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BEVEZETES

A fert6z6 betegségek ellen a jarvanytani és az allathigiéniai
szabalyok betartasa mellett vakcindzassal védekeziink. Az orvosi
és az Allatorvosi gyakorlat részére a vakcinak széles kore all
rendelkezésre, ezek lehetnek hagyomanyos mddszerekkel
eléallitott vagy 0j generacios, rekombinans DNS technoldgia
seqgitségével létrehozott vakcinak, melyek ¢él6, Kkorlatozott
szaporodasra még képes, vagy nem él6 antigéneket
tartalmaznak.

A leger6sebb immunvalasz kivaltasa A&ltaldban az él6
vakcinaktdl varhatd, am ezek el6allitasa a legkdltségesebb és
egyes korokozok esetében igen nehézkes. Egyre inkabb elétérbe
keril az alegységvakcinak alkalmazasa, melyek a kérokozé
antigén készletének csak egy szlikebb szakaszat tartalmazzak,
azt, amelyik a védelem kialakitasaért felelés és ellene specifikus
ellenanyagok  vagy  aktivalt  sejtek képz&dnek. Az
alegységvakcinak gyartasa leggyakrabban az eredeti kérokozétdl
eltérd fajban torténd fehérje antigén el6allitason (heteroldg
génexpresszién) alapul. A hasznalt expressziés rendszerek
sokfélék lehetnek és mas-mas tulajdonsagokkal rendelkeznek,
amelyeket figyelembe kell venni az alkalmazni kivant mdédszer
kivalasztasanal.

Génexpresszid létrehozasara alkalmasak a noévények. A
novényi fehérje elballitds szamos elénnyel rendelkezik, példaul

az emlés sejtekben lejatszoddkhoz nagyon hasonlé



poszttranszlaciés modositdsok, a kis termesztési koltségek, a
hosszu, hités nélkuli tarolhatosag és, hogy az antigént termeld
névények akar eheték vagy takarmanyba keverheték is lehetnek.
Ez azért fontos, mert ehetd részekre (gylmdlcs, magvak,
gyokérguma@) iranyitott antigén-eléallitassal és felhalmozassal a
gazdantvény  feletetése  vakcina-beadasi modként is
alkalmazhaté lehet, ami lehet6séget nyljt a kozvetlen
nyalkahartya immunitas kialakitasara.

A parenterdlisan adott vakcinak szisztémas védelmet
létrehoznak ugyan, de a fert6zések bemeneti kapujaban, mely a
legtobb koérokozd esetében valamelyik nyalkahartya, csak
korlatozott védelem kialakitasara képesek. Ezzel szemben a
nyalkahartyan (szajon, orrnyilason, koétéhartyan) alkalmazott
antigének helyi mucosalis és szisztémas immunitast is képesek
kivaltani. Erre  természetesen az ¢él6 vakcindk a
legmegfelelébbek. Nem él6, alegységvakcindk kifejlesztésekor
arra kell térekedni, hogy az antigén megfelel6 mennyiségben
jusson el azokhoz a szovetekhez, ahol specifikus immunvalaszt
tud indukalni. Ez vagy a bevitt antigén mennyiségének jelentds
megnovelésével, vagy az antigén fizikai védelmével,
.becsomagolasaval’ érhetd el. Kilondsen fontos ez a szajon at
adott készitmények esetében, ahol az immunogén fehérjék ki
vannak téve az emésztés hatasainak. A novények sejtjeiben
termelt fehérje antigének a bélcsatornaban hosszu ideig védve

vannak az ott uralkodo fiziko-kémiai kéralményektdl.



A novényeket felhaszndldé génexpresszi6 modszerei
gyorsan fejlédnek és szamos, rutinszer(ien alkalmazhaté eljaras
all mar rendelkezésre. Az antigénel6allitasara két f6 modszer
vehetd igénybe. Az egyik a transzgénikus névények létrehozasa
kozvetlen (példaul biolisztikus transzformalas, elektroporalas)
vagy kozvetett (Agrobacterium tumefaciens-medialt) modszerek
segitségével, a masik az atmeneti génexpresszié novényeket
fert6z6 virus-vektorok alkalmazasaval. El6bbi esetben (stabil
transzformdlas) a genetikailag médositott névény minden sejtje
hordozza a bevitt gént, utdbbi esetén (atmeneti génexpresszié) a
noveényt fertézé virus hordozza a termelni kivant fehérje genetikai
kodjat, igy az a novényben csak addig van jelen, amig a
virusfertézes tart.

A Kkettes tipusu sertés circovirus (porcine circovirus type 2,
PCV2) vilagszerte elterjedt és a hazisertés allomanyokban
jelentds gazdasagi karokat el8idézé korokozé. Az anyagi
veszteségek vakcinazassal csOkkentheték mind  Klinikai
megbetegedések, mind szubklinikai fert6zottség esetén. A
rendelkezésre all6 vakcindk vagy inaktivalt virust, vagy annak
rekombinans moddon  elballitott  kapszidfehérje-alegységét
tartalmazzak és parenteralisan alkalmazanddk, melyek a PCV2-
fertézést és Uritést nem akadalyozzak meg. Munkank célja olyan
PCV2-antigének elballitasa volt novény alapu expresszids
rendszerek  segitségével, amelyek szajon at torténd
immunizalasra is alkalmasak lehetnek, ezt kétféle

megkozelitéssel  kiséreltik meg:  &tmeneti  expresszio



létrehozaséaval dohanyban (Nicotiana spp.) uborka-mozaikvirus
(cucumber mosaic virus, CMV) vektor segitségével, valamint egy
egysejtl, fotoszintetizald6  mikroalgafaj, a  Thalassiosira

pseudonana stabil transzformalasaval.

ANYAG ES MODSZER

A PCV2-epitopot expresszalo rekombinans CMV

létrehozasa és immunogenitasanak vizsgalata

A CMV-partikulumok  gasztrointesztindlis  tulélését
egérkisérletben vizsgaltuk, mely soran a CMV-t az egerekkel
megetettik, majd az allatok vérszérum-mintaibél 1gG, vagy
bélfolyadék-mintaibol IgA-ellenanyagot mutattunk ki enzimhez
kotott ellenanyag vizsgalat (enzyme-linked immunosorbent
assay, ELISA) segitségével. A pozitiv kontroll csoportban az
allatokat hasiregbe oltva immunizaltuk, a negativ kontroll csoport
egerei nem részesiltek kezelésben.

A rekombinans, PCV2-eredetli fehérjerészletet a felszinén
expresszald CMV eléallitasahoz el6szor a PCV2 immundominans
szakaszait (epitdpjait) hataroztuk meg szamitdégépes modellezés
és a szakirodalomban elérhet6 adatok alapjan. Ezutan két
kivalasztott PCV2-epitépot (3. és 5. szdmu) a CMV kapszid-
génjébe Ultettink PCR alapl mutagenezis segitségével, majd a
maédositott CMV-6rokitéanyaggal dohany-hajtasokat fertéztink.

Az 5. szdmu PCV2-epitopot tartalmazé rekombinans CMV



(RCMV) a novényeken elszaporodott, igy ezt hasznéltuk tovabbi
vizsgélatainkban. Az RCMV-virion felszinén a PCV2 epitdp
megjelenésének vizsgélatara Western blot-ot és ELISA-t
hasznaltunk.

Az RCMV PCV2-specifikus immunogenitdsat in vivo
kisérlettel vizsgéltuk, mely soran CMV-vel (n=5), RCMV-vel
(n=15) és PBS-sel (n=5) immunizaltunk egereket kétszer, két
hét kilonbséggel. Az Allatok vérszérum mintdibol PCV2-
specifikus IgG-ellenanyagokat mutattunk ki indirekt
immunfluoreszcens (ilF) modszerrel.

Az RCMV immunogenitdsat sertésekben is ellendriztik,
ehhez PCV2-mentes teleprél szarmazd, két hetes korban
valasztott malacokat immunizaltunk az els6 csoportban 2 mg
RCMV-vel (n=5), a masodik csoportban kereskedelmi
forgalomban kaphaté inaktivalt vakcinaval (n=5), a harmadik
csoportban PBS-sel (n = 3). Az oltéanyaghoz inkomplett Freund
olajadjuvanst kevertiink. Az immunizédlasokat 10 nap mulva
ismételtik, majd ujabb 10 nap elteltével az dsszes malacot él6
PCV2 virustorzzsel fertéztik. Az allatokat a kisérlet 60. napjan
tulaltattuk és szervmintakat gyGjtéttink. A szervmintakbdl DNS
kivonas utan valés ideji PCR-rel PCV2-DNS kimutatast
végeztink. A malacokbol hetente bélsar- és szérummintat is
vettink, a bélsarmintdkban PCV2-DNS-t, a szérummintakban
PCV2-specifikus IgG ellenanyagokat kerestink ilF médszerrel.

Azt is megvizsgaltuk, hogy az RCMV antigén szajon at

adva is indukél-e PCV2-specifikus immunvélaszt. Ehhez 4
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hetesen valasztott malacokat osztottunk két csoportra, az egyik
csoport (n = 5) allatait négy alkalommal egyenként 50 mg RCMV
virionnal etettiik meg szajon &t. A masik csoport (n=5) allatait
nem kezeltik. A malacoktdl hetente szérummintakat vettink és
ezekbdl PCV2-specifikus 1gG-ellenanyagok kimutatasat végeztik

el ilF modszerrel.

PCV2-kapszidfeheérjét expresszalo rekombinans

Thalassiosira pseudonana mikroalgatorzs eléallitasa

A PCV2 teljes ORF2-génjének expresszidjat kiséreltiik meg
T. pseudonana kovamoszatfajpan. Ehhez az Eurépaban
leggyakrabban el6fordulé genotipusba, a PCV2b 1A csoportba
tartoz6 virusok ORF2 nukleotid-sorrendjéb6l konszenzus-
szekvencat készitettink. Ezt a T. pseudonana kodon-
preferencidinak megfeleléen optimalizaltattuk és a gént
szintetizaltattuk, majd a Gateway technolégia alkalmazasaval
alga expressziés-vektorba klénoztuk.

A vektor kovamoszatokban erés gén-expressziot lehetévé
tévé fcp-prométer- és terminator-régidkat, valamint a belltetett
génnel fuzidban felerdsitett zold fluoreszcens fehérjét (eGFP)
tartalmazott. Antibiotikum-szelekciéra nourseothricin- (NAT)
rezisztenciat kédold plazmidot, pozitiv kontrollnak csak eGFP-
gént hordoz6 plazmidot hasznaltunk.

A PCV2-gént tartalmazé plazmid-DNS-t volfram (W)

hordozorészecskékre kotottik a NAT-rezisztenciat kodold



plazmidokkal egyutt. A pozitiv kontroll részecskékre a GFP-t
expresszalé és a NAT-rezisztencia plazmidot, a negativ kontroll
részecskékre vizet kotottink. A W-partikulakat ezek utdn hélium-
tilnyomast alkalmazé biolisztikus modszerrel mesterséges
tengerviz- (ASW) agartaptalajra szélesztett T. pseudonana
sejtekbe 16ttik. A sejteket a transzformalas utan egy nappal
szelektiv ASW-taptalajra és levestenyészetbe oltottuk.

A novekvd sejtekben a bevitt DNS jelenlétét PCR-rel, a
GFP-expressziot fluoreszcens mikroszképpal és Imagestream

képalkot6 aramlasi citométerrel vizsgaltuk.

EREDMENYEK

A PCV2-epitopot expresszalé rekombindans CMV

eldallitasa és immunogenitasa

A CMV emésztbszervi tulélésének vizsgalata soran az
egerek hastiregébe oltott és a szajon at adott CMV antigén CMV-
specifikus ellenanyagvalaszt indukalt. A négyszeres antigén-
dézist kapott Allatokban az ellenanyagvalasz gyorsabban
kialakult, mint az egyszeres ddzissal immunizalt egerekben. IgA
ellenanyagok esetében az antigén mennyisége a kisérlet végére
kialakult ellenanyag-titert is befoly4solta.

Szamitdgépes programok segitségével elkészitettik a
PCV2-virion harom dimenziés modelljét és azon 6t epitop

jelenlétét hataroztuk meg. Ezek kozul kettét (3. és 5. sz.) a CMV
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virionok kozll csak az 5. szdmu epitopot tartalmaz6 volt
dohanynévényben szaporoddképes.

A levelekbdl kitisztitott rekombinans CMV felszinén a PCV2
epitdp megjelenését Western blot hasznalataval nem tudtuk
igazolni. ELISA-teszttel az epitdp kimutatdsara hasznalt
hiperimmun sertéssavd kimeritése utan sikertlt a kontrolltél jol
elkulonithetd pozitiv reakciot kapni.

Az RCMV PCV2-specifikus immunogenitasara iranyuld
allatkisérletben a kontroll allatok szérummintaibél nem mutattunk
ki PCV2-specifikus 1gG ellenanyagot. Az RCMV-vel oltott
egerekben a PCV2-elleni IgG titer 1:80 és 1:320 koz6tt alakult.

A malacokban végzett immunizalasi és fert6zéses kisérlet
soran az éallatokat adjuvalt RCMV-vel, inaktivalt vakcinaval, vagy
PBS-sel immunizaltuk két alkalommal, majd az dsszes allatot é16
PCV2-vel fertbztik. A kisérlet kezdetén egy Aallatbdl sem
mutattunk ki PCV2-specifikus ellenanyagot. A pozitiv kontroll
csoportban az ellenanyagok mar a masodik immunizalas idején
kimutathaték voltak a szérummintdkban. Az RCMV-vel oltott
csoportban csak késébb alakult ki az immunvalasz, de a fert6zés
idépontjaban vett szérummintakban mar kimutathaté volt. A
negativ kontroll malacokban csak a fert6zés utan, annak
eredményeképpen jelent meg mérhet6 ellenanyagszint. Az
allatok szervmintaibél kivont DNS-ben valés ideji PCR
mabdszerrel kerestik a PCV2-DNS-t. A pozitiv kontroll csoportban

az 0sszes esetben negativ eredményt kaptunk. Az RCMV-vel
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immunizalt allatok kozdl 2 malac 6sszesen 3 szervében
mutattunk ki PCV2-DNS-t. Az 6sszes nem immunizalt malac
pozitiv volt a PCV2-DNS-re nézve. Egyetlen bélsarmintaban sem
mutattunk ki PCV2-t.

A szajon at immunizalt allatokban a kisérlet kezdetén nem
mutattunk ki PCV2-specifikus ellenanyagot. A nem immunizalt
malacok a Kkisérlet végéig negativak maradtak. Az RCMV-
antigénnel etetett allatok kézul kettdben a masodik hétre, a tdbbi

allatban a harmadik hétre kialakult a PCV2-elleni immunvalasz.

PCV2-kapszidfehérjét expresszalo rekombinans

Thalassiosira pseudonana mikroalgatorzs eldallitasa

A PCV2-kapszidfehérjét kddol6 ORF2 nukleotid-sorrendjét
az Eurépaban eléforduldé PCV2b 1A genotipusu virustérzsek
konszenzusszekvencidjaként hataroztuk meg, majd a gént
kodon-optimalizaltattuk. Az optimalizalas eredményeképpen a
PCV2-kapszidfehérje 233 aminosava kozul 160 kodjat kellett
maédositani. A szintetizaltatott gént ezutdn alga expresszids-
vektorba klénoztuk, ennek sikerességét szekvenalassal
erdsitettik meg.

A vektort és az antibiotikumrezisztencia-gént hordozé
plazmidot W-mikrokarrierekre kotottik és ezekkel T. pseudonana
sejteket transzformaltunk. Pozitiv kontrollként a hordozé
részecskékre GFP-t expresszald vektort, negativ kontrollként

vizet kotottiink. A transzformalasok utan a sejteket szelektiv
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taptalajra szélesztettik vagy szelektiv leves-tdpfolyadékba
oltottuk.

A negativ kontroll sejtek egy hét alatt elpusztultak. A pozitiv
kontroll sejtek szaporodasnak indultak és az ezeket tartalmazoé
leves-kulturat hetente tovabboltottuk. A PCV2-ORF2-t tartalmazo
plazmiddal transzformalt alga sejtek a leves kultirdkban lassu
novekedésnek indultak és két hét elteltével passzaltuk O6ket.
Szelektiv agar-taptalajon csak a pozitiv kontroll sejtek képeztek
telepeket, ezeket felvettik és leves tenyészetben nodvesztettiik
tovabb.

A GFP-t tartalmaz6 sejteket mikroszkoppal és képalkotd
aramlasi citométerrel kerestiuk, ennek sordn csak a pozitiv
kontroll-csoport sejtjeiben lattunk zdld fluoreszcenciat. A PCR
vizsgdlat szerint is csak ezek a sejtek voltak pozitivak.

MEGBESZELES

A PCV2-epitopot expresszalo rekombinans CMV

immunogenitdsanak vizsgélata

A CMV in vivo Kisérleteinkben  tulélte az
emeésztbszervekben uralkodo korulményeket és alkalmas volt
szgjon at valdo immunizalasra. Ez meger6sitette a
szakirodalomban koradbban leirt, in vitro kisérletben kapott
eredményeket. Elkészitettilk a PCV2-virion 3 dimenziés modelljét

és azon Ot immun-dominans szakaszt hataroztunk meg, ezek
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elhelyezkedését késébbi, kisérletes aton nyert szakirodalmi
adatok is megerdsitettek. Az epitopok kdzll egyet sikeresen
Ultettink CMV-virionba és az igy létrehozott rekombinans CMV
fertbz6képes maradt és dohanyban szaporodott. Az RCMV
egerekben PCV2-specifikus immunvalaszt valtott ki. Malacokban
parenteralis immunizalast kévetéen az inaktivalt vakcinaéhoz
kozelitd meértékli szérum-ellenanyagvalaszt hozott létre, annak
ellenére, hogy a PCV2-kapszid 6sszesen 233 aminosava kozll
minddssze 10-et tartalmazott. Az RCMV-ben talalhat6 PCV2-
epitéop és a fertézésre hasznalt virustorzs kozotti egy
aminosavnyi kulonbség ellenére az RCMV képes volt
csOkkenteni a PCV2 szaporodasat, de nem akadalyozta meg
telies mértékben. Az RCMV malacokban a PCV2-specifikus
ellenanyagvalasz kivaltasara szajon &t adva is képes volt.

PCV2-kapszidfehérjét expresszalé rekombinans

Thalassiosira pseudonana mikroalgatorzs eléallitasa

Az algasejtek transzformalasahoz létrehozott, PCV2-ORF2-
GFP géneket tartalmazé vektort szekvenalassal ellendriztik és
W-részecskékre kotottik. Ezekkel a hordozorészecskékkel és
kontroll mikrokarrierekkel T. pseudonana sejteket
transzformdltunk. A transzformalas utan szelektiv koérilmények
kozott a PCV2-ORF-2-t tartalmaz6 sejtek a pozitiv kontroll
sejtekhez képest igen késleltetve indultak novekedésnek. Zold

fluoreszcenciat csak a pozitiv kontroll sejtekben tapasztaltunk és
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az expressziés plazmid jelenlétét is csak ezekben a kultarakban
tudtuk PCR-rel megerésiteni. A PCV2-ORF2-plazmiddal
transzformalt sejtek kdzll azok szaporodtak, amelyek csak az
antibiotikumrezisztencia-gént tartalmaztak. A vektor-DNS-ek
hordozérészecskére kotése sordn a részecskék tulnyomo
tobbségére mindkét-féle plazmidbdl kerl, ezért a csak az egyiket
tartalmazd algasejtek kialakulasara igen kicsi az esély,
kisérletiink soran mégis csak ezek a sejtek ndvekedtek. Ezekbdl
az eredményekbdl arra kovetkeztettiink, hogy a mindkét
plazmidot tartalmazé sejtekben a termelé6dé PCV2-ORF2-eGFP
fuziés fehérje toxikus volt a T. pseudonana sejtek szamara. A
PCV2-kapszidfehérje N-termindlisanak els6é 41 aminosava
(sejtmagi lokalizacids szignal) prokariéta sejtekre nézve ismerten
toxikus és csokkent fehérje-expressziét okoz, de sejtpusztulast
nem. Erdemes lenne a tovabbiakban a kapszidfehérje-eléallitasat

az els6 41 aminosav elhagyasaval megismételni.

A novények segitségével torténd vakcinaantigén-termelés
modszerei még kezdeti szakaszban jarnak. Munkank soran az
antigén-fejlesztés igen korai lépcséfokainal kapcsolédtunk be
ebbe a tobb évtizedes folyamatba. Az immundominans
szakaszok kivalasztasa, sikeres elGallitasa, az epitdpok
immunogenitasdnak in vitro és in vivo vizsgalata utan meég
rengeteg tényezdt kell tisztdzni. Az igéretesnek talalt
antigénjeloltek koérét a tovabbi vizsgalatok (statisztikailag

ertékelhetd, nagy allatszamot hasznald6 és a gyakorlati
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korulményeket jobban szimulald telepi kiprobalas, hosszutavu
alkalmazas, biztonsdgossagi, gazdasdgossagi elemzések stb.)
jelentdsen leszlkitik. Ezen kivll az antigénel6allitasra alkalmas
modellek a hasznalt kérokozon kivil mas patogének elleni
vakcinatermelésre megfelelébbek lehetnek.

A PCV2 estében nem biztos, hogy a kereskedelmi
forgalomban kaphaté vakcindkhoz képest egy ehetd, névényi
vakcina elénydsebb lenne, &m az megerésitést nyert, hogy a
megvizsgalt antigéneldallitd mddszereknek van létjogosultsaga

az allatokban alkalmazhat6 vakcinak eléallitasanak teruletén.

16



UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. In vivo kisérletekkel igazoltuk, hogy a CMV-vektor
alkalmas szajon at térténé immunizalasra és ennek
eredményeként  lokalis  eredeti IgA  indukciéra az
emésztécsatornaban.

2. Szamitdégépes modellezéssel nyert szerkezeti kép
alapjan potencidlis PCV2-kapszidfehérje epitépokat
azonositottunk és meghatéaroztuk azok virionon elfoglalt térbel
elhelyezddését.

3. Els6ként inzertaltunk PCV2-kapszidfehérje epitépokat a
CMV virion coat proteinjébe és megéallapitottuk, hogy a PCV2-
kapszid C-terminalis 10 aminosav méret(i epitdpja az eredetivel
azonos antigenitasu epitopként van jelen a CMV felszinén.

4. Egereket immunizalva megéallapitottuk, hogy a PCV2
epitopot hordozé CMV vektor alkalmas PCV2 specifikus
immunvalasz indukalasara.

5. A rekombinans nanopartikulumok sertésekben nemcsak
parenteralis, de szajon at torténé alkalmazassal is képesek PCV2
specifikus ellenanyagvalasz kivaltasara.

6. Megdllapitottuk, hogy a rekombinans virussal
parenteralisan immunizalt sertésekben a vakcinazas nem
akadalyozta meg a virussal torténd fert6zédést, de annak
szaporodéséat csokkentette.

7. Els6ként alkalmaztunk mikroalaga expresszios rendszert

a PCV2-kapszidfehérje elballitasa céljabdl, és ennek soran arra a
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megallapitasra jutottunk, hogy a bakterialis expresszidhoz
hasonléan a fehérje a mikroalgdkra nézve is toxikus lehet,

feltehetdéen a nuklearis lokalizaciés szignal jelenléte miatt.
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