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KIVONAT

A talalméany allati megbetegedések megeldzésére
és/vagy terjedésének megakadalyozisara szolgalé vak-
cindkkal foglalkozik, melyek gp50 glikoproteint tartal-
maz6 Pseudorabies virust tartalmaznak, és a gp50 gén-
jiikkben mutaciot hordoznak. A taldlmany szerinti vakci-
nak Aujeszky-féle megbetegedés (dlveszettség) ellen al-
kalmazhatok, vagy alkalmazhatok egyéb allati betegsé-

A leirds terjedelme 16 oldal (ezen beliil 2 lap abra)

gek ellen, ha a muticio egy, az emlitett allati betegség-
nek megfelel antigént kddold heterolog gént tartalma-
z6 inszertalas. Az alveszettségvirus tartalmazhat ezenki-
viil legalabb még egy mutaciot egy masik génjében, pél-
daul a gp63 vagy a gl génekben. A talilmany szerinti
vakcindk nem képesek vakcindzott allatokrél nem vak-
cinazott dllatokra val¢ terjedésre.

HU 220 099 B
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A taldlmany targyat feltételesen letalis mutaciot hordo-
z06 alveszettségvirus (PRV), mas néven Aujeszky-féle

betegségvirus- (ADV-) mutansok képezik. A PRV egy

igen neurotrop herpeszvirus, amely haziallatokban és

vadallatokban az Aujeszky-féle betegséget okozza

[0sszefoglalOkat lasd, Mettenleiter, Comp. Immun. Mic-
robiol. Infect. Dis., /4, 151-163 (1991); Wittman és

Rziha, G. Wittman szerkeszt6, Herpesvirus Diseases of
Cattle, Horses and Pigs, Kluwer, Boston, 230325

(1989); Pensaert és Kluge, Pensaert szerkeszt3, Virus

infections of porcines, Elsevier Science Publishers B.
V., Amsterdam, 39-64 (1989)]. A sertések viszonylag

ellendllok a PRV virus ellen, ezért a virus természetes

gazdajanak tekinthet6k. A természetes fert6zési kapu

az orr-garat iireg. A virus képes az orr és garat nyalka-
hartyasejtjeiben szaporodni, majd a periférias idegek

fert6zését kovetden a kdzponti idegrendszerbe jut, ahol

stlyos agyvelGgyulladast okoz, amely fiatal malacokra

gyakran végzetes. Az idGsebb malacok rendszerint tdl-
€lik a fertGzést, azonban laz és tiidégyulladas jelentkez-
het naluk. Az érzékeld idegducok fertézésével éltala-
ban tiinetmentes virushordozas alakul ki.

Az Aujeszky-féle betegség elleni vakcinazast a fertd-
zott allatok pusztulasa €s a gyarapodas elmaradasa kovet-
keztében létrejott gazdasdgi kir mérséklése érdekében
végzik. A célra legyengitett él6virus- és inaktivaltvirus-
alapii vakcinak allnak rendelkezésre. Altalaban a legyen-
gitett élovirus-vakcindk el6nyosebbek, mivel konnyeb-
ben elballithatok, és ezért az inaktivalt vakcinaknal ke-
vésbé koltségesek. Ezenkivill a legyengitett virus orron
at adagolhat6, amivel megfelel6bb védettség hozhato lét-
re, mint a parenterdlisan adagolt, legyengitett €16 vagy
inaktivalt virussal végzett vakcinizassal.

A sejttenyészeteken végzett sorozatos passzalasok ut-
jan nyert, legyengitett €l6 virustorzseket tartalmazo ko-
rabbi vakcindk tobb hatrannyal rendelkeztek. Az ilyen
vakcinak nem voltak homogének, és az elegyben ismeret-
tartalmaztak. Az ilyen vakcindk ezenkiviil azzal a kocka-
zattal jartak, hogy benniik virulens revertansok johetnek
létre. Napjainkban a virusok szerkezetére és szaporodasa-
ra vonatkoz6 molekularis szintli ismereteink megnoveke-
désével és kifinomult molekularis bioldgiai eljardsok is-
meretében a szakmaban jaratos személy ahelyett, hogy a
véletlenre hagyatkozna, képessé valt legyengitett vakci-
nak tervezésére. A virusgenetika- és DNS-szekvencia-
vizsgalat lehet6vé teszi a virusgenomon beliil azon ré-
giok azonositasat, melyek megvaltoztatasa hozzajarulhat
a virus kérokozo képességének gyengiléséhez. A rekom-
bindns DNS-eljarasok alkalmazasa lehetévé teszi az
ilyen régiok modositasat vagy kiiktatasat, ami meghata-
rozott és stabil méodositasokat tartalmazo, legyengitett vi-
rus elBallitasdhoz vezet. Ezt a megkozelitést eldszor Kit
és munkatarsai alkalmaztdk [Am. J. Vet. Res., 46,
1359-1367 (1985)] a PRV legyengitésére. A PRV ti-
midinkinaz- (TK-) génjének inaktivalasa sertésekben
nagymértékben csokkent virulenciaval rendelkezd virust
eredményezett (141 458 szamu eurdpai szabadalmi le-
iras). A TK-génben létrehozott laesion kiviil delécidkat
hoztak létre glikoproteingénekben, példaul a gl, gIlI és
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gX génekben [Kit és munkatirsai, Am. J. Vet. Res., 48,
780-793 (1987); Marchioli és munkatérsai, 1577-1583
(1987); Quint és munkatarsai, J. Gen. Virol., 68,
523-534 (1987); Moormann és munkatarsai, §. Gen.
Virol., 71, 1591-1595 (1990); W0O-9102795 szdmon
nyilvanossagra hozott nemzetkézi szabadalmi bejelen-
tés], ami a virus virulencidjanak tovabbi csokkenéséhez
vezetett, valamint ahhoz, hogy szerologiai modszerrel
meg lehessen kiilonboztetni a vakcindzott allatokat a fer-
t6zott allatoktol [Platt és munkatrsai, Vet. Microbiol.,
11, 25-40 (1986); Van Oirschot és munkatarsai, J. Gen.
Virol., 67, 1179—1182 (1986); Van Oirschot és munka-
tarsai, J. Virol. Meth., 22, 191-206 (1988); Eliot és mun-
katérsai, Vet. Rec., 128, 91-94 (1989)].

A vakcinafejlesztés 0j megkozelitési modja idegen
korokozokbol szdrmazé gének expresszalasa €16, le-
gyengitett virusvakcinatorzsek hordozoként (virus-vak-
cinavektorokként) valé alkalmazasaval. Az antigének
é16 vektorvirus altal torténG expresszalasa utanozza a
természetes fertzést kovetGen torténd expresszalast és
mind a humoralis, mind a cellularis immunvalaszt sti-
mulédlhatja. Vakcinavektorok olyan betegségek ellen al-
kalmazhatok immunizaldsra, amelyek ellen jelenleg
nem all rendelkezésre megfeleld vakcina, illetve a vak-
cina nem allithato el6 biztonsagosan vagy konnyen.

A vakcinavektorok fejlesztése f6ként a himlGvirus-
ra Osszpontosult [Moss és Flexner, Ann. Rev., Immu-
nol., 5, 305-324 (1987); Piccini és Paoletti, Adv. Vi-
rus Res., 34, 43-64 (1988)]. A himldvirust kiterjedten
alkalmaztdk emberben a himl8 felszamolasara, és az
igen hatasosnak és viszonylag biztonsagosnak bizo-
nyult. A széles gazdaszervezet-spektrum és az a képes-
sége, hogy nagy mennyiségl idegen DNS-t tud befo-
gadni, a himldvirust tették elsGsorban vakcinavektor-
ként vizsgalandd virussa [Hruby, Clin. Microbiol.
Rev., 3, 153-170 (1990); Tartaglia és munkatarsai,
Crit. Rev. Immunol., /0, 13 (1990)]. A himléviruson ki-
viil mas poxvirusokat, példaul a raccoonpoxvirust, avi-
poxvirusokat, capripoxvirust, valamint a suipoxvirust
fejlesztették vakcinavektorokka [Taylor és munkatar-
sai, Vaccine, 6, 504—-508 (1988); Lodmell és munkatar-
sai, J. Virol., 65, 3400-3405 (1991); Letellier és mun-
katarsai, Arch. Virol.,, 118, 43—56 (1991)].

Egyéb vakcinavektorokként alkalmazhat virusok az
adenovirusok [Berkner, BioTechniques, 6, 6003—6020
(1988)] és herpeszvirusok [Shih és munkatarsai, Proc.
Natl. Acad. Sci. U. S. A, 81, 5867-5870 (1984),
Thomsen és munkatarsai, Gene, 57, 261-265 (1987);
Lowe és munkatarsai, Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A,,
84, 3896-3900 (1987); Cole és munkatarsai, J. Virol.,
64, 4930-4938 (1990); van Zijl és munkatarsai, J.
Virol., 65, 2761-2765 (1991); Kit és munkatarsai,
Vaccine, 9, 564—572 (1991)]. Az a tény, hogy biztonsa-
gos, hatékony herpeszvirus-vakcinak llnak rendelkezés-
re, valamint hogy ezek nagy mennyiségili idegen DNS be-
fogadasara képesek, ezeket a virusokat vakcinavektorok
kifejlesztésére alkalmasnak latszo jeloltekké teszi. Igen
igéretes a PRV vakcinavektorként valé alkalmazasa.
A PRV alaposan jellemzett, és célzott deletalasos eljaras-
sal biztonsagos és hatékony €16 vakcinakat fejlesztettek
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ki beldle (lasd fent). A virus széles gazdaszervezet-
spektrummal rendelkezik, de emberre artalmatlan.
A PRV hatékony hordozovakcinaként valo alkalmazasat
nemrégiben van Zijl és munkatarsai irtdk le [J. Virol,,
63, 2761-2765 (1991); WO-9100352 szamon nyilva-
nossagra hozott nemzetkézi szabadalmi bejelentés], akik
kimutattak, hogy a sertéskolera-virus E1 burokglikopro-
teinjét expresszaldo PRV-rekombinansok mind dlveszett-
ség, mind sertéskolera (klasszikus sertéslaz) ellen védett-
séget hoztak létre malacokban.

A vakcindk egyik legfontosabb tulajdonsaga a biz-
tonsagossaguk. Mivel azok a pontos molekularis valto-
zasok, amelyek a szokdsos modon gyengitett €16 vakci-
nak megvaltozott fenotipusat eredményezik, altalaban
nem ismertek, mindig fenndll egy kis esélye annak,
hogy azok virulenciajukat visszanyerik. Ez a probléma
meghatarozott és stabil deléciokat hordozd rekombi-
nans vakcinak alkalmazasaval kiiszobolhetd ki. Stabi-
lan legyengitett vakcinak elGallitasa azonban néha igen
bonyolult, ha éppen nem lehetetlen. Ebben az esetben
elolt vakcindk, illetve biztonsagos vakcinavektorok al-
kalmazasara kell hagyatkozni. MegfelelGen elGallitott
és vizsgalt, é16, gyengitett delécios vakcinak és vakcina-
vektorok alkalmazdsa normalis immunvélaszra képes
gazdaszervezetekben altaldban biztonsagos. Legyen-
gult immunrendszerrel rendelkezd gazdaszervezetek-
ben azonban sulyos komplikaciok fordulhatnak elS. Mi-
vel az €16 gyengitett vakcindk és vakcinavektorok sza-
porodasra képesek, kiszabadulhatnak a koémyezetbe,
ahol a legyengiilt immunrendszerrel rendelkezd gazda-
szervezetre veszélyt jelenthetnek. Ezenkiviil a célzott
fajban biztonsigosan alkalmazhat6 vakcina egyéb fa-
jokra még virulens lehet.

Vakcinavektorokba épitheté gének gyakran igen im-
munogén strukturalis virionproteineket kddolnak. Ezek
a proteinek lehetnek virus eredetd glikoproteinek, fuzids
proteinek, valamint hemagglutinin-neuraminidazok
[Hruby, Clin. Microbiol. Rev., 3, 153-170 (1990)]. Az
emlitett proteinek gyakran olyan virus-sejt kolcsonha-
tasokban jatszanak szerepet, amelyek meghatdrozoak
a virus-gazdaszervezet €s/vagy sejt tropizmusaban. Az
ilyen géneknek a hordozovirusban val6 expresszalasa el-
méletileg megvaltoztathatja annak bioldgiai sajatsagait,
ugymint annak korokozoé képességét, szovettropizmu-
sat, valamint gazdaszervezet-fajlagossagat. Ezenkiviil a
megvaltozott biologiai sajatsagok homoldg rekombi-
nacié révén atkenilhetnek a legyengitett vektorvirusrol
egy virulens vad tipusu virusra.

A fent emlitett szempontok olyan dnkorlatozo6 €16
vakcinak és vakcinavektorok kifejlesztése mellett szol-
nak, amelyeket a vakcinazott gazdaszervezet nem ter-
jeszt. Idedlis esetben egy ilyen vakcinanal nem fert6z6
utodok jonnek létre, €s nem képes a megfeleld vad tipu-
st virussal val6 rekombindcio révén fert6z8 virus 1étre-
hozaséra. Az alabbiakban ismertetett talalmanyunk a
fenti kivdnalmaknak megfelel.

A talalmany targyat olyan feltételesen letalis alve-
szettségvirus- (PRV-) mutansok képezik, amelyek
Aujeszky-féle betegség elleni vakcinazasra, és biztonsa-
gos vakcinavektorokként alkalmazhatok. A taldlmany
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szerinti torzsek nem képesek a virus fert6zéképessé-
géhez nélkiilozhetetlen virusburokprotein, a gp50 exp-
resszéldsara. A gpS0 gént vagy egy idegen oligonuk-
leotid inszertalasaval vagy deletaldssal, vagy mindket-
tével (helyettesitéssel) inaktivaltuk. Pontosabban, a
gp50 gént egy, mindharom olvasasi keretben transzla-
cios befejez6kodonokat tartalmazé szintetikus oligonuk-
leotid inszertalasaval, illetve a PRV-genom egy olyan
részének deletalaséval inaktivaltuk, amely a gp50, vala-
mint a gp63 gének egy részeét tartalmazza. A muténs vi-
rusokat egy olyan kiegészitd sejtvonalon tenyésztettiik,
amely expresszalja a gp50 virusgént. A fenti sejtvona-
lon elBallitott utdédvirusok fenotipusosan kiegészitettek,
azaz a kiegészit6 sejtvonal szolgaltatja a sziikséges
gp50-et. Az ilyen fenotipusosan kiegészitett mutans vi-
rionok mind in vitro, mind in vivo képesek sejtek fertd-
zésére, valamint sejtrl sejtre vald kozvetlen atjutas ré-
vén szaporodni és terjedni. A fert6zott sejtekbol kiszaba-
dulé utédvirionok azonban, mivel nem rendelkeznek
gp50-nel, nem fertdz6képesek. Mivel nem képesek )
fertGzési ciklus meginditasara, ezek a virusok nem ter-
jedhetnek a vakcinazott allatokrél nem vakcinazottakra.
Ez a korlatozds az ezen virusokon alapulé (hordozd)
vakcinédkat igen biztonsagossa teszi.

Kovetkeztetésképp, a taldlméany targyat gp5S0 mu-
tans alveszettségvirusok alkalmazédsa képezi allati meg-
betegedések ellen alkalmazhato vakcinak elGallitasara,
az Aujeszky-féle betegség elleni vakcina elGéllitasara,
vagy az emlitett mutansokba egyéb szoba jov6 koroko-
zO0kbol szarmazd antigéneket, illetve antigének részét
kodold nukleotidszekvencidk beépitése révén egyeb al-
lati megbetegedések elleni vektorvakcindk elGallitasara.

A taldlmany kiterjed allati betegség terjedésének
megakadalyozasara szolgalé vakcinakra, melyek olyan
alveszettségvirust tartalmaznak, amelyek glikoprotein
gp50-et tartalmaznak, és a gp50 génjilkben mutaciot
hordoznak. A vakcina szolgalhat Aujeszky-féle beteg-
ség elleni védettség 1étrehozaséra, ebben az esetben a
mutécio deletalas, vagy szolgalhat egyéb allati betegsé-
gek elleni védettség kialakitasara, ebben az esetben a
mutacio az emlitett, mas éllati betegséget kivalto egyéb
kérokozobol szarmazé antigént vagy egy antigén részét
kodolo heterolog nukleotidszekvenciat tartalmazé in-
szertalas. Az alveszettségvirus genomjaban tartalmaz-
hat egyéb mutaciokat virulencidjanak modositasa vagy
egyéb proteinek expresszaldsa céljabol, példaul delé-
cidkat és/vagy inszerciokat a gp63 génben, a gl, glll,
gX, 11K, a timidinkinaz (TK), a ribonukleotid-reduk-
taz (RR), proteinkinaz, illetve a 28K génekben, el6nyo-
sen a gl és a gp63 génekben.

A talalmany targyat a gp50 génben mutaciét hordo-
z6 PRV-mutansok képezik, melyeket az R122, R332,
D560 és a D1200 torzsek példaznak (lasd 1. bra). Az
R122 és az R332 torzsek nem képesek mikodSképes
gp50 expresszalasara, mig a D560, és a D1200 torzsek
nem képesek miikodGképes gpS0, valamint gp63 exp-
resszdlasara. Mivel a gp50 nélkiilozhetetlen a virus pe-
netralidsdhoz, ezeket a mutdnsokat egy gpSO-et exp-
resszalo kiegészitd sejtvonalon tenyésztjiikk. Bar mind-
egyik torzs képes egy teljes szaporodasi ciklust végezni
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nem kiegészitdé sejtekben, az ezekbdl a sejtekbdl ki-
szabadulé utédvirionok nem fert6z6képesek, mivel
nem tartalmaznak gp50-et. Az a megfigyelés, hogy a
gp50 mutansok nem kiegészité sejtvonalon plakkokat
hoznak létre, arra utal, hogy a virus képes a fert6zott
sejtr6l nem fertGzott sejtre valo atjutasra.

Egy, az 5>-TAGGCTAGAATTCTAGCCTA-3’ (1.
szekvencia) szekvencidval rendelkezé szintetikus oli-
gonukleotidot, amely egy EcoRI restrikcios felismerd-
helyet (GAATTC), valamint mindharom olvasasi keret-
ben transzlaciés befejez6kodonokat tartalmaz, inszer-
taltunk a pN3HB plazmidba a gp50 gén két kiilonboz6
helyére Wind és munkatarsai leirasa szerint [J. Virol.,
64, 4691-4696 (1990)] (1asd 1. dbra), igy kaptuk az
R122 és R332 PRV torzseket. A pN3HB plazmid a
pBR322 plazmidba klonozott HindIIl fragmensbdl all
[van Zijl és munkatarsai, J. Virol.,, 63, 2761-2765
(1988)]. Az igy kapott plazmidot, amelybe az oligo-
nukleotidot a gp50 gén 366-367., illetve a 996-997.
nukleotidjai kzé inszertaltuk, R1-nek, illetve 322-nek
neveztilk. A Rice PRV torzs gp50 szekvencia szerinti
nukleotidszekvencia-szamozast hasznaltuk [Petrovskis
és munkatarsai, J. Virol., 59, 216223 (1986), 2. abra].
Megjegyzend6 azonban, hogy a NIA-3 PRV torzs
gp50 génjének nukleotidszekvencidja a 364. pozicio-
ami a NIA-3 torzs gp50 génjében egy BgllI restrikcios
hasitasi helyet eredményez. A virusgenomok rekonst-
rukcigjat atfedé rekombinaciés eljarassal végeztiik
[van Zijl és munkatarsai, J. Virol., 65, 2761-2765
(1988)] a mutagenizalt fragmens (az R1, illetve a 322),
valamint a ¢-179, a ¢-27 és a ¢c—443 kozmidokbol
szarmaz0, egyiittesen a teljes virusgenomot tartalmazo
hérom, atfedé szubgenomidlis vad tipusi PRV-frag-
mens kombinacidjanak felhasznalasaval. Az atfedo re-
kombinaciot egy olyan kiegészit sejtvonalban (GS sejt-
vonal) végeztik, amely folyamatosan expresszal
gp50-et [Peeters és munkatarsai, J. Virol, 66, 894—905
(1992)]. Az igy kapott virustorzseket R122-nek, illetve
R332-nek neveztiik.

A D560 torzs elballitisahoz a 322. jelzésii plaz-
midot (14sd fent) és a pN3HB plazmid egy masik, 149.
jelzésh szarmazékat hasznaltuk [de Wind és munkatar-
sai, J. Virol., 64, 4691-4696 (1990)], amelyben az oli-
gonukleotidot a gp63 génbe a 352-353. nukleotidok [a
szdmozast lasd, Petrovskis és munkatarsai, J. Virol.,
60, 185-193 (1986), 5. &bra] kozé inszertaltuk (lasd
1. dbra). A 149. jelzési plazmidban a BglII-EcoRI frag-
mensnek a 322. jelzést plazmid Bglll-EcoRI fragmen-
sével valo helyettesitésével egy 0j plazmidot kaptunk,
amelyben a gp50 gén 966. pozicidja és a gp63 gén 353.
pozicidja kozti nukleotidszekvenciat az 1. szekvencia-
val (azaz a mutagén oligonukleotid-szekvenciaval) he-
lyettesitettiik. Ezt a plazmidot hasznaltuk az atfed6 vad
tipusit fragmensekkel egyiitt G5 sejtekben atfedd re-
kombindcids eljarassal a virus regeneralasara. Az igy
kapott virust D560-nak neveztiik.

A D1200 torzs eléallitaisahoz a 149. plazmidot
Bglll és EcoRI restrikcios enzimekkel emésztettiik, és
az igy nyert nagyobbik fragmenst, miutdn a végeket
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E. coli DNS-polimeraz 1. Klenow-fragmensével kezel-
tik, T4 DNS-ligdzzal korkorossé alakitottuk. Az igy
kapott plazmidban a gp50 gén 336. pozicidja és a
gp63 gén 353. pozicidja kozti nukleotidszekvenciat az
AATTCTAGCCTA (2. szekvencia; vagyis a mutagén
oligonukleotid-maradéka) szekvenciaval helyettesitet-
tik. Ezt a plazmidot hasznéltuk az é4tfedd vad tipust
fragmensekkel egyiitt G5 sejtekben, atfedd rekombina-
cios eljarassal a virus regeneralasara. Az igy kapott vi-
rust D1200 jelzéssel lattuk el.

A gp50 génben mutéciot hordozo R122 és R332 mu-
tansok, valamint a gp50 és a gp63 génekben mutaciot
hordozé D560 és D1200 mutansok képesek nem kiegé-
szit6 SK—6 sejteken plakkok létrehozasara. Az SK-6
sejteken az R122 és R332 torzsek altal létrehozott plak-
kok hasonlé méretlek, mint a vad tipusi NIA-3 sziil6i
torzs altal létrehozott plakkok. Az SK-6 sejteken a
D560 és D1200 torzsek altal 1étrehozott plakkok kisebb
méretiek, ami a gp63 génnek a PRV replikacios ciklu-
saban jatszott szerepére utal.

Bar a sejtrdl sejtre valo terjedés fuggetlen a gp50-
t6l, a gp50 muténs virusokt6l nem vartuk, hogy jelentds
mértékben szaporodjanak €16 allatokban. A virusok vi-
rulencidja altalaban a fert6zés elsédleges helyén valo
szaporodasnak és az utédvirionok a test egyéb részetre
valé szorddisanak, valamint sokszorosan ismétl3dé fer-
t6zési korok révén létrejové kiterjedt szaporoddsanak
eredménye. Mivel a gp50 mutansok csak az elsGdleges
fert6zés helyén képesek szaporodni, azt vartuk, hogy
ezek a mutinsok nem lesznek virulensek. Ezenkiviil
kétséges volt, hogy ezek a mutinsok rendelkeznek-e
immunogén hatdssal, mivel a gp50 6nmagaban nagy-
mértékben immunogén hatast, amit az a megfigyelés
bizonyitott, hogy a gp50 képes malacokban védettséget
létrehoz6 immunvalasz kivaltasara [Marchioli és mun-
katarsai, J. Virol., 61, 3977-3982 (1987); Mukamoto
¢és munkatarsai, Vet. Microbiol., 29, 109—-121 (1991);
Riviere és munkatarsai, J. Virol., 66, 3424-3434
(1992)]. A gp50 inaktivalasa tehat nagymértékben csok-
kentheti a gp50, illetve gp50+gp63 mutansok immu-
nogén hatasat. Az is varatlan felismerés volt, hogy a
mutans virusok képesek a kozponti idegrendszer eléré-
sére, mivel ez feltételezi a virusoknak a fert6z6tt szovet-
16l periférias idegekre valo atjutasat, melyet a kozponti
idegrendszerbe valo szallitds kovet. Amennyiben a vi-
rus szinapszison keresztiil valo atjutdsaban szerepet jat-
szik a szinapszist kovetd neuronok fert6z6 utodvirusok-
kal torténd ujrafert6zése [Lycke €és munkatarsai, J.
Gen. Virol., 65, (1984); Card és munkatarsai, J. Neuro-
sci., 10, 1974-1994 (1990)], a mutéans virusok kézpon-
ti idegrendszerbe valo szallitasat a szinapszisok megga-
tolhatjak. Ez kizarhatja azt, hogy a virus a kozponti
idegrendszerbe jusson, €s ily médon megakadalyozhat-
ja, hogy pusztité hatasat kifejtse az agyban.

Annak megallapitasa céljabol, hogy a gp50 mutans
virusok képesek-e allati szévetekben szérddni, immun-
hisztokémiai modszerekkel sertésorrnyalkahartya-exp-
lantatumokban vizsgaltuk az R122 és R332 gp50 mu-
tansok, valamint a D560 és D1200 gp50+gp63 mutan-
sok replikdcigjat. Ezenkiviil egereket fertSztiink bor
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ala, illetve hasliregbe, annak megallapitiséra, hogy a vi-
rusok in vivo szaporodnak-e és szorédnak-e. Eredmé-
nyeink azt mutattdk, hogy mindegyik mutins képes
sertés-ormyélkahartydban szaporodni.

Meglepetésiinkre, a gp50 mutansok és a gp50+gp63
mutansok hasiiregbe, illetve bér ala valo beoltast kove-
téen az egerek pusztulasat okoztak. Az R122 torzs viru-
lencidja (a fertdzott allatok pusztulasaig eltelt id6 atlaga-
ban kifejezve) csak mérsékelten csokkent a vad tipust
NIA-3 torzzsel 6sszehasonlitva. A D560 és a D1200 tor-
zsek virulencidja azonban sokkal nagyobb mértékben
csokkent, ami a gp63-nak az egérre kifejtett virulencia-
ban jatszott szerepére utal. A fert6zott allatok pusztuldsat
kovet6 vizsgdlat azt mutatta, hogy a mutinsok képesek
voltak az agyban szaporodni. A hasiiregbe oltott allatok
szerveinek immunhisztokémiai vizsgélata szerint a virus
elbszeretettel szaporodott a periférids idegekben. Ami-
kor az R122 torzset nem kiegészité sejteken tenyésztet-
tilk, tehat nem rendelkezett gp50-nel, a hasiiregen keresz-
tiil torténd fertdzés sikertelen volt. Ez a megfigyelés arra
utal, hogy gp50 sziikséges az elsGdleges fertGzéshez. Az
a megfigyelés, hogy a fenotipusosan kiegészitett PRV
gll mutans, (amely ugyancsak nem fert6z8képes utddo-
kat hoz létre, azonban nem képes nem kiegészitd sejtvo-
nalakon plakkokat képezni), egerekre teljesen artalmat-
lan, arra utal, hogy az elsédleges fert6zést kovetGen a si-
keres virusterjedés a sejtr6l sejtre valo atviteltdl fiigg. Az
a tény, hogy a gp50, illetve a gp50+gp63 mutinsokkal
fert6zott allatok egyikébdl sem sikeriilt fert6z6 virust izo-
lalni, azt mutatja, hogy az é16 allatokban ezen mutansok
altal létrehozott utddvirionok nem fert6zGképesek.

Egyuttesen ezek az eredmények azt mutatjak, hogy a
gp50 sziikséges az elsGdleges fertdzéshez, azonban nem
sziikséges az azt koveto replikaciohoz és a virus atvitelé-
hez, ami arra utal, hogy in vivo a virus terjedésének f6
mechanizmusa a kdzvetlen sejtrdl sejtre valé atvitel.
Ezek az eredmények azt jelentik tovabba, hogy a virus
szinapszison keresztiil valo atjutdsa fliggetlen a gp50-t6l,
¢és nem a szinapszist kovetd neuronsejten kiviili virionok-
kal torténdé de novo fertzésének kovetkezménye. Az a
megfigyelés, hogy a gp50, illetve a gp50+gp63 mutan-
sokkal fert6zott allatok egyikéb6l sem sikeriilt fert6z6 vi-
rust izolalni, azt mutatja, hogy €16 allatokban a gp50 mu-
tansok altal létrehozott utddvirionok nem fert6zGképe-
sek. Ezen mutansok szaporoddsa tehat a fertézott/vakci-
nézott 4llatra korlatozodik. Egy gp50 muténs alkalmaza-
sa Aujeszky-féle betegség elleni vakcina alapjaul, illetve
heterolog gének expresszaldsara szolgalé rekombindns
hordozoévirusként rendkiviil biztonsagos vakcina elGalli-
tasat teszi lehetdvé, amely csak a vakcindzott allatban
szaporodik és nem terjed mas allatokra, tehat mas fajok-
ra sem. Tovabba, amennyiben a hordozdvirusban a he-
terolog gént a gp50 gén helyére inszertaljuk, a vad tipusi
virussal torténé rekombinacié minden esetben nem fert6-
z8 rekombinansok keletkezéséhez fog vezetni.

A gp50 mutans R122 jelzésh torzzsel vakcinazott
malacokban, amikor azokat a virulens vad tipusu
NIA-3 torzzsel fertGztiik, teljes védettség létrejottét ta-
pasztaltuk az Aujeszky-féle betegség klinikai tinetei-
vel szemben. A gp50+gp63 mutans D560 és D1200 tor-
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zsekkel vakcinazott malacokban rovid ideig tartd 1az és
gyarapodéselmaradas 1épett fel, azonban a NIA-3-fer-
tozést kovetSen nem jelentkeztek idegrendszeri tiine-
tek. Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy a csupan
sejtrol sejtre valo terjedéssel szorddni képes PRV-mu-
tinsok még nagymértékben immunogén hatisuak.
Ezenkiviil ezek az eredmények mutattak ki elGszor,
hogy a gp50 expresszalasa, amely a leginkabb immuno-
gén hatasi PRV-proteinek egyike (lasd fent), nem sziik-
séges malacokban az Aujeszky-féle betegség elleni ha-
tékony védettség létrehozdsidhoz. Ez az eredmény vdrat-
lanul ért benniinket.

A taldlmany szerinti alveszettségvirus- (Aujeszky-
féle betegség) fertézések megelGzésére vagy terjedésé-
nek megakadalyozisara szolgalé vakcina aktiv Gsszete-
voként olyan PRV-t tartalmaz, amely a virusburokban
gp50-et tartalmaz, és a fent ismertetettek szerint miko-
désképtelenné tett gp50 génnel rendelkezik. Tartalmaz
tovabba olyan szokdsos Osszetevéket, mint példaul
megfeleld hordozoanyagok, tetszés szerinti stabiliza-
torok, adjuvansok, oldészerek, emulgealéanyagok stb.
A vakcina kiilonb6z6 modokon adagothatd, példaul bér-
be, bér ala, izomba, véndba, illetve orron at. Az orron 4t
torténd adagolas elényds. A vakcina multivalens vakcina
elballitasa céljabdl tartalmazhat egyéb, mas betegségek-
kel kapcsolatos immunogén hatasi anyagokat is.

Abban az esetben, ha a gp50 PRV-muténst virusvek-
torként alkalmazzuk, az a gpS0 génben talalhaté muta-
ci6n kivill, elénydsen a gp50 génbe inszertalva, egyéb
koérokozokbél szarmazé genetikai informéciot is tartal-
maz, példaul virusokbol, mint példaul sertéskolera-
(sertéslaz-) virus, parvovirus, a fert6z6 gyomor-bél hu-
rut virusa, fert6z4 sertésvetélés és 1égzGszervi tiinet-
egyiittes (PEARS vagy a titokzatos sertésmegbetegedés
MSD, PRRS, illetve SIRS), sertéslégzdszervi megbete-
gedést okozd coronavirus (PRCV), endémias sertéshas-
menés-virus és influenzavirus, valamint baktériumok-
bol, mint példaul Pasteurella multocida, Bordetella
bronchiseptica, Actinobacillus pleuropneumoniae,
Streptococcus suis, Treponema hyodysenteria, Esche-
richia coli, valamint Leptospira, mycoplasméakbol, mint
példaul M. hyopneumoniae és M. lyorhinis. Kérokozok-
b6l szarmazo nukleinsavszekvencidknak PRV szubge-
nomidlis fragmenseibe valo klonozasara, és ezt kdve-
téen ezeknek a PRV genomjba vald beépitésére szol-
galo eljarasok ismertek a gyakorlatban. Ennek egy pél-
dajat ismertetik van Zijl és munkatérsai [J. Virol., 62,
2191-2195 (1988)].

Mig a gp50 PRV-mutinsok képesek sejtrél sejt-
re valé terjedésre, az 1. tipusi herpes simplex virus
(HSV-1), valamint az 1. tipust szarvasmarha-herpesz-
virus (BHV-1) megfeleld homolog génjeiben 1étrejitt
muticiok olyan virusmutansokat eredményeznek, ame-
lyek nem képesek sejtrol sejtre valo terjedésre [Ligas és
Johnson, J. Virol,, 62, 14861494 (1988); Fehler és mun-
katarsai, J. Virol., 66, 831-839 (1992)]. Ez azt jelenti,
hogy egyrészt a PRV gpS0 génjének mikodése, mas-
részt a HSV-1 gD génjének, illetve a BHV-1 gIV génjé-
nek mikodése eltér. Rekombinans DNS-eljarasok alkal-
mazésaval fenndll a lehet8sége a HSV—-1,a BHV-1, va-
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lamint egyéb herpeszvirusok moédositisanak oly mddon,
hogy azok hasonloképpen a PRV gp50 mutdnsokhoz
képesek legyenek sejtrdl sejtre vald terjedésre anélkiil,
hogy fert6zéképes utdodok keletkeznének. Ez az eljaras
szamos biztonsigosan alkalmazhatd herpeszvirus- (hor-
doz6-) vakcina elGallitisahoz vezethet, melyek sok 4llati
és emberi megbetegedés eradikaciojat és terjedésének
megakadalyozasat tehetik lehetdvé.

Az abrak révid leirdsa

1. dabra: A PRV-genom egy részének fizikai térké-
pe. A nyilak a transzlacié korai befejezését jelz6 ko-
donokat jelzik, melyeket linker inszertalasaval végzett
mutagenezissel hoztunk létre a pN3HB plazmid, vala-
mint az R122, az R332, az M102, és az M105 jelzést
megfeleld virusmutinsok gp50 génjében és a gp63 gén-
jében [Peeters és munkatarsai, J. Virol., 66, 894—905
(1992); de Wind és munkatarsai, J. Virol., 64,
4691-4696 (1990)]. A vizszintes iranyt csikok a D560
és D1200 mutansokban talalhato deléciok helyét és kiter-
jedését mutatjdk. A fels6 vonal a PRV-genomnak a
gp50-et folyamatosan expresszalo G5 sejtekben talalha-
t6 BstXI-Stul fragmensét mutatja [Peeters és munkatar-
sai, J. Virol., 66, 894-905 (1992)].

2. dbra: A sertéskolera-virus E1 génjét, valamint a
human cytomegalovirus er§sité/promoter génjét tartal-
maz6 pEVhis13HCVEI] plazmid, melyet egy heterolog
geént tartalmazo gp50 mutans PRV el6allitasara hasznal-
tunk (lasd 6. példa).

3. abra: A PRV-genom egy részében, a deletalt
gp50 gén helyén, a sertéskolera-virus E1 génjét, vala-
mint a huméan cytomegalovirus erdsité/promoter génjét
tartalmazé pBPS53El plazmid, melyet egy heterolog
gent tartalmazo gp50 muténs PRV el6allitasara hasznal-
tunk (lasd 6. példa).

A taldlmany szerinti megoldast a kovetkez példak-
kal szemléltetjiik.

1. példa

A NIA-3 PRV torzs gp50 génjének kionozisa és
gp50-et expresszalo sejtvonalak eléallitdsa

Mindegyik alkalmazott rekombinins DNS-eljarast
ismert technikdk szerint végeztilk [Maniatis és munka-
tarsai, Molecular Cloning: a laboratory manual, Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor,
New York, (1982)]. A pEVhis14 plazmidot a pSV2his
plazmidbo6l [Hartman és Mulligan, Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 85, 8047-8051 (1988)] Allitottuk els az
EcoRI-BamHI fragmensnek egy olyan fragmenssel
valo helyettesitésével, amelyben a humén cytomegalo-
virus (hCMV) kozvetlen korai erfsité/promoter szek-
venciajat [Bernard és munkatarsai, EMBO J., 6,
133-138 (1987)] egy, mindharom olvasasi keretben be-
fejezést jelz6 kodont és poliadenilacids helyet tartalma-
z6 szintetikus oligonukleotid kdvet. A pEVhis10 plaz-
midot a pEVhis14 plazmidbdl allitottuk el6 a hCMV
erésité/promoter szekvencidjat tartalmazé BamHI frag-
mens deletalasaval. A PRV gp50 génjét egy (gp50 pro-
motert nem tartalmaz6) BstXI-Stul fragmensként klé-
noztuk a pEVhis14 plazmidba, a hCMV promotertdl
3’-irdnyban taldlhaté EcoRV hasitéasi helyre, igy kap-
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tuk a pEVhis14gp50 plazmidot. Az éatfedd szubgeno-
mialis PRV-fragmenseket tartalmazé c—179, c-27 és
c—443 kozmidok, valamint egy pBR322-szdrmazék
HindIII hasitasi helyén a PRV HindIlI-B fragmensét tar-
talmazo pN3HB plazmid elGallitdsa és jellemzése isme-
retes [van Zijl és munkatérsai, J. Virol., 65, 2761-2765
(1988)]. Leirtdk a gpS0-expresszalas inaktivalasat
linker inszertalasédval a pN3HB gp50 génjének két kii-
16nbdz6 helyére (R1 és 322 inszertalasok) [de Wind és
munkatérsai, J. Virol., 64, 4691-4696 (1990)].

SK-6 sejteket transzfektaltunk elektroporacios elja-
rassal a pEVhis14gp50 plazmiddal. Az SK-6 sejteket
tripszines kezeléssel Osszegytjtottiikk, egyszer foszfat-
pufferes fiziologias sooldattal (PBS) szobahémérsék-
leten mostuk, majd 2x 107 sejt/ml toménységben jég-
hideg PBS-ben szuszpendaltuk. Tiz mikrogramm
pEVhis14gp50 plazmidot adtunk 0,5 ml sejthez, ame-
lyet egy steril, eldobhatd elektroporacios kiivettaban
(0,4 cm belsd elektrodatavolsag; BioRad Laboratories)
0 °C-on tartottunk, és egy BioRad GenePulser készii-
lékben, 25 mikrofarad kapacitds mellett, 1000 V fe-
sziiltséget alkalmaztunk. A sejteket 15 percig, 0 °C-on
allni hagytuk, majd egy 50 ml tapfolyadékot tartalma-
z6 75 cm? térfogati palackba vittiik at, és egy éjszakan
at inkubaltuk. Ezt kovetSen a transzfektalt sejteket trip-
szinnel kezeltiik, és tobb higitasban, 2,5 mmol/l hisz-
tidinolt tartalmazo 100 mm &tmérgjd Petri-csészékbe
oltottuk. A tapfolyadékot 3-4 naponként cseréltiik,
amig a koloniak vildgosan kivehet6kké nem valtak
(7-10 nap). Kiilonallé kolonidkat gydjtottiink, és
azokat sejttenyésztd mikrolemezeken tenyésztettiik.
A gp50-expresszélast egy egyrétegli immunperoxidaz-
vizsgalattal és egy G50N2 jelzési monoklonalis ellen-
anyag felhasznaldsaval, radioimmunprecipiticios elja-
rassal hataroztuk meg, és egy radioimmunprecipitacios
vizsgalat szerint gp50-et nagy mennyiségben exp-
resszalo sejtvonalat G5-nek neveztiink el [Peeters és
munkatdrsai, J. Virol., 66, 894—905 (1992)].

2. példa

Mutans virusok eldallitasa

Az R122 és R332 muténs virusokat atfedé frag-
mensek koz6tt végbemend rekombinécios eljarassal al-
litottuk el6 G5 sejtekben, 4tfedd vad tipusi PRV-szek-
venciakat tartalmaz6 harom kozmid [c—179, c-27, és
c¢—443; lasd van Zijl és munkatarsai, J. Virol., 65,
2761-2765 (1988)] segitségével, valamint az RI, illet-
ve a 322. jelzésii pN3HB-szdrmazékok [de Wind és
munkatérsai, J. Virol., 64, 4691-4696 (1990)], melyek
a gp50 génben a 366-367., illetve a 996-997. nukleo-
tidok kozott talalhaté 5°-TAGGCTAGAATTCTAG-
CCTA-3’ szekvenciaji mutagén oligonukleotidot (1.
szekvencia) tartalmazé HindIII-B fragmensének fel-
hasznalaséaval (lasd 1. dbra). A virus eredeti DNS-frag-
menseket a plazmidbol EcoRI-emésztéssel (a kozmi-
dok esetében), illetve HindIIl-emésztéssel (az RI és
322. klonok esetében) szabaditottuk ki, és azokat nem
valasztottuk el a vektorszekvencidktol. Transzfektalast
végeztiink elektroporicios eljarassal (lasd fent) a
BioRad GenePulser és Capacitance Extender késziilék
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felhasznalasaval, 250 V, illetve 960 mikrofarad kapaci-
tas mellett. A sejteket 6 rekeszii lemezekre oltottuk, és
37 °C-on, 3 ordig tart6 inkubalast kovetden a tapfolya-
dékot 2% borjuszérumot és 1% metil-cellulozt tartalma-
z6 Earle-féle minimalis esszencialis tapfolyadékkal cse-
réltiik ki, majd a lemezeket a plakkok megjelenéséig
(2-3 nap) 37 °C-on inkubaltuk.

A D560 torzs eléallitasdhoz a 149. plazmid [a
pN3HB plazmidnak a gp63 génben a 352-353. nuk-
leotidok kozott a mutagén oligonukleotidot tartalmazo
szarmazéka; de Wind és munkatarsai, J. Virol., 64,
4691-4696 (1990); a szamozast lasd: Petrovski és
munkatarsai, J. Virol.,, 60, 185-193 (1986), 5. abra]
Bglll-EcoRI fragmensét a 322. plazmid BgliI-EcoRI
fragmensével cseréltiik ki (lasd 1. abra). Az igy kapott
plazmidot, amelyben a gp50 gén 966. pozicidja és a
gp63 gén 353. pozicidja kozti nukleotidszekvenciat a
TAGGCTAGAATTCTAGCCTA szekvenciaval (lasd
1. szekvencia; azaz a mutagén oligonukleotid-szekven-
ciajaval) helyettesitettiik, hasznaltuk az atfed vad tipu-
st fragmensekkel egyiitt, G5 sejtekben, a fent ismerte-
tettek szerint atfed6 rekombindcios eljarassal a virus re-
generalasara.

A D1200 plazmid elGallitasahoz a 149. plazmidot
Bglll és EcoRI enzimekkel emésztettiik, és az igy ka-
pott nagyobbik fragmenst tompa végek elGallitisa célja-
bél E. coli DNS-polimeraz I enzim Klenow-fragmensé-
vel kezeltiik, majd 6nmagaval ligaltuk. A kapott plaz-
midot, amelyben a gp50 gén a 336. pozicidja és a
gp63 gén 353. pozicidja kozti nukleotidszekvenciat az
AATTCTAGCCTA szekvenciaval (lasd 2. szekvencia;
azaz a mutagén oligonukleotid-maradékaval) helyettesi-
tettiik, hasznaltuk az atfedd vad tipus fragmensekkel
egyiitt, a fent ismertetettek szerint G5 sejtekben, atfedd
rekombinécios eljarassal a virus regeneralasara.

3. példa

A gp50, valamint a gp50+gp63 mutansok replika-
cidja sertésorrnydlkahartya-explantitumokban

Annak megallapitasa céljabol, hogy ezek a mutin-
sok szintén képesek-e allati szovetekben valo terjedés-
re, sertésorrnyalkahdrtya-explantatumokat hasznal-
tunk. Ezek az explantdtumok természetes kombinacidi
a hamsejteknek és a sztromat alkotd kotoszoveti sejtek-
nek, és kordbban kimutattak, hogy ilyen explantétu-
mok fert6zése nagymértékben hasonlit az orrmyalkahar-
tya fert6zéséhez [Pol és munkatarsai, Res. Vet., Sci.,
50, 45-53 (1991)]. Explantatumokat fert6ztiink a vad
tipusi NIA-3 PRV térzzsel, a gp50 génben inszertalt
linkert tartalmazé R122 és R332 mutansokkal, vala-
mint a gp50+gp63 delécids mutans D1200 és D560 tor-
zsekkel.

A fert6zott nyalkahéartya-explantatumoknak a fert6-
zést kovetben 24 Oraval, nyalban termelt anti-PRV-
szérummal [Pol és munkatarsai, Res. Vet., Sci., 50,
45-53 (1991)] végzett immunhisztokémiai vizsgalata
azt mutatta, hogy a vad tipusiit NIA—3 virus a hamsej-
tek nagy kiterjedési teriiletére szorodott. Hasonlo ered-
ményeket kaptunk az R122 és R332 gp50 mutansokkal,
valamint a D1200 és a D560 gp50-+gp63 mutansokkal.
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24 6ras inkubalast kévetSen a virusreplikicid csaknem
kizérolag a hamsejtekre korlatozodott. Mindegyik torzs
képes volt azonban hosszabb inkubécids id6 elteltével
az alsobb kotbszoveti sejtek fert8zésére. Nytilban ter-
melt anti-PRV-szérummal és monoklonalis ellenanya-
gokkal (gp50-re fajlagos G4ON2-vel) végzett differen-
cidlé immunfestési eljaras igazolta, hogy a gp50 mu-
tans, illetve a gpS0+gp63 mutinsok nem expresszaltak
gp50-et. Ez a megfigyelés azt mutatja, hogy a
gp50 sertés-orrnyalkahartydban a virus terjedéséhez
nem sziikséges.

4. példa

A gp50, valamint a gp50+ gp63 mutansok virulen-
cidja egerekben

a) A gp50+gp63 mentes mutansok egerekben leta-
lisak

Az a megfigyelés, hogy a gp50 mutinsok képesek
voltak szdvetexplantdtumokban vald szaporodasra és
terjedésre, arra utalt, hogy azok képesek €16 allatokban
is szaporodni és terjedni. Kisérleti allatokként egereket
vélasztottunk, mivel azok nagymértékben fogékonyak
herpeszvirusokkal valé fertGzésre, és kiterjedten hasz-
naltdk Sket modellallatként a virulencia és az idegek
mentén vald terjedés tanulményozisara [Fraser és
Ramachandran, J. Comp. Path., 79, 435-444 (1969);
Cook és Stevens, Infect Immun., 7, 272-288 (1973);
Field és Hill, J. Gen. Virol., 23, 145-157 (1974); Field
és Hill, J. Gen. Virol., 26, 145-148 (1975); Kristenson
¢és munkatarsai, Brain Res., 69, 189-201 (1978); Platt
és munkatérsai, Arch. Virol., 63, 107114 (1980); Dix
¢és munkatarsai, Infect. Immun., 40, 103-112 (1983)].
Az els6 kisérletben az R122 és R332 jelzése linker
inszercids mutansok helyett a D560 és D1200 jelzési
gp50+gp63 deléciés mutinsokat hasznaltuk, hogy az
inokulumban vad tipusu revertansok eléfordulasi lehe-
tOségét kizarjuk. Ilyen revertansok a kiegészit6 sejtvo-
nalban jelen lev§ virusszekvencidk és a virusgenom ko-
z06tt létrejovoe homolog rekombinaci6 révén keletkezhet-
nek a linker inszerciés mutinsok torzstenyészetében
[Cai és munkatérsai, J. Virol.,, 62, 2596—2604 (1988);
Peeters €s munkatarsai, J. Virol., 66, 894-905 (1992);
Peeters és munkatarsai, J. Virol., 66, 3388—3892
(1992)]. Mivel a D560 és D1200 jelzésti gp50+gp63 de-
lécids torzsek 3’-végén talalhatd szekvencidk a G5 ki-
egeészitd sejtekben nem rendelkeznek homolég megfe-
lel6vel (1. abra), ezen mutansoknak a G5 kiegészit6 sej-
tekben végbemend replikacioja sordn vad tipusi rever-
tansok nem johetnek létre.

Ot-6t darab 6-8 hetes korti nstény BALB/c ege-
ret (Charles River, Suldzfeld, Németorszag) fertdz-
tiink, a NIA-3, a D560, a D1200 torzsekkel, valamint
a gp63 mutans M105 torzzsel a nyakon, a bér ald
105 plakk-képz0 egységet adagolva. A NIA-3 torzzsel
beoltott egerekben az Aujeszky-féle betegség sulyos tii-
netei jelentkeztek, igymint heves vakarddzas a hatso 14-
bakkal, ,,arcmosis”, valamint bénulés, és a fert6zést
kovetSen koriilbeliil 70 oraval ezek az egerek elhul-
lottak. Az M105 torzzsel fert6zott egerekben nem je-
lentkezett heves viszketés, azonban meggorbiilt hattal
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és megnovekedett 1égzésszammal elkiiléniilve iiltek.
Az 3llatok a fert6zést kovetGen koriilbeliil 90 6raval
hullottak el. A D560 és a D1200 torzsekkel fert3zott
egerekben hasonl tiinetek jelentkeztek, mint az
M105 torzzsel fertdzott allatokban. Apatikussa valtak
¢s a moribund éllapot beéllta el6tt, amely néha 42 6riig
eltartott, bénulas lépett fel naluk, majd az llatok a fer-
t6zést kovetd, korilbeliil 130140 6ra elteltével elpusz-
tultak (lasd 1. tablazat, 1. kisérlet). Ezek az eredmé-
nyek azt mutatjak, hogy a gp50+gp63 nullmutdnsok
még letalis hatasuak az egerekre. Virulencidjuk azon-
ban a vad tipusii virussal vagy egy gp63 mutéans virus-
sal dsszehasonlitva jelentGsen csokkent.

b) A gp50+gp63 nullmuténsok képesek a kdzponti
idegrendszer elérésére és abban val6 szaporodasra

Mivel a gp63, illetve a gp50+gp63 mutansokkal fer-
t6z6tt egerekben az idegrendszeri tiinetek sokkal kevés-
bé voltak nyilvanvaléak, mint a NIA—3 térzzsel fertG-
zott egerekben, a fert6zott allatok agyat immunhisztoké-
miai eljarassal virus jelenlétére vizsgéltuk. A fertozott
egerek agyabol és a szerveibdl kriosztattal készitett met-
szeteket fixaltuk, és az elGbbiekben ismertetettek sze-
rint immunhisztokémiai vizsgalatnak vetettiik ala [Pol
és munkatérsai, Microb. Path., 7, 361-371 (1989)].
Amikor els6 ellenanyagként gp50 elleni monoklonalis
ellenanyagokat hasznaltunk, a mésodik inkubalasnal
kecskében termelt, peroxiddzzal konjugélt egér elleni
immunglobulin G ellenanyagot hasznéltunk [Peeters és
munkatrsai, J. Virol., 66, 894-905 (1992)].

Meglepetésiinkre, a D1200 és a D560 torzsekkel fer-
t6zott egerek agyabd! késziilt metszetekben nagy
mennyiségli fertézott neuront figyeltiink meg, mig a
NIA-3 vagy az M105 torzsekkel fert6zott egerek agya-
bol késziilt metszetekben csak kis mennyiségii fert6zott
neuront talaltunk. A D1200 és a D560 torzsekkel fertd-
z6tt allatok agyéban talalhatd virusok nem expresszal-
tak gp50-et, amint azt nyGlban termelt anti-PRV-szé-
rummal [Pol és munkatarsai, Res. Vet. Sci., 50, 45-53
(1991)] végzett differencialé immunfestési eljarassal
megallapitottuk. Amikor az agyakbol virust izolaltunk
¢€s azokat SK-6 sejteken titraltuk, a NIA-3 és az
M105 torzsekkel fertézott allatokbol konnyen sikeriilt
fert6z8képes virust nyemniink, azonban a D560 és
D1200 torzsekkel fert6zott allatokbol ez nem sikeriilt
(1. tablazat, 1. kisérlet). Ezek az eredmények arra utal-
nak, hogy a gp50+gp63 nullmutansok nem képesek fer-
t6z6képes utddokat termelni, de képesek a kozponti
idegrendszert elérni és abban szaporodni.

¢) A gp50 nullmutansok nagymértékben virulensek

Biér a gp63 nem sziikséges a virus szaporodasiahoz
[Petrovskis és munkatarsai, J. Virol., 60, 1166—1169
(1986)], a G5 kiegészitd sejteken, illetve a nem kiegészi-
t6 SK—6 sejteken a gp50+gp63 mutansok altal képzett
plakkok lényegesen kisebbek voltak, mint a gp50 mu-
tansok altal képzett plakkok. Ezenkiviil a gp63-rél ki-
mutattak, hogy malacokban szerepet jatszik a virulen-
cidban [Kimman és munkatarsai, J. Gen. Virol., 73,
243-251 (1992)). Mivel a fenti eredmények arra utal-
nak, hogy a gp50 mutinsok sokkal virulensebbek, mint
a gp50+gp63 mutansok, a gp50 mutansok virulenciajat
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is meg akartuk vizsgalni egerekben. Ahhoz viszont,
hogy a gp50 muténsokat egerek fert6zésére hasznalhas-
suk, teljesen meg kellett bizonyosodnunk arrél, hogy az
inokulum nem tartalmaz vad tipusi revertansokat (lasd
fent). Vad tipust revertinsoktol latszélag mentes, fe-
notipusosan kiegészitett R122 virustenyészetet készitet-
tink oly médon, hogy G5 sejtekben termelt egyetlen
R122 plakkal SK—6 sejteket fertztiink. A fert8zott
SK -6 sejtekbdl virus-DNS-t izolaltunk, és azzal egy ré-
teg G5 sejttenyészetet transzfektaltunk, (ami nagymér-
tékben csokkentette a PRV-kioltds hatékonysigat)
[Peeters és munkatarsai, J. Virol., 66, 894-905 (1992)].
A transzfektalt sejtekb3l SK—6 sejteken valo titralas
alapjan milliliterenként 2,1 x 107 plakk-képz3 egységet
(pfu/ml) tartalmazo6 virustenyészetet készitettiink. Ezt a
tenyészetet R122+-nak neveztiik annak jeldlésére, hogy
fenotipusosan kiegészitett virusrél van szo. gp50-et
nem tartalmazo virustenyészetet allitottunk el oly mo-
don, hogy SK-6 sejteket 200 mikroliter (4,2 x 106 pfu)
higitatlan R122+ torzstenyészettel fertéztink. Az igy
nyert tenyészet, amelyet annak jelzésére, hogy az nem
kiegészitd sejtb3l szarmazik R122--nak neveztiink, mil-
liliterenként 150 plakk-képzé egységet tartalmazott.
Amikor azonban gp50 elleni monoklonélis ellenanyag-
gal [Peeters és munkatdrsai, J. Virol, 66, 894—905
(1992)] immunperoxidazfestést végeztiink, ezek a
plakkok gp50 negativnak bizonyultak. Az eredmények
arra mutattak, hogy a virustorzstenyészet nem tartalmaz
vad tipusl virust, de tartalmaz néhény fert6z8 virusré-
szecskét. Lehetséges, hogy ezek a részecskék abbol az
inokulumbol (R122+) szdrmaztak, amelyet az R122- te-
nyészet elGallitdsara hasznaltunk. Masik lehetdség sze-
rint az utédvirionok képesek lehetnek a fert6zé6 R122+
virionok altal az SK—6 sejtek plazmamembranjaban le-
rakott gp50 beépitésére. Egy masik lehetGség, hogy a
gp50-et nem tartalmazd virionok endocitozissal keriil-
nek a sejtbe, [Campadelli-Fiume és munkatérsai, J.
Virol., 62, 159-167 (1988)], néhény esetben elkeriilik a
lebontast és produktiv fert6zést hoznak létre. Az R122+
és R122- torzstenyészetek fizikai titerét elektronmikro-
szkop segitségével hataroztuk meg, belsd standardként
latexgyongydk (91 nanométer atmérdji gyongyok;
Serva) felhasznalasaval.

Az R122+ torzs virulencidjanak vizsgilatin feliil
megvizsgaltuk azt is, hogy a kiilonb6z8 virusok virulen-
cidja fligg-e a fertdzés modjatol. Ot-6t egérbdl 4116 cso-
portokat oltottunk a NIA-3, az M105, az R122+ és a
D1200 torzsekkel, 105 plakk-képzd egységgel, bor ala,
illetve a hasiiregbe adott injekcidval. Az R122+ térzzsel
fert6zott egerekben az Aujeszky-féle betegség tiinetei
fejlédtek ki (lasd fent), amelyek hasonléak voltak a
NIA-3 torzzsel fert6zott allatokban megfigyeltekhez.
Az els6 tiinetek a NIA-3 torzzsel bér ala injektalva
fert6zott allatokban a fertGzést kovetSen koriilbeliil
34-40 6ra mulva, az R122+ torzzsel bér ala injektalva
fertézott allatokban a fert6zést kovetden koriilbeliil
42 6ra mulva valtak nyilvanvalova. Az éllatok a fertd-
zést kovetden 56, illetve 68 draval pusztultak el (1. tabla-
zat, 2. kisérlet). Ezek az eredmények azt mutattak, hogy
a gp50 mutdns R122+ tdrzs nagymértékben virulens ege-



1 HU 220 099 B 2

rekben és sokkal virulensebb, mint a gp50+gp63 mu-
tans D1200 vagy a gp63 mutins M105 torzsek.
A NIA-3, az R122+ és az M105 torzsek hasiiregbe vald
injektdlasa esetében atlagosan 10—13 dréval hosszabb
id6 telt el az elhullasig, mint a bér ala t6rténd injektalas
utan. Amikor a D1200 torzset hasiiregbe injektaltuk, az
elhullasig eltelt atlagos idStartam kériilbeliil 25 oraval
rovidebb volt, mint a bdr ala t6rténd injektalds esetében
(1. tablazat, 2. kisérlet). A tiinetek és a klinikai jelek
mindegyik vizsgalt torzs esetében fliggetlenek voltak a
fertzés modjatol. Tehat a fert6zés iddbeli lefolyasa kii-
16nbozik ugyan, de mindkét beoltasi mod letdlis fertd-
zést eredményez. A 2. kisérletben hasznalt mindegyik 4l-
lat agyabol készillt metszetekben sikeriilt virust kimu-
tatnunk immunhisztokémiai eljarassal (1. tiblazat). Eb-
ben az esetben is a D1200 torzzsel fert6zott llatok agya-
ban a virusszaporodas sokkal kiterjedtebb volt, mint a
NIA-3, az R122+ vagy az M105 torzsekkel fert6zott 4l-
latokéban.

d) A virusreplikaci6 elsésorban a fert6zott szervek
periférias idegeiben megy végbe

Amikor szervmetszeteket vizsgaltunk immunhiszto-
kémiai eljarassal virusantigének jelenlétére nézve, vi-
rusantigéneket csak a hasiiregen 4t fert8zott allatokban
tudtunk kimutatni. Virust mutattunk ki a majban, 1ép-
ben, vesében, bélben és mellékvesében, de nem mutat-
tunk ki virust a tiidGkben. A virusfert6zés a szervekben
csaknem kizédrolag az idegrostokra korlatozodott. Ez a
megfigyelés arra utal, hogy a PRV elGszeretettel az
idegszovetet fertézi és abban szaporodik, és amint azt
korabban kimutattak [Cook és Stevens, Infect. Immun.,
7, 272-288 (1973); Field és Hill, J. Gen. Virol,, 23,
145-157 (1974); Field és Hill, J. Gen. Virol., 26,
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145-148 (1975); McCracken és munkatarsai, J. Gen.
Virol,, 20, 17-28 (1973); Strack és Loewy, J. Neu-
rosci., 10, 2139-2147 (1990); Card és munkatarsai, J.
Neurosci., 10, 1974—-1994 (1990)] a virus retrograd
axonalis transzport révén keriil a szervekbdl a kozponti
idegrendszerbe. Az a megfigyelés, hogy a gp50 nullmu-
tansok hatékonyan elérik a kozponti idegrendszert, azt
jelenti, hogy a neuronélis szallitasi folyamat fliggetien
a gp50 jelenlététdl.

A NIA-3 és az M105 torzsekkel hasiiregen at fert6-
zott allatok szerveinek kivonatdbol fertézéképes viru-
sokat izolaltunk. Varakozdsunknak megfeleléen, az
R122+ és a D1200 torzsekkel fert6zott allatokbol nem
sikeriilt fert6zoképes virust izoldlnunk, ami arra utal,
hogy ezeknek a virusoknak az utdai nem fertGzoképe-
sek. Meglepetésiinkre, a NIA-3 torzzsel bdr ala injek-
talva fert6zott allatokndl a szervkivonatok titralasaval
5 esetb6l haromban sikeriilt fert6z6 virust kimutatni (1.
tablazat, 2. kisérlet). Ez jelentheti azt, hogy a virus
anterograd moédon szallitédott a kozponti idegrendszer-
bél ezekbe a szervekbe. Az, hogy az M105 torzzsel bér
ala injektalva fert6zott egerek szerveibdl nem sikeriilt
fert6z6 virust kimutatnunk, valosziniileg azzal magya-
razhat6, hogy ennek a virusnak a transzportja késlelte-
tett volt.

€) Az in vivo elsédleges fertGzés létrejottéhez
gp50 sziikséges

Az 3ltalunk kapott in vitro eredmények, amelyek
azt mutattak, hogy a gp50 sziikséges a penetracidhoz,
azonban nem sziikséges a sejtr6l sejtre valo terjedéshez
[Peeters és munkatérsai, J. Virol., 66, 894-905 (1992)]
azt sugalltdk, hogy ugyanez érvényes az in vivo ferts-
z€sre is.

1. tablazat
Kiilénboz6 PRV virusokkal fert6zott egerekben az elhullasig eltelt
atlagos idGtartam, és a viruskimutatas eredménye

Virus jelenléte
Elhullasig eltelt
Példa  Virustorzs Genotipus Adagolis médja ét'“g"? ;fa";‘amm (immunhisztokémia)  (virusizolélis)
(+/-S.D)
agy szervek agy szervek
1. NIA-3 vad tipus sc.? 70,8 +/- 12,9 + n.dpb + n.d.
M105 gp63- sC. 91,2 +/- 18,2 + n.d. nd.
D560 gp50-gp63- sC. 132,2 +/- 28,6 ++ n.d. - nd.
D1200 gp50-gp63- sC. 1414 +/- 22,4 ++ nd. - n.d.
2. NIA-3 vad tipus sC. 55,6 +/- 6,8 + - n.d. +(3/5)
R122+ gp50- sC. 67,9 +/- 6,8 + - n.d. -
M105 gp63- sC. 78,6 +/— 18,7 + - nd. -
D1200 gp50-gp63- SC. 160,0 +/- 20,4 ++ - nd. -
NIA-3 vad tipus ip.c 67,3 +/-9,0 +d n.d. +
R122+ gp50- ip. 71,7 +/- 5,6 +d nd. -
M105 gp63- ip. 91,6 +/- 15,6 +d n.d. +
D1200 gp50-gp63- ip. 134,8 +/- 27,0 ++ +d n.d. -
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1. téblazat (folytatads)

Virus jelenléte
Elhullasig eltelt

. L . . atlagos id6tartam . . . e s

Példa Virustorzs Genotipus Adagolas médja (éra) (immunhisztokémia) (virusizolalas)
(+/-8.D)
agy szervek agy szervek
3. R122+ gp50- SC. 60,0 +/- 4,2 nd. nd. nd.
R122- gp50- sC. 4xo0, 1x84 nd. n.d. n.d.
B145 gll- SC. © nd. n.d. n.d. n.d.
R122+ gp50- 1p. 85,2 +/- 5,0 + n.d. nd. n.d.
R122- gp50- ip. e nd. nd. nd. n.d.
B145 gll- ip. 0 n.d. n.d. n.d. n.d.
a: szubkutan.

b: nincs meghatirozva,
¢: intraperitonealis.
d: periférias idegekbe.

Bar annak a lehetsége, hogy a gp50 in vivo nem
sziikséges a penetraci6hoz, igen valdszeritlen, a forma
kedvéért igazolnunk kellett, hogy ebben az esetben a
£p50 az elsédleges fert6zéshez is szitkséges. A gp50 sze-
repének vizsgilatira egy nem kiegészitd SK—6 sejteken
tenyésztett R122 tenyészetet hasznéltunk, amely igy
nem tartalmazott gp50-et (R122-; lasd fent). Mivel 105
plakk-képz6 egység R122+ megfelel 3,3 x 10¢ tulajdon-
képpeni részecskének, ugyanennyi R122- részecskét
hasznaltunk az egerek beoltisara. Varakozasunknak
megfelel6en, mindegyik R122+ torzzsel hasiiregbe vagy
bér ald injektalva fert6zott egér elpusztult (1. tablazat, 3.
kisérlet). Azonban az R122- t6rzzsel fertdzott egerek ko-
zill hasiiregbe val6 fert6zést kovetden mindegyik talélt,
mig a bdr ala injektalva fert6zott llatok koziil 5tbdl egy
elhullott. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a
gp50-nek a virusboritékban valo jelenléte sziikséges az
allatok sikeres fert3zéséhez.

Az R122~ térzzsel valo fert6zést kovetben elhullott
allatok vizsgalata szerint virus volt kimutathaté az agy-
ban, ami arra utal, hogy az inokulumban még fert6z6ké-
pes virus volt jelen. Amikor az inokulumot nem kiegé-
szit6 SK—6 sejteken duplikatumban titraltuk, 9, illetve
16 plakkot taldltunk. Ezeket a plakkokat immunhiszto-
kémiai vizsgalat szerint gp50 mutansok alkottdk. Ezek-
nek a fert6z6 virionoknak a lehetséges eredetét a fen-
tiekben targyaltuk. Mivel a NIA-3 PRV térzs LDs, (az
a dozis, ami az éllatok felének elhulldsahoz vezet) érté-
ke hasiiregi fert6zésnél koriilbeliil 70 plakk-képzé egy-
ség, lehetséges, hogy az R122- inokulumban jelen levd
fert6z6 virusrészecskék tehetdk felelGssé az egyetlen el-
pusztult allat letalis fert6zéséért.

f) A fert6z6képes utddok 1étrehozéasara nem képes,
igy sejtrdl sejtre valo terjedés révén vald szoérdodasra
képtelen virus nem virulens egérre

A korabbiakban kimutattuk, hogy a gp50 nullmutén-
sokhoz hasonléan, a gll vagy a gH nullmutins PRV tor-
zseket nem kiegészité sejtvonalakban vald tenyésztése
nem fert6z6képes utodvirusok termelSdését eredményez-
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te [Peeters és munkatdrsai, J. Virol., 66, 894—905
(1992); Peeters és munkatarsai, J. Virol., 66, 3388—3892
(1992)]. Azonban eltéren a gp50 mutansoktél, a gll és a
gH muténsok nem kiegészit6 sejteken nem voltak képe-
sek plakkokat képezni. Ez arra utalt, hogy agll ésagH a
virus sejtrél sejtre valo terjedéséhez sziikkséges. Annak
megallapitisira, hogy a sejtrél sejtre valo terjedés in
vivo is el6feltétele-e a sikeres virusszorédasnak, a
B145 jelzésii, fenotipusosan kiegészitett PR VgIl muténs
torzzsel [Peeters és munkatérsai, J. Virol., 66, 894—905
(1992)] egereket fertéztiink. Amikor a B145 virus 105
plakk-képz6 egységével hasiiregbe, illetve bdr al4 injek-
talva fert6ztlink egereket, egyik allatban sem jelentkezett
az Aujeszky-féle betegség semmiféle tiinete (1. tiblazat,
3. kisérlet). Ez az eredmény arra utal, hogy egy olyan vi-
rus, amely nem képes fert6z6képes utddok elallitasara,
¢és képtelen sejtr6l sejtre valo terjedés révén szérddni,
nem virulens egerekre.

5. példa

gp30, valamint gp50+ gp63 mutansok virulencidja
és immunogenitdsa sertésekben

A mutéans torzsek virulencidjanak és immunogeni-
tasanak vizsgilatdra malacokat oltottunk az R122+, a
D560, és a D1200 torzsekkel. A vad tipusa M209 és a
gp63 mutins M102 torzsek (1. dbra) [Kimman és mun-
katarsai, J. Gen. Virol., 73, 243-251 (1992)] kontroll-
ként szolgaltak. Az immunizalast virulens NIA-3 PRV
torzzsel valo fert6zés kovette.

4-6 hetes malacokbol 4llé 6t csoportot (a Central
Veterinary Institute fajlagos korokozoktél mentes tenyé-
szetébdl szarmazd holland lapaly malacokat) fertéztiink
orron 4t a virus 105 plakk-képz6 egységével, a belégzés
folyaméan mindegyik orrlyukba lassan 0,5 ml virusszusz-
penziot adagolva. A vakcinazast kovetGen négy héttel a
malacokat orron at, a virulens NIA-3 PRV torzs 105
plakk-képz6 egységével fertGztik. A malacokat napon-
ta kétszer megfigyeltiik a klinikai jelekre nézve, és na-
ponta mértiik a végbélhSmérsékletet. Az allatokat heten-
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te haromszor lemértitkk. Mindegyik malac esetében meg-
hatéroztuk a gyarapodas leallasat mutat6 napok szamat,
a lazat és az idegrendszeri tiineteket. A gyarapodas el-
maraddsénak idGszakat a fertdzés napjan mért testtd-
meg visszanyeréséhez sziikséges napok szdmaban ad-
tuk meg. Lazat abban az esetben allapitottunk meg, ha a
végbélben mért hGmérséklet meghaladta a 40 °C-ot. Az
idegrendszeri tiinetekként viszketést, ataxiat, bénulast,
remegeést, és gorcsoket jegyeztiink fel.

A vad tipusi M209 torzzsel fertdzott malacokban
az Aujeszky-féle betegség tipikus tiinetei jelentkeztek,
ugymint laz, étvagytalansdg, gyarapodas elmaradasa és
idegrendszeri tinetek, példaul ataxia és bénulas (2. tib-
lazat). Az R122+ és M102 mutansoknal révid ideig tar-
t6 14z és a gyarapodas elmaradasa lépett fel, idegrend-
szeri tiinetek azonban nem jelentkeztek. A D560 és
D1200 mutinsok nem valtottak ki semmilyen idegrend-
szeri tiinetet, és nem okoztak lazat vagy gyarapodasel-
maradast. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a
D560 és a D1200 gp50+gp63 mutansok teljesen aviru-
lensek malacokra, mig az R122+ gp50 mutins és az
M102 gp63 mutins 6sszehasonlitva a vad tipusi PRV-
vel nagymértékben csokkent virulencidval rendelkezik.

Az R122+ és az M102 torzsekkel vakcindzott mala-
coknal a NIA-3 torzzsel végzett, feliilfert6zést célz6 ol-
tast kovetGen nem lépett fel 14z vagy gyarapodas elma-
radasa, és nem jelentkezett semmilyen klinikai tiinet (3.
tablazat). A D560 és D1200 torzsekkel vakcinazott ma-
lacoknél révid ideig tarté 14z és gyarapodaselmaradas
lépett fel, idegrendszeri tiinetek azonban nem jelentkez-
tek, bar az éllatok néhany napig levertek voltak, és két
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malac hanyt. A nem vakcinazott kontrollcsoportba tar-
toz6 malacokndl az Aujeszky-féle betegségre jellemz3
silyos tiinetek jelentkeztek, valamint viszonylag
hosszi ideig tart6 lazas idGszakokat és gyarapodaselma-
radast észleltiink; két malac elpusztult (3. tablazat).
Ezek az eredmények azt mutatjdk, hogy az R122+
gp50 muténssal €s az M102 gp63 mutanssal vakcina-
zott malacokban teljes védettség jott 1étre az Aujeszky-
féle betegség klinikai tiineteivel szemben, mig a
D560 és a D1200 gp50+gp63 mutansokkal vakcinazott
malacokban részleges védettség jott 1étre az Aujeszky-
féle betegség klinikai tiineteivel szemben.

2. tablazat
Malacok immunizaldsa kiilénb6zd PRV torzsekkel+
s , Gyarapodas-  Klinikai
Immunizalas Laz* clmaradis* tiinctck
M209 (n=3) 53+/-06 83+/-73 ++
M102 (n=4)** 24 +/-15 24 +/-22 -
R122 (n=5) 38+/-16 08+/-18 -
D560 (n=5) 0 0 -
D1200 (n=5) 0 0 -

+:  akisérlet soran nem hullott el malac.

*:  napok atlagos szama (+/- S. D.).

**.  egy malac clpusztult, valészindleg a vérvételt kovetd trauma
kovetkeztében.

++: neuroldgiai tiinetek, tgymint ataxia, gores, bénuls.

3. tablazat
Vakcinazott malacok védettsége NIA -3 torzzsel valé fertGzéssel szemben

Immunizalas Elhullas Laz* Gyarapodaselmaradas* Klinikai tiinetek

- (n=6) 2 6,8 +/- 0,5 10,3 +/- 7,1 ++

M102 (n=4) 0 0 0 -

R122+ (n=5) 0 0 0 -

D560 (n=5) 0 2,6 +/-13 4,6 +/- 6,5 +/-

D1200 (n=5) 0 3,6 +/-1,1 1.4 +/-3,1 +/-
*:  napok atlagos szdma (+/~- S. D.).
++: neuroldgiai tiinetek, igymint ataxia, gores, bénulas.
+/—: bagyadtsag (néha hanyas, lsd a szévegct).

Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy a PRV dések elleni biztonsagos (hordozo-) vakcindk elallita-
gp50 génje sziikséges a virus fert6z6képességéhez (pe- 50 sara alkalmazhato idedlis jeloltekké teszi.
netracidjahoz), azonban nem sziikséges a sejtrdl sejtre
valg atviteléhez. Fenotipusosan kiegészitett gp50 mu- 6. példa
tansok €s gp50+gp63 muténsok képesek a fertGzott 41- Sertéskolera-virus EI1 boritékglikoproteinjét exp-
latokban szaporodni és terjedni. A fertdzott sejtekbdl ki- resszdlo gp50 delécios mutdns eldallitdasa
szabadul6 utédvirusok azonban nem fert6zképesek, és 55 Annak vizsgélatara, hogy egy gp50 deléciés mutns
igy a fertdzott allatok nem képesek fertdz4 virus {iritésé- felhasznalhaté-e heterolog gének expresszilasara szol-
re. Ez a sajatsdg, a PRV széles gazdaszervezet-spektru- g4lo vektorvirusként, a NIA-3 PRV t6rzs gpS0 génjét a
maéval és azzal a képességével, hogy nagy mennyiségi sertéskolera-virusnak (HChV=Kklasszikus sertésldz) a
idegen DNS befogadasara képes, a PRV gp50 mutanso- hCMYV promoter transzkripcids ellenbrzése alatt miiko-
kat Aujeszky-féle betegség és egyéb allati megbetege- 60 d6 E1 génjét tartalmazé DNS-fragmensével helyettesitet-
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tiik. A PRV kiilonosen rovid (Us) régidjabol egy Scal-
Dral fragmenst [a Scal hasitési hely a gX gén 317-322.
poziciéjaban talalhatd; a nukleotidszekvencia szamoza-
sét, lasd: Rea és munkatérsai, J. Virol., 54, 21-29
(1985); a Dral hasitasi hely a gp63 és a gl gének kozott
az 1181-1186. pozicidban taldlhatd; a nukleotidszek-
vencia szamozasat, lasd: Petrovskis és munkatérsai, J.
Virol., 60, 185-193 (1986)] klénoztunk a pUC19M
(Clontech) tompa végiivé alakitott Ndel hasitasi helyére.
Adott helyre fajlagos in vitro mutagenezissel (Transfor-
mer-készlet, Clonetech) egyedi restrikciosenzim-felis-
merd helyeket hoztunk létre kozvetlenill a gpS0 gént
megelézSen és a gp50 gént kovetSen. Az 5°- AGGTTC-
CCATACACTAGTCCGCCAGCGCCATGC-3’ (3.
szekvencia) és az 5’-CCCGGTCCGTAGCCTAGGCA-
GTACCGGCGTCG-3" (4. szekvencia) mutagén prime-
rek felhasznalasaval a Spel (ACTAGT), valamint az
Awvrll (CCTAGG) restrikcids enzimek szamara szolgéld
felismerGszekvenciakat hoztunk létre a (—17)—(-12)., il-
letve az 1210-1215. poziciokban [a gp50 gén nukleo-
tidszekvencidjanak szamozasat 14sd: Petrovskis és mun-
katérsai, J. Virol,, 59, 216-223 (1986)]. A gp50 gént a
plazmid-DNS-nek Spel és Avrll enzimekkel valé emész-
tésével deletaltuk, és egy olyan szintetikus Spel-Avrll
DNS-fragmenssel helyettesitettiik, amely felismerészek-
vencidkat tartalmazott az EcoRI, az EcoRV és a HindIII
restrikciés enzimek szAmara (a szintetikus DNS-frag-
menst két, olyan egyszali oligonukleotid egyenlé mol-
nyi mennyiségének Osszekapcsolasaval nyertiik, melyek
az alabbi szekvenciaval rendelkeztek: 5’-CTAGTGA-
ATTCGATATCAAGCTTC-3" (5. szekvencia), illetve
5’-CTAGGAAGCTTGATATCGAATTCA-3’ (6. szek-
vencia). Ezutén egy, a gp50 deléciot hordozé Neol-Pstl
fragmenst [a Ncol hasitasi hely a gX gén 883-888. pozi-
cidjdban talalhaté, a nukleotidszekvencia szdmozéasat
lasd: Rea €s munkatarsai, J. Virol., 54, 21-29 (1985); a
Pstl hasitdsi hely a gp63 gén 439-444. pozicidjaban
talalhatd, a nukleotidszekvencia szamozasat lisd: Pet-
rovskis és munkatérsai, J. Virol., 60, 185-193 (1986)] a
pGEMSZA{(+) plazmidba (Promega) klénoztuk, miutan
az utobbi plazmidot Ncol és Pstl enzimekkel emésztet-
tiik. Az igy kapott plazmidot pBP53-nak neveztiik.

A HChV E1 génje a Brescia nevii HChV torzsbél
[Moormann és munkatérsai, Virology, 127, 184-198
(1990)] szdrmazott. A gént egy Dsal-EcoRV fragmens-
ként klonoztuk [a Dsal enzimmel hasitott oldalt E. coli
DNS-polimeraz 1. Klenow-fragmensével feltoltottiik;
a nukleotidszekvencia szamozasat lasd: Moormann
és munkatdrsai, Virology, /77, 184—198 (1990)] a
pEVhis13 plazmid EcoRI (E. coli DNS-polimeraz I.
Klenow-fragmensével feltoltétt), valamint EcoRV hasita-
si helyei kozé. Az utébbi plazmid a pSV2his plazmid
egy olyan szarmazéka [Hartman és Mulligan, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 85, 8047-8051 (1988)], amely tartal-
mazza a hCMV promotert, melyet egy ATG kezddko-
don kdvet, tartalmaz t5bb egyedi restrikcids hasitasi he-
lyet és mindegyik olvasdsi keretben transzlacios befe-
jezOkodonokat (Peeters és munkatérsai, J. Virol., 66,
894-905 (1992); ugyancsak lasd az 1. példat]. Az igy ka-
pott plazmidban a fuzionalt E1 gén a pEVhis13 plazmid
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kezd6kodonjaval azonos olvasasi keretbe esik. Ezt a plaz-
midot pEVhis13HCVE1-nek neveztiik (2. 4bra). Miutin
a pEVhis13HCVE]1 plazmidot Hpal és Pstl enzimekkel
emésztettiik, egy a hCMV promotert, az E1 gént, vala-
mint a transzliciés befejez6kodonokat tartalmazo frag-
menst izolaltunk. A Hpal-Pstl fragmenst tompa végek ki-
alakitdsa céljabol T4 DNS-polimerézzal kezeltikk, majd
a pBP53 plazmid EcoRV hasitisi helyére klénoztuk.
Egy plazmidot izolaltunk, amelyben a fragmens olyan
orientdcidban inszertalodott, hogy abban az E1 gén
transzkripci6janak irdnya azonos volt a pBP53 plazmid-
ban talalhaté gX és gp63 gének transzkripcidjanak ird-
nyaval, és azt pBP53E1-nek neveztiik (3. 4bra).

Annak ellenGrzésére, hogy az E1 gén klénozasa
megfelel6 modon tortént-¢, G5 sejtekben vizsgaltuk az
El tmeneti expresszalasat. A sejteket pBPS3EL1, illet-
ve pEVhis13HCVE1 plazmidokkal transzfektaltuk lipo-
fektin (GIBCO BRL) felhasznalasaval. Két nap el-
teltével az egyrétegii sejttenyészeteket fixaltuk, és az
El expresszalasat a HChV El glikoproteinre fajlagos
3. és 4. jelzésti, torma-peroxiddzzal konjugalt mono-
klonalis ellenanyagok [Wenvoort, J. Gen. Virol., 70,
2685-2876 (1989)] felhasznaldsaval, immunfestési el-
Jarassal vizsgaltuk. A pBP53E1 plazmiddal transzfek-
talt sejtekben az E1 expresszalas vilagosan kivehetd
volt, és a festédés még sokkal intenzivebb volt, mint a
pEVhis13HCVEI plazmiddal transzfektalt sejtekben,
Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a pBPS3El
plazmidkémyezetben a PRV-szekvenciakkal hatarolt
E1 hatékonyan expresszalodott.

A pBP53E1 plazmidot Pvull és Pstl enzimekkel
emésztettiik, és a NIA-3 PRV t6rzsbdl szarmazé virus-
DNS-sel egyiitt, lipofektin felhasznalasaval G5 sejtekbe
transzfektaltuk. Két nap elteltével, amikor a plakkok vi-
lagosan kivehetSek voltak, az egyrétegii sejttenyészete-
ket fixaltuk, és az dtmeneti expresszids vizsgalatban fent
ismertetettek szerint immunfestési eljarassal vizsgaltuk.
A fest6dott plakkok jelenléte azt mutatta, hogy az
El gén homolég rekombindci6 révén étkeriilt a virus-
genomba, és az E1 gént a rekombinéns virusok exp-
resszaljak. Rekombindns virusok izoldlasa céljabol a
transzfekcios kisérletet megismételtiik, és 400 kiilonalld
plakkot izolaltunk. El-et expresszilé rekombindnsok
azonositasa céljabol az izolatumok egy részét SK—6 sej-
teket tartalmazé mikrolemezekre vittiik 4t. Kétnapos in-
kubalést kovetben a plakkok kivehetGek voltak, ekkor a
fert6zott egyrétegii sejttenyészeteket fixaltuk, és immun-
festési eljarassal E1 expresszalasra nézve vizsgaltuk. Vé-
gil az eredeti izoldtumokbél olyan El-et expresszalo
rekombinans virust plakktisztitottunk, amely SK—6 sej-
teken fest6dott plakkokat eredményezett.

Kimutattuk, hogy egy, a HChV E1 génjét exp-
resszalé rekombinins PRV vakcinatérzs HChV virus-
sal valg feliilfert6z6 oltast kovetGen a malacokat megvé-
di a klasszikus sertéslaz jelentkezését6l [van Zijl és
munkatérsai, J. Virol., 65, 27612765 (1991)]. Az el6-
z0ek alapjan, a fent ismertetett nem fert6zéképes, E1-
expresszald gpS0 delécids muténs ugyancsak képes ma-
lacokban klasszikus sertéslaz ellen védettséget létreho-
z6 immunvalasz kivaltasara.
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SZEKVENCIALISTA
Informéciok az 1. szekvencidhoz:
Szekvenciajellemz6k :
Tipus: nukleotid
Hossz: 20 bazis
Szalszam: egyszeres
Forras: szintetikus
Szekvencia leirasa: 1. szekvencia:
TAGGCTAGAATTCTAGCCTA
Informécidk a 2. szekvencidhoz:
Szekvenciajellemzdk :
Tipus: nukleotid
Hossz: 12 bazis
Szédlszam: egyszeres
Forras: szintetikus
Szekvencia leirasa: 2. szekvencia:
AATTCTAGCCTA
Informaciok a 3. szekvencidhoz:
Szekvenciajellemzék :
Tipus: nukleotid
Hossz: 33
Szalszam: egyszeres
Forrés: szintetikus
Szekvencia leirdsa: 3. szekvencia:
AGGTTCCCATACACTAGTCCGCCAGCGCCATGC
Informaciok a 4. szekvencidhoz:
Szekvenciajellemz6k :
Tipus: nukleotid
Hossz: 32
Szalszam: egyszeres
Forras: szintetikus
Szekvencia leirasa: 4. szekvencia:
CCCGGTCCGTAGCCTAGGCAGTACCGGCGTCG
Informéciok az 5. szekvencisdhoz:
Szekvenciajellemz6k :
Tipus: nukleotid
Hossz: 24
Szalszam: egyszeres
Forras: szintetikus
Szekvencia leirasa: 5. szekvencia:
CTAGTGAATTCGATATCAAGCTTC
Informaciok a 6. szekvencidhoz:
Szekvenciajellemzok :
Tipus: nukleotid
Hossz: 24
Szélszadm: egyszeres
Forras: szintetikus
Szekvencia leirdsa: 6. szekvencia:
CTAGGAAGCTTGATATCGAATTCA
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Pseudorabies virus olyan gp50 mutansanak alkal-
mazasa, amelyek csak virus indukaélta, sejtrdl sejtre
val6 atvitellel képesek terjedni, és nem fert6zGképes
utédvirionokat hoznak létre, azzal jellemezve, hogy a
gp50 glikoproteint tartalmazo, és a gp50 génben a funk-
ciondlis gp50 protein expresszaldsit megakadalyozo
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mutéciéval rendelkez6 virust emberi és 4llati megbete-
gedések elleni vakcinak elallitasara alkalmazzuk.

2. Az 1. igénypont szerinti alkalmazas, azzal jelle-
mezve, hogy Aujeszky-féle betegség elleni vakcina el6-
allitasara alkalmazzuk.

3. Az 1. igénypont szerinti alkalmazis Aujeszky-féle
betegségtdl eltérd allati megbetegedések elleni vektorvak-
cina el6allitaséra, azzal jellemezve, hogy olyan muténst
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alkalmazunk, amely legalabb egy, més korokozobol szér-
maz6 antigént vagy annak részét kodolé gént tartalmaz.

4. Vakcina allati megbetegedés megelGzésére
és/vagy terjedésének megakadalyozasara, azzal jelle-
mezve, hogy gp50 glikoproteint tartalmazé Pseudora-
bies virust tartalmaz, amely gp50 génben a funkcio-
nalis gp50 protein expresszalasat megakadéalyozé muta-
cidval rendelkezik.

5. A 4. igénypont szerinti vakcina Aujeszky-féle be-
tegség megel6zésére és/vagy terjedésének megakadalyo-
zésara, azzal jellemezve, hogy a muticié egy delécio.

6. A 4. igénypont szerinti vakcina legalabb egy lla-
ti megbetegedés megelGzésére és/vagy terjedésének
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megakaddlyozisara, azzal jellemezve, hogy a muticio
egy, az allati megbetegedésnek megfeleld, antigént ko-
dol6 heterolog gént tartalmaz6 inszercid.

7. A 4. igénypont szerinti vakcina legalabb egy alla-
ti megbetegedés megel6zésére és/vagy terjedésének
megakadalyozéaséra, azzal jellemezve, hogy a Pseudora-
bies virus a gp50 génjének muticioja mellett egy, az 4l-
lati megbetegedésnek megfelelS antigént kodolé hete-
rolog gént tartalmaz.

8. A 4-7. igénypontok barmelyike szerinti vakcina,
azzal jellemezve, hogy a Pseudorabies virus legalabb
meg egy mutdciét tartalmaz egy masik génjében, el6-
nydsen a gp63 vagy a gl génjében.
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