, further optimisation is required before
becoming practically applicable. These include expression optimisation, adjustments of
dosage and administration, assessments of mucosal protection and evaluation of economic
feasibility.



5. BEVEZETES

A vakcinazasok bevezetése forradalmasitotta a fert6zd betegségek elleni védekezést
mind a kdzegészségugy, mind az allategészségugy teruletén. A vakcinoldgia, mint énallé
tudomanyag, kezdetei az Okorig nyulnak vissza, am ugrasszer( fejlédésnek csak a XVIII.
szazad elején tortént ujrafelfedezésétél indult, amikor Lady Montagu 1718-ban sajat
gyerekeit variolacionak vetette ala. Az immunologia megsziletésének 1798-at tekintjuk,
amikor Edward Jenner publikalta vakcinazasi eredményeit. Innentdl a vakcinak fejlédése
beindult, Louis Pasteur munkassaganak eredményeképpen megjelentek az elsd attenualt
vakcindk. Az immunizélasnak ma mar szamos fajtaja és mddja ismert, sikertorténetei kozé
tartoznak tobbek kozott a Fold fekete himl6tdl (1980) és keleti marhavésztdl (2011) vald
mentesitése, a fert6z6 gyermekbénulas, a mumpsz, a diftéria, a szamarkdhogés
visszaszoritasa.

Az elért jelentds sikerek és a tudomanyag gyors fejlédése ellenére a vakcinoldgia
terlletén még manapséag is szamos kihivas adodik, amelyek Ujszer( fejlédési iranyba terelik
a vakcinoldgiai kutatdsokat. Problémét jelent ugyanis a mai napig, hogy a legtébb vakcina,
bar csokkenti ugyan a kérokozok szisztémas szaporodasat, magatdl a fertézéstél nem védi
meg a szervezetet. Ez éllat-egészségigyi szempontbdl azt jelenti, hogy egy allomanyban
egy adott patogén altal okozott gazdasagi karokat képesek vagyunk csokkenteni a
vakcinadzassal, &m az agens az allomanyban fennmarad, onnan rendszerint csak teljes
allomanycsereével tintethetd el, és a kdrokozo jarvanytani tulajdonsagaitol fliggéen az allatok
barmikor Ujrafertézé6dhetnek. Ez a pénzbeli karokon tul azzal is jar, hogy a vakcinazassal
parhuzamosan jelenlévé korokozéra folyamatosan mesterséges szelekciés nyomas
nehezedik, ami a patogén evollucidjat Ugy befolyasolja, hogy az a vakcindk csokkent
hatékonysagahoz vezet.

A fert6zés elleni védekezés akkor lehet a legsikeresebb, ha az adott patogén
szervezetbe jutdsi moédjat ismerjik, és ezen a ponton tudunk olyan szintli specifikus
védelmet létrehozni, ami a fert6zést megakadalyozza. A legtdbb koérokozé valamelyik
nyalkahartya (leggyakrabban a |égz6- és emésztdszervi) fellletén keresztil hatol be az
allatokba és az emberbe. Optimalis esetben tehat a vakcindzas eredményeképpen
nyalkahartya (mucosalis) immunitasnak kell kialakulnia.

A mucosalis immunitas kialakitasara az él6 vakcinak a legalkalmasabbak, mert ezek
hatdsa utanozza legjobban a természetes fert6zés folyamatait. Mara azonban a jelent6sen
olcsobb és biztonsagosabb alegységvakcinak alkalmazasa keril egyre inkabb el6térbe,
amelyek a korokozok egy-egy immunogén darabjat tartalmazzak csupan. Emiatt fert6z4

betegséget biztosan nem okoznak, azonban hatékonysaguk, féleg a nyalkahartya-védelem
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kialakitasa terén, elmarad az él6 vakcinakétdl. Ennek az ellentmondasnak a feloldasa a
vakcinolégia egyik f6 kihivasa.

Az alegységvakcinékat leggyakrabban rekombindns DNS-technoldgia segitségével
allitiak el6. Ennek egy kulonleges és nagyon igéretes formaja a novényekben torténd
antigénel@allitas, akar ndovényeken szaporithaté rekombinans virusok, akar génmadositott
novények létrehozasaval. A ndvényekben gyartott antigéneknek szamos elényds
tulajdonsdga van a hagyomanyos vakcindkkal szemben, Ugy, mint stabilitas,
biztonsagossag, j6 minéségl fehérjeantigének elballitasa, helyben torténd vakcinaelballitas,
jo tarolhatosag szobah&meérsékleten, és nem utols6 sorban az, hogy az igy el6allitott
antigének a novenyi sejtekbdl kitisztitva, vagy akar a ndvényi résszel egyltt eheté vakcinak
létrehozaséra lehetnek alkalmasak.

A novényi antigénexpresszidé mar tobb mint 20 éve foglalkoztatjia a kutatékat, és
szamos, allategészségulgyi szempontbdl jelentés antigént allitottak mar elé a kifejlesztett
modszerek segitségével. Ennek ellenére csak egy ilyen termék forgalomba hozatali
engedélyezésére kerllt sor ezidaig, ez egy novény sejtvonalon termelt, parenteralisan
adand6 baromfipestis-antigén, amely kereskedelmi forgalomba azéta sem Kkerilt. Lathat6
tehat, hogy a névényekben termelt vakcinak kifejlesztése barmennyire igéretes, még csak
gyerekcipbben jar, és a gyakorlatban alkalmazhaté termékek, vakcinak elkészlltéig meg
hosszl folyamat vezet. Munkank soran ebbe a folyamatba kapcsolédtunk be, kettes tipusu
sertés circovirus- (porcine circovirus 2, PCV2) antigének ndvények segitségével torténd
eléallitdsan keresztul.

A PCV2 a sertések jol ismert, vilagszerte elterjedt és oOriasi gazdasagi karokat okoz6
virusa. Ellene az altalanos allathigiéniai szabalyok betartasan kivul vakcindzéssal
védekezhetink. A kereskedelmi forgalomban kaphaté inaktivalt és alegységvakcindk
hatékonyan csokkentik a szubklinikai és klinikai fert6zés negativ hatasait, de a kérokozéval
valé fertb6z6dést és annak terjesztését nem akadalyozzak meg. A PCV2 legféképpen
oronazdlis aton terjed, ezért nyalkahartya-immunitas kialakitdsaval az immunizélas
hatékonysaga jo eséllyel ndvelhetd lenne. A virus egyszerl szerkezetl és igen kis méretd,
egyetlen strukturalis fehérjét tartalmaz, ami ellen ellenanyagok képz&dnek a fert6zott
szervezetben. E tulajdonsdgok alkalmassa tették a PCV2-t arra, hogy modellként szolgéaljon

vizsgalatainkban.

5.1. CELKITUZESEK

Munkank elsd részében célunk volt a PCV2 akkor még ismeretlen, 3 dimenziés
szerkezetének megallapitasa szamitogépes modellezéssel, majd ennek hasznalataval

potencialis epitopok (PCV2 elleni immunglobulin molekuldkhoz specifikusan kapcsol6dni
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képes részek) keresése. Tovabbi célunk volt a kivalasztott epitép elballitdsa ndvényvirus-
vektorban, a kifejezett epitop immunogenitasanak vizsgélata in vitro és in vivo mddszerekkel,
végul ezeken keresztul annak megismerése, hogy az alkalmazott virusvektor hasznalhat6-e
ordlis immunizalasra, és, hogy a pusztdn szamitdégépes modell alapjadn meghatarozhat6
immunodominans szakaszok valoban epidpként funkcionalnak-e. A PhD-munka méasodik
felében a PCV2 teljes kapszidfehérjéjének eldallitasa volt a cél egy fotoszintetizalod, egyseijti

kovamoszat fajban, szintén etethet6 vakcinaantigén eléallitdsanak szandékaval.

6. IRODALMI ATTEKINTES

6.1. ALEGYSEGVAKCINAK

A vakcindzas a mai napig a fert6zd betegségek megel6zésének leghatékonyabb
mobdszere, ami a szervezetbe juttatott antigén elleni aktivimmunvalasz kialakitasan alapul. A
vakcindk klasszikus csoportositdsa szerint hagyomanyos és (j generacids vakcinakat
kilonboztetink meg. A hagyoméanyos vakcinak kdzé tartoznak az é16 korokozét tartalmazo
attenudalt és az eldlt mikroorganizmusokbdl &ll6 inaktivalt vakcinak. Az a felismerés, hogy
egyes fert6z6 betegségek koérfejlddésében a legnagyobb szerepet a kérokozd bizonyos
része, példaul egy baktérium toxinja okozza, a kérokozénak csak ezt a részletét, a toxikus
hatast kifejt6 részt semlegesitve tartalmazé toxoid vakcinak létrehozasahoz vezetett,
amelyek egyben az els6 alegységvakcinaknak is tekintheték.

Az alegységvakcinakra jellemzd tehat, hogy ellentétben a hagyomanyos, attenualt
vagy inaktivalt vakcinakkal, nem tartalmazzak a koérokozé teljes antigénkészletét, hanem
annak csak egy részét (alegységét), természetesen éppen azt, amelyik a protektiv
immunitas kivaltasaért felel. Ez az alegység lehet egy teljes fehérje az eredeti kérokoz6hal,
lehet azonban annak egy rdvidebb szakasza, antigéndetermindnsa (epitopja) is.
Vakcinazasra az antigéndeterminans csak akkor alkalmas, ha képes arra, hogy
immunvalaszt indukaljon, és az is elengedhetetlen, hogy ez az eredeti kérokoz6hoz mérten
viszonylag szlk szakasz olyan immunvalaszt valtson ki, ami a korokozoval szemben
megfeleld védelmet nyuijt.

Az alegységvakcindk a vakcindk mas csoportositasa szerint tobbnyire a nem él6
vakcinak kdzé tartoznak, ez elényoket és hatranyokat is hordoz magaban az é16 vakcinakhoz
képest. Elény, hogy biztonsagosabbnak tekintheték, mert nem képesek 6nallé szaporodasra,
valamint, hogy nehezen szaporithatdé kérokozok esetében, f6leg rekombinans technoldgia
alkalmazasaval, nagyobb mennyiségben lehet az adott antigént eléallitani. Hatranyuk, hogy

hatékonysaguk az él6 vakcinakétol elmarad, mert azon kivil, hogy nem tartalmazzak az

12



adott patogén 0sszes antigénjét, a megfelel6 mértékl specifikus ellenanyagtermelés
indukalasa mellett jellemz&en nem valtanak ki megfelel6 hatékonysagu sejtes immunvalaszt
(Nascimento és Leite, 2012).

A sejtes immunvalasz erdsitését célozza, ha az antigénalegységet Ugynevezett
nanopartikulumok (nanométeres nagysagrendi részecskék) formajaban alkalmazzak, igy
el6segitve az antigének antigénprezentald sejtek altal tortend felvételét és a nem specifikus
immunrendszer receptorainak aktivalasat (Sahdev és mtsai., 2014).

Kisméretli, kevés-féle fehérjét tartalmazd kérokozok esetében (ilyenek a virusok)
lehetséges a teljes kapszid el6allitdsa, és ebben az esetben ezek a fehérjék spontan
Osszedllhatnak egy egész virusszer( partikulava (virus-like particle, VLP). A VLP szerkezete
nagyon hasonlit az eredeti viruséhoz, ezért igen immunogén lehet, és a tobbi
alegységvakcinatol eltéréen tartalmazza a virus 0sszes kapszidepitopjat, drokitéanyagot
azonban nem, ezért az alegységvakcinak kézé soroljuk 6ket. Természetesen a nukleinsav
hianya miatt 6nallé szaporodasra sem képesek (Brun és mtsai., 2011).

A VLP-k mellett hatékony nanopartikulumok I|étrehozasara alkalmazhatok még
liposzémak, természetes vagy szintetikus polimerek, lipid-polimer hibridek (Sahdev és
mtsai., 2014), vagy az antigént kapszidfehérjéjikben kifejez6, rekombinans virusvakcinak.

Ma a legtobb alegységvakcina-antigén 0j generaciés, azaz a rekombinans DNS-
technolégia segitségével allitjak el6. A rekombinans fehérje-eléallitas szamos modszer
segitségével lehetséges és folyamatosan fejlédik, ezért csak a legjelentésebbek

attekintésére van lehet8ség a dolgozat keretein belll.

6.1.1. Prokariéta expressziés rendszerek

A biotechnol6giaban leggyakrabban a prokaridta expressziés rendszereket hasznaljak,
tehat valamilyen baktériumsejtben allitjak elé a termelni kivant fehérjét. A legnépszer(ibb faj
erre a célra ma is az Escherichia coli, amelynek hasznalataval a bevitt gén expresszidja
gyorsan, egyszeriien és koltséghatékonyan megvaldsithatd. A gyégyszeriparban hasznalt
fehérjék kdzel 30%-at ebben az egy fajban termelik (Huang és mtsai., 2012). Szdmos olyan
torzs all rendelkezésre, amelyekbe a termelni kivant fehérjét kdédold plazmid kdnnyen
bejuttathatd, példaul elektrokompetens torzsek elektropordlashoz vagy kemikompetens
torzsek hdsokk-transzformaciohoz. A rekombinans fehérje termeléséhez szikséges hirviv
(messenger, m) RNS a bejuttatott plazmidrdl irodik at. Ez a plazmid kéralakd, dupla szalu
DNS, tartalmaz egy replikadcids origot, amelynek segitségével a baktériumsejten belll
onalléan megsokszorozodik, valamint olyan promoétert, amely a belltetett génrdl
nagymértékii mRNS-atirast, majd fehérjeexpressziot tesz lehetévé. Szdmos indukalhat6

prométer is létezik, amelyek el6segitik a termelt fehérje mennyiségének szabalyozasat. Ezen
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kivil &ltaldnosan tartalmaznak antibiotikumrezisztencia-géneket és egyéb szelekcios
markergéneket, amelyek alapjan lehet6ség nyilik a plazmidot tartalmazd, valamint a
plazmidban a belltetett gént tartalmazo sejtek kivalasztadséra. A termelt fehérje altalaban a
citoplazmdban marad, de N-terminadlisara kapcsolhaté szignalfehérje segitségével a
baktériumsejt szekretalhatja is. Olyan jel6l6 molekulak is kapcsolhatok a termelt fehérjéhez,
amelyeknél fogva tisztitdsuk kdnnyebbé valik, ilyen pl. a polihisztidin tag.

A baktérumok segitségével tokéletes formaban allithatok el6 egyszeriibb és révidebb
fehérjék, viszont a nagyobb méretli és komplexebb fehérjék termelésénél fennél a veszélye
annak, hogy nem hajtogatdédnak rendesen, igy térszerkezetiik nem lesz megfeleld és ezért
nem tudjdk kifejteni biologiai funkcidjukat, vagy antigenitasuk megvaltozik. Ezen Kkivil
hatrdany még, hogy a poszttranszlaciés modositasok, amelyek eukariota sejtekben
megtorténnek (pl. glikozilacid, diszulfid hidak kialakuldsa), baktérium sejtekben nem mennek
végbe, ez a hibas térszerkezetnél kialakulékhoz hasonlé kévetkezményekkel jar és az
el6allitott fehérje értéktelen vagy korlatozott értéki lesz. Az E. coli-ban hasznalt moédszerek
azonban rendkivul gyorsan fejlédnek és ezek a felmertlé problémak is megoldddni latszanak
(Wacker és mtsai., 2002).

6.1.2. Eukarit6ta expressziés rendszerek

A prokari6ta fehérjeel6allité médszerek hianyossagainak kikliszobolése érdekében az
eukariota sejtekben torténé génexpressziés modszerek is széles kdrben elterjedtek, amelyek
segitségével jobb biolégiai minbéségl fehérjek allithatok el6. Az eukaridta sejtek a
baktériumoknal joval igényesebbek és érzékenyebbek, ezért hasznalatuk dragabb,

kifejlesztésuk idéigényesebb és bonyolultabb.

6.1.2.1. Elesztésejtek

Az antigének élesztbben torténd elballitasa Otvozi a prokarita és eukaridta
fehérjetermelés tulajdonségait; a modszer elénye, hogy az egysejtl élesztéfajok gyorsabban
szaporodnak az emlbs- vagy rovarsejteknél, és a termelt fehérjék térszerkezetének
kialakitasa és a poszttranszlacios médositasaik is végbemennek, habar nem az emlésdkével
tellesen megegyez6 médon. Egyszeriibb fehérje antigének esetén ez nem jelent gondot, és
a folyamatosan fejl6d6 moddszereknek koszdnhetben a kozeljovében kikiszdbdlhetdk
lesznek. A fehérje elballitasra leggyakrabban hasznalt fajok a Saccharomyces cerevisiae, a
Pichia pastoris, és a Hansenula polymorpha. Az élesztében torténé fehérjeexpresszio VLP-k
elballitasara is alkalmas (Mattanovich és mtsai.,, 2012). A legels6 rekombinans, human

egészségugyi jelentéségli vakcina S. cerevisiae-ben elGallitott Hepatitis B virusantigént
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tartalmazott (McAleer és mtsai.,, 1984). A human papilldomavirus-fertézés altal okozott
méhnyakrak megelézésére alkalmazott vakcinak kozil az egyik szintén S. cerevisiae-ben
készilt (Armstrong, 2010).

6.1.2.2. Rovarsejtek

Népszerli modszer a rovarsejtekben baculovirus-vektor (pl. Autographa californica
multiple nucleopolyhedrosis virus) segitségével fehérjét eléallité rendszer. A baculovirus
szaporodasa soran egy polihedrin nevii fehérjét termel, amely génjének expresszidjat
nagyon erds promoter szabalyozza, a polihedrin azonban a virus sejttenyészeten torténd
szaporodasahoz nem szikséges. A polihedrin génjét az expresszalandd fehérje génjére
cserélve, az eredeti promoétert megtartva az igy dsszedllitott rekombinans baculovirussal
fert6zott sejtekben a belltetett génrél a fehérje nagy mennyiségben termelédik (Smith és
mtsai., 1983; Pennock és mtsai., 1984). A virusokat leggyakrabban &szi sereghernyd
(Spodoptera frugiperda; Sf21 vagy Sf9 jell) és U betiis aranybagoly (Trichoplusia ni; High
Five™ jel(i) sejtvonalakon szaporitjak. Ezek adherens, vagy leves formaban is ndvesztheték.
A termelt fehérjék a t4pfolyadékba szekretaltathatok, és a rovarsejtekre jellemzd
poszttranszlaciés modositasok bar nem teljesen egyeznek meg az emlésokre jellemzdkkel,
j6 mindségl rekombinans fehérje-elballitast tesznek lehetévé, a mobdszerrel VLP-k is
eléallithaték. A baculovirus expresszios-rendszerben eléallitott antigének mind human
(influenza, human papillémavirus), mind allategészségigyi (PCV2, klasszikus sertéspestis)

vakcindkban megtalalhatok (van Oers és mtsai, 2014).

6.1.2.3. Emléssejtek

A legjobb mindségl és legtokéletesebben mikodd fehériéket emlbssejtekben lehet
el6éallitani. Az erre leggyakrabban hasznalt sejtvonalak a kinaihdrcs6g-petefészek (chinese
hamster ovary, CHO) és human embrié-vese (human embryonic kidney, HEK 293)
sejtvonalak, melyek konnyen transzfektalhatok, eml6s sejtvonalakhoz képest kdnnyen
szaporithatok és fenntarthatok (Almo és Love, 2014). Az expresszalni kivant gént az emlés
eredetli sejtekbe plazmid- vagy virus-vektorok segitségével viszik be (transzfekcio),
amelynek eredményeképpen atmeneti expresszio, vagy a sejt genomjéba integralddva stabil
transzformacié jon létre. Az eml6s expresszios rendszer hatranyai a nagy koltségek és a kis
fehérjehozam, de ezek a terlletek is gyorsan fejlédnek, erds promoéterek (példaul
citomegalovirus-promoéter) és  tovabbi, génexpresszi6t szabdlyoz4, Ugynevezett

transzkripcios szabdlyozé elemek alkalmazasaval a hatékonysag jelentésen noévelheté
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(Backliwal és mtsai.,, 2008). Mivel az emlds sejtvonalakban toérténdé fehérjegyartas jo
minéségl, emlbésokre jellemzd poszttranszlacios maodositdsokkal ellatott terméket
eredményez, a felhasznalasa inkabb terapias fehérjék elballitasaban jellemz8, példaul
hormon-, enzim-, vérfehérjepotld készitmények esetében (Khan, 2013). A korokozok elleni
vakcindzdshoz hasznalt antigének gyartasa sokkal gazdasdgosabb a korabban felsorolt

rekombinans fehérjeeldallit6 modszerek hasznalataval.

6.1.4. E16 alegységvakcinak

A rekombinans alegységvakcinak tartozhatnak az él6 vakcinak csoportjaba is, ebben
az esetben az immunogén antigénalegység egy élé baktériumsejtben, vagy élé virus
vektorba Ultetve termelddik, ennek elénye, hogy az immunizalas folyamata jobban utanozza
a természetes fert6z6dést, ezért a humoralis mellett hasonléan er6s, cellularis immunvalasz
kivaltasara, raadasul nyalkahartyan torténd vakcinazasra is alkalmas lehet (Nascimento és
Leite, 2012). Ennek oka, hogy az antigéneket az él8, rekombinans virussal fert6zott sejtek
allitiak el a vakcinazott allatban. A vektorként hasznalt virusok altalaban nagyméretiiek
(herpesz-, vagy himlévirusok, példaul Marekbetegség-virus, kanarihimlé, baromfihimld,
vacciniavirusok), hogy viszonylag hossz( gének befogadasara legyenek alkalmasak. A
legismertebb példa az él6 virusvektor-vakcinara a vadéllatok veszettség elleni oralis

immunizalaséara hasznalt, vacciniavirus-vektort tartalmazo vakcina (Wiktor és mtsai., 1984).

6.2. NYALKAHARTYA-IMMUNIZALAS

A fert6z6 betegségek korfejlédésében és az ellenik valdo védekezésben is
meghatarozé tényezd a korokozd bejutdsi mddja. A bemeneti kapu gyakran valamelyik
nyélkahartya felszine, vagyis a legtébb kérokozé a légutak, az emésztécsé vagy ritkdbban a
hagy-nemi szervek nyélkahartyain keresztul fert6zi az allatok szervezetét. Nem meglepd
tehat, hogy az itt mikoédd nyalkahartya-asszociélt limfoid szévetekben (mucosa associated
lymphoid tissues, MALT) talalhat6 az immunrendszer sejtieinek 80%-a (Anjuere és
Czerkinsky, 2007). Ahhoz, hogy ezeket a felszineket specifikus védelemben részesithessik,
el kell érni azt, hogy a vakcinazés eredményeképpen a bemeneti kapukban is megjelenjenek
az aktiv immunvéalasz termékei (ellenanyagok, aktivalt sejtek). llyen tipust immunvélaszra a
parenteralisan adott, ezek kozil is kulondsen az eldlt vakcindk esetében nincs mod vagy
csak korlatozott védelem véarhaté (Mason és mtsai., 2002). Mindez azt jelenti, hogy a
szisztémasan szaporodo kérokozo6 ugyan nem, vagy csak csokkent mértékben képes klinikai
tineteket kivaltani, de a fert6zést, a helyi szaporodast és ennek kdvetkeztében a korokozé

uritését, terjedését a vakcina nem tudja teljes mértékben megakadalyozni.
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A fertéz6dést meggatolni képes védelem csak azokban az esetekben varhatd, amikor
a vakcina lokalisan, a nyalkahartyan indukal immunvéalaszt, amihez tarsul a szervezet
egészét védd szisztémas immunitas. A nyalkahartya-immunitds kivaltdsa azokban az
esetekben lehetséges, amikor az antigénként alkalmazott vakcina eljut a nyalkahéartyara és
ott az immunvalasz felépulésének valamennyi feltételét teljesiti Ezek a feltételek
gyakorlatilag harom f6 részbél tevédnek Ossze: a) veszélyjelzések szabadulnak ki sérilt
sejtekbdl; b) olyan molekuldris mintazatokat hordoz az antigén, ami a nem specifikus
védekezési rendszer szaméra patogén mintazatként ismerhetd fel; c) az antigén
felismerésére képes receptorokkal rendelkeznek a B- és T-lymphocytak.

Ahhoz, hogy mindez teljesiljon, az antigénnek lehetbleg intakt allapotban kell elérnie
azt a nyalkahartyatertiletet, ahol a védelmi rendszer elemei és az antigén koélcsdnhatasba
Iéphetnek. A hagyomanyos vakcindk kozil az élé kérokoz6t tartalmazok azok, amelyek erre
képesek, és amennyiben a természetes bemeneti kapujuk a nyalkahartya valamely része,
akkor ezt a tulajdonsagot kihasznalva, helyi immunizalasra (is) alkalmasak lehetnek. A nem
él6é (inaktivalt, alegység-) vakcindk esetén az antigén dnmagaban rendszerint nem indukal
veszélyjelzéseket, és j0 eséllyel csak akkor jut el a megfelel6 helyszinre, ha kelléen nagy
adagban van jelen és a nydalkahartyan zajlé lebontasi folyamatoknak kell6képpen ellenall.
Kllénosen igaz ez a szajon at (ivovizben vagy takarmanyban) adott antigénekre, vagyis az
ugynevezett eheté vakcinakra vonatkozéan. A folyamatosan megujulo és fejl6dd allatorvosi
vakcinakutatasnak egyik célija az oralisan adhat6 antigének fejlesztése (Tacket, 2009),

legyen sz6 mez6égazdasagi haszondllatok vagy vadon él6 allatok immunizalasarol.

6.3. AZ ANTIGENELOALLITAS LEHETOSEGEI NOVENYEKBEN

A génexpresszio, igy a fehérjeantigén-eléallitas névényekben is lehetséges. Az elsd
rekombinans, névényben eléallitott vakcinaantigén létrehozasa 6ta (Mason és mtsai., 1992)

a névényi vakcina eléallitas kiterjedten kutatott terlletté valt.

6.3.1. Transzformalhat6 ndvényfajok

A vakcinaantigéneket elGallité novények nem csak a fehérjetermelés eszkdzeiként
johetnek széba, hanem Ujszerl vakcinabeadasi moédszerként is. Megfelel6 genetikai
szabalyozas segitségével egyes novényi szervekben (mag, gyumolcs, gyokérgumo) az
antigének felhalmozhatdk. A transzformalds vagy az expresszios rendszer kifejlesztése utan
az antigéntermelés igényei gyakorlatilag megegyeznek a nodvénytermesztés igényeivel,
nagyon leegyszerlsitve jobbéra csak napfényre, termé&fdldre és vizre van szikség. Az

antigént termel6 névény helyben is termeszthetd, ott, ahol vakcinara igény merdl fel, igy a
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szallitasi és tarolasi koltségek is jelentdsen csokkentheték (Warzecha és Mason, 2003). A
sejten bellli antigéneket a sejtfal védi a koérnyezet hatasaitol, példaul magvakban helyes
tarolas mellett évekig stabilak maradnak (Wright és mtsai., 2001; Khan és mtsai., 2012).

Szamos novényfaj szerepelt méar lehetséges gazdafajként vakcinaelSallitasi
kisérletekben. A dohany (Nicotiana tabacum) az elséként transzformalt novényfajok kozé
tartozik, toxikus alkaloidoktol mentes valtozata hasznélhatd lehet allatok szajon at térténd
immunizalasara. A Pillang6sviragiak (Fabaceae) csaldd tagjai elterjedten termesztett
takarmany- vagy élelmiszerndvények, nagy fehérjetartalmu leveleik vagy terméseik
(hivelyesek) miatt. Antigéntermelést létrehoztak mar lucerndban (Medicago sativa), fehér
herében (Trifolium repens), galambborséban (Cajanus cajan), tehénborséban (Vigna
unguiculata) és foéldimogyoréban (Arachis hypogaea). A gabonamagvak szintén nagy
fehérjetartalmuak, és ipari feldolgozasukra régéta kialakult gyakorlat all rendelkezésre,
rdadasul hosszutava tarolasuk is megoldott. Hatranyuk fehérjetermelési szempontbdl, hogy
termesztésik rendkivil nagy terlletet igényel, és ez megneheziti a transzgénikus névények
megfeleld elszigetelésére hozott szabalyok betartasat. Tébb, burgonyat (Solanum
tuberosum) felhasznalé expressziés rendszert fejlesztettek mar ki, valamint olyan
prométereket is, amelyek a fehérje termelést a burgonya ehet6 részébe, a gyokérgumdba
koncentraljak. A gyumdlcsok, mint vakcinael6allité gazdak felhasznalasanak oriasi
lehetésége, hogy emberekben is alkalmasak lehetnek szajon &t térténd antigénbevitelre,
mert nyersen is fogyaszthaték. A paradicsom (Solanum lycopersicum) transzformélaséara
mar olyan promoéter is elérhetd, amely az antigénexpressziot a gyimoélcsbe iranyitja, viszont
az ott uralkodo, viszonylag savas pH egyes antigéneket karosithat. A fejl6dé orszagokban a
banan (Musa paradisiaca) termesztése népszer(, és vegetativ szaporitasa miatt a transzgén
elvesztésének esélye is elhanyagolhatd, de sajnos a gyumoélcsspecifikus promoéterek még
nincsenek meghatarozva ebben a fajban és termesztése a gabonamagvakénal Iényegesen
koltségesebb (Warzecha és Mason, 2003).

A ludfi (Arabidopsis thaliana) az élettudomanyi kutatasokban el&szeretettel hasznalt
modellndvény, igy ez is egyike az elséként transzformalt névényeknek (Lloyd és mtsai.,
1986), a mai napig kedvelt gazdafaj. A nagy és értékes fehérjetartalma miatt a
reformkonyhéban egyre népszerlibb ndévény a libatopfélék csaladjaba tartoz6 quinoa
(Chenopodium quinoa), ugyanezen okbdl a fehérjetermelésre is igéretes jeldlt. Sajnos
azonban, a gabonakhoz hasonldan, ezt is h6kezelésnek kell alavetni az emberi fogyasztast

megel6zben.
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6.3.2. A ndvényekben torténé antigéneldallitas modszerei

A novényi expresszios rendszerek két kulonb6z6 modszeren alapulhatnak. Az els6
esetben a beultetend6 fehérjeantigén genetikai kodjat a gazdandvény genomjéba illesztik,
amelynek eredménye genetikailag moédositott, transzgénikus névény. A masik modszer
hasznalata sordn a gazdandvény genetikai modositdsara nincs szilkség, mert ebben az
esetben egy ndvényeket fert6z6 virus juttatja az antigén kodjat a fertézott ndvény sejtjeibe.
Ezesetben az antigén kifejez6dése csupan atmeneti, és a gazda szamara idegen fehérje
termelédése csakis addig zajlik, amig a ndvény virusfert6zottsége tart és a virusnukleinsav
jelen van a sejtben. Masként fogalmazva, ebben a masodik esetben genetikailag médositott
virusrél beszélink, amelynek szaporitdsa csak névényekben lehetséges. Ugyan mindkét
modszernek megvannak a maga elényei és hatranyai, mindkettd alkalmas lehet nagy

mennyiségi, gazdasagos fehérjeelballitasra.

6.3.2.1. Stabil transzformalas

A vakcina eléallitdst célz6 transzgénikus noévény-elballitas ma mar rutinszeriien
alkalmazott eljarasokon alapul. Legels6 |épésként az adott kérokozé azon antigénjét kell
kivalasztani, ami a leger6sebb és protektiv immunvalasz kivaltdsara képes. A legtébb allat-
egészséglgyi jelentéségl korokozd esetében ezek mar jol ismertek. A kivalasztott
fehérjeantigbn DNS-kodja lesz a transzgén. A transzgénrdl tértén6 mRNS-atiras
szabalyozasahoz azutan megfelel6 promoterszekvenciat is kell a gén elé illeszteni. Egy jol
kivalasztott promoter noveli a génrél termel6dé mRNS, majd fehérje mennyiségét, és
lehetbvé teszi a fehérjeantigén termelésének bizonyos szintli szabdalyozasat is, példaul
hasznalhatok indukalhaté promoterek, vagy olyanok, amelyek a gének kifejez6dését a
novényi szervezeten belll bizonyos szervekre irdnyitjiak (egész novény, levelek,
gyOkérgumok, termés), ahol a fehérje fel is halmozhat6. A prométer ezen Kkivl
befolyasolhatja azt is, hogy a novény életének melyik szakaszaban termeli az el6allitani
kivant fehérje legnagyobb részét. Esszer(i az antigént abban a névény szervben eléallitani,
amelynek 0sszfehérje-tartalma viszonylag nagy (pl. mag), mert a transzgénikusan eléallitott
fehérje az 6sszfehérjének csak kis hanyadat teszi ki. Kisérleti és kutatasi célokra elterjedten
hasznalt példaul a karfiol-mozaikvirus 35S (cauliflower mosaic virus, CaMV 35S) prométer,
mert er6s és hosszan tartd6 génexpressziot tesz lehetévé gyokérben és levelekben, viszont
mivel ezeknek a szbveteknek az 0Osszfehérje-tartalma viszonylag kicsi (2-5%),
vakcinagyartdsra ezek nem alkalmasak (Tiwari és mtsai., 2009). A génexpresszio
hatékonysaga jelentésen novelhetd kodonoptimalizacio segitségével, mert a genetikai kod

univerzalis ugyan, az egyes él6lények eltéré gyakorisaggal hasznalnak egy-egy kddot az
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azonos aminosavakat koédold tripletek koézdl. A fehérjetermelés ezért nagymértékben
javithato, ha a gazda faj altal preferalt kodokat részesitjuk elényben.

A transzforméacié eredményeképpen az idegen gén a ndvénysejt genomjaba stabilan
integralédik, a gén ezutdn a mendeli genetikanak megfeleléen 0Oroklédik az ivaros
szaporodas soran. Ez magaban hordozza az un. kikeresztez6dés lehet6ségét, amelynek
megel6zése és altalaban a transzgénnel torténd kontaminécié veszélyeinek kikliszobolésére
mez6gazdasagi korilmények kdzott hasznalt médszerek egy 6nallé tudomanyagat képeznek
(Daniell, 2002).

A transzformalas egyetlen sejtet érint, majd ebbdl a sejtbél regeneralédik a teljes,
immar transzgénikus novényi szervezet. Egyes novény sejtek, az dgynevezett
merisztémasejtek ugyanis rendelkeznek azzal a tulajdonsaggal, hogy megfelel6 biokémiai
kérnyezetben visszanyerjék totipotencidjukat, vagy dedifferencialédjanak, ezutan erre
alkalmas biokémiai iranyitas alatt egyes szervek, vagy teljes névény néjon ki belblik. Ezt a
jelenséget hasznaljdk ki egyébként a novények vegetativ szaporitdsa soran (pl. bujtas,
dugvanyozas). Minden, az eredeti sejtbdl kifejlédott utdéd sejt azonos genommal rendelkezik.

A ndvények stabil transzformaldsara szamos kdzvetett és kdzvetlen eljaras létezik.

6.3.2.1.1. KOzvetett transzformalas

A kozvetett, vagyis indirekt transzformalas soran novényekben tumorokat okozo
baktériumfajokat hasznalunk. Az Agrobacterium tumefaciens a golyvasodéas korokozoja, mig
az A. rhizogenes a gyokérszérosodeésert felelés, mindkét korkép daganatszerii ndvedékek
megjelenésével jar a ndvények kilonbdzd részein. Korokozéd képességikért a bennik
megtalalhaté plazmidok a felelések: az A. tumefaciens Ti- (tumor indikald-, tumor inducing-)
és az A. rhizogenes ehhez nagyon hasonlé szerkezetl Ri- (gyokeér indukalé-, root inducing-)
plazmidja (Zaenen és mtsai., 1974). A Ti-plazmidon talalhaté egy T-DNS nevl szakasz,
amely a daganatos transzformacié soran a fert6zétt sejt genomjaba integralédik (Joos és
mtsai., 1983). A gazdasejt azutan az ezen a szakaszon elhelyezkedé génekrél sejtburjanzast
okozo fehérjéket (auxinszintézisért felelés enzimeket és ndvényi citokineket) termel, valamint
olyan enzimeket, amelyek az uUgynevezett opinszintézist katalizaljdk. Az opinok olyan
aminosavak, amelyek alapvetd nitrogén- és energiaforrasként szolgalnak az Agrobacterium-
ok szamara, de mas organizmusok nem képesek hasznositani 6ket. A T-DNS akkor is a
gazdasejt genomjaba integralodik, ha a T-DNS-szakaszbdl a sejtburjanzasért felel6s géneket
kivagjak (Chilton és mtsai., 1977), helylkre a genomba ultetendd transzgén és promotere
kerll, az opinszintézis enzimeinek helyére pedig promoétereik meghagyaséaval
antibiotikumrezisztencia-gének Ultethetdk (pl. kanamycin-rezisztencia gén), igy a Ti-plazmid

vektorként haszndlhaté (Binns, 2002), a transzformalt sejtek pedig kanamycinnel
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szelektalhatok. Szintén a Ti-plazmidon foglalnak helyet azok a virulencia (vir) gének,
amelyek a fertézésért és a Ti-plazmid sejtbe juttatasdért, majd a T-DNS integralasaért felel6s
fehérjéket kodoljak. A vir gének altal kédolt fehérjék akkor is képesek a T-DNS szakaszt a
fert6zott sejt genomjaba integralni, ha azoktol kuldon plazmidon foglalnak helyet, de k&z6s
baktérium sejtben vannak jelen. A vir plazmidok és a T-DNS plazmidok szétvélasztaséaval
jottek létre a binaris vektorok, amelyekben a T-DNS szakasz sokkal kodnnyebben
manipulalhatd, mint az 6riasi (~200 kb) méretl teljes Ti-plazmid esetében (Hoekema és
mtsai., 1983). Egyetlen, Agrobacterium kozvetitésével transzformalt totipotens névénysejtbdl
egy teljes transzgénikus novénysejt felnevelhetd, melynek minden sejtie tartalmazza a
transzgént. Ma a j6l megtervezett, ismert restrikcios endonukleaz hasitasi helyeket, erés
prométereket és meghatarozott szelekcidés rendszereket tartalmazoé binaris vektorok széles

kore all rendelkezésre (Rao és mtsai., 2009).

6.3.2.1.2. Kdzvetlen transzformalas

Az Agrobacterium kozvetitette indirekt transzformacié ma mar egysziki és kétsziki
novényekben is elvégezhetd, és ez a leggyakrabban alkalmazott médszer a névények
genetikai moédositasara, am kezdetben kivitelezése egyszikliekben nehézségekbe tkdzott,
ezeért kozvetlen génbeviteli médok is fejlddésnek indultak, amelyek soran baktérium kozvetité
szerepére nincs sziikség (Rao et al., 2009).

A leggyakrabban hasznalt kozvetlen modszer a részecskebombéazas vagy mas néven
biolisztikus transzformalas, melyet Sanford és Klein fejlesztett ki a névények sejtfalan valé
athatolasra (Klein és mtsai.,, 1987; Sanford és mtsai., 1987). Elénye, hogy gazdafajtol
flggetlen, és egyszerre tébb transzgén is beviheté a novényi sejtbe. A folyamat soran a
DNS-t kis (0,5-5 ym) atméréja hordozoérészecskékre, tn. microcarrierekre viszik fel.

Ezek anyaga leggyakrabban arany vagy wolfram, ami biztositja, hogy az 6rokit6
anyaggal nem lépnek kémiai kolcsonhatasba. A hordozok sejtbe juttatdsa génpuskaval
torténik. A részecskék felgyorsitdsara hélium- vagy nitrogéntilnyoméast alkalmaznak
(gondoljunk a légpuskékra). A nagy sebességre felgyorsitott részecskék képesek a névényi
sejtek falan athatolni, igy a sejtbe jutni (Uchida és mtsai., 2009).

Az elektroporalas, mas él6lények sejtieihez hasonléan, a novényi sejtekben is
alkalmazhaté a DNS sejtbe juttatasara. Az eljaras soran egy erds, de rovid ideig tartd
elektromos impulzus porusokat nyit a sejtmembranon, amiken Kkeresztil a nagyobb
molekulak (plazmidok, fehérjék) képesek a sejtekbe jutni. Az elektroporalast kezdetben csak
protoplasztokon (leemésztett sejtfali ndvénysejt) tudtdk elvégezni, méra azonban sejtfallal

rendelkez6 sejteken és novényi szOveteken is alkalmazhatonak bizonyult. El6nye, hogy
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eszkozigénye Kicsi és tobb sejt éli tal, mint a részecskebombazast (Sorokin és mtsai., 2000).
A moédszer egyszerlisége és viszonylagos hatékonysaga ellenére kevésbé terjedt el.

A kozvetlen transzformalasra mas maodszerekkel is torténtek probalkozasok, de ezek
egyike sem hozott atité sikereket. Ilyen modszerek az imbibicio, kémiai mddszerek, a
pollencs® moddszer, liposzomék alkalmazésa, szilikon-karbin medialt transzformacio és az

elektroforézis (Rao és mtsai., 2009).

Az egész novényi sejthez hasonléan a zo6ld szintestek (kloroplasztok) is transz-
formalhatok. Ennek elénye, hogy a kloroplaszt DNS-e nagy kopiaszdmban van jelen
(100/szintest, a zold levél egy sejtiében pedig akar 100 kloroplaszt is lehet), valamint, hogy
kizarélag anyai 6roklédése révén a pollenben nem talalhaté meg a transzgén, igy az ilyen
novények esetén a transzgén terjedésének kisebb az esélye. Hatranya, hogy a transzgénrél
termelt fehérjék zarvanyokban akkumulalédnak és ilyenkor térszerkezetik is megvaltozhat,
valamint, hogy a poszttranszlacios médositasok (Gleba és mtsai., 2005) ritkan jatszédnak le,

feltehet6en a kloroplasztok prokariota eredete miatt.

6.3.2.2. Atmeneti transzformalas virusvektorok kdzvetitésével

Novényeket fert6z6 virusok felhasznalasakor genetikailag médositott virus viszi be az
antigén genetikai kodjat a névényi szervezetbe szisztémas fertézés soran, és errdl képzddik
a termelni kivant fehérje (Koprowski és Yusibov, 2001). A mddszer elénye, hogy nem kell
transzgénikus névényt elballitani, ezaltal egy adott rendszer kifejlesztésének ideje jelentésen
lerévidul. Az igy termelhetd fehérje mennyisége tobb és kisebb az esélye a géncsendesités
jelenség kialakulasanak (Warzecha és Mason, 2003).

Az atmeneti expresszio lehetéségeit korlatozza, hogy a virusgenomba épitheté idegen
gének mérete véges (Koprowski és Yusibov, 2001). Akéar transzgénikus novényi
minden esetben kizarolag alegységvakcina elbdallitasa lehetséges. A virusvektorok
alkalmazasa esetén elényds, ha sikerll egy korokozo elleni protektiv immunitast egy—két
rovidebb, de erésen immunogén expresszalandd epitépra leszikiteni. A virusvektorok
esetén ugyanis, bar megoldhatd, hogy a virusgenom egy teljes idegen gént tartalmazzon,
ennek a stabilitasa a genomon belil nem minden esetben tokéletes, a virus replikacioja
soran megszabadulhat a bevitt géntél (Marillonnet és mtsai.,, 2005). A stabilitas
szempontjabol elényosebb a helyzet, ha nem a teljes idegen gént, hanem csak a fontos
epitop kodjat ultetik be. llyenkor lehetéség nyilik arra is, hogy ezt az epitdpot a névényi virus
a felszinén, valamelyik struktaralis fehérjében jelenitse meg, pl. egy, a ndvényvirus

életciklusa szamara nélkiulozhetd epitop idegen epitdpra torténd cseréjével, vagy, az eredeti
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fehérjeszerkezet megdrzése mellett, megfeleld pozicidba illesztjilk a beépiteni kivant
epitopot.

Ez nem csak a rekombinans virus stabilitasa szempontjabdl lehet jelentés, hanem tébb
hely maradhat a vektoron egyéb, akar més kérokozékbdl szarmazé epitopok vagy adjuvans
hatasu fehérjék egylttes expresszidjara, bi- vagy polivalens alegységvakcinak
eléallitasahoz.

A névényvirusokkal torténé transzfekcié mellett mas lehetéség is rendelkezésre all az
atmeneti expresszié létrehozasara: ez az agroinfiltracié. Hasonléan az Agrobacterium-
mediélt stabil transzformalashoz, itt is a baktériumban |évé binaris plazmidba Ultetett
transzgénrdl torténik az expresszio. A baktériummal nem egy sejtet fert6znek, amibdl aztan
késébb egy teljes novény alakul ki, hanem egy ndvény mar differencidlt részét,
leggyakrabban a levelét. Ennek sordn a T-DNS a ndvényseijt citoplazmajaba jut, de nem épul
be annak genomjaba, fehérje atiras viszont atmenetileg igy is torténik rola. igy az atmeneti
expressziora jellemz6en gyorsan Kkifejleszthetd a rendszer és a transzformacidhoz
viszonyitva, nagy fehérjehozam érhet6 el, révidebb ideig. Az agroinfiltracié soran a leveleket
Agrobacterium szuszpenziéjaval infiltraljak vakuum vagy nyomas segitségével (Kapila és
mtsai., 1997). A mdédszer még nem alkalmas ipari mérték(i rekombinans fehérje eléallitasara,
am folyamatosan fejlédik, példaul egyes géncsendesités-szupresszorok ko-expressziéjaval a

hozam 6tvenszeresére novelhetd (Voinnet és mtsai., 2003).

6.4. AZ UBORKA-MOZAIKVIRUS, MINT EXPRESSZIOS VEKTOR

A munkénk soran expresszios vektorként az uborka-mozaikvirust (cucumber mosaic
virus, CMV) hasznaltuk fel. A CMV a Bromoviridae csalddon belil a Cucumovirus
nemzetségbe tartozik, gazdaspektruma rendkivil széles, tdbb mint 1200 ndvényfajra kiterjed
(Mochizuki és Ohki, 2012), amelyek kozo6tt szamos mezdgazdasagi és diszndvény talalhato.
Sok ehetd faj is fertbzhetd, példaul banan (Musa spp), uborka (Cucumis sativus), eper
(Fragaria x ananassa), sargarépa (Daucus carota), paprika (Capsicum spp), paradicsom
(Solanum lycopersicum), salata (Lactuca sativa), zeller (Apium graveolens var. dulce; Natilla
és mtsai., 2004). A virus széles gazdaspektruma, részletesen jellemzett genomszerkezete,
replikaci6janak, valamint névényen bellli (sejtek kozotti €s szisztémas), és novények kozotti
terjedésének maodjai mind jol ismertek, ezért igéretes vektorjeldlt rekombinans fehérje és
ehet6 vakcina eléallitasahoz akar emberek, akar allatok részére.

A CMV-virionok izometrikusak, kortlbeltl 28-30 nm atméréjlek, pozitiv iranyitottsagu,
egyszali RNS genomot tartalmaznak. Az RNS-genom harom kulonéllo szalbdl épil fel: az
RNS 1 és RNS 2 a virus replikdz-komplexének génjeit kodoljak, valamint az RNS 2 szélon

egy olyan gén is talalhato, ami a fert6z6tt uborkaban a jellegzetes tiinetek kialakulasaért és a
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virus szisztémas terjedéséért felelés. Az RNS 3 két fehérjét kddol, az egyik szintén a virus
terjedésében jatszik szerepet, a masik pedig a kapszidfehérje (coat protein, CP; Salanki és
mtsai., 1997). Rekombinans uborka-mozaikvirus létrehozasahoz, ha a belltetendd epitopot a
virus felszinén tervezzik megjeleniteni, akkor a CP-t kédol6 RNS 3 szakasznak az
atszerkesztésére van szikség. A kapszid ikozahedralis, trimeres szerkezetli (haromszdg
alaku egységekbdl all) és minden trimert egy A, egy B és egy C alegység alkot (1. 4bra),
amelyek aminosavsorrendje megegyezik, térszerkezetik viszont kilonb6z6. Masféle
megkdzelitésben 5 db A alegység egy pentamert, 3 B és 3 C alegység pedig egy hexamert
alkot (Smith és mtsai., 2000).

Harom olyan inzerciés pontot ismeriink a CMV kapszidjaban, ahova idegen epitopot
Ultetve a CMV szaporodasa és terjedése a fert6z6tt névényben nem szenved zavart
(Nuzzaci és mtsai., 2007; Vitti és mtsai., 2010). Ezek kdzul egy a virion belsé fellletén, kettd
pedig a kuls6 felszinén helyezkedik el (1. és 2. &brak). A belsé fellleten talalhatd inzercids
helyen uralkodé elektrosztatikus viszonyok csak pozitiv toltésl epitdpok belltetését teszik
lehetévé, a nagy, semleges, vagy negativ toltésl epitdpok a virusgenom-RNS kapszidhoz

kotédését akadalyozzak, igy az erre a helyre inzertalt konstrukcidk viszonylag instabilak.
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1. abra. A CMV virion szerkezete és az inzercios helyek. Az A, B és C alegységek
sorrendben cian, rézsaszin és narancsérga szinlek. Az inzercids helyek kék, voros és
z0ld szinlek (Gellért és mtsai., 2012).
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2. abra. Az uborka-mozaikvirus virionjanak molekuléris felszine (A) és részleges
keresztmetszeti képe (B) Piros gombdkkel jeldltik azokat az aminosavakat, amelyek
mogé idegen eredeti virus epitdp szekvencidkat lehet gy beépiteni, hogy kdzben a
CMV fert6z6képes marad a gazdandvényen (Tombéacz és mtsai., 2012).

Legel6szor Hepatitis C virusantigéneket allitottak el rekombinans CMV segitségével,
a létrehozott konstrukciék akalmasak voltak humordlis immunvalasz kivaltdsara nyulakban
és a cellularis immunvalasz er6sitésére kronikusan fert6zott emberekben (Piazzolla és
mtsai., 2005; Nuzzaci és mtsai.,, 2007). A szintén human egészséglgyi jelentéségi
Alzheimer-kér megelézésével kapcsolatos epitdpokat is sikerrel inzertaltak CMV-be (Vitti és
mtsai., 2010).

Ahhoz, hogy a CMV-vektor segitségével el6allitott antigéneket oralis immunizélasra
lehessen hasznalni, a viruspartikuldknak elegendé aranyban kell tulélnitk az
emésztérendszer szamukra karos hatésait, hogy megfelel6 immunvalaszt tudjanak indukalni.
Egy vizsgalatban szimulalt gyomor- és bélfolyadékkal kezeltek vad tipusu és Hepatitis C
epitopot expresszalé rekombinans CMV virionokat, azutan poliakrilamidgél-elektroforézissel
ellendrizték azok épségét. A partikulak a kezelés utan intaktak maradtak. Ugyanebben a
vizsgalatban nyulakkal etettek rekombinans CMV-vel kezelt salatat, és a belélik vett
vérszérummintadban lévd ellenanyagok specifikusan tudtak kapcsolddni a csak az inzertet

tartalmazo antigénnel Western Blot kisérletben (Nuzzaci et al., 2010).

6.5. ANTIGEN-ELOALLITAS THALASSIOSIRA PSEUDONANA MIKROALGABAN

A Thalassiosira pseudonana a kovamoszatok (Bacillariophyta) osztalyaba és a
centrikus kovamoszatok csaladjdba (Coscinodiscophyceae) tartozé egysejtli, eukaritta,
fotoszintetizal6 mikroalgafaj, vildgszerte elterjedt, a fitoplankton gyakori alkotoja. A
kovamoszatok (mas néven diatobmok) a Fold szerves szén termelésének 20%-at adjak, és
barna szini kloroplasztjaikat masodlagos endoszimbidzis utjan, valészinlleg egy

vorosmoszatfaj bekebelezésével szerezték (Falkowski és mtsai., 2004). Az 1958-ban gydijtott
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és azota laboratériumban fenntartott CCMP 1335 jel(i torzse volt a legelsé, teljes egészében
megszekvenalt genomu eukariota fitoplankton (Armbrust és mtsai., 2004). A T. pseudonana
modelltorzsként szolgal a kovamoszatok biolégidjanak tanulmanyozasara, genomja
viszonylag rovid (~34 Mbp), emellett genetikai modositasara a legalapvetébb eszk6zok mar
rendelkezésre allnak.

A traszgénikus mikroalgak létrehozasanak legnagyobb jelentésége ma abban rejlik,
hogy a fosszilis energiaforrasok kimertlésével egyre inkabb el6térbe kerlinek a
biolzemanyagok kinalta lehetéségek, erre a célra a kovamoszatok alkalmas jeldltek
lehetnek. A kovamoszatok koérnyezeti stressz hatasara nagymértéki lipidfelhalmozasba
kezdenek, ami kedvez a biolizemanyag gyartdsnak. A mikroalgak biomassza-eléallitd
képessége joval meghaladja a szarazfoldi névényekét és mivel vizben néveszthetéek, nem
foglalnak helyet a szantofoldi nbvények, vagy a legeldk elél (Radakovits es mtsai., 2010).
Feltételezhetéen a kbéolajkincs legnagyobb része amugy is kovamoszat eredetl
(Ramachandra es mtsai.,, 2009). A stresszhatds (példaul Si-megvonas) alatt azonban
szaporodasuk is jelentds mértékben lelassul, emiatt szilkséges e sejteket Ugy modositani,
hogy normalis szaporodasi rata mellett is indukalhat6 legyen a lipidfelhalmozas (Roessler és
mtsai., 1994). Ez az igény jelentés |Oketet adott a diatébm sejtek génmaddositasahoz
rendelkezése allo eszkoztar kifejlesztésének.

A mikroalgdkat az teszi kulondsen vonzéva a rekombinans fehérje, igy a vakcina
el6allitas szempontjabdl, hogy egysejtiiek, ndvekedési erélyiik egyszeri tapanyagok, viz és
napfény esetén megkdzeliti a baktériumokét, vagy az élesztd sejtekét. Mivel szénforrasként
szén-dioxidot hasznélnak, a novesztett kultrdk bakterialis vagy fungdlis kontaminaciénak
kevésbé vannak kitéve. Novények, de nem tartoznak a hagyomanyosan fogyasztott
élelmiszer- vagy takarmanynovények koze, ezért annak az esélye, hogy ezeket rekombinans
fehérjével kontaminaljdk, elhanyagolhat6 (Rasala és Mayfield, 2015). A szantéfoldi
novényekhez képest kulonbség, hogy vizben tenyésznek és termesztésik mindenképpen
zart rendszert, tankokat igényel, am ebben a zart rendszerben kdnnyebben megoldhat6 a
kontaminacié csokkentése mellett a tdpanyagok és a viz visszaforgatasa. Az el6allitott
rekombinans sejtek esetében, éppen egysejti mivoltuk miatt nincs szikség a rekombinans
novény tovabbi feldolgozéséara, az ehetetlen részek eltvolitdsara és megsemmisitésére, és
a felhasznalt tapanyag mind a termelt fehérjét tartalmazé részben hasznosul. (Specht és
Mayfield, 2014). A mikroalgak liofilizalassal hosszan, akar 20 hénapon &t tarolhatok, sejtfaluk
a pepszines emésztésnek in vitro kérilmények kozott ellenall (Dreesen és mtsai., 2010).

A T. pseudonana esetében elséként Poulsen és munkatéarsai (2006) irték le a faj stabil
transzformaldsanak médszertani alapjait, amely szerint a génbevitel leghatékonyabb médja a
részecskebombazas (biolisztikus transzformécio). Ennek soran antibiotikumrezisztencia-gént

és erds, konstitutiv génexpresszidt lehetévé tévé promotert (fucoxanthin chlorophyll a/c-

26



binding protein, fcp promoter; Falciatore és mtsai., 1999) tartalmazé vektort is kifejlesztettek,
valamint zold fluoreszcens fehérjét (enhanced green fluorescent protein, eGFP) stabilan
kifejez6 torzset is sikerult eléallitaniuk.

A rekombinans fehérje kisérleti eléallitdsara leggyakrabban hasznalt mikroalgafaj a
Clamydomonas reinhardtii (Rasala és Mayfield, 2015). Diatbmokban, igy T. pseudonana
mikroalgaban termelt vakcinaantigénekr6l még nem sziletett tudoméanyos publikacio, az
errél sz06l6 informacio szabadalmi bejelentés formajaban érhetd el
(https://patentscope.wipo.int/search/en/detail.jsf?docld=W02013063388).

6.6. A KETTES TIPUSU SERTES CIRCOVIRUS (PCV2)

A PCV2 altal okozott megbetegedések elsé leirasuk (Harding és Clark, 1996) éta
koézismerten hatalmas karokat okoznak a sertés agazatban vilagszerte. A PCV2 az egyik
legkisebb ismert, allatokat fert6z6 virus. Genomja 1767 vagy 1768 nukleotid hosszusagu
szimpla szalu cirkularis DNS. Egyetlen strukturdlis fehérjéje a kapszidfehérje (capsid protein,
cap), amely 233 aa hosszlUsagl. A PCV2 kis mérete, mas virusokhoz viszonyitott
egyszerlisége, jarvanytana (nagyrészt oronazdlis tejedése) és j6 genetikai jellemzettsége
alkalmas jeloltté tette arra, hogy modellként szolgaljon eheté allat-egészségiigyi antigén

|étrehozasara tett kisérletekben.

6.6.1. A sertés circovirusok

A sertés circovirusoknak két tipusa ismert. Az egyes tipusu sertés circovirus (PCV1) a
legelsé ismert circovirus, 1974-ben izolaltdk sertésvese (porcine kidney, PK-15)
sejttenyészetbdl (Tischer és mtsai., 1974; 1982). A PCV1 apatogén (Allan és mtsai., 1995,
Puvanendiran és mtsai., 2011), ezt azonban néhanyan megkérddjelezik (Saha és mtsai.,
2011). A PCV1 megtalalhaté a hazi sertésekben (Ellis és mtsai., 2000, Calsamiglia és mtsai.,
2002) és a vaddiszndkban (Csagola és mtsai., 2008), kereskedelmi forgalomban kaphato,
pepszint tartalmazé készitményekben (Fenaux és mtsai., 2004b) és vakcinakban (Quintana
és mtsai., 2006, Victoria és mtsai., 2010, Ma és mtsai., 2011, Gilliland és mtsai., 2012). Allat-
egészseégugyi jelentdsége valdszinlileg csekély.

A PCV2 genetikailag meglehetésen valtozatos virus, a jelenleg elfogadott
csoportositas szerint 3 genotipusa létezik: a PCV2a, a PCV2b és a PCV2c (www.pcvd.org).
A PCV2c genotipust csak Déanidban irtdk le, 1980-bdl, 1987-bdl és 1990-bél szarmazd

mintdkat feldolgoz6 vizsgélat sordn (Dupont és mtsai., 2008), azéta sehol mashol nem

mutattak ki.
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A PCV2a- és PCV2h-genotipusok vilagszerte elterjedtek, a kezdetben jellemzé PCV2a
tulsuly helyett mara a PCV2b, azon belll is annak egyik szubtipusa, az Olvera és mtsai.
(2007) szerinti 1A vélt dominanssa (Carman és mtsai., 2006, Gagnon és mtsai., 2007,
Cséagola, 2009, Wang és mtsai., 2009). Ezt a genetikai beszlkilést most valdszinlileg a
vakcinazasok hatasaként jelentkez6 szelekcios nyomas miatt Ujabb és ujabb variansok
megjelenése koveti (Lérincz, 2014). A PCV2-genotipusokban patogenitasbeli kilénbség
feltételezhetd (Allan és mtsai., 2012; Li és mtsai., 2010), &m ezzel kapcsolatban nincs teljes
egyetértés a szakirodalomban (Oppriessnig €s mtsai., 2008).

Kinabdl szdrmazé szekvencidk alapjan tovabbi két, PCV2d és PCV2e elnevezési
genotipus létezését is feltételezik (Wang és mtsai., 2009; Guo és mtsai., 2010). A PCV2d-
csoport tagjait Eurépaban és Amerikaban is kimutattdk (Toplak és mtsai., 2012; Xiao és
mtsai., 2012). A PCV2d- és PCV2e-genotipusok tagjai nem kilénbdznek eléggé a korabban
leirt genotipusokba tartozé virusoktdl ahhoz, hogy a PCV2 genotipusokra vonatkozé ajanlas
(Grau-Roma és mtsai., 2008) szerint valéban kilén csoportot képviseljenek, ezért |étezésik

ma nem elfogadott (Lérincz, 2014).

6.5.1.1. A PCV2-asszocidlt kérképek

A legelséként leirt PCV2 okozta betegséget a valasztott malacok circovirus okozta
sorvadasanak (postweaning multisystemic wasting syndrome, PMWS) nevezték el (Clark,
1996; Harding és Clark, 1996). Ezt kdvet6en a betegséget szamos mas koérképhez is
kapcsoltdk: szerepe lehet a sertések légzdszervi betegségkomplexe (porcine respiratory
disease complex, PRDC, Halbur, 1998; Thacker, 2001), a sertések dermatitisz nefropatiaja
(porcine dermatitis nephropathy, PDNS, Segalés és mtsai., 1998, Rosell és mtsai., 2000)
kialakitdsaban. Kimutattak szaporodas bioldgiai rendellenességek (West és mtsai., 1999),
elhalasos tudégyulladas (Pesch és mtsai., 2000) és exszudativ epidermitisz (Kim és Chae,
2004) hatterében is. A PCV2 Altal okozott betegségek Uj beosztasuk szerint 2 csoportra
oszthatdk: szubklinikai forméra és klinikai megbetegedésre (Segalés, 2012). Eszerint a
klinikai megbetegedések kozé tartozik a PCV2 okozta szisztémas megbetegedés, a PCV2
okozta légz6szervi megbetegedés, a PCV2 okozta emésztészervi betegség a PCV2 okozta
reprodukcids zavar és a PDNS. A szubklinikai fertézés esetében a virus kimutathaté az
allatok szérumabdl, és ndvekedésbeli visszamaradas figyelheté meg. A PCV2 fert6zottség
klinikai és szubklinikai formdban is immunszuppressziét okoz (Mavrommatis é€s mtsai.,
2014). Ez a vakcindzasok hatékonysagéat csotkkenti, és mas koérokozok, valamint fakultativ
patogének karokozasat noveli, csokkenti a sulygyarapodast, novelheti az antibiotikum-

felhaszndlast és az allat-egészségugyi koltségeket.
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6.5.1.2. A PCV2 antigenitasa

A PCV2 egyetlen szerkezeti fehérjéje a kapszidfehérje (cap), amely a virusok tdalnyomé
tobbségében 233 aminosav hosszisagu és a PCV2 egyszalid genomjarol atirddd
komplementer szalon helyet foglal6 ORF2-gén kddolja.

Crowther és mtsai. (2003) deritették fel elséként a PCV2-virion struktarajat
elektronmikroszkopos vizsgélatok segitségével. Megéallapitottdk, hogy a virion T1-es
szimmetriaju ikozaéder, ami azt jelenti, hogy az egyes kapszidfehérje-alegységek otdsével
ugynevezett pentamereket alkotnak, és az 6tszogek kbzepén az 6t kapszidfehérje-alegység
taldlkozasi pontja felel meg az 0Osszesen 20 haromszdoglapbol allé ikozaéder egyes
csUcsainak. A kapszid atméréjét 20,5 nm-nek, vastagsagat 2,5 nm-nek talaltak.

A cap-fehérje N-termindlis része a sejtmagba jutaseért felelés jelet (nuclear localization
signal, NLS) tartalmazza, amely bazikus aminosavakban gazdag (Liu és mtsai., 2001a).

A cap-fehérje antigén-ellenanyag koétédésben szerepet jatszé epitopjait Mahé és mtsai.
(2000) kezdték el felderiteni és 6sszesen 6t immundominans szakasz jelenlétét allapitottak
meg PEPSCAN maddszerrel, amely tébbnyire csak lineéris epitopok azonositasara alkalmas.
Ezek kdzll az epitépok kozil négy kizarélag a PCV2-re jellemzd (25—-43., 65-87., 113-139.
és 193-207. aa), egy pedig keresztreagal a PCV1 antigénnel (157-183. aa). A
keresztreagald antigén-determinans jelenléte ellenére a két PCV-tipus kozotti keresztreakciod
a gyakorlatban nem jellemz6, mert ez az epitdép valdszinileg a virionokon belil rejtve foglal
helyet és az ellenanyagok szamara nem hozzaférhetd.

A keresztreakcidé hianyat kihasznalva Lekcharoensuk és mtsai. (2004) az epitépok
vizsgalatat PCV1-PCV2 kiméra virionok segitségével folytattak. Ezekben a virusokban a
kapszidfehérjék eltéré aranyban tartalmaztak PCV1 és PCV2-bdl szarmazé részleteket, és
PCV2-vel szemben termelt monoklonalis ellenanyaghoz val6é specifikus kapcsolodasuk
vizsgalatadval az immundominans, konformaciés epitdpok helyét harom régiora tudtak
szlikiteni: ezek a 47-84., a 165-200. és a 230-233. aminosavak.

Shang és mtsai. (2009) tovabbi linearis epitépokat hataroztak meg monoklonalis
ellenanyagok és PEPSCAN mddszer hasznélataval, ezek a 230-233., 195-202., és a 92—
103. aminosavak. Azoknak az ellenanyagoknak a segitségével, amelyek lineéaris epitépokkal
nem, de a teljes cap-fehérjével reagaltak, konformacios epitopokat kerestek, ezek
lehetséges helyeként a 205—-230. aa-kat, valamint az elsé hatvan és az utols6 harom aa-at
egyutt tartalmazé régidkat hataroztadk meg. A szerzdk a kildonbézé PCV2-genotipusok
antigenitasaban is kulonbséget taldltak. A PCV2b-izolatum utolsé négy epitopjat felismerd
monoklondlis ellenanyag nem reagalt a PCV2a-genotipusu izolatummal. Egyes genotipusok

kozotti, antigenitasbeli kilonbségeket mas vizsgélatok is felfedeztek (Lefebvre és mtsai.,
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2008; Trible és Rowland, 2012) és a két PCV2-genotipus kdzétt legnagyobb kilénbséget
mutato szakaszként a 86—-93. aa-kat hataroztak meg.

Trible és mtsai. (2011) prokariota rendszerben expresszalt PCV2-kapszidfehérje
szakaszokon vizsgalva fert6zott és vakcinazott malacok ellenyagait arra a feltételezésre
jutottak, hogy a PCV2 cap-fehérjéjén a PRRSV-hez hasonl6an egy csaliepitop talalhato,
amely er6s immunogenitasa miatt jelentdés, de nem neutralizalé ellenanyagvéalaszt indukal.
Ez a feltételezett csaliepitop a 169—180. aa-knak felel meg.

A kisérletes epitop-feltérképezést kovetben a PCV2-kapszid elsé harom dimenzids
modelljét Khayat és mtsai. (2011) készitették el és elhelyezték rajta az addig megismert
antigén-determinansokat, valamint azonositottak a virion sejtbe jutasaért feltehetéen felelés
heparan-szulfat (Misinzo és mtsai., 2006) két6helyet is (98—103 aa). A szerz6k kulon kitérnek
a Mahé és mtsai. szerinti 25-43. aa k6zott talalhaté epitdép helyzetére, mert eredményeik
alapjan ezek az aminosavak a PCV2-virionok belsé felszinén talalhatok, ezért valdésziniinek
tartjak, hogy a virus sejtbe jutasa soran ez a rész atmenetileg externalizal6dik a mas virusok
esetén mar leirt, Un. viruslégzés jelensége soran (Lewis és mtsai., 1998; Li és mtsai., 1994).
A virusok kapszidja ugyanis nem merev, a térszerkezete a koérnyezeti tényezdktél fliggben
és mas fehérjékkel valdé kolcsbnhatasok soran dinamikusan valtozhat, ez elengedhetetlen
pédaul a sejtekbe jutashoz vagy a virusok orékitbanyaganak sejtbe bocsatasahoz.

A linearis epitopok keresését tovabbfolytattak poliklonalis, PCV2-vel fert6zott
sertésekbdl tisztitott PCV2-specifikus ellenanyagok segitségével, amelyekhez véletlenszer(i
aa sorrend(i, fagkdnyvtarban expresszalt heptapeptidek kapcsolédasat vizsgaltak (Ge és
mtsai., 2013). A mddszerrel 8 antigéndeterminans régiot azonositottak a cap-fehérjén, ezek
kozott 3, azelétt ismeretlen epitopot (50-56., 86-93., 102.-107. aa). Az azonositott
epitopokkal Kunming egereket immunizaltak, a 8 epitop koézil 2 nem indukalt PCV2-
specifikus ellenanyagvalaszt, ezek az 50-56. és 229-233. aminosavak.

A szakirodalomban fellelhetd, kilénb6z6 mdédszerekkel azonositott epitopokat a PCV2-

kapszid GenBankban elérhetd referenciaszekvenciajanak példajan a 3. abra foglalja 6ssze.
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40 80
MTYPRRRYRRRRHRPRSHLGQI LRRRPWLVHPRHRYRWRRKNGIFNARLSRTFGYTVKATTVSTPSWAVDMLRFNLDDFV

120 160
PPGGGTNKISIPFEYYRIRKVKVEFWPCSPITQGDRGVGSSAIILDDNFVIKATAQTYDPYVNYSSRHTIPQPFSYHSRY

200 233
FTPKPVLDSTIDYFQPNNKRNQLWMRLQTSRNVDHVGLGTAFENSKYDQDYNIRVTMYVQFREFNLKDPPLKP

3. dbra. A PCV2 immundominans régidinak elhelyezkedése a kapszidfehérjén (NP_937957 szamu referencia szekvencia). A vilagosszirke
régié az NLS-t (Liu és mtsai., 2001a); a sotétsziirke a megjésolt heparan-szulfat kétéhelyet (Khayat es mtsai., 2011) jelélik. Narancssargaval a

Mahé és mtsai. (2000), z6ld szinnel a Lekcharoensuk és mtsai. (2004), kékkel a Shang és mtsai. (2009), bordéval a Ge és mtsai. (2013) altal
meghatarozott epitdpokat jeloltiik. A szamok az egyes aminosavak sorszamat jelolik.

31



6.6.2. A PCV2 jarvanytana és a védekezés lehetéségei

A PCV2 vilagszerte el6fordul (Segalés, 2012). Megbetegité képessége fligg az
allomany PCV2-terheltségétél, mas korokozokkal valo fert6zottségétdl, a vakcinazottsagatol,
a tartastechnolégiatol, az allathigiéniai korulményektél.

A PCV-virion fertétlenité szerekkel szemben és a kornyezeti hatasoknak kitéve is
nagyon ellenall6, burok nélkili, ezért a zsiroldészerek nem hatastalanitjak, viszonylag
alacsony pH-n (pH=3) és akar a 70 °C-os hémérsékleten is tulél (Allan és mtsai., 1994).
Erzékenyebb oxidaloszerek és Iigok roncsold hatasara, ezek hasznélata viszont gyakorlati
korulmények kozott nem ajanlott, mert a berendezéseket is kéarositjdk (Royer és mtsai.,
2001). Ezen okok miatt a mentesités még teljes allomanycsere mellett is igen nehézkes.

A PCV2 horizontdlisan és vertikalisan is terjed. A horizontalis terjedés altalaban az
egydtt tartott allatok kdzott, illetve ragalyfogd targyakkal és tdbbszor hasznalt injekcios tlvel
torténik. Az allatok egymast leginkabb az oronazalis terjedési utvonalon fertézik, de nem
elhanyagolhat6 a bélsarral Uritett virionokkal torténé fertézés jelentésége sem (Patterson és
mtsai., 2011). A PCV2 jarvanytanaban ragcsaloknak (egér, patkany) rezervoar szerepe lehet
(L6rincz és mtsai., 2010).

A PCV2 a mesterséges termékenyitésre hasznalt spermaban is jelen lehet (Schmoll,
2008). A fert6zott kanok virusuritése a spermaval szakaszosan valtozik (Larochelle és
mtsai., 2000). A spermaban lévd virus mennyiségétdl figgéen alakul a szaporodas bioldgiali
zavarok sulyossaga. Egyes esetekben a kocak meg sem fert6z6dnek (Madson és mtsai.,
2009a), de nagy virustartalmd spermaval termékenyitett kocak esetében Iétrejohet
visszaivarzas, magzatsorok kialakulasa, vetélés. llyenkor a magzatok szivizomzatabdl a
virus kimutathatd, az esetleg élve sziiletett malacok pedig virémiasak lesznek (Madson és
mtsai., 2009b). Mindenesetre, ha a kereskedelmi forgalomban kaphat6 helyett a telepen
termelt spermaval termékenyitenek, akkor az adott telepen el6fordulhat a PCV2
felhalmozédasa (Rose és mtsai., 2003).

A PCV2 elleni vakcindk 2008-as bevezetése el6tt a korokoz6 ellen az altalanos
jarvanyvédelmi és allathigiéniai szabalyok betartdsaval lehetett védekezni. Erre vonatkoz6
ajanlasokat fogalmazott meg Madec 2001-ben, amelyek jorészt alapvet6 allathigiéniara,
allatjollétre és bioldgiai biztonsagra vonatkozo feltételeket tartalmaztak az elletés kdrnyékét,
a valasztas utani idészakot, a hizlalas végének idészakat, és egyéb altalanos irdnyelveket,
mint példaul a megfelelé vakcinazasi protokollt kiemelve (Madec, 2001).

A PCV2-vakcindk kereskedelmi forgalomban térténé megjelenése elétt, a PCV2
epidémias id6szakaban (kb. 1996-2004) a morbiditas 50-60%, a valasztas utani mortalitas
pedig 4 és 20% kozott mozgott Eurépaban (Madec és mtsai., 2000; Segalés és Domingo,

2002). A vakcinazassal a virus altal okozott kartételek jelentésen csdkkenthetdk, azonban az
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okozott anyagi karok becslése és ez alapjan a vakcindzas gazdasagi hasznanak kiszamitasa
igen bonyolult. Anglidban példaul az epidémias idészakban 35 milli6 GBP/évre tették,
pusztan a valasztds utén elhullott és a vago kort el nem éré malacok kiesésével képz6dott
veszteséget figyelembe véve (Armstrong és Bishop, 2004). A vakcindzasok bevezetése utan
jelentkezé haszon azonban nagyobb volt, mint amit a klinikai megbetegedések elmaradasa
indokolt volna (Kurmann és mtsai., 2011; Young és mtsai., 2011). igy valdszini, hogy a
PCV2 altal okozott kar nagy része a szubklinikai fert6zésekkel magyarazhato, és ezek
gazdaséagi jelent6sége joval nagyobb, mint korabban gondoltdk, ezért az epidémias
id6szakban okozott gazdasagi veszteség inkabb 80 milli6 GBP/év-re korrigadlandd (Alarcon
és mtsai., 2013a).

Endémias jarvany esetén (az eurdpai orszagokra ma ez jellemzd) egy allomany
fertézottségének meértéke, a Kklinikai tlnetek suUlyossaga és az okozott anyagi kar
nagymeértékben kilonbdzhetnek a telepek kozott. Ezektdl a tényezdktél fiiggben érdemes
tobbféle védekezési mddszert is fontoléra venni, mert az egyedi esetekben mas—-mas
stratégia bizonyulhat hatékonynak. Pusztan révidtava, gazdasagi megfontolasok alapjan, a
kizarélag szubklinikailag fert6zott allomanyok esetén elegendé a vakcinazas bevezetése, és
csak sulyosabb, klinikai kérképek megjelenésével jaro fertézotiségnél ajanlott javitani a
higiénés viszonyokat is, igy, bar a PCV2 virust teljesen eltintetni nem mindig lehet, a
masodlagos fertézések esélyének csdkkentésével azonban azok immunrendszert aktivalo
hatasa, és ezen keresztil a PCV2 okozta veszteség is jelentésen csokkenthet6 (Alarcon és
mtsai., 2013b). Gyakorlati kdrilmények kdzott és a hosszatavd, jarvanytani szempontokat is
figyelembe véve minden esetben térekedni kell az allathigiéniai koérilmények olyan szintre
torténd javitasara, hogy a vakcindzas bevezetésére csak akkor keriljon sor, ha az
elkerllhetetlen. A PCV2 elleni vakcindzasnak tehat van létjogosultsaga és gazdasagilag
megalapozott (Kristensen és mtsai., 2011), de jelen formajaban nem képes megakadalyozni
a virussal valé fert6z6dést és a virusuritést.

A sertések PCV2 elleni immunizalasara kétféle gyakorlat all rendelkezésre: A malacok
vakcinazasa 2-3 hetes koruk kornyékén, vagy a kocak ellés el6tti kétszeri immunizalasan
keresztll a malacok passziv védelme maternalis ellenanyagokkal.

Eur6paban és Eszak-Amerikdban jelenleg kétféle PCV2 elleni vakcina kaphato
kereskedelmi forgalomban, amelyek vagy inaktivalt, vagy rekombindns PCV2-ORF2-gént
expresszald baculovirust tartalmazé alegységvakcinak (Beach és Meng, 2011). Ezeknek
k6z0s eleme, hogy kizardlag parenterdlisan (izomba oltva) hasznalanddk.

A Circovac (Merial) sejttenyészeten elszaporitott, thiomerzéllal tartositott és
paraffinolajjal adjuvalt, inaktivalt PCV2-virust tartalmaz. Kocdk és hizok vakcinazaséra is
ajanljak. Alapimmunizalasra kocasuldék esetében két oltas ajanlott, 3—4 hét kilonbséggel,

de legalabb két héttel a termékenyitést megel6z6en, majd egy ujabb adag, ellés el6tt két
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héttel. Kocdknak szintén kétszer, 3—4 hét kildénbséggel, az ismétld oltas legalabb az ellés
el6tt két héttel ajanlott. Emlékeztetd oltasként minden ellés elétt 2—4 héttel lehet ismételni. A
gyartd szerint a maternalis immunitas a kolosztrum felvételét kdvetéen 6t héten keresztil
tart. Malacok aktivimmunizélasara 3 hetes koruktdl ajanlott, amely 2 hét alatt kialakulé és 14
héten keresztil tartd védelmet igér (Circovac, Merial, hasznalati utasitas).

A mésik inaktivalt PCV2-vakcina a Suvaxyn PCV (Zoetis), amely PCV1 véazba Ultetett,
PCV2-bél szarmazé ORF2-t tartalmazd virusbol készil (az USA-ban Fostera PCV, vagy
Mycoplasma hyopneumoniae antigénnel kombinaciéban Fostera PCV MH néven van
forgalomban). A vakcina szkvalén-adjuvanst és thiomerzalt tartalmaz és malacok harom
hetes kortdl kezd6d6, egyszeri vakcinazasara ajanlja a gyarté, 3 hét alatt kialakuld, 19 héten
keresztul tartdé immunitast biztositva (Suvaxyn PCV, Zoetis, hasznalati utasitas). A PCV1/2
kiméravirus kisérleti korilmények koézott igazoltan, élévirus vakcinaként hasznalva nem
betegiti meg az allatokat, de PCV2 specifikus immunvalaszt valt ki, ezért vizsgaltak élé
attenualt vakcinaként térténé alkalmazhatésagat (Fenaux és mtsai., 2003; 2004a). Ennek
ellenére inaktivadlva hozzak forgalomba, egyrészt, mert a PCV1 apatogenitdsa Ujabban
vitatott (Saha és mtsai., 2011), masrészt, mert klinikai tlneteket mutaté sertésekbdl
kimutattak ismeretlen eredeti, a vakcinatérzsh6z hasonlé genomszervezddésii PCV1/2a
kiméra virust (Gagnon és mtsai., 2010). Az inaktivalt vakcinaknal varhatéan hatékonyabb,
él6 attenualt vakcina létrehozasa azonban még mindig foglalkoztatja a kutatékat (Hemann és
mtsai, 2014).

Rekombinans, ORF2-gént expresszaldé baculovirust tartalmazé vakcinak a Porcilis
PCV (Intervet) olajemulziés és az Ingelvac Circoflex (Boehringer Ingelheim) karbomerrel
adjuvalt vakcindk. A Porcilis PCV hasznalati utasitisdban mar figyelembe veszik a
malacokban mérhetd maternalis ellenanyagszintet: kis vagy kozepes titerek esetén 3 hetes
kortdl egyszeri, erds kolosztralis immunitas attoérésére kétszeri immunizalast javasolva, ez
utébbi esetben az elsé oltast mar 3-5 napos korban, a masodikat 2—3 héttel ezutan adva. A
két hét alatt kialakuld védettség varhatéan 22 hétig kitart (Porcilis PCV, Intervet, hasznalati
utasitas). Az Ingelvac Circoflex malacok aktiv immunizalasara két hetes kortdl hasznalhat6
egyszeri adagban, amelyt6l 2 hét alatt kialakuld, legalabb 17 hétig tartdé védettség varhato
(Ingelvac Circoflex, Boehringer Ingelheim, hasznalati utasitas).

Egy, a koOzelmultban megjelent magyarorszagi felmérés sordn a 2011/2012-ben
vizsgalt 52 sertéshizlald telep 92,5%-a, és a 2013/2014-ben vizsgalt 15 nagylétszamu
sertéstelep 100%-a bizonyult PCV2-fertézottnek. Az elsd felméréskor a telepek 75%-a
vakcinazott PCV2 ellen, altalaban harom hetes korukban oltva a malacokat. A késdébbi
felmérés soran a a telepek 86,6%-a vakcinazott, a leggyakrabban szintén harom hetes
korban, de az ekkor térténd vakcindzasok aranya a korabbi 77,5%-rél 62,5%-ra csokkent, és

elterjedt (30,8%) a hat, vagy hét hetes korban térténd immunizalas (Ozsvari és Blza, 2015).
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Kindban, az Eurépaban hasznélatos vakcindk kozil csak az Ingelvac Circoflex
hasznalata engedélyezett, azonban ennek 2009-es bevezetése Ota 0sszesen 16 gyartotol
tovabbi 5-féle PCV2 torzset tartalmazé inaktivalt vakcina kerult forgalomba, amelyek kozil
harom a PCV2b-, egy a PCV2d- és egy a PCV2a-genotipusba tartozik (Zhai és mtsai.,
2014). Ez azért érdekes, mert a PCV2 a DNS-virusokhoz képest nagy mutéciés rataval
rendelkezik (Firth és mtsai.,, 2009), ezért gyorsan tud reagélni a folyamatosan valtozo
szelekciés nyomasra, jelen esetben Ujabb és U(jabb vakcinatdrzsek hasznalatanak
bevezetésére, ez tovabb bonyolitja a PCV2 filogenetikéjét.

A malacok és a kocdk immunizalasan kivil még létjogosultsaga lehet a kanok
vakcindzasanak is. Erre a célra még egy PCV2 vakcinat sem engedélyeztek. Megfontolando
tényezdk ezekben az esetekben, hogy ugyan van PCV2 a spermaban, ez nem mindig fertézi
a kocédkat, valamint, maga az oltas okozta stressz, esetleg az oltds helyén kialakul6 helyi
gyulladas csokkentheti a spermatogenezist, ezaltal kevesebb, vagy rosszabb min&ségi
sperma el6allitasat kockaztatjuk. Egy tanulmanyban sem az inaktivalt, sem az
alegységvakcina nem rontotta a sperma minéséget, viszont egy-egy kanban a kezelés altal
kivaltott stressz atmeneti hémérséklet-emelkedést okozott mind az egyik vakcinaval, mind a
placebdval oltott csoportban (Caspari és mtsai., 2014). Fert6zott kanokban a vakcinazas
csOkkentette a spermaval Uritett PCV2 mennyiségét (Madson és Opriessnig, 2011;
Opriessnig és mtsai., 2011).

Az engedélyezett vakcindkon kivil szamos, még kisérleti fazisban 1évé vakcinajeldlt all
és mtsai., 2007), rekombinans Aujeszky-féle betegség virusaval eléallitott PCV2 VLP-k (Chi
€és mtsai., 2014), egy 20 aa hosszUsagu ragadds szaj-és koromfajas virus fehérjeepitopot
tartalmaz6 rekombinans PCV2 (Huang és mtsai.,, 2014), PCV2-kapszidot, interleukin-18
fehérjét és Streptococcus equi ssp. Zoopidemicus antigént eléallitd rekombinans sertéshimld
virus (Lin és mtsai., 2014). Saccharomyces cerevisiae (Bucarey és mtsai., 2014) és Pichia
patoris (Silva és mtsai., 2014) éleszt6fajokban is sikerrel termeltek PCV2-kapszidfehérjét

vakcinafejlesztési céllal.
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7. ANYAG ES MODSZER

7.1. A PCV2-EPITOPOT EXPRESSZALO REKOMBINANS CMV LETREHOZASA ES

IMMUNOGENITASANAK VIZSGALATA

7.1.1. Egérkisérlet a CMV gasztrointesztindlis tulélésének vizsgalatara

A legelsé kisérletben arra voltunk kivancsiak, hogy a CMV virionok hasznalhat6ak-e
vektorként szajon at torténd immunizalasra, és, hogy az antigének a gasztrointesztinalis
rendszerben uralkodo fizikokémiai és biologiai korulményeket tulélve jelentésebb szerkezeti
karosodasok nélkil elérnek-e azon limfoid szdvetekhez, ahol immunvélasz kialakulasat
tudjak kezdeményezni. Ebbél a célbol egér—etetési kisérletet végeztink.

Ebben a kisérletben és a dolgozatban szereplé dsszes tovabbi allatkisérletben szem
el6tt tartottuk a Szent Istvdn Egyetem allatkisérletekre vonatkozd iranyelveit és a
2010/63/EU iranyelvet. A hasznalt protokollokat a Szent Istvan Egyetem Allatkisérleti Etikai
Bizottsaga és a Mez6gazdasagi Szakigazgatasi Hivatal (2012 6ta: Nemzeti Elelmiszerlanc-
biztonsagi Hivatal) Allat-egészségiigyi és Allatvédelmi Igazgatésaga jovahagyta
(engedélyszam: 22.1/1020/3/2010). Az allatokat folyamatosan megfigyeltik a kisérletek
telies id6tartama alatt és mindent megtettink az allatok szenvedésének minimalizalasa

érdekében.

7.1.1.1. A kisérleti elrendezés

A kisérlet soran 40 egyed, 8 hetes, néstény, meghatarozott patogénektél mentes
(specified pathogen free, SPF) egeret hasznaltunk fel (CRL: NMRI BR, Charles River, USA),
melyeket a ToxiCoop KFt-t6l szereztiink be. Az éallatokat a SzIE AOTK Jarvanytani és
Mikrobiologiai Tanszeékének kisérleti allathazdban tartottuk, csoportonként kulon
dobozokban.

Az Adllatokat 6 csoportra osztottuk. Az elsd, negativkontroll-csoport (n=5) egerei
semmilyen kezelésben nem részesiltek. A masodik csoport egereinek (n=5) 1g
dohanylevélb6l (Nicotiana benthamiana) Lot és mtsai. (1972) szerint, a levelek
homogenizalasa utan szukréz-gradiens-, majd tébbszori ultracentrifugalassal kivont, vad
tipusi CM-virust hastregbe oltva adtunk be, ez korilbeltl 0,7 mg virionnak felel meg. A
ndvényvirus szaporitdsat és kivonasat Dr. Salanki Katalin, a godolléi Mez8gazdasagi
Biotechnoldgiai Kutatokdzpont tudomanyos fémunkatarsa végezte. A harmadik csoportban

(n=5) és a negyedik csoportban (n=10) minden egér egyedenként 1 g levél kivonatat kapta
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szajon at. Az otodik (n=5) és a hatodik (n=10) csoportok egereinek négyszer ennyi,
allatonként 4 g levél kivonatat (korulbelil 2,8 mg CMV-virion) adtuk be per os. Ahhoz, hogy
biztositsuk a teljes virusadag bevitelét, az etetéseket egérgyomorszonda hasznélataval
végeztik. Minden oltast és szajon at torténd immunizélast 14 nap elteltével megismételtink.
Az els6é immunizalasok id6pontjaban (0. nap), majd hetente vérmintat vettink a belsd
szemzugbdl az els6, a masodik, a harmadik és az 6tddik csoport egereibdl. A vérmintakat
szobahémérsékleten hagytuk megalvadni, majd 3000 xg-n 5 percig centrifugéltuk és a
szérumot leszivtuk, majd felhasznalasig —20 °C-on téroltuk. A negyedik és a hatodik
csoportban csoportonként 5 egér életét kioltottuk a kisérlet 14. napjan, majd a 28. napon az
O0sszes egeret extermindltuk. A negyedik és a hatodik csoportok egereibdl bélfolyadékot
gy(jtottink a csipdbelet 0,5 ml foszfat-pufferolt séoldatban (phosphate buffered saline, PBS)
eldorzsolve, amit felhasznéladsig —20 °C-on fagyasztottunk. A kisérleti elrendezést az 1.

tadblazat foglalja 6ssze.

1. tablazat. Az egéretetési kisérlet elrendezése. Roviditések: v: vérminta vétel, i.p.:
intraperitonedlis, p.o.: per 0s

1. csoport | 2. csoport | 3. csoport | 4. csoport | 5. csoport | 6. csoport
egyedszam 5 5 5 10 5 10
0. nap v 1 g levél- 1 g levél- 1 g levél- 4 g levél- 4 g levél-
kivonat, kivonat, kivonat, kivonat, kivonat,
i.p. p.o. p.o. p.o. p.o.
v v v
7.nap \Y \ Y s
14. nap Y% 1 g levél- lglevél- | 5egér:1g | 4glevél- | 5egér.4g
kivonat, kivonat, levél- kivonat, levél-
i.p. p.o. kivonat, p.o. kivonat,
% v p.o. % p.o.
5 egér: 5 egér:
euthanazia, euthanazia,
bélminta bélminta
21. nap \ v % s
28. nap euthanazia | euthanazia | euthanazia 5 egér: euthanazia 5 egér:
\Y; \Y; \Y euthanazia, \Y; euthanazia,
bélminta bélminta
vizsgalat lgG IgG IgG IgA IgG IgA

7.1.1.2. A CMV-specifikus ellenanyagok kimutatasa és mérése

A szérum- és bélfolyadékminték ellenanyag-tartalmat indirekt ELISA- (enzyme-linked

immunosorbent assay) teszttel mértik. A 96 Ilyukd mikrotiter lemezeket (Enzy—Plate,
Propilén Kft.) vad tipusu, az emlitett médon, fertézott levelekbdl kitisztitott CMV-antigénnel
érzékenyitettik a kovetkez6 modszerrel: a tisztitott virionokat PBS-ben 20 mg/ml-re

higitottuk és 1% natrium-szarkozinat (Sigma-Aldrich) oldatot kevertik hozz4, majd
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lyukanként 100 ul-t a lemezre mértink, ezutan egy éjszakan at nedves kamraban 4 °C-on
inkubaltuk. Masnap a lemezeket hdromszor mostuk lyukanként 150 pl, 0,05 % Tween 20-at
tartalmazd PBS-sel. A mosés utan a lemezeket lyukanként 100 pl, 0,05% Tween 20-at és
1% szarvasmarha-szérumalbumint (bovine serum albumine, BSA) tartalmazé PBS-sel
blokkoltuk 1 ¢ran keresztll, nedves kamraban, szobahdémérsékleten. Ujabb haromszori
mosast kdvetéen a mintdkat oszloponként felezd higitasi sorban a lemezre mértik. A
higitdsokat szérummintdk esetén 1:50, bélfolyadékmintdkndl 1:2 aranyl higitasokkal
kezdtuk. A higitdshoz a blokkol6 oldatot hasznéltuk. A lemezeket haromszor mostuk, majd a
szérummintikat tartalmazo lyukakban a koétédott IgG-ellenanyagokat lyukanként 100 pl,
egér-IgG-specifikus, tormaperoxidazzal (horse radish peroxidase, HRPO; Sigma-Aldrich)
jelolt konjugatummal detektaltuk, 1:1000-es higitasban, 1 6éran keresztlil, szobahén. A
bélfolyadékmintakbdl az IgA-antitesteket hasonlé médon, HRPO-val jeldlt egér IgA specifikus
konjugatummal (Sigma Aldrich) mutattuk ki, 1:500-as higitast alkalmazva.

Haromszori mosas utan utolsd |épésként hozzaadtuk a szubsztrat és kromogén
keveréket. Ehhez 10 ug tetrametil-benzidin port 1 ml dimetil-szulfoxidban oldottunk fel,
hozzaadtunk 9 ml citrat puffert és 3 ul hidrogén-peroxidot. Az oldatbdl lyukanként 100 pi-t
mértiink a lemezekre, majd 20 percig sététben taroltuk. Egy minta azon legnhagyobb higitasat

tekintettlk a titerértéknek, ahol még kék szinreakcié megjelent.

7.1.2. A PCV2 virion szerkezetének meghatarozasa és epitépok azonositasa

A PCV2-kapszid szerkezetének meghatarozasat és haromdimenziés modellezését Dr.
Gellért Akos, a Magyar Tudomanyos Akadémia Agrartudomanyi Kutatokdzpont
Mezbgazdasagi Intézetének tudomanyos fémunkatarsa végezte az AAC35310 genbanki
azonositd szamu PCV2 ORF2-szekvencia alapjan. A cap szerkezetének meghatarozasa az
I-TASSER program hasznalataval tortént. A PCV2 cap pentamer dsszedllitasa a Symmdock
programmal készilt, a modell tovabbi szerkezeti finomitdsa pedig a Schrodinger Suite
programcsomaggal. A grafikai modellek megrajzoldsa a VMD 1.9-es verzidjaval, a
pentamerekbél a teljes kapszid dsszeallitasa pedig a VIPERdb Oligomer Generator nevi
alkalmazasaval tortént (Gellért és mtsai., 2012).

A protektiv immuntas kivalasaért valdszinlsithetéen felelés epitopok kivalasztasat a
létrehozott haromdimenzids grafikai modell alapjan vizualisan végeztiik, a szakirodalomban
addig elérhet6 adatok figyelembevételével.

A rekombinans CMV el6éllitdsa el6tt annak megjosolt haromdimenzids modellje is

elkészilt a fent emlitett programok segitségével.
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7.1.3. Arekombinans CMV eldallitasa

7.1.3.1. A PCV2-epitopok expresszioja a CMV-virionok felszinén

A rekombinéns, grafikai modellezés alapjan kivalasztott PCV2-epitdpot felszinén
expresszaldé uborka-mozaikvirust Dr. Salanki Katalin allitotta el6, ennek menetét roviden
attekintem (részletesen: Gellért és mtsai., 2012). A CMV harom részbél all6 RNS-genomja
kulon-klén plazmidokban, DNS-re atirt formaban (pR1, pR2 és pR3 klénok) korabbrol
rendelkezésre alltak (Salanki és mtsai., 1997). A PCV2 epitép kifejezéséhez csak a CMV
lancreakcié- (polymerase chain reaction, PCR-) alapl mutagenezis segitségével allitottuk

el6. A hasznalt primerek a PCV2 224-233 epitdp inzerciéjahoz a kdvetkezbk voltak:

R3/131PCV224-233 F: 5-GGG GGA TCC ACC ACT AAA ACC ATC CGATCT TTC
CGT CGC CG-3

R3/131PCV224-233 R: 5-GGG GGA TCC TTA AGT TGA ATC CTG AAG GTA CTT
TCC GAA CTG TAA CCC-3

A PCV2 126-145 epitdp beillesztése a kdvetkezé primerek segitségével tortént:

R3/131PCV126-145 F: 5-GGG TAC GTA CGA CCC ATA TGT AAA CTA CTC ATC
CGATCT TTC CGT CG-3'

R3/131PCV126-145 R: 5-GGG TAC GTA AGT GCT GTT GCT TTA GTG ACA AAG
TTA TCG TCT CCT GAAAGG TACTT TCC GAACTG T-3'

Az alahlzott rész az els6 esetben BamHI, a masodik esetben SnaBl hasitasi helyet, a
félkdvér kiemelés a PCV2 epitdpra jellemzd részt jelolik. A PCR utan a termékeket a
megfeleld restrikcidos endonukleazzal emésztve és ligalva az eredmény olyan plazmid lett,
ami a CMV CP génjében a 131. aminosavnak megfeleld helyen a kivalasztott PCV2 epitép

DNS kaddjat tartalmazta (4. abra), ezt szekvenalassal ellendriztiik.
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pR3/131PCV

PCR ligdlas

emésztés
restrikcios endonukledzzal

4. abra. A PCR alapu mutagenezis. Piros szinnel a CMV RNS3-eredetl szakaszt jeldltik. A
haszndlt primereket nyilak képviselik. Piros szinnel a CMV CP-specifikus, z6ld szinnel a
PCV2 inzert-specifikus szakaszokat jeldltik. A restrikciés endonukledz hasitasi helyeket
narancssarga szinnel, a hasznalt inzerciés helyet citromsarga nyillal jeldltik. pR3: a CMV-
eredetll RNS3 DNS méasolatéat tartalmazo plazmid, pR3/131PCV: A PCV-eredetl epitop DNS
kédjat tartalmazo plazmid. Az 4bra nem méretaranyos.

A pR1, pR2, vad tipust pR3, a pR3/131PCV126-145 és a pR3/131PCV224-233
plazmidikrél T7 RNS-polimeraz (Fermentas) felhasznalasaval RNS-masolat készllt, ezekbdl
fertzésenként és genomszegmentenként 2 pg-ot 50 ml, 50 mM-os és pH=8,6 kémhatasu
natrium-foszfat pufferben feloldva fert6ztik a harom- (N. tabacum cv. Xanthi), vagy hatlevell
(Nicotiana clevelandi) stadiumban lévé dohanyhajtasokat. Egy-egy névény csak egyféle R3
RNS-t tartalmazott, tehat a 3. PCV2 epitopot tartalmazé rekombinans CMV esetén R1, R2,
R3/131PCV126-145, az 5. epitbpot expresszalé CMV létrehozasdhoz R1, R2,
R3/131PCV224-233, a vad tipust CMV létrehozasdhoz R1, R2, R3 RNS-ek kombin&ciojaval
transzfektaltuk a hajtasokat. A fertézés soran a fert6zé RNS klonokat a levelekbe dorzsoltik.

Huszonegy nappal a fertézést kdvetéen a szaporodd virusokat RNS kivonas utan
Northern blot analizissel, valamint a fert6zott levelekb6l kivont rekombinans CMV-bél az

RNS-t kitisztitva reverz transzkripciés PCR-t kovetéen szekvenalassal is ellendriztik.
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7.3.2. Arekombinans CMV-virion felszinén megjelend epitop ellenérzése

A létrehozott rekombindns CMV- (RCMV-) nanopartikulan az inzertalt PCV2-epitop
megjelenését és helyes térszerkezetben torténd kifejez6dését ELISA-teszttel és Western

blot-tal ellenériztik.

7.1.3.2. A PCV2 epitép kifejezé6désének ellenérzése Western Blot-tal

A virusfehériék méretének meghatarozaséra poliakrilamidgél-elektroforézist (sodium
dodecil sulfate polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE) végeztink. Az
elektroforézishez Protean Mini Kit-et (BioRad) hasznaltunk, a gél éntéséhez az ehhez tartozé
gélontd allvanyt és tartozékait vettik igénybe. A készlet korilbelil 83 mm széles, 70 mm
magas és pontosan 1 mm vastag gélek ontésére alkalmas. A hasznalt receptet 10%-0s alsé
és 5%-os felsd gélhez a 2. tdblazat mutatja be. Az alsé gélhez egy gél esetén 6 ml, a fels6
gélhez 3 ml keveréket készitettlink eld, majd ezekbdl rendre 4,5 és 1,5 ml-t mértiink a gél—
ont6é allvanyon az Uveglapok kozé. A készlettel ontott gélekben 10 mintazseb Aall

rendelkezésre.

2. tablazat. A 10%-o0s als6 gél és az 5%-os fels6 gél osszetétele. Roviditések: SDS: natrium-
lauril-szulfat, sodium dodecil sulfate; TEMED: N,N,N",N’-tetrametil-etiléndiamin; APS:
ammonium-peroxo-diszulfat

Osszetevé Als6 gél (30 ml-hez) Fels6 gél (10 ml-hez)
akrilamid (0,3 g/ml) és 10 ml 1,67 ml
bisz-akrilamid (0,008 g/ml)
1,5 M Trisz puffer, pH=8,8 7,6 ml —
0,5 M Trisz puffer, pH=4,7 — 2,5 ml
10% SDS 0,3 ml 0,1 ml
kétszer desztillalt viz 11,5 ml 5,53 ml
TEMED 20 pl 5 pl
10% APS 0,4 ml 0,1 ml

A gélt megszilardulas utan a futtatokadba helyeztiik, azt megtoéltéttik futtaté pufferrel
(0,025 M Tris, 0,192 M glicin, 0,1% SDS) és zsebenként 20 pul mintat toltéttiink be. A
mintakat elézetesen azonos térfogatu minta pufferhez kevertik (0,125 M, pH=6,8 Tris,
5% SDS, 10% merkapto-etanol, 20% glicerin, 0,005% brémfenolkék), és 95 °C-on 10 percig
inkubaltuk. A mintak sorrendje a kdvetkezd volt: Fehérjetomeg marker (PageRuler, Thermo
Scientific, 5 pl), tisztitott, vad tipusu CMV, rekombinans CMV, PCV2-vel fert6zott PK-15-
sejttenyészet fellliszé, egy zseb Uresen hagyva, majd ugyanez a sorrend mégegyszer. Az
elektroforézis 120 V allandé fesziltség mellett korllbelll 45 percig tartott (ameddig a

bromfenolkék ki nem fut a gélbdl).
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Az elektroforézis végeztével a gélt kdzépen fliggélegesen kettévagtuk, az egyik felét
coomassie brillant blue (CBB—-G250) festékkel egy éjszakdn at festettik, masnap kivono
oldattal (viz, ecetsav és metanol 5:1:5 aranyu keveréke) a festéket a gélbdl kivontuk.

A gél mésik felét nitrocelluléz membranra (0,45 um porus méret, Biocenter) vittuk &t
TransBlot félszaraz blottol6 hasznalataval (BioRad). A transzferhez 20% metanol tartalmu
futtaté puffert hasznéltunk. A transzfer maximum 15 V feszultség mellett 45 percig tartott. A
membrant ezutan egy éjszakan at, 4 °C-on blokkoltuk 0,05% Tween 20-at és 1% BSA-t
tartalmaz6 PBS-sel, majd haromszor 5 percig mostuk 0,05% Tween 20 tartalma PBS-ben.
Ezt kovetéen 1 6ran keresztll szobahémeérsékleten inkubaltuk 1:500 higitdsa hiperimmun
poliklondlis sertéssavéval (Csagola, 2009), ezutdn Ujabb haromszor 5 perc mosas
kovetkezett. A kotédott ellenanyagokat 1:1000 higitast, HRPO enzimmel jeldlt anti-sertés
IgG-konjugatummal (Sigma—Aldrich) detektaltuk, 1 6ran keresztil szobah&mérsékleten.
Ezutan haromszori mosas kovetkezett, majd a szubsztrat (H,O,) és a kromogén (diamino—
benzidin, DAB) hozzdadasa. 1 DAB tablettat (Sigma—Aldrich) 15 ml, 7,5-6s pH-ja, 1 M-0s
Tris pufferben oldottunk fel, majd ehhez 12 pl hidrogén-peroxidot kevertiink. A membrant az
egyértelmi szinreakcid megjelenéséig ebben az el6hivo folyadékban aztattuk. A tesztet a

kapott eredmény miatt 1:1000-es és 1:5000-es primer savo higitasokkal is megismételtik.

7.1.3.3. A PCV2-epitop kifejez6désének ellenérzése ELISA-val

Az ELISA-lemezt az els6 két, az 5. és a 6., valamint a 9. és 10. oszlopokban tisztitott
RCMV-virionokkal érzékenyitettik 1 mg/ml koncentracié 1:50-es higitasaval kezdve és
oszloponkeént fliggblegesen felezd higitasi sorban haladva. Negativ antigén kontrollként vad
tipust CMV-t hasznaltunk ugyanebben a higitasban, a 3. és 4., 7. és 8., végill a 11. és 12.
oszlopokban. Az RCMV-virionok felszinén megjelend PCV2-epitbp detektalasara
hiperimmun, poliklonalis sertéssavét haszndltunk, (Cséagola, 2009), amely PCV2-
virusantigénnel szemben ismerten legalabb 1:10000-es titerérték( volt; az elsé oszlopban
1:100-as higitassal kezdve, felez6 higitasi sorban, vizszintesen haladva, ugy, hogy négy
oszloponként az egyes antigén higitasokra azonos savohigitas kerdljon. A két6dé PCV2-
specifikus ellenanyagok kimutatdsara sertés-IgG-specifikus, HRPO-val jel6lt konjugatumot
hasznaltunk 1:1000 higitasban (Sigma—Aldrich). Az ELISA-teszt egyéb, &ltalanos lépései

megegyeztek a 7.1.2. pontban leirtakkal. A lemez elrendezését a 3. tablazat mutatja be.
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3. tablazat. Az ELISA-lemez beosztasa. R: rekombinans CMV-antigént, C: vad tipust CMV

antigént tartalmaz6 oszlopok.

11234 9 |10 11] 12| Antigénhigitas

5|6 |78
A R R/IC C R R|C C/R R|C C 1:50

1:100

1:200

1:400

1:800

1:1600

1:3200

I OmMMmO0|wm

1:6400

Szérum higitas 1:100 1:200 1:400

A kapott eredmények a teszt megismétlését tették szikségessé a hiperimmun
sertéssavo kimeritésével: a teszt elvégzését megel6z6en az egyes savohigitasokat csak vad
tipusi CMV-vel érzékenyitett lemezen inkubaltuk 1 éran keresztll, szobahémérsékleten. A
lemez érzékenyitéséhez a CMV-antigén 1:50-es higitasat haszndltuk, a savo higitasok
megegyeztek a tesztlemez esetében hasznaltakkal. Az inkubalas utan a savOkat a mar
érzékenyitett tesztlemez azonos lyukaiba mértik at, majd az el6z6 bekezdésben leirt médon
folytattuk az ELISA tesztet.

7.1.4. Egérkisérlet az RCMV immunogenitasanak vizsgalatara

A PCV2 epitop virionon vald jelenlétének ellenbérzése utan megvizsgaltuk, hogy képes-
e olyan immunvalaszt indukalni, amely erre az epitdpra specifikus. Ehhez egéroltasi

kisérletet végeztiink, amelyben az antigént parenterdlis beadast kdvetden teszteltik.

7.1.4.1. A kisérleti elrendezés

A kisérlet soran 15, 8 hetes néstény SPF-egeret (CRL: NMRI BR, Charles River, USA),
rendeltiink a ToxiCoop KFt-t6l, ezeket 3 csoportra osztottuk. Az elsé csoport egereit (n=5)
vad tipusi CMV-vel immunizaltuk, a masodik csoport allatait a PCV(224-233) epitépot
tartalmazdé RCMV-vel. Az oltbanyagokat mindkét csoportban ugy kevertik 6ssze, hogy azok
egyedenként 10 ug viriont tartalmaztak 100 pl PBS-ben, ehhez 100 ul inkomplett Freund-
adjuvast (Sigma—Aldrich) adtunk és dsszevortexeltik. Az olajadjuvans az antigén-oldattal
viz-az-olajban emulziét képez, és gyakran haszndljak az ellenanyag-termelé plazmasejtek
stimulalasara. A harmadik, negativkontroll-csoport allatait 100 ul PBS és 100 ul inkomplett
Freund adjuvans keverékével oltottuk. Az oltasokat az 0sszes egér esetében hasiregbe

adtuk és 14 nap mulva megismételtiik. Az allatokat Gjabb két hét elteltével humanus madon,
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a szakma szabdlyai szerint exterminaltuk és vérmintakat gydjtéttiink, majd a szérumot a

7.1.1. pontban leirtak szerint szeparaltuk.

7.1.42. A PCV2-specifikus ellenanyagok kimutatdsa és meérése indirekt

immunfluoreszcens mdédszerrel

A szérummintdkban indirekt immunfluoreszcens (ilF) modszerrel vizsgaltuk és
hataroztuk meg a PCV2-specifikus ellenanyagok titerét. Antigénként rekombinans
baculovirus segitségével eléallitott PCV2 cap-ot vettiink igénybe. A rekombinans baculovirus
laboratériumunkban rendelkezésre allt, Cséagola Attila készitette el a BacPAK™ 25
Expression System (Clontech) segitségével a hasznalati utasitas szerint.

Az ilF-teszthez lemezeket készitettlink a kdvetkezd mddon: 96 lyuku sejttenyésztd
lemezekre (Orange Scientific) lyukanként 200 pl, 10°/ml koncentracioju Sf-9-(Spodoptera
frugiperda) sejtet mértiink (2x10* sejt/lyuk). A sejteket 10% magzati borjuszérumot (fetal
bovine serum, FBS; FBS Gold, PAA Laboratories) tartalmazé Grace’s medium (Gibco)
tapfolyadékban ndvesztettiik. A sejteket a lelilepités utan baculovirussal fertéztik, ugy, hogy
egy sejtre korilbelll egy virion jusson. Egy 96 lyukd lemezen minden paratlan oszlop sejtjeit
rekombinans, PCV2 kapszidot tartalmazé baculovirussal, minden masodik oszlop sejtjeit vad
tipusu baculovirussal fertéztik. A fert6zés utan a lemezeket 27 °C-on nedves kamraban
inkubaltuk 72 6ran keresztll, majd a sejtekrdl a tapfolyadékot ledntottik és lyukanként 200 pl
fixalo folyadékkal (aceton és etanol 1:1 aranyu keveréke) 10 percen keresztll fixaltuk. A
fixalo folyadék ledntését kdvetben a lemezeket korllbelll 30 percen at szobahémérsékleten
szaritottuk, majd felhasznalasig —20 °C-on téroltuk. Ezzel a mdbdszerrel olyan ilF-re
hasznalhat6 lemezeket hoztunk létre, amelyek minden péaratlan oszlopban Iyukanként
megkozelitbleg azonos mennyiségl, fixalt PCV2-antigént tartalmaztak, az Sf-9-sejtek
sejtmagjaban helyezédve, a baculovirusok szaporodasanak megfeleléen, mig minden
masodik oszlopban csupan Sf-9-sejt és baculovirus-antigén volt megtalalhat6.

A savok teszteléséhez a lemezeket szobahdmérsékleten kiolvasztottuk, majd 5 percen
keresztll mostuk lyukanként 150 pl, 0,02% néatrium-azid tartalma PBS-sel. Az egérszérum-
mintakbol felezé higitasi sorokat készitettiink, 1:5-tel kezdve. A mintakat 1% BSA-t és 0,05%
Tween 20-at tartalmazé PBS-ben higitottuk és lyukanként 100 pl-t mértink a lemezekre az
egyes higitdsokbdl, ugy, hogy egy-egy minta azonos higitasabdl két egyméas melletti (példaul
Al-es és A2-es) lyukba kerult. Ezutan a lemezt nedves kamraban, 37 °C-on 1 6ran keresztl
inkubéltuk. A nem koét6dd ellenanyagokat inkubalas utdn haromszor 5 percig mostuk le
azidos PBS-ben, majd 1:1000-es higitdsu, fluoreszcein-izotiocianattal (fluorescein
isothiocyanate, FITC) jelolt, anti-egér IgG konjugatumbdl (Sigma-Aldrich) lyukanként 100 pl-t

mértink a lemezekre. A méasodlagos ellenanyaggal nedves kamrdban, 37 °C -on, 1 6ran
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keresztul inkubaltuk a lemezeket. Ezutdn haromszor 6t percig mostuk azidos PBS-sel,
egyszer Evanskék-festékkel, utoljara pedig desztillalt vizzel. Ekkor a lemezek készen alltak a
fluoreszcens mikroszkoppal torténd kiértékelésre. Az ultraibolya tartomanya fénnyel
gerjesztett FITC almazold szinG (kb. 519 nm hullamhosszu) lathatd fényt bocsat ki. Azt a
legnagyobb higitast tekintettink egy minta PCV2-specifikus IgG-titerének, ahol még

fluoreszcencia egyértelmien lathato volt.

7.1.5. Immunizalasi és fertézéses kisérlet az RCMV hatékonysaganak

vizsgalatara sertésekben

A rekombindns CMV immunogenitasanak egérkisérletben valé igazolasa utan a
célallatfajban, hazi sertésben teszteltlk a vakcinajelolt nanopartikulum hatékonysagat

immunizalasi, majd él6 PCV2-t6rzzsel valo rafertézéses kisérlettel.

7.1.5.1. A kisérleti elrendezés

A kisérleti allatok konvencionalis, PCV2-mentes sertésteleprél szarmaztak. A telepen a
kocakat nem vakcinaztdk PCV2 ellen. Az allatok mentességét korabban ilF-teszttel igazoltuk
(lasd 7.1.5.2.). A 13 malacot 2 hetes korukban valasztottak és szallitottak at a SZIE AOTK
Jarvanytani és Mikrobiolégiai Tanszékének allathazaba. Két hét akklimatizalédas utan, az
els6 immunizalaskor az Aallatok négy hetes koruak voltak. A malacokat mindennapos
megfigyelés alatt tartottuk.

Az éllatokat harom csoportra osztottuk. Az elsd csoportban (n=5) a malacokat
rekombindns CMV-vel oltottuk izomba. Egy A&llat oltbanyag adagja 2 mg RCMV-
nanopartikulat tartalmazott 1 ml-re kiegészitve PBS-sel, majd ugyanekkora térfogatu
inkomplett Freund-adjuvanssal homogénre vortexelve. A masodik csoport allatai (n =5)
pozitiv kontrollként szerepeltek és 2 ml inaktivalt PCV2-vakcinat kaptak intramuszkularisan
(Circovac, Merial). A harmadik, negativkontroll-csoport (n = 3) malacai egyedenként 1 ml
PBS-t 1 ml Freund-adjuvanssal szuszpenzidban kaptak, izomba oltva. Az oltdsokat 10 nap
elteltével ismételtik.

A masodik immunizalas utan 10 nappal a malacokat él6, R15-0s jelolési PCV2
torzzsel fertéztik (Csagola, 2009), szajon at és hasuregbe oltva is. A szgjon at térténd
fertézéshez a virusadagokat (5 x 10° TCIDsy) kis mennyiségli takarmanyba kevertiik és
egyesével etettutk meg az Aallatokkal, hogy biztositsuk a fert6z§ anyag maradéktalan
felvételét. A hasiiregbe 2 x 10° TCIDs, mennyiségi virust injektaltunk.

A kisérlet 60. napjan az allatokat &ltalanos anaesthesia alatt exterminéltuk. A hulldkat a

Nemzeti Elelmiszerlanc-biztonsagi Hivatal Allategészségiigyi Diagnosztikai lgazgatosaganak
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bonctermében boncoltuk és részletes koérbonctani vizsgalatnak vetettik ala. A boncolas
soran szervmintakat vettink a lépbél, a szivbél, a tudébél, a bélfodri és a gatorkozi
nyirokcsomokbdl, a lagyéki nyirokcsomdkbdl, a mandulakbdl, a majbdl és a vesékbdl.

A malacok allathazba érkezésik utan, az immunizalasok idépontjaban, a rafertézéskor,
majd tovabbi harom alkalommal minden &llatb6l vérmintat vettiink a vena cava cranialisbdl,
hogy azokbol a PCV2-specifikus ellenanyagszinteket meghatarozzuk. A vérmintakat
szobahémérsékleten hagytuk megalvadni, majd 3000 xg-n 5 percig centrifugaltuk és a
szérumot leszivtuk. A szérumokat felhasznalasig —20 °C-on taroltuk. A rafert6zés utan heti
kétszer bélsarmintakat is gydjtottink egyedileg, tampon segitségével, a PCV2-Urités
kimutatasanak céljabol, ezeket is —20 °C-on fagyasztottuk. A kisérlet id6beosztasat a
kénnyebb attekinthetéség érdekében a 5. abra mutatja be.

14. nap. 1. immunizalas.
1. csoport (n=5). 2 mg RCMV 1ml PBS-ben + 1 ml inkomplett Freund adjuvans i. m.

2. csoport (n=5). Inaktivélt vakcina (Circovac, Merial) i. m. 34. nap. FertSzés él6 PCV2 torzzsel (2x10° TCIDg, i.p. és
3. csoport (n=3). Negativ kontrol (2 ml PBS) i. m. ezzel egyidében 5x10° TCID, p.0.)
| |
I | |
0. nap. Valasztds. 24. nap. 2. immunizélas. 60 nap. Euthanazia.

5. &bra. A malac-immunizalasok és a kisérleti fert6zés Utemezése.

7.1.5.2. Indirekt immunfluoreszcens vizsgélat a PCV2-specifikus ellenanyagok

titerének meghatarozasara

A szérummintakb6l a PCV2-specifikus ellenanyagtiterek mérése az egéroltasi
kisérletben hasznalt indirekt IF teszthez hasonléan, a 7.4.2.-es pontban leirtak szerint
tortént, azzal a kulénbséggel, hogy a PCV2-antigénekhez kotédott ellenanyagok
detektdlasara sertés-lgG-specifikus, FITC-cel jelolt konjugatumot (Sigma-Aldrich)
hasznaltunk. A mintak felezd higitasat 1:20 arannyal keztlk, igy egy lemezen legfeljebb
1:2560 értékig tudtunk titert megallapitani. Azokban az esetekben, ahol ez a higitas még

mindig pozitiv eredményt adott, a minta higitasat tovabb folytattuk és kilén lemezen mértik.

7.1.5.3. A PCV2-virus DNS detektalasa

7.1.5.3.1. DNS-kivonas a szerv-, szérum- és bélsarmintakbol

A DNS-kivonasra minden minta esetében az InnuPREP Virus DNA/RNA Kit virus-
nukleinsav-kivono kit-et (Analytik Jena AG) haszndltuk, a haszndlati utasitdsnak
megfeleléen. Réviden 6sszefoglalva: a szervmintdkbdl mintanként kulon szikével kordlbelul

0,5 cm® nagysagi darabot vagtunk ki és 1 ml kétszer desztillalt vizben TissueLyser II
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(Quiagen) hasznalatdval homogenizaltuk. A homogenizatumbdl 150 ul mennyiséget
Osszekevertunk 450 pl lizispufferrel, 10 maéasodpercig vortexeltik, és 30 percig
szobah&mérsékleten allni hagytuk. A szérummintak esetében 150 pl mintat kevertiink 450 pl
lizispufferhez és 15 percig inkubaltuk szobahdn. A bélsar mintadk esetében a vattatampont a
pélcardl levagva 15 percig aztattuk a 450 pl lizispufferben, szobahémérsékleten. A lizatumot
szervmintak esetén 450 pl, a tobbi minta esetén 600 ul kétépuffernez kevertik, amely a
mintdban Iévé virusnukleinsavat a kitben taldlhaté centrifugalhaté oszlop sziirérétegéhez
koti.

Ezt kovetben a haromféle minta tovabbi feldolgozasara hasznalt protokoll
megegyezett. A keverékbdl 650 pl-t az oszlopra mértiink, majd 10000 xg-n 1 percig
centrifugdltuk. A szlrletet kiontottik, és a maradék lizatum-kotépuffer keveréket is az azonos
mintahoz hasznalt oszlopra mértiik, majd Gjra 1 percig centrifugaltuk 10000 xg gyorsulason.
A szlrére kotédott virusnukleinsavat ezutan egymas utan kétszer mostuk etil-alkohol
tartalmi mosopufferrel. A mosaslépések szintén 10000 xg-n, egy-egy percig torténtek. A
szlrletek elontése utan az oszlopokat Ures gylijtécsében 10000 xg-n 2 percig szaritottuk a
maradék alkohol eltavolitasara. A szlrére kotott nukleinsavat ezutan mintanként 60 pl,
kétszer desztillalt vizzel t6rténd egy perces inkubalas utan mostuk le 6000 xg-n, 1 perc

centrifugélassal. Az igy kitisztitott DNS-mintakat —20 °C-on taroltuk a PCR elvégzéséig.
7.1.5.3.2. Valés idejii PCR
A mintdkban a PCV2-DNS-t valds ideju (real-time) PCR-rel mutattuk ki. Ehhez sajat

tervezés(i primereket és TagMan probe-ot hasznaltunk. A primerek és a probe tervezését

online programmal végeztik (https://www.genscript.com/ssl-bin/app/primer), az R15-8s tbrzs

cap-gén szekvencigja alapjan és a Macrogen Europe Inc.-tél rendeltik meg. A szekvenciak a

kovetkezo6k voltak:

KCV-F: 5-AAGTAGCGGGAGTGGTAGGA-3’
KCV-R: 5-GGGCTCCAGTGCTGTTATTC-3’
KCV-P: 5FAM-TCCCGCCATACCATAACCCAGC-3'BHQ1

Az egyes reakciokat ugy allitottuk 6ssze, hogy a mintanként: 50 ul reakcioelegy 36,3 pl
kétszer desztillalt vizet, 5 pl DreamTaq puffert (Thermo Scientific), 1 pl (0,5 mM) MgCl,-t
(Thermo Scientific), 1 ul (0,2 mM) dNTP keveréket (Thermo Scientific), 0,2 pl (1 egység)
DreamTagq polimerazt (Thermo Scientific) és 1-1 pl-t (0,2 pM) tartalmazott mindkét primerbél
és a probe-bdl. 5 pl kivont DNS mintét tettiink minden reakciéhoz. A PCR-eket Mastercycler

Realplex thermocycler (Eppendorf) gépben végeztiik az aldbbi programmal:
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o elémelegités: 94 °C, 2 perc,

e 30 cikluson keresztil: denaturéacio: 94 °C, 30 s,
primer tapadas: 60 °C, 30 s,
lanchosszabbitas: 72 °C, 45 s,

e hités 25 °C-ra.

Standardként PCV2 ORF2-t tartalmazé pET6xHN plazmidot hasznaltunk. A PCR-
modszer érzékenységének meghatdrozasahoz a plazmid-DNS képiaszadméat NanoDrop 2000
spektrofotométer segitségével megmértilk, azutan 108 képia/ul koncentraciotdl kezdéds, 10*
képia/ul-g terjed6, 10-es alapl higitasi sort készitettlink, majd minden higitasbdl kétszer

elvégeztik a PCR-reakciot.

7.1.6. Az RCMV oralis immunogenitdsanak vizsgélata sertésekben

Az eddigi allatkisérletek eredményei alapjan olyan sertésetetési kisérletet terveztiink,
amelynek segitségével vizsgalni tudjuk az RCMV gasztrointesztindlis ellenalléképességét és
oralis immunogenitasat a célallatfajban, a hazi sertésekben.

A kisérlethez egy alom konvencionalis, négy hetes, frissen valasztott malacot
hasznaltunk, két, 5-5 egyedbdl allé csoportra osztva 6ket. Az allatok ugyanarrél a teleprol
szarmaztak, mint a 7.1.5. fejezetben leirt, immunizalasi és fert6zéses kisérlet esetében.

Az elsd csoport allatai a kisérlet nulladik napjan, majd ezt kdvetéen egy, két és harom
héttel, egyedenként és alkalmanként 50 mg tisztitott RCMV-t kaptak széjon at, kis
mennyiségii takarmanyba keverve, azt egyedileg, maradéktalanul feletetve. Allatonként ez
négy hét alatt dsszesen 200 mg RCMV-virion oralis bevitelét jelentette. A masodik csoport
allatait nem kezeltik.

A kisérlet kezdetekor és az immunizalasok idépontjaban, végil az utols6 immunizalas
utan egy héttel minden allattol vérmintat vettink az elulsé Uresvénabdl és a szérumot
szepardltuk. A szérummintdkb6l  PCV2-specifikus  IgG-ellenanyag  mennyiségi
meghatarozdsat végeztik, a 7.1.4.2. és a 7.1.5.2. bekezdésben részletezett iIF-mddszer

segitségével.
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7.2. APCV2 KAPSZIDFEHERJE ELOALLITASA REKOMBINANS THALASSIOSIRA PSEUDONANA
MIKROALGABAN

7.2.1. A PCV2 ORF2-génjének megtervezése

A kereskedelmi forgalomban elérheté PCV2 vakcinakhoz hasonléan a teljes ORF2-t
expresszald, takarmanyba keverhetd antigén létrehozaséra is kisérletet tettlink, e célbdl
rekombindns mikroalgatdrzs elkészitését tlztuk ki célul. Az eléallitandd fehérje
aminosavsorrendjét ugy terveztik meg, hogy az Eurdopéban eléforduld PCV2-valtozatokat
reprezentdlja. A hazankban és Eurdépaban azonositott PCV2b 1A genotipusu virusok
konszenzus szekvenciajat a MEGA 5 programmal készitettik el. Ehhez felhasznéltunk 5
szlovékiai (Slo2, Slo3, Slo4, Slo5, Slo6; Lérincz, 2014), 3 romaniai (2rom, 3rom, ROM,;
Lérincz, 2014), 7 horvatorszagi (HQ591378, HQ591375, HQ591371, HQ591370, HQR591365
genbanki azonosité szamu szekvenciak, 651., 642. szamu mintak; Lérincz, 2014), 2 szerbiai
(17Szerb, 18Szerb; Lérincz, 2014), egy magyarorszagi (AY256457 GenBank hozzaférési
szdmu szekvencia), egy portugaliai és véglul 2 franciaorszagi (HQ831538, AY321998,
AY321997 genbanki szamu) szekvenciat. Az igy megtervezett ORF2 béazissorrendjét a T.
pseudonana kodonpreferencidinak megfeleléen optimalizaltattuk, 5 vége elé attBl
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTA) 3 vége utan kozvetlendl attB2
TACCCAGCTTTCTTGTACAAAGTGGTCCCC) rekombinéacios helyeket inzertaltunk, a stop-
kodont elhagytuk és a gént szintetizaltattuk. A kodonoptimalizalast és a gén szintézisét a

Genscript USA Inc. végezte.

7.2.2. A PCV2 ORF2-génjének klonozésa és az alga expressziés vektor elallitasa

A munka innentdl kezdve a Scripps Oceanogréfiai Intézet (Scripps Institution of
Oceanography, University of San Diego, San Diego, USA) tengerbiolégiai laboratériumaban,
Dr. Mark Hildebrand iranyitasaval zajlott.

A szintetizalt PCV2-ORF2-gént kanamycinrezisztencia-génnel ellatott pUC plazmidban
széllitottdk ki (pUC_PCV2). A kodonoptimalizalt ORF2-szekvenciat az expresszios
plazmidba a helyspecifikus rekombinacién alapulé Gateway technoldgia (Invitrogen, USA)
hasznalataval Ultettik at. A modszer bakteriofag-eredetli enzimek keverékét hasznalja fel,
amelyek bizonyos szekvenciak pontos felismerésére és a kozottik lévé DNS-szakaszok
kicserélésére (helyspecifikus rekombinécid) képesek. Ezeket a DNS-szakaszokat ,att”
helyeknek, az enzimeket pedig klonazoknak nevezzik. A BP-klonaz enzimkeverék attB1 és
attB2 helyeket ismer fel, a kozottik lévé szakaszt egy masik DNS-molekula attP1 és attP2

szakaszai kozé épitett DNS-darabra cseréli ki. A csere soran az attP-helyek attL-
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szekvencidju helyekké alakulnak, ezeket az LR-klonaz keverék enzimei ismerik fel, amelyek
az itt taldlhat6 gént attR rekombinéacios helyek altal hatarolt szakaszra valtjak.

A 4 g liofilizalt plazmidot 40 pl TE-pufferben (Invitrogen, USA) vettik fel, igy a DNS
toménysége 100 ng/pl lett. A gént ezutdn attP rekombinaciés helyeket és
kanamycinrezisztencia-gént tartalmaz6 pDONR221- (Invitrogen, USA) vektorba helyeztik at
BP-reakci6 segitségével, majd attR-helyeket és ampicillinrezisztencia-gént magaban foglalo,
pBluescript vaza pMHL_079 expresszids vektorba LR-reakcid hasznalataval. A klonozéas
menetét a 6. 4bra foglalja 6ssze. A reakcid keveréket a kdvetkezé modon allitottuk 6ssze:
0,5l pUC_PCV2-plazmidot 0,5pul (75ng) pDONR221-vektorral és 0,5ul (50 ng)
pMHL_079-plazmiddal kevertiink ¢ssze és TE-pufferrel 3 ul-re egészitettik ki, majd ehhez
1yl BP-klondz és 1 ul LR-klonaz enzimkeveréket (Invitrogen) adtunk hozza. Az elegyet
25 °C hémérsékleten, szaraz blokkban egy éjszakan at inkubaltuk, a reakciét 0,5 pl proteinadz
K (Thermo Scientific) hozzaadasaval 37 °C-on 10 percig inkubalva allitottuk le.

A reakcié ledllithsa utdn a teljes keverékkel 25 pl OneShot Machl (Invitrogen)
kemikompetens E. coli sejtet transzformaltunk: A sejtek és a DNS keverékét 30 percen at
jégen inkubaltuk, majd 30 s-re 42 °C-os vizflirdébe helyeztik, ezutan 2 percig jegeltik és
125 pl Super Optimal Broth médium hozzadadasa utan 1 6ran at 37 °C-on, 220/perc
fordulatszammal razattuk. A rdzatas utan a baktériumokat 50 pg/ml ampicillin tartalma, 1,5%
bakterioldgiai agarral (Sigma) készllt LB taptalajra szélesztettiik. A taptalajokat egy éjszakan
at 37 °C hoémérsékleten inkubaltuk. A taptalajon csak az ampicillinrezisztencia-gént
tartalmaz6 pMHL_079 plazmiddal transzformalt sejtek voltak képesek telepet formalni. A
PCV2-ORF2-inzertet nem tartalmazé pMHL_079-konstrukciéval transzformalt sejteket a
termel6dé ccdB-toxin megakadalyozta a ndvekedésben. A ccdB-toxin-gén az azt tartalmazé
plazmidokkal transzformdlt sejtek negativ szelekcidjara alkalmas, mert olyan fehérjét kodol,
ami a DNS-giraz enzim mikddését blokkolva megakadalyozza a baktérium-sejtek
szaporodasat. El6allitasa olyan baktériumsejtekben lehetséges, amelyek az antidotumat
(ccdA) kbédolb gént is expresszaljak.

A kinétt telepekbdl masnap 3 ml térfogatd, 50 pug/ml ampicillin tartalmd LB-leves-
kultarakat készitettlink, ezeket egy napig 37 °C-on razattuk, majd a sejtekbdl a plazmidokat
PureLink Quick Plasmid MiniPrep Kit-tel preparaltuk a gyartd (Invitrogen) hasznalati
utasitdsa szerint: az E. coli sejteket pelletdlas utan 250 pl reszuszpendalé folyadékban
oldottuk fel, ehhez 250 pl lizispuffert adtunk, dsszekevertik és 5 percig szobahdmérsékleten
alini hagytuk. Ezt kovetéen 350 pl precipitalé pufferrel réztuk 6ssze, majd 13000 xg
gyorsulassal 10 percig centrifugaltuk. Ezt kdvetéen a fellluszot leszivtuk és DNS-ko6td szirét
tartalmazd oszlopra pipettaztuk, majd 13000 xg-n 1 percen at centrifugalva a DNS-t a
membranra kotottik. A membrant kétszer mostuk etanol tartalmi mosoépufferrel. A cséveket

a mosasok kozoétt, majd 1 percig Uresen is centrifugéltuk 13000 xg-n. A membranon 75 pl
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TE-puffert inkubaltunk 1 percig, majd a DNS-t egy utolsé centrifugalassal eludltuk. A kapott
plazmidkoncentraciét Nanodrop 1000 (Thermo Scientific) spektrofotométerrel mértik. A
plazmidpreparatumokat szekvenalassal ellenériztik (SGI-DNA, La Jolla, USA) és
felhasznalasig —20 °C-on fagyasztottuk.
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6. bra. A Gateway klonozas menete. A ,pUC”, ,p,DONR21” és a ,pMHL_079” a résztvevd plazmidok egyszerUsitett abrait jeldlik. A ,B”, ,P”, ,L”
és ,R” betlik a megfelel6 att rekombinacios helyeket jelentik. A BP klondz enzimkeverék (,BP”) az attB és attP helyeket, az ,LR” klonazkeverék
(LR) az attL és attR helyeket ismeri fel. A ,Kan” és az ,Amp” roviditések kanamycin- és ampicillinrezisztencia-géneket jelentenek. A
plazmidokon az alabbi DNS-szakaszokat emeltem ki: ,PCV2 ORF2” (kodon optimalizalt PCV2-ORF2-szakasz), ,ccdB” (bakterialis toxin gén, az
ezzel ellatott plazmidokat tartalmazé baktériumok negativ szelekcidjat teszi lehetévé). ,Cm™” (kléramfenikol rezisztencia gén), ,Fcp promoter”
és ,Fcp terminator” (T. pseudonana és mas algafajokban erés génexpressziét lehetdéveé tévé DNS szakaszok), ,eGFP” (kodonoptimalizalt z6ld
fluoreszcens fehérje génje). Az 4bran a klonazreakciok soran keletkez6 melléktermékeket a konnyebb attekinthetéség érdekében nem jeldltik.

52




7.2.3. AT. pseudonana sejtek transzformalasa

Az elkészitett expresszios vektort mikroalgasejtekbe vittiik be biolisztikus médszerrel.

7.2.3.1. A T pseudonana névesztése és a sejtek el6készitése

A vad tipusu T. pseudonana kulturék (CCMP1335) a laboratériumban rendelkezésre
alltak. A mikroalgasejteket mesterséges tengervizben (artificial seawater, ASW) névesztettik
(Darley és Volcani, 1969; 1971) 1 ng/l biotinnel és ugyanennyi Bj,-vitaminnal, valamint 100-
100 pg/ml penicillinnel és streptomycinnel kiegészitve. Az 50 ml térfogatu kultdrékat
folyamatos megvilagitdsban, 16-18°C kozétti allandé hémérsékleten, 200/perc
fordulatszamu razassal novesztettilk. Az exponencidlis ndvekedési fazisban 1évé (1-2 x 10°
sejt/ml) mikroalgabdl agarlemezenként 10° sejtet 10 percen keresztiil 3000 xg-n pelletaltunk,
100 pyl ASW-ben reszuszpendaltunk és agarlemez kdzepére szélesztettik 6 cm atmérgija
korben. A sejtek szdmolasahoz Muse® Cell Analyzer mini aramlasos citométert (Millipore)
haszndltunk. Az agartiptalajt ASW-rel és 1,5% bakteriol6giai agarral (Sigma) készitettik. A

lemezekre szélesztett sejteket masnap transzformaltuk.

7.2.3.2. A DNS hordozora kotése

A PCV2-kapszidgént tartalmazo alga expressziésplazmid-konstrukciot
(PMHL_079_cap) 1,1 ym atmérdji volfram (W) mikokarrier részecskékre (Tungsten M17,
BioRad) kotottik. A W-partikuldkbél 30 mg-ot 500 ul etil-alkoholban vettiink fel, majd fél
percen keresztl 13000/perc fordulatszamon pelletaltunk, ezutan két percen at vortexeltiik és
Ujra pelletaltuk. A fellilisz6 ledntése utan a W-pelletet 250 pl steril vizzel hdromszor mostuk,
végul 150 ul steril desztillalt vizben reszuszpendaltuk. Ezt folyamatos vortexelés kdzben
50 pl-es adagokra osztottuk szét.

A transzformalt T. pseudonana sejtek szelekciojanak érdekében a pMHL_079 cap-
plazmiddal egyidejlleg nourseothricin- (NAT) rezisztencia-gént expresszalé vektort is a
hordozo6 részecskékre kotottink. A hasznalt plazmid (pTpNAT) pBluescript SK Il vazat és
fcp-promotert tartalmazott (Poulsen és mtsai.,, 2006). Pozitiv kontrollnak a szintén
rendelkezésre all6, csak kodonoptimalizalt eGFP-t expresszalé pMHL_079_GFP plazmidot
hasznaltunk.

A részecskére kotéshez a plazmidokat egységesen 500 ng/ul tdoményseégdire higitottuk.
A W-partikulakat Gjra pelletaltuk és a fellliszobdl 15 pl-t leszivtunk, majd folyamatos
vortexelés mellett az els6 esetben hozzaadtunk 10 pl pMHL_079_cap és 10 pl pTpNAT
DNS-t, 50 pl steril, 2,5 M-os CaCl,-t és 20 pl steril, 0,1 M-o0s spermidint (Sigma). A masodik
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esetben a W-pellethez a pMHL_079 cap plazmid helyett ugyanennyi pMHL_079 GFP
plazmidot adtunk. A harmadik esetben a plazmidok helyett 20 pl vizet adtunk ez elegyhez. A
keverékeket 3 percig vortexeltik, 10 masodpercig centrifugaltuk, a feltluszét leszivtuk, a
pelletet 250 pl alkoholban reszuszpendaltuk, 1 percig vortexeltik, tjra centrifugéltuk 10 s-on
keresztil, a feluluszo eltavolitdsa utdn a pelleteket egyenként 50 pl etil-alkoholban vettik fel
és felhasznalasig jégen taroltuk.

7.2.3.3. A biolisztikus transzformalas
A transzformélashoz PDS-1000/He™ (Bio-Rad) rendszert hasznaltunk (7. abra). A
mikrokarriertartd részeket a hordoz6 lemezzel egyitt és a hasad6 lemezt megallitd racsot

elézetesen autoklavoztuk, a hasadd lemezeket pedig izopropanolban aztattuk. A kamra

teljes egészét belllrél 70%-os etil-alkohollal fertétlenitettik.

He-nyomas-mutato

-

Bekapcsold, vakuum szelep-

szabalyozo és elsuté
kapcsoldk

|l Hasaddlemez- tarto

Kamranyomas-mutaté |
| Hordozélemez-

tarté

Petricsésze-tartd

Vékuum -és nyomds-
szabalyozdk

o w

7. abra. A PDS-1000/He™ vazlatos felépitése a hasznalati utasitas (http://www.bio-
rad.com/webroot/web/pdf/isr/literature/M1652249.pdf) alapjan.
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A fertétlenités utan a hordozdélemezekre a DNS-sel boritott W-karrierb6l 10 pl-t
csepegtettink, majd a hordozélemez-tartoba helyeztik, amibe elézetesen olyan racsot
tettink, amely a génpuska elsutésekor megakadalyozza a hordozolemez darabkéainak
kilbvését. A hordozblemez-tartét ezutan a kamraba rogzitettik. A hasadolemez-tartdba pedig
sterilizalt, 1350 psi nyomason elpattand lemezt helyeztiink és a kamra tetejébe csavartuk. Az
el6z6 nap el6készitett T. pseudonana sejteket tartalmaz6 Petri-csésze fedelét levettik és a
hordozélemez tart6tol 9 cm tavolsagra elhelyezkedd fiokra tettik. Ezutan a kamra ajtajat
becsuktuk, a rendszert He-tulnyomas aléd helyeztik (legalabb 1700 psi), a kamraban pedig
vakuumot hoztunk Iétre, majd megnyomtuk az elstuté gombot. llyenkor a kamra folotti térben
a He-nyomas folyamatosan emelkedik és abban a pillanatban, amikor a tdinyomas mértéke
eléri a hasaddlemez tlréképességét (1350 psi), a lemez elpattan és a kamraba érkezé He-
tulnyomas a hordoz6 lemezt kilovi, a felgyorsitott és DNS-sel boritott W-partikuldk az
algasejtekbe csapodnak. A hordozé lemezt az alatta helyez6d6 racs allitia meg. Az elsuté
gombot a hasadbélemez j6l hallhaté elpukkanasaig lenyomva kell tartani, majd azonnal
felengedni, hogy megakadalyozzuk a He szokését. Az elslités utan a vakuumot feloldottuk, a
kamra ajtajat kinyitottuk, és az eldobhat6 részeket (racs, hordozélemez, hasadodlemez)
Ujakra cseréltik. Az 1350 psi nyomast bir6 lemez helyett 1550 psi-set toltéttlink be és
ugyanazokat a sejteket (jra transzforméaltuk. Osszesen négy lemeznyi sejtet
transzformaltunk, kettét a pMHL_079 cap és a pTpNAT plazmidok kombinaciojaval (#1 és
#2), egyet a pMHL_079_GFP és a pTpNAT DNS-sel (#3), a negyediket DNS-sel nem boritott
W-partikuldkkal (#0). Minden transzformaciot 1350 psi és 1550 psi nyomassal is
elvégeztink. Az agar lemezeket 10 ml ASW-vel boritottuk és egy €jszakan at inkubaltuk.

7.2.4. A transzformélt sejtek szelekcidja és ellenérzése

A transzformdlas masnapjan a sejteket steril baktériumszéleszt6 palcaval
megkapartuk, majd a 10 ml folyadékot Pasteur-pipettaval leszivtuk és az élé sejteket MUSE®
mini citométerrel megszamoltuk, majd a kultarakbol 5x10° és 2x10° sejtet 100 ng/ml NAT-ot
tartalmazd ASW-agarra szélesztettink. A Petri-csészéket parafiimmel lezartuk és 16-18 °C-
os alland6 hémérsékletli szobaban, folyamatos megvilagitdas mellett inkubaltuk, az
algatelepek ndvekedését hetente ellendriztik. A kindtt telepeket bakteriolégiai oltékaccsal
leemeltik és telepenként 2 ml szelektiv taptalajba oltottuk 24 lyuku sejttenyészt lemezen és
egy hét elteltével 14 ml-es, lekerekitett alju falcon csében (BD Biosciences) 10 ml szelektiv
ASW-be oltottuk tovabb. A transzformalas masnapjan, a lemezre szélesztés utani maradék

sejteket 50 ml térfogatu szelektiv, leves ASW-ben, 200/perc fordulatszamu razatas mellett
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inkubaltuk, a barna elszinez6dést mutaté kultirabdl hét naponként 10 mi-t tovabb oltottunk
40 ml friss szelektiv ASW tapfolyadékba.

A sejtekbdl szintén hetente 1 ml mennyiséget kivettiink, 5000 /perc fordulatszamon 5
percig pelletaltuk, 7 pl-t targylemezre cseppentettink és fed6lemezzel boritottuk. A
mintdkban fluoreszcens mikroszképpal (Zeiss Axioskop, Carl Zeiss Microimaging Inc.)
vizsgaltuk a sejtek életképességét (chloroplast, excitacio: 543 nm, szlré: >585 nm, voros) és
GFP-expressziojat (excitacio: 488 nm, sz(ird: 505-550 nm, zo6ld).

Harom hét elteltével a leves kultardkbdl 10—-10 ml mennyiséget vettink ki és a DNS-t
kivontuk a koévetkez6 modon: a sejteket 5000 /perc fordulatszamon centrifugaltuk és a
feliliszot leontdttik, a pelletet 200 pl kétszer desztillalt vizben vettik fel. Ujabb
centrifugélast (5000 /perc, 5 perc) és a fellluszd ledntését kdvetben a sejteket 25 pl TE-
pufferben oldottuk fel, majd 10 percre szarazjégbe tettik. A szarazjeges fagyasztas utan 2
perc 65 °C-os vizflirdé kovetkezett, majd 5 perc szarazjeges fagyasztas és 2 perc 65 °C-0s
vizfirdd, majd még egy fagyasztas—vizflirdé ciklus. Ezutdn a mintdkat 5 percre 95 °C-0s
vizfird6be helyeztik at. Végil a sejttdormelék lecentrifugalasa (5 perc, 5000 /perc
fordulatszam) utan a cellularis DNS-t a fellliszoban lepipettaztuk és felhasznalasig —20 °C-
on fagyasztottuk. A beliltetett gének jelenlétét a kivont DNS-mintakban PCR-rel ellenériztlk,
melyhez az fcp-promoterben a startkodontdl az 5’-irAnyban 200 nukleotidnyira koét6dé
forward és a GFP-génben a 105. nukleotidtdl kotédé reverse primerpart hasznaltunk.

A transzformalastél szamitva szintén harom hét elteltével a GFP expresszalo sejtek
aranyat Amnis ImageStreamX &ramlasi citométerrel mértiik meg. Ehhez a #1 és #2
kultarakbdl mintanként 3 ml-t, a #3 minta esetén a telepbdl felndvesztett 10 ml-es kultarabdl
3 mi-t pelletaltunk és a pelleteket 200 pul ASW-ben vettiik fel. Ezt a szuszpenziét hasznaltuk
fel kozvetlenll a mérésekhez. A citométerben a 40x-es nagyitasu objektivet alkalmaztuk és a
z0ld szintestek rendkivil er6s autofluoreszcencigja miatt a vords fény csatornat (>550 nm)
teljesen kiszlrtik. Az adatokat az IDEAS Analysis Application v6.0 program segitségével

elemeztik.
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8. EREDMENYEK

8.1. A PCV2-EPITOPOT EXPRESSZALO REKOMBINANS CMV LETREHOZASA ES

IMMUNOGENITASANAK VIZSGALATA

8.1.1. Egérkisérlet a CMV gasztrointesztindlis tulélésének vizsgalatara

Ebben a kisérletben a CMV tulélését vizsgaltuk egerek bélcsatorngjaban. A kisérlet
soran a masodik, a harmadik és az 6todik csoportban a hazi ELISA-modszerrel mért, CMV-
specifikus szérum-lgG-titerértékeket a 4. tadbldzat mutatja be és az els6 csoportban mért
eredményekkel egyltt a 8. dbra foglalja 6ssze. Az els6é csoport egereinek mintaibdl egy
alkalommal sem mutattunk ki CMV-specifikus ellenanyagot. A negyedik és a hatodik
csoportokban csip&bélfolyadék mintakbol a CMV-specifikus IgA-szinteket mértik a 14. és a

28. napokon. A titerértékeket az 5. tablazat foglalja dssze.

4. tabldzat. A masodik, harmadik, és 06tddik csoportban mért CMV-scpecifikus
ellenanyagtiter-értékek egyedenként és idépontonként atlagolva az egyes csoportokban.

Allatsorszama | O.nap | 7.nap | 14.nap | 21.nap | 28.nap
2. csoport
1 - 50 50 400 400
2 - 50 100 400 400
3 - 50 100 200 400
4 - 100 200 400 400
5 - 50 100 400 800
Atlag - 60 110 360 480
3. csoport
1 - - - 50 100
2 - - - 100 100
3 - - - 100 100
4 - - - 100 100
5 - - - 100 200
Atlag - - - 90 120
5. csoport
1 - - - 50 100
2 - - 50 100 100
3 - - 50 100 100
4 - - 50 100 200
5 - - 100 200 200
Atlag - - 50 110 140
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5. tablazat. A negyedik és a hatodik csoportban mért CMV-specifikus ellenanyagtiter-értékek

egyedenként és idépontonként atlagolva az egyes csoportokban.

4. csoport 14. nap 28. nap 6. csoport 14. nap 28.nap
1 = 32 1 4 128
2 - 16 2 8 256
3 - 2 3 4 256
4 - 2 4 16 512
5 . 32 5 8 256
Atlag - 16,8 Atlag 8 281,6
600
500 [
E
2 400 T
2
Ef’ ‘ H 1. csoport
g 300 2. csoport
?EJ M 3. csoport
g 200 H 5. csoport
wv
100 I
: §
O T T T T
0. nap 7.nap 14. nap 21.nap 28. nap

8. abra. Az egyes csoportokban mért CMV-specifikus szérum-lgG-atlagok és a széras.

8.1.2. A PCV2-virion szerkezete és az epitopok predikcidja

A PCV2-kapszidfehérje haromdimenziés modellje az aminosav sorrend alapjan,
szamitégépes programok segitségével készilt. A cap N-terminalis részén az aminosavak a-
hélixbe rendez6édnek, és 6t cap N-terminalisanak a-hélixe kétegbe rendezédve alkotja a
kapszid egy egységenek, a pentamernek a virion felszinére meréleges tengelyét. A cap tobbi
része a kapszid kilsé és belsd felszinét alkotja. A C-termindlis aminosavai Ugy helyezkednek
el, hogy a kapszid kilsé felszinén, a pentamerek kézepén foglalnak helyet.

A cap modelljének segitségével, kizardlag vizudlis alapon 6t lehetséges epitdpot

jeloltiink ki, ezeket a 6. tablazat foglalja 6ssze és az 9. abra szemlélteti.
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Ezek kozul az epitépok kozil a 3. szamut és az 5. szamut kiséreltik meg a CMV-
vektor segitségével kifejezni. A 3. szamu a megjoésolt epitdopok kozil a legnagyobb méretd,
20 aminosav hosszusagu, ezért feltételeztilk, hogy az ellene képz6d6 immunvalasz elég
hatékony lesz a vakcinas védelem kivaltdsahoz. Az 5. szamu epitop a cap C-termindlisan az
utols6 10 aminosavat foglalja magaba, és bar mérete csupan fele a 3. szamu epitép
hosszanak, helyez6dése miatt ezt az epitopot is jo6 immunogénnek gondoltuk és
megprobéltuk a CMV-vektorba inzertdlni. Ez az antigéndeterminans ugyanis a PCV2-cap-
pentamerek kdzepén, a virion felszinébdl kissé kiemelkedve, egymas mellett 6t példanyban
foglal helyet.

Kulsé felszin

Belsd felszin

B

9. dbra. A feltételezett epitdépok elhelyezkedése a cap-alegységekben A) kivilrél nézve és B)
oldalrél nézve. Az 1. epitdp (37-43. aa) szurke, a 2. (90-96. aa) lila, a 3. (126-145. aa)
turkiz, a 4. (169-186. aa) rézsaszinl. Az egyik kivalasztott epitop, az 5. szamu (224-233.
aa) a kovetkez6 séma szerint jeldlt: a bazikus oldallanca aminosavak kék, a savas
oldallancuak piros, a nem polarosak fehér, a polarosak zdld szinlek.

6. tablazat. A PCV2-kapszidban megjésolt epitopok helye, mérete és aminosavsorrendje

hely, hosszlUsag (aminosavak) aminosavsorrend
1. 37-43, 7 RWRRKNG
2. 90-96, 7 SIPFEYY
3. 126-145, 20 DDNFVTKATALTYDPYVNYS
4. 169-186, 18 STIDYFQPNNKRNQLWLR
5. 224-233, 10 FNLKDPPLKP
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A rekombinans, 5. szamu PCV2-epitépot tartalmazdé CMV-virion modelljét a 10. abra
szemlélteti. A modell alapjan a CMV-virion felszinén, a kapszidalegység-trimerek kozepén
harom példanyban szerepel a belltetett PCV2-eredetii fehérjerészlet.

10. &bra. A rekombinans CMV modellje. A CMV kapszid A, B és C alegységei rendre kék,
rozsaszin és sarga szinlek, a 131. aminosav utan inzertalt PCV2 epitop (224-233. aa) piros
szind.

8.1.3. A rekombinans CMV eldallitasa

A 3. (126-145. aa) és az 5. (224-233. aa) szdmu inzerteket kodoldo pR3-
plazmidkonstrukciokat szekvenalassal ellenériztik a ndvény hajtasok fertézése elbtt. A
novényeken a CMV szaporodaséra utald szisztémas tiineteket leghamarabb 6-8 nappal az
inokulacié utan, a kontrollvirus esetében lehetett észlelni, a PCV224-233 konstrukcioval
tortént fertézés utdn 8-10 nappal jelentkeztek az els§ tinetek. A PCV126-145
konstrukcidval transzfektalt hajtasokban nem volt megfigyelhetd szisztémas tunet. 14 nappal
az inokulaciot kdvetéen a fertézés helyétdl tavol esé levelekbél kivont RNS-ben Northern blot
uténi hibridizacibval a CMV-RNS kimutathaté volt a kontrollvirus és a rekombinans
CMV(PCV224-233) esetén, a CMV(PCV126-145) esetében azonban nem. A sikeresen
szaporodd rekombinans virust (CMV(PCV224-233), a tovabbiakban RCMV) és a vad tipusu

CMV-t N. clevelandi Gray névényeken 10 napig szaporitva, majd a levelekbdl
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ultracentrifugalassal kitisztitva hasonlé virushozam volt elérhet6. A kitisztitott virust reverz
transzkripcios PCR-rel és szekvenalassal ellen6riztik.

Meghatéroztuk tovabba, hogy egy honapon keresztil tartd passzalds utdn az RCMV-
be Ultetett inzert stabil, &m 5-6 hdnapos szaporitast kovetéen eltlint a PCV2-eredetl epitop.
Az RCMV-virionok elektronmikroszképos vizsgalatat is elvégezték, nem volt lathatd
kilonbség a rekombindns és az eredeti CMV-virionok kozott, azok alakja és mérete
megegyezett.

A PCV2-epitép kifejez6dését az RCMV felszinén Western blottal és ELISA-val
vizsgaltuk. A Western blot kisérlet sordn a PCV2-specifikus hiperimmun sertéssavé tobbféle
higitasat kiprébaltuk, az elsé két esetben (1:500 és 1:1000 higitasok) nem jelent meg pozitiv
reakcid a vart molekulatdmegnek megfeleld helyen a hattér és az egész membran gyors
elszinez6dését megeldzden. Az 1:5000-es higitast savd hasznalatakor halvanyan megjelent
ugyan pozitiv szinreakcié a megfelel6 helyeken, de ez nem volt egyértelmien értékelhetd

erdssegl és dokumentalhatd mindseégu.

11. abra. A CMV-antigénen kimeritett savok vizsgalatara hasznalt ELISA eredménye.

Az epitdp jelenlétét ezutan ELISA-val probaltuk bizonyitani, amelyhez dupla
oszloponként felvaltva RCMV- és CMV- partikulakkal érzékenyitett ELISA-lemezt
hasznaltunk a kdnnyebb elbiralhatésag érdekében, azonban a PCV2-specifikus sertéssavo a
CMV-antigénekkel szemben is pozitiv reakciot adott, és ennek intenzitisa az RCMV-vel
szemben adott reakciok erdsségétél nem volt megklldnbdztethetd. Az ELISA-tesztet
kizar6lag CMV-antigént tartalmazé lemezen kimeritett savéval elvégezve végre jol
elkllonithetd, egyértelmi szinreakciot kaptunk eredményil azokban az oszlopokban, ahol

1:100-ban savohigitast hasznaltunk (az els6 két oszlopban). Az RCMV-vel és az azonos
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higitdsi CMV-antigénnel adott szinreakciok kozotti egyértelmi kilénbség az antigének
1:800-as higitasanal (E sor) mar nem volt jelen, tehat az utolsé egyértelmiien pozitiv reakcio
az antigének 1:400-as higitasat tartalmaz6 lyukban (D1) volt megfigyelhet6. A 3-12.

oszlopok egydntetlien halvanykék, negativ hatteret mutattak (11. abra).

8.1.4. Egéroltasi kisérlet az RCMV immunogenitadsanak vizsgalatara

Az adjuvalt vad tipusu CMV-vel, rekombindns CMV-vel, vagy PBS-sel oltott egerek
szérum mintéaibol PCV2-specifikus IgG-ellenanyagszintet mértiink ilF-mddszer segitségével,
amely soran egy-egy minta minden higitdsat PCV2 antigént tartalmaz6 és nem tartalmazé
sejttenyészeten is vizsgaltuk, a minta ellenanyagtiterének azt a higitast vettik, ahol a pozitiv,
reakcié, a zold szinG fluoreszcencia még egyértelmiien megkllonboztethetd a sejtek

sz

csoportok allataiban PCV2-specifikus ellenanyagot nem mutattunk ki. Az RCMV-vel

immunizalt egerek ellenyagtitere 3 mintdban 1:80, egy egérben 1:160, végil egy allatban
1:320 volt.

12. &bra. Az indirekt immunfluoreszcens proba értékelése. A) pozitiv reakcié: az Sf—9
sejtekben szaporodd, baculovirussal termeltetett rekombinans PCV2-kapszidfehérjéhez
(antigén) kapcsolodd PCV2 specifikus ellenanyagokat a szérum mintdbél FITC-cel jeldlt,
egér-lgG-specifikus masodlagos ellenanyag mutatja ki. A FITC fluoreszcens jeldlémolekula,
amely UV-fénnyel gerjesztve zold szinlG (519 nm hullamhosszisagu) fényt bocsat ki. B)
negativ reakcio: ugyanazon savohigitds negativ antigénkontroll- (nem rekombinans
baculovirussal fert6z6tt) sejteken vizsgalva, a sejtek hattérfluoreszcencigja lathato.

8.1.5. Immunizalasi és fert6zéses kisérlet sertésben

Az el6allitott RCMV- (PCV224-233) antigénnel malacoltast, majd virulens PCV2-
virussal fert6zéses kisérletet végeztink. Az allatokat a kisérlet 60 napja soran minden nap

megfigyeltik, majd az eutanaziat kovetéen makroszkopos korbonctani vizsgalatnak vetettik
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ala. Klinikai tinetet egyetlen allatban sem tapasztaltunk és a boncolas soran nem lattunk a
normalistol eltérd, vagy koros elvaltozast.

A malacok vérszérum mintaiban ilF-modszerrel mértik a PCV2-specifikus IgG-szintet.
A pozitiv kontrollként inaktivalt vakcinaval oltott csoport allataiban az ellenanyagok mar az
els6 vakcinazast kovetéen kimutathatdéak voltak, a kisérlet 25. napjan. Az RCMV-vel
immunizalt sertésekben 10 nappal késébb, a 36. naptdl kezdve tudtunk kimutatni PCV2
elleni 1gG-t. A PBS-sel oltott, negativkontroll-csoportban csak a fertézés utan, a 40. napon
kaptunk el6szor pozitiv eredményt. A mért titerértékeket az egyes allatokban a 7. tablazat
mutatja be és csoportonként az 13. abra szemlélteti. Az ilF-teszt soran a mintahigitasok 1:20

arannyal kezddédtek, ezért a negativnak biralt mintak titere <20.

7. tablazat. Az egyes malacok szérummintdbol mért PCV2-specifikus ellenanyagszintek.
Vérvétel

3.nap 15.nap 25.nap 36.nap 44.nap 50.nap 60.nap

idépontja

Kezelés 1.oltas 2.oltas fert6zés
- - - 40 320 1280 1280
- - - 80 640 320 640
- - - 80 80 1280 1280
- - - 80 640 2560 2560
- - - 80 320 1280 2560
- - 160 320 640 1280 2560

R - - - 640 320 1280 1280

vakeina - - - 1280 1280 2560 2560

- - 20 320 640 1280 1280
- - 20 320 1280 1280 1280
- - - - 20 160 160
- - - - 160 320 640
- - - - 20 80 160
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13. dbra. A PCV2-specifikus szérumellenanyag-titerek alakuldsa az egyes csoportokban.

A malacokbdl a boncolas soran szervmintakat gydjtéttiink, amelyekbdl a DNS kivonasa
utan valés idejii PCR-rel mutattuk ki a PCV2-nukleinsavat. A médszer érzékenysége 10 és
10? képiaszam kozéttinek bizonyult. A pozitivkontroll-csoport allatainak egyik szervébél sem
mutattunk ki PCV2-DNS-t. Az RCMV-vel immunizéalt malacok kozul két allat 6sszesen harom
(egy tud6 és két gatorkdzi nyirokcsomd) szervében mutattunk ki PCV2-nukleinsavat. A
negativ kontroll csoport minden egyedébdl kimutathatéonak bizonyult a PCV2. A PCR
eredményeit a 8. tablazat tartalmazza. A szérumbdl és bélsarbdl kivont DNS-mintak
mindegyike negativnak bizonyult PCV2-DNS jelenlétére.

8.1.6. Az RCMV oralis immunogenitdsanak vizsgélata sertésekben.

A rekombinans CMV felszinén expresszalt PCV2-epitop immunogenitdsat szajon éat
adva is vizsgaltuk, ugy, hogy az antigént a malacokkal megetettik és belSlik a kisérlet soran
tobb alkalommal vérmintat vettiink, ezek PCV2-specifikus 1gG-szintjét ilF-teszttel allapitottuk
meg. Az eredményeket az 14. abra foglalja 6ssze. A negativkontroll-csoport allatai nem
részesultek kezelésben, és bel6lik PCV2-specifikus ellenanyag egy alkalommal sem volt
kimutathatd. Az immunizalt csoport allatai kozull kettében mar a masodik héten kimutattunk
PCV2-specifikus ellenanyagot, a harmadik hétre a csoport dsszes malacdban megjelentek

ezek az lgG-k.
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8. tablazat. Az egyes malacok szerveibdl kimutathatdé PCV2 DNS.

Csoport Sziv Tadé Mandulak Gatorkdzi Lagyéki M3j Lép Vese
nyirok- nyirok-
csomok csomok

- + - - + +
700
- 600
[
3
oo 500
S ml
&
& 400 "2
] m3
€
g 300 m4
N
(7)) m5
200
I atlag
100
0 T T
Valasztas 1. hét 2. hét 3. hét 4. hét
Valasztas utan eltelt id6

14. &bra. Az egyes malacokban mért PCV2-specifikus szérum IgG szintek.
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8.2. A PCV2-KAPSZIDFEHERJE ELOALLITASA REKOMBINANS THALASSIOSIRA PSEUDONANA

MIKROALGABAN

8.2.1. Az algdban expresszalandé PCV2-kapszidgén megtervezése és elballitasa

Az elsé szempontunk a kapszidgén megtervezésekor az volt, hogy a térséginkben

el6fordulé PCV2-valtozatokra jellemzé aminosavsorrendl fehérjét allitsunk el6. Ehhez az
virusok ORF2-

Eurépaban

nukleotidsorrendjeinek segitségével
Thalassiosira

jellemzéen el6térbe kerilt PCV2b 1A genotipusu

konszenzus szekvenciat Aallitottunk el6,

pseudonana kodonpreferenciainak megfeleléen optimalizaltattuk.

konszenzus szekvenciat és az optimalizalas eredményét a 15. 4bra szemlélteti.

majd a
A

Optimized

Original

Optimized

Original

Optimized

Original

Optimized

Original

Optimized

Original

Optimized

Original

Optimized

Original

Optimized

Original

Optimized

Original

Optimized

Original

Optimized

Original

Optimized

Original

32
32

92
92

152
152

692
692

ATGACATACCCARGGAGGCGTTATCGTCGTCGTAGGCATAGGCCGCGTTCGCACCTCGGA
ATGACGTATCCARGGACGGCCTTACCGGAGAAGAAGACACCCCCCCCGCAGCCATCTTGEC

CAGATTCTTCGTCGTAGGCCGTGECTCGTCCACCCCCGTCATAGETATCGTTGGCGTAGG
CAGATCCTCCGCCGCCGCCCCTGECTCGTCCACCCCCGCCACCGTTACCGCTGGAGAAGS

AAGAACGGAATCTTCAATACTAGCCTTTCGCGTACATTTGGATACACCATTAAGCGTACC
ARARATGGCATCTTCARACACCCGCCTCTCCCGCACCTTCGGATATACTATCAAGCGAACC

ACTGTCAAGACGCCATCATGGGCCGTAGATATGATGCGTTTCARCATTAATGACTTTCTC
ACAGTCAARACCCCCTCCTGEGCGGTGGACATGATGAGATTCAATATTAATGACTTTCTT

CCACCTGGAGGAGGATCTAACCCCCGTAGTGTACCGTTCGAGTACTATCGTATCCGTAAG
CCCCCAGEAGGGEGCTCARAACCCCCGCTCTETGCCCTTTGAATACTACAGAATAAGAANG

GTGAAGGTTGRATTTTGGCCATGTTCTCCTATTACCCAAGGAGATCGTGGAGTGGGATCT
GTTAAGGTTGAATTCTGGCCCTGCTCCCCGATCACCCAGGGTGACAGGGGAGTGGGCTCC

TCCGCAGTTATCCTCGATGACAACTTCGTGACCAAGGC TACTGCCTTGACGTACGACCCA
AGTGCTGTTATTCTAGATGATAACTTTGTAACARAGGCCACAGCCCTCACCTATGACCCC

TACGTGAATTACAGTTCGAGGCACACGATTACACAACCTTTCTCATATCATTCTCGTTAC
TATGTAAACTACTCCTCCCGCCATACCATAACCCAGCCCTTCTCCTACCACTCCCGCTAC

TTTACTCCCAAGCCGETGTTGEATAGTACGATCGACTACTTCCAGCCAAACAATARAGAGS
TTTACCCCCARACCTGTCCTAGATTCCACTATTGATTACTTCCARCCARARCAACARRAGR

ARCCAACTCTGGTTGCGTCTTCAGACAGCAGGARATGTCGATCACGTAGGACTTGGAACC
AATCAGCTGTGGCTGAGACTACAAACTGCTGGAAATGTAGACCACGTAGGCCTCGGCACT

GCTTTTGAGAARCTCTATCTATGACCAGGAATACAATATTCGTGTTACTATGTATGTTCAG
GCCTTCGARARCAGTATATACCGACCAGGAATACAATATCCGTGTARCCATGTATGTACAR

TTCAGGGAGTTCAACCTCAAGGACCCGCCTCTCAACCCA
TTCAGAGAATTTAATCTTAAAGACCCCCCACTTARCCCT

15. abra. A PCV2-ORF2 eredeti (,Original’) és Thalassiosira pseudonana-ban térténé
expressziora optimalizalt (,Optimized”) szekvencidi a stop-kodon
megvaltoztatott nukleotidok pirossal kiemelve (www.genscript.com).
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A megtervezett és szintetizaltatott gént pMHL_079-plazmidba helyeztiik at a Gateway
technoldgia segitségével, ennek sikerességét és az eGFP-génnel egyultt a bazisorrendjének

helyességét a szekvenalas megerGsitette.

8.2.2. AT. pseudonana sejtek transzformalasa

A létrehozott, PCV2-cap-gént tartalmazo pMHL_079_cap és az
antibiotikumrezisztenciat kodold6 pTpNAT-plazmidok 5-5 pg-jat W-karrierekhez kotottik.
Pozitiv kontrollnak ugyanennyi pMHL_079_GFP-vektort hasznaltunk a rezisztenciat hordozé
plazmiddal egyitt, a negativ kontroll pedig azonos kezelésen atesett, de DNS-t nem
tartalmazé W-részecskék szolgaltak. A részecskebombazast 1350 és 1550 psi nyomason is
elvégeztilk, a pMHL_079 GFP-plazmiddal 2 x 108, a kontroll készitményekkel 108 algasejtet
transzformaltunk. Az agarlemezek kozepére szélesztett sejteken a becsapddott

hordozo6részecskék elhelyezkedése szabad szemmel megfigyelheté (16. abra).

16. abra. Szelektiv agar lemezre szélesztett T. pseudonana sejtek transzformalas utan. A
becsapodott W részecskék helye sziirke foltként lathato.
8.2.3. A transzformélt sejtek szelekcidja és vizsgéalata

A sejteket egy éjszakan at torténd inkubalas utan szelektiv ASW-tapfolyadékba
oltottuk, ezen kiviil szelektiv agarlemezre szélesztettilk transzformaciénként 5x10° és 2x10°
mennyiségben is. A #0, #1 és #2 szamu lemezeken 3 hetes inkubaciés id6szak alatt
telepképzédés nem volt megfigyelhetd. A #3 szamu pozitiv kontroll lemezen 7 nap elteltével
harom barna szin( telepet figyeltink meg, ezeket leemeltik és 24 lyuka lemezen 2—-2 mi
szelektiv ASW-ben, majd 10 ml-es kultirakban novesztettilk tovabb. Az ezek kdzott végzett

mikroszképos vizsgalat alapjan csak egyetlen kultGra volt GFP-pozitiv. A szelektiv leves
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ASW-kulturak kozil a negativ kontroll egy hét alatt kifehéredett, ami a sejtek elpusztulasat
jelenti. A #1 és #2 szdmu tenyészetek lassu novekedésnek indultak és két hét elteltével
szubkulturat készitettink bel6lik (10 ml mennyiséget 40 ml friss szelektiv taptalajba
oltottunk). A pozitivkontroll-tenyészetet (#3) egy és két hét elteltével is passzalni kellett.

A transzformalast kdvetéen 3 héttel elvégzett DNS kivonas és PCR soran az #1 és #2
szamu mintak negativ eredményt adtak, a #3 minta esetében a vart, kb 300 bazis méreti
terméket figyeltik meg a gélen.

A sejteket Imagestream képalkotd aramlési citométerrel is vizsgéltuk. Ennek soran
legaldbb 15000 sejtet szamoltunk meg minden mintabol. Az analizist el6szor a
pozitivkontroll-populacion (#3) végeztik el, majd kiterjesztettik a tébbi mintara is. Az
eredményeket a 9. tablazat és a 17. abra mutatja be.

9. tablazat. Az Imagestream vizsgalat szamszer(i eredményei.

Események A fokuszban lévo GFP pozitiv sejtek GFP pozitiv
szama egyedi sejtek/6sszes /6sszes esemény sejtek/fokuszban lévé
Osszesen esemény egyedi sejtek

#3 17374 55,57% 55,19% 99,33%

#1 17906 65,43% 0% 0%

#2 16316 65,86% 0% 0%
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17. dbra. Az Imagestream-vizsgalat eredményei. Az els6 sor abrai a #3, a masodik a #1, a
harmadik #2 szamu kulturakbdl szarmazoé sejtek analizisét szemléltetik. Az ,A” dbrakon a
sejtek tertlete (Area) flggvényében a sejtek legrovidebb és leghosszabb
keresztmetszetének aranyat (Aspect Ratio) abrazol6 dot plot lathat6. Ezeken az abrakon a
kivalasztott egyedi sejtek csoportjat a zéldeskék szinnel kiemelt gate (Single cells) jeldli. A
,B” jell hisztogramok az egyedi sejtek eloszlasat abrazoljak a sejtekrdl készult fényképek
élességét jellemz6 érték (Gradient RMS) tengelyén. Ezt a populaciét tovabb sziikitettik az
éles, fékuszban lévé sejtek sargaval jeldlt csoportjara (single cell, focus). A ,C”
hisztogramokon ezen legszikebb populaciok zold fluoreszcens csatornaban mért eGFP
intenzitasanak eloszlasa lathatd. A pozitivnak tekintett érték savjat narancsarga szin jeloli.
Az abrékat az IDEAS Analysis Application v6.0 alkalmazasbdl exportaltuk.
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9. MEGBESZELES

9.1. APCV2 EPITOPOT EXPRESSZALO REKOMBINANS CMV IMMUNOGENITASA

9.1.1. A CMV gasztrointesztinalis tulélése

Annak vizsgélatdra, hogy a CMV-virionok alkalmasak-e szajon at torténd
immunizalasra, vagyis az emésztécsatornaban uralkodd korulmények kozoétt megérzik-e
specifikus immunogenitdsukat, Aallatkisérletet végeztink. Ennek soran egereket
immunizaltunk parenterdlisan és szdjon at, majd CMV-specifikus ellenanyagok jelenlétét
mutattuk ki ELISA-md&dszerrel.

A leger6sebb szérum-lgG-ellenanyagvalaszt abban a csoportban kaptuk, amelyikben
az antigént az éllatok haslregébe oltottuk. Ebben a csoportban az 1gG-ellenanyagok mar
egy hét elteltével kimutathatbak voltak, jellemz&en 1:50 titerértékben. A negyedik hét végéig
az lgG-szintek folyamatos emelkedést mutattak, a legtébb egyedben 1:400 titerértékig. A
masodik csoportban, amelyben az allatokat az elsé csoportban adott antigénekével
megegyez6 mennyiségl virionnal szajon at immunizaltuk, CMV-specifikus szérum-lgG-
ellenanyagokat egészen a masodik immunizalast kéveté harmadik hétig nem mutattunk ki. A
kisérlet végére ebben a csoportban atlagosan a parenterdlis oltdssal elért ellenanyagszintek
egynegyedét sikerllt csupan elérni. A négyszeres viruspartikula-mennyiséggel szintén
szajon at immunizalt egerek csoportjaban (5. csoport) a szérum-lgG-antitestek mar a
masodik virusetetés el6tt elérték az 1:50 szintet. A masodik immunizalds utan az
ellenanyagszintek tovabb emelkedtek ugyan, de a 3. csoport atlagadhoz hasonl6é szinten
maradtak. Az adag novelésével tehat gyorsabban kialakulé immunvalaszt lehetett kivaltani,
ennek mértéke azonban nem valtozott az antigén-mennyiség névelésével.

Az IgA-ellenanyagok vizsgalata soran szintén megfigyelhet6 volt, hogy a négyszeres
adag antigén gyorsabban megjelené ellenanyagvalaszt indukalt, de ebben az esetben a
kisérlet végére elért titerértékekben is kiilonbséget talaltunk a csoportok kdzott. A negyedik
csoport egerei kozil abban az 6t allatban, amelyeket a masodik immunizalaskor
exterminaltunk, nem mutattunk ki CMV-specifikus IgA-ellenanyagot a bélfolyadékmintakbol.
Ugyanebben az id6pontban a négyszeres CMV-adagot kapott allatok mindegyikében
megtaldlhaté volt a keresett IgA. A 28. napra pedig a kevesebb ellenanyagot kapott
egerekénél atlagosan 4 higitassal magasabb szinteket kaptunk eredményill. Erdekes lenne
annak kideritése, hogy valéban van-e 0Osszefliggés az etetett dozis és a kialakuld
szekretoros-lgA-szintek kozott, ez azonban a mi vizsgéalatainkkal 6sszefliggésben nem volt
cél.

Eredményeink szerint a tisztitott CMV-virion alkalmas volt szajon at térténd antigén-

bejuttatasra, és az emésztérendszer korulményeit a nanopartikulak egérben legaladbb olyan
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szinten tulélték, hogy az kimutathatd mennyiségli specifikus szérum-lgG és bél-IgA
megjelenését eredményezze. Nuzzaci és mtsai. (2010) is hasonlo kovetkeztetésre jutottak
rekombinans CMV in vitro tesztelése soran.

9.1.2. A PCV2-virion szerkezete, epitépjainak elhelyezkedése és a rekombinans
CMV elballitasa

A PCV2 virion haromdimenziés modellje pusztdn a virus ORF2-nukleotidsorrendjébdl
szarmaztatott cap-aminosavszekvencia alapjan késziult el. A munka ezen részének
elvégzésével parhuzamosan jelent meg a szakirodalomban a PCV2-kapszid rdntgen-
krisztallogréafian alapulé modellje (Khayat és mtsai., 2011), amely az altalunk készitett modell
helyességét nagyrészt megerdsitette.

A modellen vizualis és a szakirodalomban elérheté informaciok alapjan 6t feltételezett
epitép helyét hataroztuk meg. Ezek elhelyezkedését a kapszidfehérjén bellil és a mas
szerz6k altal azonositott immunogén szakaszokat a 18. abra szemlélteti. Az epitdpok
meghatarozasakor a Mahé és mtsai. (2000), a Lekcharoensuk és mtsai. (2004) és Shang és
mtsai. (2009) altal leirt immundominans szakaszok voltak ismertek, Khayat és mtsai. (2011)
valamint Ge és mtsai. (2013) eredményei az utdlagos ellenérzésben nyujtanak segitséget.

Az elsd altalunk meghatarozott epitdop a 37. és 43. aminosavak kozott elhelyezkedé
szakasz, amely atfedésben van az NLS (Liu és mtsai., 2001a) és az egyik, Mahé és mtsai.
(2000) altal leirt lineéris epitoppal. Ez a szakasz modelliinkdn a felszinhez kdzel helyezkedik
el. Khayat (2011) szerint az ezzel egybe esé, de hosszabb linearis epitop (Mahé és mtsai.,
2000) nem a kuls6 felszinen talalhatd, és az immunreceptorok szamara akkor elérhetd,
amikor az un. viruslégzés soran atmenetileg externalizalodik. Modelliink alapjan lehetséges,
hogy az epitdp egy része a virion felszinén talalhat6 és az ellene esetlegesen képz6dd
ellenanyagok a teljes epitop felszinre kerllése el6tt kapcsolédhatnak a virushoz ezen a
ponton. Ennek felderitésére iranyulo kisérletet nem végeztink.

Az altalunk feltételezett masodik epitép a 90. és a 96. aminosavak kozott foglal helyet.
Ez atfedésben van egy Shang és mtsai. (2009) altal korabban leirt lineéris epitoppal, amely a
92-103. aminosavak kozott taldlhatdé. Ez a hosszabb epitdp az altalunk megfigyelt virion-
felszini aminosavakon kivll tartalmazza a virus sejtbe jutasaért valészinUsithetéen felel6s
heparan-szulfat k6t6 domént is (98—-103. aa, Misinzo és mtsai., 2006). Erdemes lenne annak
vizsgalata, hogy az altalunk meghatarozott 2. szamu epitép valdban indukal-e specifikus
ellenanyag-termelést, és, hogy annak kotédése megakadalyozza-e a virus sejtbe jutaséat a
heparan-szulfat kété-hely kozelsége miatt, vagy helyesebb-e inkdbb a Shang és mtsai. altal

meghatarozott hosszabb szakasz epitopként valo értelmezése.
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18. abra. Az altalunk vizualis alapon meghatarozott PCV2-epitépok (sarga szinnel jelélve) viszonya a mas szerzék altal leirt immundominans
szakaszok elhelyezkedésével és méretével (az NP_937957 szamu referenciaszekvencian abrazolva). A vilagosszirke: régié az NLS-t (Liu és
mtsai., 2001a); a sotétszlirke a megjosolt heparan-szulfat kété-helyet (Khayat es mtsai., 2011) jel6lik. Narancssargaval a Mahé és mtsai.
(2000), zo6ld szinnel a Lekcharoensuk és mtsai. (2004), kékkel a Shang és mtsai. (2009), bordéval a Ge és mtsai. (2013) altal meghatarozott

epitopokat jeldltem. A szamok az aminosavak sorszamat jelolik.
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Harmadik szamu epitépként a 126-145. aa-kat hataroztuk meg. Ez a leghosszabb, 20
aa hosszUsagu szakasz nagyrészt atfedésben van egy Mahé és mtsai. (2000) altal leirt
lineéaris epitéppal. Ge és mtsai. (2013) ezt a hosszu szakaszt késébb 10 aa hosszusagura
(119-128. aa) roviditették, amely csupan 2 aa atfedést mutat az altalunk azonositott
epitoppal. Ez az epitdp volt az egyik, amit megkiséreltink CMV-virionban expresszalni,
azonban a létrehozott rekombindns CMV nem volt képes a transzfektalt dohdny névényben
szisztémas terjedésre, tineteket a virus nem okozott és a névény nem transzfektalt részeibdl
nem lehetett az 6rokitéanyagat kimutatni. Az epitdép valdszinileg tulsagosan nagy méreti
volt a CMV-vironba lltetéshez, és a rekombindns CMV-kapszidfehérje nem tudott ugy
hajtogatédni, hogy azutan funkcionalis, fert6z6képes virionna alljon Ossze. Vitti és mtsai.
(2010) hasonlé jelenséget tapasztaltak, miszerint egy ugyanebbe a pozicibba (a CMV
kaszidfehérje 131. aa-a mogé) belltetett, 12 aa hosszusagu, Alzheimer-betegséggel
kapcsolatos peptid még nem akadalyozta meg szaporodoképes rekombinans CMV
létrehozaséat, &m egy 15 aa méretl szakasz mar destabilizalta a viriont.

A negyedik szamu epitop a 169-186. aa kozott helyet foglald, szintén viszonylag
hosszl szakasz. Ez két, kordbban leirt antigén-determinans szakasszal is egybe esik, az
egyik linearis epitép (157-183 aa, Mahé és mtsai., 2000) és a PCV1-gyel keresztreagal, de a
virion belsejében taladlhat6. A masikat (165-200. aa) Lekcharoensuk és mtsai. (2004)
konformacioés epitépként irtak le és vizsgalataikban nem mutatott keresztreakciét a PCV1
eredetli homol6g szakaszokkal. Az epitop az altalunk létrehozott modell szerint is a PCV2
virion kuls6 felszinén helyezkedik el.

Otodik epitopként végiil a cap fehérje utolsé 10 aa-at hataroztuk meg. PCV2-virion
modellinkén ez a szakasz a virion felszinébdl kissé kiemelkedik, és a cap-alegységekbdl
Osszedll6 pentamerek talalkozasi pontjanal, kbzépen helyezkedik el, egymassal kdzvetlen
kozelségben, 6t példanyban. Ezen a helyen kordbban méar Lekcharoensuk és mtsai. (2004,
230-233. aa) és Shang és mtsai. (2009; 230-233.aa) linearis epitopot feltételeztek, majd
késBbb Ge és mtsai. (2013, 229-233) is megerdsitették a feltételezést. Ezt a 10 aminosav
hosszUsagu antigén-determinanst sikerrel inzertdltuk a CMV 131. és 132. aa-ai kozott
taldlhat6 inzerciés helyre, és az igy létrehozott RCMV viron szisztémas tlneteket okozott a
dohanyndvényben, valamint a névények kozott is fert6zéképes volt. Az RCMV 5-6 hénapos
passzalds utan elvesztette az inzertalt PCV2-eredetl fehérjeszakaszt, és néhany esetben a
CMV-virion 131. aa-a prolinrél szerinre mutalodott. Ez a jelenség biztonsagossagi
szempontbodl elényos, mert igy valoszinUsithetd, hogy természetes korulmények kozott a
mesterségesen létrehozott virus nem marad fenn és megszabadul a szamara értelmetlenul
hordozott, funkcid nélkuli peptidtél. Mas részrél azonban azt is jelenti, hogy az RCMV

szaporitdsara hasznalt modszerek (passzalas, gazdandvény) még optimalizalasra szorulnak.
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A tisztitott RCMV-n a PCV2-eredetli epitop helyes konformacidban torténé
megjelenését elészor Western blottal prébaltuk megerésiteni, ez nem jart sikerrel, mert a
kisebb savohigitasoknal az egész membran elszinez6dott, nagyobb higitasi fok
hasznalatakor pedig nem kaptunk értékelhet6 jelet. Ezt valdszinlleg az okozta, hogy a
PAGE soran az er6s redukald korulmények és fizikai hatasok olyan mértékben valtoztattak
meg az epitdpok térbeli szerkezetét, hogy az ellenanyagok szadmara felismerhetetlenné valt.
Ezen kivil, mint kés6bb kidertlt, a hasznalt sertéssavdé CMV-specifikus ellenanyagokat is
tartalmazott.

A Western blot kudarca utdn ELISA teszttel prébaltuk a PCV2 eredetii epitop jelenlétét
igazolni. Kezdetben ez sem volt sikeres, mert a negativ kontrollként hasznalt, vad tipusu
CMV-vel szemben is az RCMV antigénjéhez hasonlé mérték{i pozitiv szinreakciot kaptunk.
Feltételezésiink szerint ez azért lehetett, mert a CMV igen széles kori elterjedtsége miatt a
sertések életilk sordn rendszeresen érintkeznek CMV-antigénekkel takarmanyon keresztul.
Az elsédleges savo ugyanis hazilag el6allitott hiperimmun sertéssavo volt, amelyet sertés
nagy dozist, mesterséges PCV2-fertbzése utan nyertek (Csagola, 2009). Ez a savé
legnagyobb mennyiséghen PCV2-specifikus ellenanyagokat tartalmaz ugyan, de
megtalalhaté benne az allat 6sszes, egyéb antigén ellen korabban képz&dott és a vérvétel
idépontjaban jelen lévé immunglobulinja is. Ez a jelenség egyben azt is elérevetitette, hogy a
CMV-virion antigénjei az egerekéhez hasonléan a sertések emésztécsdveében is megbrzik
antigenitasukat.

Kovetkez6 lépésként a hiperimmun sertéssavot kizarélag CMV-antigént tartalmazo
lemezen inkubaltuk, ahol a CMV-elleni antitestek megkoétédtek. Az igy kimeritett savot
ezutan CMV- és RCMV-virionokkal is érzékenyitett lemezre mértik at, majd a tesztet
befejeztik, és igy mar egyértelm( eltérés volt lathato a kétféle antigénre adott reakcio kozott.
Csupan a legels6é (1:100) savoéhigitas volt pozitiv, annak ellenére, hogy ugyanez a savl
kordbban PCV2-antigénre 1:10000 higitasig reagdlt. Ennek az a magyarazata, hogy
vizsgalatunkban a PCV2-virionbdl csak egy 10 aa hosszUsagu darab volt jelen, nem a teljes
virus, annak minden epitopjaval.

A Western blotnél kevésbé elegans modon ugyan, de sikerilt igazolni, hogy a PCV2-
eredetli epitdop helyes térszerkezetben és ellenanyagok széamara hozzaférheté maodon

fejez6dik ki a CMV felszinén.
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9.1.3. Arekombindns CMV immunogenitasa

Az RCMV PCV2-specifikus ellenanyagtermelést beinditd képességét elbszor egy
egyszer( in vivo kisérlettel vizsgéltuk. Ennek sordn 5-5 egeret immunizaltunk CMV-vel,
rekombinans CMV-antigénnel és PBS-sel. Az immunizaldsokat 2 hét mulva megismételtik,
majd Ujabb két hét elteltével az allatokbol vérmintat vettiink és ebbél PCV2-specifikus IgG-
ellenanyagszintet mértiink indirekt IF modszer segitségével. Antigénként PCV2-cap-fehérjét
expresszald, Sf-9-sejttenyészeten szaporitott és fixalt rekombinans baculovirust hasznaltunk,
amely a PCV2-cap teljes antigénkészletét tartalmazza. Az RCMV-vel immunizalt csoport
allataiban minden esetben mérheté PCV2-elleni antitesttiter jelent meg és atlagosan 1:140
koral alakult. Sem a CMV-vel, sem a PBS-sel oltott allatokban nem mutattunk ki ilyen
ellenanyagot. Az el6allitott rekombinans nanopartikulumon talalhaté mindéssze 10 PCV2-
eredetll aa alkalmas volt tehat él6 allatban specifikus immunvalasz indukalasara. Ge és
mtsai (2013) a PCV2 cap utolsé 5 aminosavabdl allé epitéppal nem tudtak Kunming egereket
immunizalni. Ezt okozhatta példaul az egérfajok kdzotti genetikai kildnbség, de az epitdpok
eltér6 hosszlsaga is, miszerint az immunogenitashoz nem elég pusztdn az utolsé o6t
aminosav. Emellett szerepet jatszhat az antigének eltérd szerkezete is, Ge és mtsai. a
haszndlt antigént fagviruson termelték, melynek kapszidszerkezete a CMV CP-t6l és a
PCV2-viriontdl is eltér.

A kovetkez6 kisérletben mar a célallatfajban, a sertésben vizsgaltuk az immunogenitas
mellett azt is, hogy a kialakitott védelem képes-e csokkenteni a PCV2 szaporodasat,
immunizalassal és azt kovetben fertézéses kisérlettel. Az allatkisérlet soran a malacokat
harom csoportra osztottuk, kétszer immunizaltuk 6ket 10 nap kuldénbséggel, az egyik
csoportban az adjuvalt RCMV-vel, a pozitivkontroll-csoportban kereskedelmi forgalomban
kaphato, inaktivalt vakcinaval, a harmadik csoportban PBS-sel, és a masodik immunizélast
kévetéen 10 nappal él6 PCV2-virustorzzsel fertéztik meg &6ket. A kisérlet dsszesen két
hénapig tartott és az allatokbdl hetente vettiink vérmintat a PCV2-specifikus ellenanyagok
kimutatasara. Az ellenanyagok legel6szor az inaktivalt vakcinaval oltott allatokban jelentek
meg, mar a masodik oltds idején kimutathatéak voltak. Ezzel szemben az RCMV-vel
immunizalt malacok mintaiban csak a masodik immunizalas utan, a fert6zéskor vett
szérummintaban talaltunk a mddszerinkkel kimutathatd PCV2-specifikus 1gG-ellenanyagot.
A negativkontroll-csoport allataiban a varakozasnak megfeleléen csak a kisérletes fert6zés
utén jelent meg ez az ellenanyag.

A rekombindns nanopartikulum &ltal kivaltott ellenanyagtiter-értékek megkozelitették
ugyan az inaktivalt vakcina hatékonysagat, de a kisérlet id6tartama alatt nem érték el azt. A
mért ellenanyagszinteket tobb tényezd befolyasolta. Az inaktivalt vakcindban

szOvettenyészeten szaporitott és ezutadn elolt, telies antigénkészlettel rendelkez6 PCV2
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talalhato, az ellene képz6d6 ellenanyagok tobb epitdpra is specifikusak és a hasznalt indirekt
IF-teszt segitségével mindegyikik detektalhatd, mig az egyetlen PCV2-epitdpot, a cap-
fehérje 223 aa-a4bdl mindéssze 10-et hordozé RCMV ellen képzddé ellenanyag-féleségek
kozul feltételezhetéen csak egy specifikus a PCV2-epitbpra, a tbébbi a CMV egyéb
részleteihez képes koétddni, ezért ilF-tesztiinkben ki sem mutathat6. Ennek fényében nem
meglepd tehat, hogy a kereskedelmi forgalomban kaphat6 vakcinaval oltott allatokban mért
szintek korabban érték el a kimutathatésagi hatért, az viszont igen, hogy a kétféle
immunogén eréssége kozotti kilonbség leginkdbb az id6beli eltolédasban jelent meg, a
kisérlet végére kialakult ellenanyagszintek viszont kozelitettek egymashoz. A hasznalati
utasitas szerint az inaktivalt vakcinat csak egyszer javasolt adni egy malacnak, mi a kisérlet
egységessége miatt adtuk kétszer, de mindkétszer az egyszeri oltds esetén javasolt
adagban. A tul nagy mennyiségben jelen [év6 ellenanyag cstkkentheti a masodik oltas
hatékonysagat. Ezen kivll az is magyarazhatja az egymashoz kozelité végso titerértékeket
az els6 keét csoportban, hogy az élé virussal torténé fert6zés ezekben a vakcinasan mar
athangolt allatokban maximalis immunvalaszt valthat ki és ez az alkalmazott Kisérleti
korilmények kdzott egybe esik a kisérlet végén mért titerekkel. A negativkontroll-csoportban
a PCV2 ilyen mértékl antigénhatasa azért nem jelentkezik, mert ezek az allatok el6szor
taldlkoztak az antigénnel. Nagyon fontos lenne annak vizsgalata, hogy a kialakult nagy
ellenanyagtiter mennyi ideig marad fenn a hizékban.

A kisérlet végén a malacok szervmintaib6ol PCV2-DNS-kimutatast végeztiink gPCR
mobdszerrel. Az inaktivalt vakcinaval immunizalt allatok koézil egyikben sem mutattuk ki a
virus DNS-ét, mig a nem vakcinazott csoport minden allataban megeredt a fertézés, a
vizsgéalt 8 szerv kozil legalabb haromban. A gatorkdzi nyirokcsomokbdl és 1épbdl vett
szervmintak esetében mindharom allat pozitivnak bizonyult. Az RCMV-vel immunizalt
csoport malacai kdzil két allat esetében mutattuk ki a virus DNS-t, 6sszesen 3 mintaban, két
gatorkdzi nyirokcsomobdl és egy tid6é mintabdl. A vakcinajeldlt nem akadalyozta meg a
virussal valo fert6z6dést, de annak szaporodasat a szervekben lecsdkkentette. A gPCR
maédszeriink hasznélataval semelyik éallatban nem mutattunk ki virusuritést a bélsarral,
valamint a szérummintdkban sem taldltunk PCV2-DNS-t. Ezt az okozhatta, hogy nem
hasznaltunk elég nagy mennyiségl virust a kisérletes fert6zéshez, emellett a hasznalt
modszerek érzékenysége is okolhato lehet. A gPCR ismert mennyiségli, PCV2-ORF2-t
hordozo plazmid esetében nagyon kevés, akar 10 képiét is képes volt kimutatni, igy inkabb a
DNS-kivonas soran kovetkezhetett be a negativitast okoz6 hiba. Utdlag ugy itéltik meg,
hogy eredményesebb lett volna végbéltampon helyett egyedileg bélsarmintat gydjteni és
kimondottan bélsarbdl torténd DNS izolalasra fejlesztett kit-et hasznalni.

A parenterdlisan adott rekombindns CMV sikeresen csokkentette a virus szaporodasét

a kisérletben az oltatlan &llatokban tapasztaltakhoz képest, de nem olyan mértékben, mint az
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inaktivalt virussal vakcinazott allatok esetében. Ez az eredmény azért figyelemre mélto, mert
az RCMV-antigén a PCV2 kapszidjab6l minddssze egy igen rovid szakaszt tartalmaz,
raadasul a fert6zésre hasznalt R15 jelzési él6 PCV2-t6rzs utolsé 10 aminosava az RCMV
létrehozdséhoz hasznalt aminosavakkal nem egyezik meg teljes mértékben (az utolsé elbtti
aminosav az R15 tdrzsben a bézikus lizin helyett a polaros aszparagin), mégis kialakult
bizonyos szintli keresztvédelem. Ez azt is jelenti, hogy az ezen a szakaszon valtozatos
aminosavsorrend(i kapszidfehérjék kozil egy, vagy néhany verzid antigénként vald
alkalmazasa kialakithat megfelel6 szinti keresztvédelmet, ennek kideritése a lehetséges
variaciok nagy szdma (30-féle eddig megismert szekvencia) miatt azonban 6nallo
kisérleteket igényelne. Az epitop 10 aminosava kozul ugyanis csak az elsé (fenilalanin) és a
negyedik (lizin) konzervalt a PCV2-cap-szekvenciak kozott. Az R15-térzsben talalhatd epitép
a leggyakrabban eléfordulé aminosavsorrendet képviseli (10. tablazat).

A kovetkez6 allatkisérletben a malacokat takarmanyba kevert, tisztitott RCMV-vel négy
alkalommal szdjon &t immunizaltuk, negativ kontrollként semmilyen kezelésben nem
részesulé allatokat hasznaltunk. A malacokban nem volt kimutathaté maternalis ellenanyag
és a nem immunizalt allatok a kisérlet végéig szeronegativak maradtak.

Két allatban mar a masodik héten kimutattunk PCV2-specifikus ellenanyagokat és a
csoportban a tébbi malac is szeropozitivva valt a kovetkezé hétre. A szérum-IgG
kimutatasara ugyanazt a modszert hasznaltuk, mint az el6zd kisérletben a parenteralis
immunizalast kovet6é ellenanyag szintek mérése soran és az ott kapott eredményekkel
Osszevethet6 szérum-lgG-szinteket kaptunk eredményul. Bebizonyosodott, hogy ekkora,
viszonylag nagy adagban adva az RCMV-virionok sertésekben is tulélik a gyomor-
bélcsatornaban uralkodo kérilményeket és egyszeriien, szajon at adva is képesek specifikus
immunvalasz kivaltdséara.

A szamitogépes modellezés alapjan megtalalt és kivalasztott PCV2-cap-fehérje
szakaszt expresszaldé RCMV tehat stabil, jol szaporithaté virionna all 6ssze és tisztitott
formaban ordlis immunizélasra hasznalhatd, az ellene képz6dd ellenanyagok a PCV2
szaporodasat visszafogjak. A nanopartikulum immunogenitasaval kapcsolatban a biztatd in
vitro és in vivo kisérletek utdn azonban még igen sok kérdés megvalaszolatlan maradt.
El6szor is szikséges volna az ordlisan immunizalt allatokban, a bélcsatornaban és mas,
példaul a légutakat boritd nyalkahartyakon termel6dd, PCV2-specifikus szekretoros IgA-
ellenanyagokat kimutatni és mérni, hiszen ezek a molekuldk képesek a kbrokozo
szervezetbe jutdsat megakadélyozni. A kereskedelmi forgalomban kaphaté PCV2-vakcinak
kozul erre jelenleg egyik sem képes. Masodsorban a nanopartikulum &ltal indukalt cellularis
immunitas meglétérdl és folyamatairél semmilyen informéaciéval nem rendelkeziink. Ezen
kivil a késdbbiekben annak a vizsgalata is szikségessé valik, hogy az RCMV-vel fert6zott

levelek a virionok kitisztitasa nélkil is alkalmasak-e az immunizélasra, és ha igen, akkor nem
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csak a takarmanyozasi szempontbol értéktelen dohanylevél, hanem elényds beltartalmi
értékekkel rendelkez6 fert6zott takarmanynovények ,vakcinabeadasi modként” vald
hasznalhatosagat is meg kell vizsgalni. Végul elengedhetetlen lenne a szajon at torténd
immunizalas gyakorisaganak optimalizalasa az oralis tolerancia kialakuldsanak elkerulése

érdekében.

10. tablazat. A PCV2-virusokban eléfordulé 5. szadmu epitop aminosavsorrend-valtozatai és
gyakorisaguk egy korabbi cap-gén analizishez felhasznalt szekvenciagyljtemény (Lérincz,
2014) alapjan. A 0,16%-0s gyakorisag egyedi el6fordulasu szekvencianak felel meg.

|AzepHépanﬂnosavsonenﬂe Az epitop gyakorisaga
FNLKDPPLNP ' 63,20%
FNLKDPPLKP 20,34%
FNLKDPPLNPK 14,91%
FNFKDPPLNP
FNLKDPPLHPK
FILKDPLNK
FNLKDPPLEP
FNLKDPPLNPR
FNLKDPPLNTK
FILKDPLNE
FNLKDPPL
FNLKDPPLHP 0,31%
FNLKDPPLNLNE
FSLKDPPLNP
FNFKDPPLNPK
FNLKDPHLTLK
FNLKDPLLNP
FNLKDPPLKPK
FNLKDPPLKPQ
FNLKDPPLKTLNE
FNLKDPPLNT
FNLKDPPLTP
FNLKDPPT
FNLKDPSLNP
FNLKDSPLNP
FNLKEPPIKP
FNLKGPPLNP
FNLKTPHLTLNE
FSLKDPPLNPK
FYFKDPPLNP

0,62%

0,47%

0,16%
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9.2. PCV2 CAP GEN EXPRESSZIO T. PSEUDONANA MIKROALGABAN

Az atmeneti antigén-expressziot kovetéen probalkoztunk a teljes PCV2 cap fehérje
termelésével is a T. pseudonana mikroalgafajpan. E gazdafaj esetében a stabil
transzformaciora hasznalhat6 mddszerek mar rendelkezésre alltak és kordbban sikeresen

hasznaltak mas, allategészségugyi szempontbdl jelentés antigének elballitasara.

9.2.1. A PCV2-cap-gént tartalmazo6 plazmidvektor eléallitasa

Az Eurdpéban kereskedelmi forgalomban kaphat6é vakcindk olyan PCV2-virusok
antigénkészletét tartalmazzak, amelyek kivétel nélkil a PCV2A genotipusba tartoznak,
mikdzben ez a genotipus vilagszerte visszaszorulni latszik és a PCV2B, azon belll is az 1A
csoportba tartozd virusok valtak endémiassa. Antigén-el6allitasra ezért munkank soran a
Magyarorszagon és kornyékén el6fordul6 PCV2B 1A virusokra jellemz6é konszenzus-
szekvenciat hasznaltunk fel, amelyet az itt el6forduld virusok kapszidfehérjéinek
alignmentjéb8l szamitottunk. Ezutdn a nagymértékli génexpresszi6 reményében
megrendeltik a gén kodonoptimalizalasat és szintézisét. A kodon optimalizalas soradn a
PCV2 cap 233 aminosava kozil 160 kodonja szorult médositdsra. A megrendelt és
leszintetizalt gént a Gateway technoldgia segitségével expresszids vektorba helyeztik at,

amit szekvenalassal ellendriztiink.

9.2.2. AT. pseudonana sejtek transzformalasa

A Kkitsztitott DNS-t W-hordozérészecskékre kotottik és kontrollvektorokkal egyiitt
biolisztikus mdédszerrel a T. pseudonana sejtekbe juttattuk. A transzformalt sejteket egy
napig nem szelektiv tapfolyadékban hagytuk szaporodasnak indulni, majd antibiotikum-
(NAT) szelekcio ald helyeztik 6ket. A varakozdsoknak megfeleléen a nem transzformalt
sejteket tartalmazoé leveskultiraban a sejtek egy hét alatt elpusztultak, tehat az antibiotikum
koncentracioja megfeleld volt a szelekciohoz. A pozitivkontroll-csoport esetében mind a
levestenyészetben, mind az agarlemezeken tapasztaltunk sejt/telep-névekedést. A PCV2-
cap—GFP fuziés génnel transzformdlt mikroalgak novekedése a levestenyészetekben a
pozitivkontroll-csoportéhoz képest késleltetett volt, a sejtek sokkal lassabban tértek
magukhoz a transzformalas utan. A szelektiv ASW-vel készitett agar lemezeken egyaltalan
nem tapasztaltunk telepndvekedést ezeknél a csoportoknal.

A sejtek novekedési Uteme, a PCR-eredmények, a mikroszképos vizsgélatok sorén
tapasztaltak és az aramlasi citometria adatai mind arra engednek kovetkeztetni, hogy az #1

€s #2 szamu csoportokban csupan azok a sejtek maradtak életben, amelyek
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pMHL_079_cap-vektort nem, csak az antibiotikumrezisztenciat kédol6 pTpNAT-plazmidot
tartalmazték.

A W-partikuldk sejtekbe l6vése utan a T. pseudonana mikroalgdknak tobbféle sorsa
lehet. Ahogy a 16. abran jol lathatdé, a génpuska célzasi pontatlansaga miatt a carrier
részecskék a szélesztett sejtek korén belll csak kis terlletre csapddnak be, igy a legtobb
sejtet egyaltalan nem érinti a transzformalas. Lesznek olyan sejtek, amelyeket a mddszerrel
jaro erételjes fizikai behatas elpusztit. Ne felejtsik el, hogy a kovamoszatok igen er6s,
szilard szilicium-dioxid sejtfallal rendelkeznek, amelynek athatoldsa csak igen nagy
nyomassal felgyorsitott részecskékkel lehetséges. A biolisztikus transzformacié soran
kotranszformacié esetén a kétféle plazmid mennyisége megkozelitéleg egyenlé és a legtbbb
mikrokarrier molekula mindkettét megkaoti, ezért a tulélé sejtek nagy része tartalmazni fogja
Oket. Nagy valoszinliséggel lesznek azonban olyan részecskék, amelyek csak az egyik féle
vektort kototték meg. Ha egy sejtbe példaul csak pTpNAT-plazmidot hordozé részecske jut,
€s a sejt tuléli a részecske bombéazast, akkor ndvekedésnek indul szelektiv kdrtlmények
kozott is, ezért is van az, hogy az eGFP-pozitiv kultirakban sem 100%-0s a zo6ld fehérje
expresszidja. Ezeknek a sejteknek az aranya elméletileg nagysagrendekkel kisebb, mint a
kotranszformalt sejteké.

A #1 és #2 szamu kultirakban nem lattunk eGFP-expressziét és PCV2-cap-gén
jelenlétét sem tudtuk kimutatni. Ennek magyarazata lehet, hogy az erds fcp-promoter és
terminator szakaszok alkalmazasa és a kodonoptimalizalas ellenére nem, vagy a detektalasi
kliszob alatti mennyiségl cap—GFP fuziés fehérje képz&dott. Ha ez volt a helyzet, és az
O0sszes kotranszformalt sejt szaporodott, pusztan a génexpresszid maradt el, akkor a
szelektiv tenyésztés soran a pozitiv kontroll #3 szamua kultiraéhoz hasonld dinamikaval
kellett volna sejtek szaporodasanak végbemennie, emellett a PCV2-cap-gén az ezekbdl a
sejtekbdl szarmazoé mintakban PCR-rel kimutathat6 lett volna. Feltételezésiink szerint sokkal
valdszinlbb, hogy a génexpresszio sikeresen végbement és a fuzios fehérje kifejez8doétt, de
toxikus volt a gazdasejtek szamara és emiatt a kotranszformalt sejtek elpusztultak. A #1 és
#2 kultarakban igy csak azok a sejtek maradhattak életben, amelyek csak a pTpNAT-
rezisztencia-plazmidot hordoztdk és mivel ezek szdma a kotranszformacié utan nagyon
keveés, a sejtek nem pusztultak el, de szaporodasuk csak késleltetve érte el a lathat6 szintet.
Ennek a feltételezésnek megfelelel, hogy a mar felszaporodott sejtek eGFP negativnak
bizonyultak és még az Imagestream méddszerrel sem taldltunk pozitiv egyedeket (17. és 19.
abrak).
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19. abra. Az Imagestream képalkotd aramlasi citométer altal 40x-es objektivvel készitett képek az egyes sejtekrdl. (A) A vords (>550 nm
hullamhosszusagu) fény kiszirése nélkiul készilt képeken a sejtenként 2, apikalisan helyez6d6 kloroplaszt vords szind, rendkivil erés
autofluoreszcencidja j6l lathato. (B; C) A vords fény teljes kiszlrésével készitett felvételek a z6ld csatornaban. Még a sz(ir6 hasznalataval
is jol kivehet6 a zOld tartomanyba ,atfolyd” kloroplaszt autofluoreszcencia. A GFP pozitiv #3 kultura sejtjeiben a citoplazmaban centralisan
felhalmozédott eGFP egyértelmiien kivehetd (B). A #1 kultdra sejtjeiben csupan a koroplasztok adta hattér figyelheté meg (C).
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A termel6dd PCV2-cap toxicitasanak oka feltételezhetéen az, hogy a fehérjét az elsé 41
aminosavval, az NLS-szakasszal egyutt kiséreltik meg kifejezni. Az NLS prokariota sejtekre
nézve ismerten toxikus (Liu és mtsai., 2001b). Baktériumokban azonban sejtpusztulast nem,
csupan csokkent génexpressziét okoz. Eukariota sejtekben az NLS toxicitasa még nem
egyértelmi, de mindenképpen érdemes lenne a szakasz elhagyasaval is megprobalkozni a
sikeres antigénel6allitas érdekében.

transzformalas utani mMRNS és Western blot vizsgalattal lehetne meggy6z6dni egy kdvetkezd
kisérletben.

9.3. KONKLUZIO

A novények segitségével torténd vakcinaantigén-termelés modszerei még kezdeti
szakaszban jarnak, a legelérehaladottabb vakcinajeldltek pre-klinikai és korai fazisi human
kisérleti stddiumnal tartanak (Specht és Mayfield, 2014). Mi az antigénfejlesztés igen korai
Iépcsbfokainal kapcsolédtunk be ebbe a tébb évtizedes folyamatba. Az immundominans
szakaszok kivalasztasa, sikeres eldllitasa, az epitbpok immunogenitdsanak in vitro és in
vivo vizsgalata utan még rengeteg tényez6 szorul tisztazasra, féleg egy idaig tdmegesen
még soha nem alkalmazott platform (ndévényekben eléallitott, ehet6 vakcina) esetén. Az
igéretesnek talalt antigénjeldltek korét a tovabbi vizsgalatok (statisztikailag értékelhetd, nagy
allatszamot hasznalé és a gyakorlati kortlményeket jobban szimulalé telepi kiprobalas,
hosszutavu alkalmazas, biztonsagossagi, gazdasagossagi elemzések stb.) jelentésen
leszlkitik. Ezen kivll az antigénel6allitasra alkalmas modellek a hasznalt kérokozon kivil
mas patogeének elleni vakcinatermelésre megfelelébbek lehetnek.

A PCV2 estében nem biztos, hogy a kereskedelmi forgalomban kaphat6 vakcindkhoz
képest egy ehetd, névényi vakcina elénydsebb lenne, ez vizsgéalatainkbol nem derdilt ki és
nem is szerepelt céljaink kozott. Az viszont megerésitést nyert, hogy a megvizsgalt
antigéneléallit6 moddszereknek van létjogosultsdga az allatokban alkalmazhat6é vakcinak

eldallitasanak teriletén.
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10. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. In vivo kisérletekkel igazoltuk, hogy a CMV-vektor alkalmas szajon at torténd
immunizalasra és ennek eredményeként lokalis eredetli szekretoros IgA indukciora az
emésztécsatornaban.

2. Szamitbégépes modellezéssel nyert szerkezeti kép alapjan potencialis PCV2-
kapszidfehérje-epitdpokat azonositottunk és meghataroztuk azok virionon elfoglalt térbeli
elhelyez6dését.

3. Els6ként inzertaltunk PCV2-kapszidfehérje-epitopokat a CMV-virion coat proteinjébe
és megallapitottuk, hogy a PCV2-kapszid C-termindlisan elhelyezkedd, 10 aminosav méreti
epitopja az eredetivel azonos antigenitasu epitopként van jelen a CMV felszinén.

4. Egereket immunizélva megallapitottuk, hogy a PCV2 epitépot hordoz6 CMV vektor
alkalmas PCV2-specifikus immunvalasz indukalasara.

5. A rekombinans nanopartikulak sertésekben nemcsak parenterdlis, de szgjon éat
torténd alkalmazassal is képesek PCV2-specifikus ellenanyagvéalasz kivaltaséara.

6. Megéllapitottuk, hogy a rekombinans virussal parenteralisan immunizalt sertésekben
a vakcinazas nem akadalyozta meg a virussal torténé fertézédést, de annak szaporodasat
csokkentette.

7. Elséként alkalmaztunk mikroalaga expressziés rendszert a PCV2-kapszidfehérje
el6allitdsa céljabdl, és ennek sordn arra a megallapitasra jutottunk, hogy a bakteridlis
expresszibhoz hasonléan a fehérje a mikroalgakra nézve is toxikus lehet, feltehetéen a

nuklearis lokalizaciés szignal jelenléte miatt.
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