Clostridium gén donorok
Clostridium difficile

A Clostridium difficile (C. difficile) az un. álhártyás vastagbélgyuladás kórokozója. Gram pozitív baktérium, amely 1-2%-ban jelen van az emberi és állati bélflórában. Antibiotikum kezeléssel járó hasmenések kezelésekor szövődményeként szaporodhat el, amikor a normális bélflóra baktériumait kiirtja az alkalmazott antibiotikum. A C. difficile fertőzése halálos lehet, különösen akkor, ha az érintett szervezet immún ellenállása meggyengült. Az utóbbi években több kórházi járványról is tudni (pl. Kanadában, Hollandiában, Angliában,Finnországban), a halálesetek aránya a néhány %-ot is elérte. 

A betegséget a C. diffiicile toxin okozza.
A C.difficile toxin (TcdA és TcdB) és a toxin gének (tcdA, tcdB)

A toxin gének a baktérium genom 19.6 Kbp hosszú patogenitási szigetén helyezkednek el, amely egy több génből álló, koordináltan regulált egység: tcdD aktivátor gén, tcdB toxin gén, tcdE holin gén, tcdA toxin gén , tcdC represszor gén. A két szabályozó gén mellett (tcdD és tcdC) mellett  a CD119 mérsékelt fág RepR represszora is részt vesz a szabályozásban.

A TcdA (308 kD) és a TcdB (270kD) nagy méretű, számos doménből álló fehérjék. A két toxin gén szekvenciai között nagy a homológia, feltehetőleg egy ős gén duplikációi, azaz paralogoknak tekinthetők.
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Rekombináns DNS technológia, vakcínák C. difficile toxinok ellen
A C. difficile toxinok ellen több vakcinálás is napvilágot látott pl. :

1., Cwp84 proteáz vakcinaként limitálja a C. difficile kolonializációs képességét

     Pechine et al. (2011) FEMS Immunol Med Microbiol 63(1): 73-81

2., A glükoziltranszferáz deficiens holotoxin immunogén a TcdA és TcdB toxin elllen is.
     A kimera toxint kódóló, cTxAB génsebészettel előállított gén terméke (a kimera toxin)

      mind az A és a B toxinból hordoz epitopokat.

      Wang et al. (2012) Infect Immun. 80 (8) 2678-88

3.,  A C. difficile A toxin „cell binding” domént és a karbohidrát felismerő domént egyaránt

      alkalmazták rekombináns vakcina előállítására/kiprobálására.
      Giannasca and Waerny (2004) Vaccine 22, 848-856
4.,  A TcdA és TcdB  toxinok receptor kötő domainje önállóan nem toxikusak, de  immun

      választ váltanak ki a teljes toxin ellen. A receptor kötő domaint kódoló génszakaszt 

       (tcdA-RBD, tcdB-RBD) expressziós vektorba klónozva állitják elő a releváns

       immunogén fehérjét (TcdA-RBD, ill. TcdB-RBD).
       Hussack et al. (2011) JBC 286, 8961

       Ezt a változatot alkalmazzák a CEVA géntechnológiai úton előállított vakcina
       esetében Piscina pastoris GMO expressziós rendszerben.

Clostridium perfringens
A Clostridium perfringens (C. perfringens) számos betegség okozója: pl élelmiszerrel terjedő hasmenés, hányás, elfertőzött levegőtől elzárt sebekben (anaerob) gázgangrena kifejlődése. Nem kellően előkészített (pl. nem kellően hőkezelt) húsok/szendvicsek tömeges megbetegedést (hasmenés, hányás, esetenként halálos) okozhatnak a C. perfringens miatt. 
A betegséget C. perfringens  alfa toxinja okozza. A toxin hőérzékeny, kb. 75 C fokon inaktiválódik. A C. perfringens   Grampozitív anaerob spórás baktérium, spórái rendkívül ellenállók. A baktérium a természetes baktérium flóra része, talajban, lebomló növényi maradékokban, tengeri és édesvizi üledékben, emberi és állatok bélflórájában. A C. perfringens   által okozott legismertebb és legsúlyosabb betegség az un gázgangréna. A gázgangréna pl földdel szennyezett mély sebekben (pl lőtt, szúrt) fejlődik ki, halálos betegség.
A C. perfringens mintegy 10%-ban felelős az antibiotikum kezelés szövődményeként fellépő hasmenésért is.

A C. perfringens  toxin és gén
A C. perfringens  hemolizinek és extracellular proteázok,lipázok, kollagenázok, hialuronázok mellett enterotoxinok (CPE, Clostridium Perfringens Enterotoxin) a betegségek okozói.
Az élelmiszereket „mérgező” enterotoxinokat kódoló gén (cpe+) a baktérium konjugatív plazmidján és a kromoszómán is elhelyezkedhet. A konjugatív plazmiddal történő horizontális terjedést (azaz C. perfringensből más baktérium fajba) nem figyelték meg.
A C. perfringens  toxinok : alfa (CPA), beta (CPB), epszilon (ETX), és ITX az emberi megbetegedések mellett állatok megbetegedését is okozzák (pl. sertés, szarvasmarha, ló…)
A vakcinálás célpontja az alfa toxin inakziválása.

Uzal et al. (2010) The Open Toxinology Journal Vol 3, 24-42 
Rekombináns DNS technológia, vakcína a C. perfringens alfa toxin ellen
A C. perfringens alfa  toxin ellen több vakcinálás is napvilágot látott pl. :

1., Williamson and Titball (1993) Vaccine 11 (129) 1253-1258

     Az alfa toxint kódoló gént (Cpa) két részben klónozták és expresszáltatták,

     N-terminális domain (Cpa 1-249) , C-terminális domain (Cpa 247-370) egyaránt

     immunválaszt vált ki. 

     A C-terminális domain vakcina a teljes alfa toxin letális hatása ellen

     is hatásos volt.
2., Schoe et al. (2001) Infection and Immunity 7194-7196

     A C. perfringens 121A/91 törzse nem toxikus, természetes mutáns alfa toxin gént hordoz.
     A toxikus alfa toxin génhez képest 12 ponton eltér a nem toxikus allél szekvenciája.

     Kizárásos alapon 4 kodon mutációja lehet felelős a toxicitás elvesztéséért.

3., Nagahama et al. (1995) Journal of Bacteriology 177: 1179-1185

     Az alfa toxin 68. és 148. Hisztidin kodonjainak in vitro „elmutálása” teljesen inaktiválta a

     toxint. A 126. és a 136. Hisztidin kodonok  in vitro mutálása 100-szorosan csökkentette a

     toxicitást. Más hisztidinek kiesése nem volt hatással a toxicitásra.
4., Guillard et al. (1996) Infection and Immunity 64 (7): 2440-2444

     A C. perfringens alfa  toxin 56. aszparaginsav kodon in vitro „elmutálása” aszparaginra a

     toxin aktív centrumát inaktiválja, ezáltal a toxikus aktivitás is elvész.

A CEVA által expresszált inaktív, vakcina előállitásra kifejlesztett C. perfringens alfa toxin gén a beadvány szerint 3 mutációt hordoz, amelyek a 2., 3. és 4. referenciában közölt mutációk kombinálásából származnak. A mutációk a CPE alfa toxin toxin foszfolipáz aktivitását szüntetik meg.
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