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Bevezetés

Virusok és a vakcinalas felfedezése

A virusok olyan éloskodok, amelyek csak a gazdasejten beliil képesek szaporodni,
¢letciklusuk soran felhasznaljdk annak nukleinsav komponenseit, a fehérjeszintézishez
szlikséges OsszetevOket és anyagcsere-folyamatokat. A virusok genetikai alloméanyéanak
mérete €s természete fontos jellemzdje az adott virusnak, rendkiviil fontos ezek ismerete.”

(Erdei Anna, 2012)

A virusok durvan feloszthatok két nagy csoportra, a DNS-, és az RNS-genommal
rendelkezdkre. DNS-genomu tobbek kozott a himld vagy a herpeszvirusok. Léteznek olyan
DNS-virusok, példaul a hepatitis B, amelyek genomja a szaporodas soran RNS-bdl atirodik
DNS-sé. A HIV virus olyan RNS-virusok kozé tartozik, amelyek a képz6d6 DNS-e képes a
gazdasejt genomjaba beépiilni. Az influenzavirusok negativ szalt RNS-sel rendelkeznek,
reverz transzkriptaz enzim segitségével errél pozitiv szald RNS-masolat képz6dik, majd

ezt kovetben indul el a transzlacio. (Erdei Anna, 2012)

Edward Jenner angol orvos 1776-ban megfigyelte, hogy a teheneket fejé6 emberek
elkaphatjak az enyhe lefolyasu tehénhiml6t, viszont a halalos himléjarvanyok alatt nem
betegedtek meg. Ez alapjan tehénhimlével megfert6zott tehenészlany himléholyagjanak
tartalmaval beoltott egy fiut. Egy hét utan emberi himléhoélyagbol nyert valadékkal fertdzte
meg a gyermeket, aki védettnek bizonyult a betegséggel szemben. Ezt az eljarast maga
Jenner nevezte el vakcinacionak, a tehén latin megfelel6jébdl (vacca), majd Pasteur
terjesztette ki altalanos megfogalmazasként a korokozok elleni védelem Iétrehozasanak

modjara. (Erdei Anna, 2012)

A vakcindcio torténetében a kovetkezd allomast a legyengitett vagy az eldlt virussal
torténd vakcinacid jelentette. Ennek eredményességéhez sziikséges a megfeleld
specificitasu ellenanyagok megjelenése a szervezetben. Annak alapjan, hogy IgM vagy
IgG tipusu ellenanyag van jelen a szervezetben, megkiilonboztethetd, hogy elsédleges vagy
masodlagos fert6zésrdl van-e szo. A virusellenes antitestek tobb esetben viszont csak egy
adott szerotipusit koérokozd ellen biztositanak megfeleld védelmet. A szezondlisan

felbukkano variansok ellen ujra védettséget kell kialakitani. (Erdei Anna, 2012)



2. fejezet

Teljes genom szekvenalas és szintézis. Poliovirus attenualasanak

lehetoségei

Napjainkban a kutatasok a virusok genomjanak pontos megismerésére iranyulnak, hogy
ezaltal a fert6z6 mechanizmusukat megismerjiilk, és ezen ismeretek felhasznalasaval
védekezziink elleniik, gyogyitsunk emberi virusos megbetegedéseket. Ez a molekularis
biologia ¢és a szintetikus biologia gyors fejlodésének koszonhetd. Ugyan a DNS
szekvenalas, megabazisos nagysadgrendben, manapsag nem tart tobb ideig, mint egy hét, de
a DNS szintetizalas nem ilyen hatékony, bar a 8-30 kilobazisos nagysagrend, ami a legtobb
RNS virus és sok DNS virus genomjanak a nagysagaba esik, konnyen megvalosithato.
Virus genomok kémiai szintetizlasa altal jobban meg tudjuk ismerni a virdlis gének
expressziojat és fertézOképességiiket. Ez foként akkor lehet hasznos, ha nem all
rendelkezésiinkre a természetes virus templat. Masodsorban, igy olyan mértékben meg
tudjuk valtoztatni a genomot, amely a hagyomdnyos molekularis biologiai eljarasokkal (pl.

kloénozéas ¢és side-directed iranyitott mutagenezis) lehetetlen lenne. (Eckard Wimmer és

mtsai., 2009)

Hosszabb DNS szakaszok 0Osszeillesztéséhez, amelyek géneket, genomokat
reprezentalnak, sok primerre van sziikséglink, amelyek meg vannak tisztitva, mivel a
kémiai szintézis hibakkal terhelt. igy ezek hossza nem szokta meghaladni 40-80 nukleotid
hosszusagot. Tobb megkozelitést haszndlnak ezen oligdk 0Osszeillesztéséhez, de
mindegyikben k6z6s az enzimatikus elongacié €s/vagy a hibridizalt atfedo oligok ligalasa.

(Eckard Wimmer és mtsai., 2009)

Az els6 de novo szintetizalt DNS genomu virus a $X174 bakteriofag volt. Baktériumot
transzfektaltak vele, ami ¢€letképes bakteriofagokat termelt. (Smith HO és mtsai., 2003).
Endy és mtsai. bakteriofag T7 genomjat alakitottak at tigy, hogy a 3° végérdél 11,515
bazispart kicseréltek 12,719 bazisparnyi szintetikusan eléallitott DNS-sel és vizsgaltak
biologiai tulajdonsagait, miutan a maradék vadtipusu genommal kombinaltak. Replikalodni
képes kiméra virusokat kaptak, de ezek kevésbé voltak életképesek, mint a vad tipusa T7

fag. (Chan L.Y. és mtsai., 2005)



RNS virusok vizsgalatahoz elengedhetetlen, hogy az RNS genomot DNS-sé alakitsuk
at. Weissmann és mtsai. 1978-ban RNS fag QB RNS genomjat duplaszalit DNS-sé irtak at
reverz transzkriptaz segitségével. A specifikus duplaszarG DNS-t (cDNS) plazmidba
helyezték ¢és baktériumokat fertéztek meg vele, amik az eredeti QB fagot termelték.

(Taniguchi T. és mtsai., 1978)

A viralis cDNS szintézis reverz transzkriptdzzal megkoveteli a virion RNS templatot.
Egy alternativ megoldas, ha kémiailag szintetizalunk cDNS-t, amihez sziikségilink van a
teljes virdlis genom szekvencidjanak ismeretére. Az elsd replikdcios struktura, amit
szekvencia adatok alapjan szintetizaltak, a hepatitis C virus replikonja volt, amibdl
hianyoztak a struktirfehérjék génjei. Az elsd teljes virus genom, amit szintetizaltak, a
poliovirus volt 2002-ben. Sejtmentes kornyezetben, kémiai moédszerekkel végezték a
biokémiai szintézisét a poliovirus 1-es tipus, Mahoney-nak (PV1(M)), természetes templat
nélkiil. Ezutdn a ¢cDNS-t in vitro irtdk at fert6zOképes virdlis RNS-sé (Cello J. és mtsai.,
2002). Ez a kisérlet egy Uj megkozelitési lehetdséget nyitott a génfunkcidk és a
fert6zoképesség vizsgalataban azaltal, hogy széleskorii valtoztatasi lehetdségeket biztosit a

genomban. (Eckard Wimmer és mtsai., 2009)

A poliovirus a Picornaviridae csaladba tartozik, tobb human és allati patogén virussal
egyetemben, ezért ismerete és genomjanak célzott megvaltoztatdsa mind orvosi, mind
kereskedelmi szempontbol fontos. Ezek a virusok 0Osszes fehérjéjiiket egyetlen
polipeptidben expresszaljak, aminek mérete meghaladja a 2000 aminosavat (Eckard
Wimmer és mtsai., 1993). Ez a hatalmas prekurzor poliprotein mind transzlacié kdzben,
mind utdna proteolitikus hasitast szenved két virus proteinaz altal, amelyek szintugy a
poliproteinben kodolodnak. Fontos megjegyezni, hogy a poliovirus, mint minden RNS
virus a természetben, egy nagy variabilitast, kiilonbozd genotipusti forméban létezik. Vad
tipusnak azt a szekvenciat hivjuk, amelyik a leghatékonyabban tud proliferalodni az adott

koriilmények kozott €s kiszoritja a tobbi genotipust. (Eckard Wimmerés mtsai., 2009)

Eckard Wimmer, Steffen Mueller és mtsai. azt vizsgaltak, milyen hatassal vannak a
poliovirus genomi szintli valtozdsai a kodon haszndlatban. Hogy csokkentsék a kisérlet
komplexitasat, csak a virus genomjanak egyharmadat vizsgaltak, ahol a Pl kapszid

prekurzor kodolodik. (Mueller S. és mtsai., 2006)
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1. abra: Poliovirus genomja. 5’ végén kovalensen kotott a VPg virdlis fehérjéhez. Az ezt kdvetd szakasz

nem transzlaloédik, majd egy folyamatos ORF és a 3’ végen 1év6 nem transzal6do szakasz és a poli-A farok

kovetkezik. Az 5’ nem transzlalédo szakasz a replikacioban (cloverleaf) és transzkripcidban jatszik szerepet.
Az ORF a poliproteint kodolja. A 3’ nem kodolo szakasz az RNS szintézisben jatszik szerepet.

(Eckard Wimmer és mtsai., 2009 alapjan szerkesztve)

Ugyan a genetikai kod degeneralt, de az eléfordulasi gyakorisdga az adott tripletnek
mas az emberben, mint példaul az E. coli-ban (példaul az alanint kédolé GCC négyszer
gyakrabban szerepel, mint az azonos értelmit GCG). Ezt a jelenséget kodon hasznositasnak
nevezik. A valasztas azért esett a Kisérletben a P1-re mert ez a szakasz nem tartalmaz
létfontossdg  jeleket a proliferacidhoz. A kisérlet soran lecseréltek a jellemzd
bazisharmasokat ritkdn hasznaltakra, igy kiegyensulyozatlannd tették a poliprotein
szintézisét, anélkiil, hogy megvaltoztattdk volna az aminosav szekvenciat, és ennek
eredményeképpen attenudltak a virust, a genom replikécio sulyos kdrosodasa, akar ledllasa

altal. (Eckard Wimmer és mtsai., 2009)

A kisérlet masik részében a kodon par aszimmetriat vizsgaltak. Ebben az esetben két
kodon egyiittes eléforduladsa lesz mas gyakorisdgu, mint ami egyéni gyakorisagukbol
kovetkezne. Példaul azt varnank, hogy az emberben az alanin-glutanin aminosav part a
GCCGAA ¢s a GCAGAG kozel azonos aranyban kodolja, de az el6bbi erdsen
alulreprezentalt a genomban, hetede az utobbinak, pedig ebben szerepel a leggyakoribb
alanint kodold bazisharmas. A kisérlet elsdé 1épéseként egy 14,795 bazis hosszusagu
annotalt human génbdl az E. Wimmer vezette csoport kodon par értéket szamolt mind a
lehetséges 3,721 kodon par kombinacidhoz specifikusan, mind a gének kodon par
aszimmetriajahoz (CPB), figyelembe véve a kodon gyakorisagat az Osszes part alkotd
kodonnak és a kodolt aminosav par gyakorisagat. A human génbdl szamolt CPB
illeszkedik a fehérje hosszdhoz. Az alulreprezentalt kodon parok negativ értéket kaptak. A
vad tipus (PV1(M)) enyhe negativ értéket kapott, de hasonld6 a human génekéhez.
vagy lényegesen negativ kodon par aszimmetridja van, sok alulreprezentalt kodon parokat
tartalmaz (PV-Min, CBP= - 0,474). Vagy lényegesen pozitiv a kodon par aszimmetriaja,
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sok feliilreprezentalt kodon parokat tartalmaz (PV-Max, CPB= +0,246), mikdzben
megtartottak a pontos kodonokat, amelyek megtalalhatdak a vad tipusban is, ugyanazzal az
aminosav szekvenciaval. A PV-Min transzkriptumait nem tudtdk kimutatni, latszolag
Min-nek, vad tipusba klonoztak (példaul PV-MinXY, PV-MinZ, CBP értékiik rendre -0,32
és -0,19) életképesnek bizonyult, ambar gyengébb lett. Megfigyelték még az alklon RNS
transzlacios aktivitdsdnak leromldsat, ami az életképesség és a virdlis fehérjeszintézis
Osszefliggésére utal. Ezek utan azt vizsgaltdk, hogy a PV-Max varidns gyorsabban
novekszik-e vagy virulensebb, mint a vad tipus. Az eredmények alapjan megallapitottak,
hogy nem. Ez arra utal, hogy a poliovirus evolucidja sordn mar optimalizélta a kodolt
poliproteint. A poliovirusra jellemzé kicsi genomjanak hatékony masoldsa. Ehhez
optimalis koriilmények kozott fontos a genom nagysagdnak szinten tartdsa. Ez gy
torténik, hogy a felesleges nukleotidok replikdcio kozben deletdlédnak és a fontos
replikacios jelek pedig folyamatos tjraképzédnek. Ez persze nem jelenti, hogy a PV-Max
az egyetlen szekvencia, ami vad tipust fenotipust eredményez, hanem éppen ellenkezéleg,
rengeteg ilyen létezhet kiilonb6z6 kornyezetekben, életterekben. (Eckard Wimmer és
mtsai., 2009)
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2. abra: Annotalt emberi gének kodon par hasznalat értékei. Minden pont egy génnek az aminosav
hosszaval kalkulalt értéket reprezental. Az alulreprezentalt értékek negativ eldjelet kaptak. A Poliovirus P1
kapszidjainak értékei is jelolve vannak. Ahogy csokken a kodon par hasznélat a transzlalhatdsag is és a virus
attenuécioja n6. A PV-Min életképtelen a PV-Max replikéacids képessége €s virulencidja a vad fenotipussal

egyez6.(Eckard Wimmer és mtsai., 2009 alapjan szerkesztve)

Ebbdl a két kisérletbdl levonhato az a kdvetkeztetés, hogy a ritka bazisharmasokra vagy

az alulreprezentalt kodon parokra vald cserét kovetden, a transzlacid hatékonysaga erésen
7



lecsokken, mig a termék szerkezete ugyan az marad. Ha human patogén virust ily moédon
kezeliink, az ugyan bejuthat a sejtbe, de nagyon rossz hatasfokkal fog replikalodni, viszont
még mindig képes lesz kivaltani immunvalaszt és a hosszu tdvi immunizaltsagot, igy

ezeket a virusokat lehetséges vakcinaként hasznalni. (Eckard Wimmer és mtsai., 2009)

Egy masik megkozelitésben az E. Wimmer vezette kutatocsoport (S.M. és mtsai, 2006)
egy szamitogépes algoritmus segitségével maximalizalta a nukleotid cserék szdmat gy,
hogy megoérizték a létezd kodonokat és a P1 régidé azonos aminosavat kodold tripletjeit
osszekeverték. A kapott P1 szekvenciat szintetizaltak és transzfekcid utdn szaporitottak
(PV-SD5). A PV-SD P1 régioja a 2,643 nukleotidbol 934 helyen volt kicserélve. A PV-SD
replikacidjanak liteme a HeLa sejtekben, a vad tipustuéval egyezett. Ebbol kovetkeztetheto,
hogy az azonos aminosavat kodold bazisharmasok pozicidja a PV-SD-ben, a kodon
keverés utan, nem befolydsolja a virdlis fehérjeszintézist, bebizonyitva, hogy néma
mutacioknak csak akkor van hatdsa a virusra, ha azok specifikusan csokkentik a kodon
aszimmetriat vagy a kodon par aszimmetriat. Levonhat6 az a kovetkeztetés is, hogy genom
szinten az RNS virusok érzéketlenek a nukleotid cserékre mindaddig, mig azok nem
befolyasoljak a fehérje funkcidjat vagy a fehérjeszintézis iitemét. Mas szdval a
létfontossagu kodold région kiviili RNS szakaszok azon kivételekkel, mint példaul a
kapszulaciot kivalto jelek, feltehetdleg nem létfontossaguak. Nagyszamu szekvencia
valtozast elviselnek karos kovetkezmények nélkiil. (Mueller S. és mtsai., 2006; Eckard

Wimmer és mtsai., 2009)



3. fejezet

Foemlosok és haszonallatok vakcinalasanak lehetdségei virusok ellen

Nem emberszabasu foeml6sok vakcinaliasa Ebola és Marburg virus ellen

Az Ebola virus (EBOV) és a Marburg virus (MARV) a Filoviridae csaladba tartozik.
Mind emberben, mind a nem emberszabasu féemldsokben vérzéses lazat okoz, fOleg
Afrikaban fordul el6. Ezek ellen a virusok ellen nincs vakcina vagy terapia human
alkalmazasban. A kisérlet olyan rekombinans virus eldallitasat célozta meg holyagos
szdjgyulladést okoz6 virusbol (rVSV), ami legyengitett és expresszalja a Zaire ebolavirus

(ZEBOV) transzmembran glikoproteinjét. (Sanchez, A. és mtsai., 2001)

A kisérlet eldtt foként EBOV virus ellen probalkoztak vakcina eldallitdsaval. Az elsd
ilyen probalkozas egy DNS primer-adenovirus megkdzelités volt, ami a glikoproteint és a
nukleoproteint szanta antigénnek (Sullivan, N.J és mtsai., 2000). Ennek a megoldasnak 6
hibaja az volt, hogy csak tobb honap alatt alakult ki az immunités. (Brandt, C. D. és mtsai.,

1969; Piedra, P. A. és mtsai., 1998)

Egy masik probalkozasnal Adenovirus 5 vektorokat hasznaltak fel, ami vagy a ZEBOV
glikoproteinjét hordozza, vagy azt a gént, ami a ZEBOV nukleoproteinjét kodolja. Ez a
probalkozas teljes védelmet biztositott nem emberszabdsu majmokndl, de mivel az
emberiség 40-60% Iimmunis az adenovirussal szemben, ez hatraltatja az alkalmazasat az

emberi vakcinéalasban. (Sullivan, N.J és mtsai., 2003)

Noha sokkal kevesebb probalkozas tortént a MARYV virus elleni vakcina kifejlesztésére,
de példaul az Alphavirus replikont alkalmazva, ami MARV fehérjéket expresszal,
sikeresen immunizaltak rdk-evd makakokat. Sikertelen volt az Alphavirust alkalmazésa
Ebola virus ellen. Az idealis vakcina az lenne, amely egyszerre védene mind a négy Ebola
virus fajjal (ZEBOV, Szudan ebolavirus (SEBOV), Reston ebolavirus, Elefantcsontparti

ebolavirus) és a Marburg virussal szemben. (Steven M. Jones €és mtsai., 2005)
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3. abra: Feliil a Marburg virus sematikus képe latszik, alatta a MARV genomjanak struktiraja
transzkripcids szignalokkal. AZ ORF-ek szine megegyezik a viralis fehérjék jelolésére hasznaltakkal. A
kiilonb6z6 gének at nem ir6do szakaszai sziirkével, az intergénikus (IR) szakaszai sotétsziirke vonalakkal, a
genom kezdete és vége feketével van jelolve. A z6ld négyzetek a transzkripcids kezdé (Tc start) jeleket, i
pirosak a transzkripcios végpontokat (Tc stop) jelolik. Két gén hatarol6 szakaszai (NP/VP35 és VP30/VP24)
3’-5’ iranyultsagot mutatnak, ahogyan az a negativ RNS-ben is jelen van. A VP30 és VP24 hatarold
szekvenciai atfedd transzkripcids szignalokat tratalmaznak, ahol a VP24 kezd6 jelei ,,upstream” helyezkedik

el a VP30 stop szignaljahoz képest. (Kristina Brauburger és mtsai., 2012 alapjan szerkesztve)

Az rVSV alapu vakcina alkalmazésa allati modellekben kitiind hatasfokkal mtikodik és
kiilon elénye, hogy a beadasa akar a nyalkahartya feliiletén at is torténhet. Az rVSV embert
nagyon ritkan fert6z és az ellene valo eldzetes immunizaltsag elhanyagolhatd. (Wagner,

R.R. és Rose, J.K., 1996)

A kisérlet sordn 12 makdkobdl hatot intramuszkularis injekcidval, egyszeri dozisu
VSVAG/ZEBOVGP-val, a masik hatot ugyanilyen adagi VSVAG/MARVGP-vel
immunizaltak, majd klinikai megfigyelés ala vontak 6ket. Miutan megbizonyosodtak, hogy
nem mutatnak tlineteket, megallapitottak, hogy az rVSV nem patogén ezen allatokra nézve.
28 nappal késdbb mind a tizenkét allatot intramuskuldrisan, nagy doézissal megfertézték
ZEBOV vagy MARV virussal. Két allat, amelyik a VSVAG/MARVGP-vel lett
immunizalva, kontrollként szolgalt a ZEBOV fertézéshez. Ez a két allat harom nap utan
kezdte el mutatni a klinikai tiineteket €és a hatodik napon pusztultak el. Veliik ellentétben
azok az allatok, amelyeket eldzetesen beoltottak VSVAG/ZEBOVGP-vel teljes védettséget
élveztek a ZEBOV fertézéssel szemben. Az a két allat, amelyet VSVAG/ZEBOVGP-vel

10



oltottak be ¢€s kontrollként szolgéaltak a MARV-val szemben négy nap utdn mutattak
tiineteket és a kilencedik napon pusztultak el. Veliik ellentétben a VSVAG/MARVGP-vel
immunizalt allatok teljes védelmet élveztek a MARYV fertézéssel szemben. A kisérlet soran
vizsgaltak az allatok vérét is, hogy tartalmaz-e Marburg vagy Ebola virust. Mig a két-két
kontroll allatnal egyre novekvd szdmot kaptak, addig a masik négy-négy allatnal nem

mutattak ki virust. (Steven M. Jones és mtsai., 2005)

Ezek utan vértesztet végeztek, hogy kimutassak, felmeriil-e virémia vagy elszaporodik-e
az VSV az immunizaltsag utan. Ugyan kimutattak enyhe virémiat, de ez elszigetelt

virusszaporodasnak bizonyult és nem terjedt tovabb. (Steven M. Jones €s mtsai., 2005)

Megallapitottak, hogy rVSV EBOV vakcinaval valé immunizalas mind a humordlis,
mind a cellularis immunvalaszhoz koéthetd, mig az rVSV MARYV vakcina csak a humoralis

immunvalaszt valtja ki. (Steven M. Jones és mtsai., 2005)

A kisérletbdl megallapithatd, hogy lehetséges olyan vakcindkat eldallitani, amelyek
hatasos védelmet biztositanak az Ebola ¢s a Marburg virus ellen, és tovabbi kutatasokkal
az Osszes Filoviridae csalddba tartozd virus ellen kidolgozhaté vakcinalas. (Steven M.

Jones és mtsai., 2005)

Juhok immunizaliasa rekombinans Capripoxvirus vakcinaval

A Rift volgyi laz virus (RVFV) a Bunyaviridae csaladba tartozo6, Afrika k6zépsé és
keleti részén elterjedt virus. Mind a haszonallatokat, mint példaul a juhot, a szarvasmarhat
vagy a kecskét megfertdzi, €¢s az emberre is atterjedhet roluk (Reuben K. Soi és mtsai.,
2010). Létezik oltas ellene, ami inaktivalt virust tartalmaz, de tobb hatranya is van, mint
példaul okozhat abortuszt, harom adagot kell beldle beadni és draga az eldéllitasa. A
legtijabb torekvések ezen hatranyok kikiiszobolésére torekszenek. (A. Shimshony és R.
Barzilai, 1983)

A virus RNS-ének kozepén (M) kodolédik a virdlis glikoprotein a Gn és Ge. A
rekombinans Vaccinia virus ezeket expresszalja, ami antitestképzést indukal az egérben.
(Collett, M. S. és mtsai., 1985; Kakach, L. T. és mtsai., 1988). A Vaccinia virus allatoknal
biztonsagosan alkalmazhat6, de felmeriiltek kockazatok human kezelés soran. (Williams,

W. L. és mtsai., 1985)
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4. abra: Az RVFV strukraralis és genomi felépitése. (A) Elektronmikroszkdpos képe a virusnak, A
nyilfejek felthetéen glikoprotein citoplazmatikus részeket jeldlnek, amelyek athaladnak a lipid
burkolémembranon. (B) Az RVFV genomja. Az M szegmens felett lathato csillagok a Gn és Ge fehérjék

lehetséges hidrofob régiot jelolik. (Hani Boshra és mtsai., 2011 alapjan szerkesztve)

Kérédzok esetében a Poxviridae csaladba tartozo Capripoxvirus (CPV) nemzetség egy
hatékony rekombindns vektor. Ez a nemzetség harom, kozel rokon fajbol all, genetikai
allomanyuk 96-97 %-a megegyezik, és csak kérédzoket fertéz meg, embert nem. (Davies,
F. G. és mtsai., 1976; Tulman, E. R., 2002) Ez a harom virus okozza a juh himlét, a kecske
himlét és a szarvasmarhak borcsomoésodas korjat (Lumpy Skin Disease (LSD)). Ez
utdbbiba épitik be a Gn és a Ge géneket. Ez a rekombinans virus a juhokban védelmet
biztosit, raadasul a CPV vektor virussal szemben is védettek lesznek az allatok. (Wallace,
D. B. és mtsai., 2006) Mivel ezek a virusok erdsen specifikalodtak a gazdaszervezetiikhoz,

az emberre valo atterjedés esélye minimalis. (Reuben K. Soi és mtsai., 2010)

A kisérlet soran a Capripoxvirus KSI1 torzsét hasznaltdk. Az inzercidés plazmid
(pLSDRYV) tartalmazta az RVFV glikoprotein géneket, amelyeket kétoldalrol az LSD virus
TK gén szekvencidi vettek koriil. A pLSDRYV készitése ugy zajlott, hogy a 2,5 kb parnyi
Sall-Xabl fragmentumot a pl1114 plazmidbdl, a P7,5 promotert és a P19 promotert
0sszekapcsoltak az Escherichia coli gpt (Ecogpt) génnel. Klenow polimerazzal feltoltottek
a ragados végeket. (Mackett, M. és mtsai., 1982) Az Escherichia coli gpt gén a késébbi
elkiilonités céljabol kellett. (Falkner, F. G. és B. Moss, 1988) Ezt kovetden ezeket a
pLSDTK3c-hez ligaltak, Kpnl-gyel emésztették és T4 DNS polimerazzal kezelték ismét,
hogy tompa végeket kapjanak.. A ligdtumot (tompa végli Sall-Xbal pl1114 fragmentum és
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a tompa végl Kpnl emésztett pLSDTK3) E. coli DH5a-ba sejtekbe juttattak és ampicillin
rezisztencia alapjan valogattak ki a rekombinans sejteket. (Mackett, M. és mtsai., 1985),
(Reuben K. Soi és mtsai., 2010) Ezutan a 3,4 kbnyi Ncol-Sspl fragmentumot a pSCRV-6
plazmidbol kinyerték, amely tartalmazza a teljes Gn és Gc kodolo szekvenciat. (Collett, M.
S., 1987) Ezt a fragmentumot Klenow DNS polimerazzal feltoltotték és a tompavégeket az
Smal emészetett p LSDTKgpt-hez ligaltak ,,downstream” a P7,5 promotertdl. Ezutan ismét
ampicilin rezisztencia alapjan kinyerték a Iétrehozott rekombinans plazmidokat, majd
beoltottak a juhokat. Az RVFV fehérjék, amelyeket fertézott juh sejtek expresszaltak,
megegyeztek a vad tipusi RVF virus fehérjéivel. (Reuben K. Soi és mtsai., 2010)

A kapott eredmények alapjan a megfert6zott juhok szignifikansan védettnek
bizonyultak az RVF virussal szemben ¢és virémiat sem fedeztek fel benniik. A rKS1/RVFV
vakcina hasznalataval elkeriilhetéek az abortusz okozta komplikaciok. (Reuben K. Soi és
mtsai.,, 2010) Ezzel a vakcinaval expresszalt RVFV glikoproteinek képesek lehetnek a
legtobb elszigetelt virusfertdzés esetében kivaltani az immunitast, mivel az RVFV
glikoproteint kddold szakasz csak minimalis variabilitasu, az eddig gyiijtott adatok alapjan.

(Battles, J. K. és J. M. Dalrymple. 1988)

Rekombinans vakcina eléallitasa szaj- és koromfajas betegséget 0kozo virus ellen

sertésekben

A szaj- és koromfajas virus (FMDV) a Picornaviridae csaladba tartozik. Hét kiilonb6z6
szerotipusa létezik az O, A, C, SAT 1,2,3 és az Asia 1 jelii. (E. Beck és K. Strohmaier.
1987) A vakcinalds inaktivalt, egész-virusos oltds formdjaban torténik. Ennek a
modszernek tobb hatranya van, mint példaul, az ismételt Ujravakcinalas megfeleld
id6kozonként, a vakcinakat mélyhitott allapotban kell tarolni, és nehéz megkiilonboztetni
a mar beoltott és a fert6zott allatokat. Emellett, mindegyik szerotipus ellen kiilon kell
kifejleszteni a vakcindkat és a vakcinaban €16 allapotban fennmaradhat a virus. (Lu, Z. és
mtsai., 2007; Sutmoller, P. és R. Casas Olascoaga, 2003; Barteling, S. J. és J. Vreeswijk,
1991)

A VP1 fehérje két epitopja az FMD virus f6 immunogén epitopja. (Bittle, J. L. €s mtsai.,
1982) Egyik vagy mindkét epitdp hasznélta rekombinans fehérjékben, vagy szintetikus
polipeptidekben bizonyitottan képes magas titerszdmu antitest valaszt kivaltani és
kistermetli allatokban immunvédelmet kialakitani. Ezek immunogén hatdsa viszont

kisebbnek bizonyult a természetes gazdédkban, igy azok immunizaldsa nem lett megfeleld.
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(van Lierop, M. J. ¢és mtsai, 1995) Ezért kiilonbozoé eljarasokkal hatékonyabb
immunogénné tették ezen antigéneket, példaul az epitdpok szdmanak ndvelése, vagy az
antigének egy szallitd¢” fehérjébe agyazasa altal. (Chan, E. W. C. és mtsai., 2000) Ezen
kisérlet soran rekombinans sertés immunglobulin G fehérjét készitettek, amely a “’szallit¢”
fehérje funkciot latta el, és vizsgaltak, hogy védelmet biztosit-e a szaj- és koromfajast

okoz¢ virus O szerotipusu valtozatdval szemben. (Jun-Jun Shao és mtsai., 2011)

A FMDV O/China/99 jeli virus VP1 fehérjének 141-160 ¢és 200-213 aminosavig tartd
szakaszat hasznaltak a két epitopnak. A tandem ismétldd6 multiepitopikus gén, amely 402
bazispar hosszusagl, ezen szakaszok haromszor jelennek meg. Hogy elkeriiljék a
szomszédos epitopok interferencidjat és 0j epitdp kialakuldsat, egy Osszekotd szakasz
valasztotta el 6ket egymastol (GGSSGG). A pUC-18 jeli vektorba iiltették, és igy
amplifikaltak specifikus primerekkel, majd a pET-22b expresszios vektorba iiltették, igy
megkaptak a rekombinans expresszids vektort a pET-22b-RE-sclgG. (Jun-Jun Shao és
mtsai., 2011)

El El El
— — - e Aamprt
UC-18
E2 E2 E2 RE “2686hy

5. abra: A két epitopot tartalmazo plazmid elkészitése. Az E1 a FMD virus O szerotipusanak VP1
fehérjéének 141-160 aminosavak kozotti szekvencia részletet, az E2 ugyanezen fehérje 200-213 szamu
amniosavat feldleld részlete. Az RE a tandem ismétlddoé multiepitdp szakaszt jeloli, az MCS a multiklonozo

szakaszt. (Jun-Jun Shao és mtsai., 2011 alapjan szerkesztve)

A kisérleti eredmények alapjan megallapithatd, hogy magas titeri FMDV elleni
antitestképzést indukal, proliferaciora készteti a limfocitakat és teljes védelmet biztosit 108
IDso mennyiségli FMDV O/China/99 virus ellen sertésekben. A tesztek alatt egy beoltott

sertés sem mutatott virémiat. (Jun-Jun Shao és mtsai., 2011)

A Kkisérlet soran alkalmazott vakcina genetikailag mddositott, aminek tobb eldnye is
mutatkozott. Az antigén epitopok szdmanak a megsokszorozdsa az immunogenitasukat is

szignifikdnsan megnoveli. Az IgG molekuldk meghosszabbithatjadk az antigének
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féléletidejét in vivo koriilmények kozott és in situ megnoveli a hatékonysagukat, hogy a 6
hisztokompatibilitdsi molekuldkhoz szallitsa a fehérjéket. (Zaghouani, H. és mtsai., 1993)
Ezért az RE-sclgG fehérje képes lehet allanddo immunvédelmet kivaltani a specifikus

epitopok ellen in vivo. (Chan, E. W. C. és mtsai., 2000)

Mivel a rekombinans fehérje denaturalt allapotban van, igy taroldsa egyszerii, nem
igényel fagyasztast. Escherichia coli baktériumban jo hatékonysaggal termelédik és az
egyszerll tisztitds miatt eldallitdsa olcsd. Multiepitdp rekombindns vakcina eldallitdsa
egyszeriibb az inaktivalt virussal szemben ¢és mivel itt nem alkalmaznak €l virust, a
fert6z6 agensek hasznalata elkeriilhetd. (Jun-Jun Shao és mtsai., 2011) A hagyomanyos
FMD virussal valoé vakcinalas soran a struktirfehérjék és a 3ABC nem struktirfehérjék
ellen is termelddik antitest. A rekombinéns vakcina ellen ezzel szemben viszont nem, igy
ez lehet az elkiilonités alapja a fert6zott és a beoltott llatok megkiilonboztetésének. (Lu, Z.

¢s mtsai., 2007)
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4. fejezet

Emberi vonatkozasu virusok és vakcinak

Hepatitisz B virus elleni vakcinacio

A Hepatitis B virus (HBV) sulyos egészségiigyi gondokat okoz viladgszerte. A ma
hasznalatban 1évé vakcina HBV ellen hatékony humoralis immunvalaszt valt ki, de csak
gyenge cellularist, ami viszont segitené¢ a kormegeldzést €s a tartos HBV fertdzés
lekiizdését. Hatranya az oltasoknak, hogy két vagy akdr harom alkalommal kell beadni,
ahhoz, hogy hosszantartd immunitast szerezzen az egyén. Rdadéasul az emberek 10%-a
még ezek utan sem lesz képes megfeleld immunvalaszt adni a virus ellen. (Sjogren M.H.
2005) A hagyomanyos immunizalas a HBV felszini antigénjén (HBsAG) alapul. (Pol S. és
mtsai., 1994) Mas megoldasok DNS vakcinakat helyeznek el6térbe annak érdekében, hogy
specifikusan HBV-specifikus T-sejt valaszt stimulaljanak. (Mancini-Bourgine M. és mtsai.,
2004) Egy masik megoldast jelent egy multigén vakcina, amely 6t kiilonb6zé plazmidot
tartalmaz, amelyek a legtobb HBV antigént kodoljak, adjuvansként pedig human 1L-12
tartalmaz. (Wen Y.M. és mtsai., 1995) Mindkét eljaras tovabbi tanulmanyozast igényel.
(Hong Chen és mtsai., 2012)

Egy tovabbi kisérletben masik megkozelitést alkalmaztak. Olyan fehérje vakcinat
készitettek (HBSS1), amely tartalmazza az S (1-223 aminosav) és PreS1 (21-47 as.)
részeket, és ami képes stabil, szekretalt virusszerli részecskéket (VPL) alkotni. (Chen H. és
mtsai., 2011) Az S1 régié feltehetden fontos szerepet jatszik a virusnak a majsejtekhez
vald hozzatapadasaban és az azt kovetd fertézésben, egyben hatékony T- és B-sejt
immunogén. ( Qiao M. és mtsai., 1994; Neurath A. R. és mtsai., 1989) Mas tanulmanyok
ramutattak, hogy a T-, és B-sejt epitopok ezen a région keresztiil valogatodnak ki. (Maeng
C.Y. és mtsai., 2000) Az S régi6 egy molekuldris hordozd, amely képes magat
Osszeszerelni mind ¢€leszt6-, mind emléssejtben. (Valenzuela P. és mtsai., 1982) Vektornak
a Vaccinia virus Tiantan torzsét valasztottdk és készitettek el a rekombindns virust
(RVJSS1). Homoldég rekombinacié segitségével a pJSA1175-SS1 plazmidot és a sziil6i
TTV virust CEF (csirkeembrié fibroblaszt) sejtekben Gsszekapcsoltak. (Hong Chen és
mtsai., 2012)

16



Scgel
Bl Axtll Pacl Scel 592

. 7 e 1570
p(+IMVNSe N P [ m || T | L/
(1535902)

Sacll Narl Nzl

pePaigrMF SN N R

(6570b9)

Sacll 2y Norl
Al r Spel
Nry!
[ pawr BBsAg Bas Ml Spel
ACCCOTACCTAATGOAGAACATC » = « « « « FACATTTAAMCCOOCGCACCTOOAACOTCTTOAATACTACT
TOCOCATOCATTACCTICTTIONAGw s s n = ATCTAATTTOCCCOCOCAGACCOTOCACAACTTATAATCA
: Pas
7! Saclt HBsAg "T” -; 1 ws&:&'ﬁ’
Pl+IMVHES I~ e 00w W F W W W L -
19727bp)
? el Pacl 1737
71 U gy VY : HBeAg e Te
Pl+IMVHBsc P M F GO L e
(20£23b0)

6. abra: HBsAG és HBsAC ORF-ek klonozasa p(*) MVnSc antigenomialis MV plazmidba. Az N gén a
nukleokapszidot, a P a foszfoproteint, az M a matrixot, az F a fuziot, a h a hemagglutinint, az L az MV nagy
fehérjéjét jeloli. Az arnyalt négyzetek a nem transzlalodo régiot, mig a fiiggéleges vonalak a nem
transzkriptalddo intergenikus trinukleotidokat jelenti. Az aigr” jel6 haromszdg a mesterséges intergenikus
régiot jeloli. Ez a szakasz a gén terminacios, intergenikus és gén kezdd szekvenciakbol épiil fel. Ezeket egy
egyedi konozo helyek kovetik. A HBsAG OREF start és stop kodonjai ala vannak huizva. A plazmid nevek alatt
a hosszuk nukleotid mennyiségben vannak feltlintetve az EMBL accession no. Z66517 alapjan. A T7 a T7
RNS polimeraz promoterjét, a d a hepatitisz delta virus ribozimjét, aTF a T7 RNS polimeraz terminator

szekvenciait jelolik. (Mahender Singh és mtsai., 1999 alapjan szerkesztve)

A Kkisérletben megallapitottak, hogy a HBV fehérje-vakcina prime és a rekombinans
vaccinia alapu boost stratégia indukalta a legmagasabb humoralis ¢és cellularis
immunvalaszt és szignifikansan megemelte mind a CD4+, mind a CD8+ T-sejt Thl
citokinre adott valaszat. Ez a kisérlet alapot ad a tovabbi vizsgalatokra, elsdsorban a
hatékonysag elérésére kis allatokban, és sziikséges, hogy a vakcinat nagy allatokon is

teszteljék. (Hong Chen és mtsai., 2012)

Par sz6 a ”prime-boost” stratégiardl. Ezen vakcinacios eljaras 1ényege, hogy egy adott
antigén mennyiséggel végezziik a beoltast, majd protokolltdl fliggéen adott 1d6kozonként
(pl. 3 hetente) két-harom alkalommal az eredeti antigén mennyiség felével erdsitjiik a

vakcinaciot. (McShane, H., 2002)
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Az influenzavirus

Az influenza virus és az A tipusu influenza virus modositasanak lehetoségei

Az influenza virusok az Orthomyxoviridae csaladba tartoznak és harom tipusuk ismert.
Az influenza A, B ¢és C. Mind az A, mind a B tipusu virus nyolc RNS darabot tartalmaz,
mig a C csak hetet. Az A és a B virus képes emberi betegséget okozni, mig a C csak enyhe

felso léguti fertézést valt ki. (Palese P., Shaw M. L., 2007)

Az influenza A virus egy negativ-szalu, burokkal rendelkez6 RNS virus, amely 11
virdlis fehérjét képes kodolni. A burokban hdrom integrans membranfehérje talalhato a
matrix protein 2 (MP2) és két glikorprotein, a hemagglutinin (HA) és a neuramidindz
(NA). Mig az A virus HA fehérje szerepe a membranhoz val6 kotddésben van, a szialsav
tartalmu receptorokon keresztiil, addig az NA szerepe ellentétes, lebontja a szialsavat, igy a
kész virusok el tudnak szakadni a sejtt6l. A HA prekurzor formdjat (HAo) eldszor a
gazdasejt protedzanak kell bontania, hogy a membranfuzi6 1étrej6jjon. A burokban a virdlis
genom nyolc kiilonb6zd szegmensben van tarolva, amelyek nukleoproteinekhez és RNS
polimerazokhoz vannak kotddve, igy ezek alkotjdk a ribonukleoproteint. (Lamb, R. A. és
R. M. Krug. 2001) A csomagolodasban nélkiilozhetetlen cisz-elemek (,,pakolasi” jelek), az
transzkripciot és a replikaciot is szabalyozzak. (Luytjes, W. és mtsai., 1989) Az NA
fehérjekodolo régidé mindkét vége fontos, a virionban valo pakoladsban. Ebben a kisérletben
a hemagglutinin szerepét vizsgaltak a pakolas folyamatadban delécios valtozatok készitése
altal. Ezekbdl az informaciokbol olyan virust készitettek, amelyben a HA régiot vezikularis
sztomatitisz virus glikoproteinnel cserélték fel (VSVG), mig az NA fehérje nagy részét
vége nélkiilozhetetlen a pakolds folyamataban. Képesek voltak eldallitani olyan influenza
virusokat, amelyek két rekombinans szekvencia elemet tartalmaztak, amely szakaszok a
VSVG-t és GFP-t kodoltak és stabilan expresszaltak. Ezeket a szakaszokat rendre a HA ¢és
az NA fehérje szekvencidk pakolasaban nélkiilozhetetlen szekvenciak fogtak kozre.

(Tokiko Watanabe és mtsai., 2003)

Az adeno- és retrovirusokkal jo hatasfokkal juttatjak be a mesterséges DNS-t a sejtbe,
ugyanakkor a rekombinans virusok tartalmazhatnak olyan DNS szakaszokat vagy

replikacios intermediereket, amelyek beépiilhetnek a gazdasejt genomjaba, igy nem vart
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mellékhatasokat okozhatnak. (Benihoud, K. és mtsai., 1999; Federico, M. 1999.) Az
influenza virus alkalmazasa ebbdl a szempontbol eldnyds, mert ennek a virusnak nincs
DNS replikacios fazisa a fertézott sejtben. Mivel a VSVG(HA)GFP(NA) virus nem
kovetel meg tripszint a HA fehérje hasitasahoz, ellentétben a természetes influenza
virusokkal, igy sokkal tobbféle sejttipust képes megfertézni. A virion felszini
glikoproteinjének megvaltoztatasaval pedig el lehet érni, hogy specifikus sejtfelszineket

ismerjen fel és fertdzzon meg, igy juttatva be a kivant gént. (Tokiko Watanabe ¢és mtsai.,
2003)

Az univerzalis influenza vakcina megvalodsitasi lehetéségei

A hemagglutinin HA, formaja az endoplazmatikus retikulumban trimert alkot, majd
ezutan proteolizisen esik at és két alegység a HA; és a HA; keletkezik, amelyek diszulfid
hidakon at kapcsolatban maradnak. A HA; a gazdasejt receptorhoz vald kotédésében
jatszik szerepet, és természetes vagy a hagyomanyos vakcinak antitestjeinek a célpontja az
ezen alegységnek receptor kotd része. De az influenza virus genetikai megvaltozasa,
genetikai sodroddsa miatt megvaltoztatja ezt a szakaszt, igy okozva jarvanyokat és az
addig hatékony antitest elveszti védelmet kialakité képességét. A HA-val ellentétben az
NA fehérje kisebb antigén variabilitasu, igy ez ellen a régi6 ellen nagyobb valészintiséggel

lehet kialakitani univerzalis vakcinat. (Chia-Ying Wu és mtsai., 2012)

Ebben a kisérletben rekombinans virusszerli részecskéket (VLP) hasznaltak madar N1-
VLP vakcinaként, ami a természetes NA fehérjét utdnozta. Megvizsgdlva, mind a HA
alapt VLP, mind az NA alapu VLP vakcinalast, meghataroztdk az NA szerepét az

influenza elleni keresztvédelemben. (Chia-Ying Wu és mtsai., 2012)

A konzervalt virdlis M2 fehérje (M2e) 23 aminosav hossza ektodoménjét hozza
fuzionaltattak a HA N-terminusihoz a HSN1-VLP-ben. Igy létre hoztik a HSM2eN1-VLP-
t. Ezen kisérlet soran védelmet biztositottak az egereknek a halalos RG-14 (H5NL1), az
A/California/07/2009 HIN1 (CA/07) és az A/PR/8/34 HINI1 (PRS) virusfertézés ellen.
(Chia-Ying Wu és mtsai., 2012)

Az eredmények alapjan a H5M2eN1-VLP képes magas titerll neuraminidaz antitest
képzését indukalni €s humoralis védelmet biztositani a homolég H5N1 ¢és heterolog CA/07
virusok ellen. Az észlelt anti-avN1 immunitas, ami az egerek fokozott tulélési képességét

okozta a heterolog N1 szerotipusu influenzafert6zést kovetden. Az immunitds eredetét
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tekintve, két elmélet lehetséges. Az elsé szerint a madar HSN1 virusok NA fehérje
filogenetikai rokonsagban van a sertés eredetii CA/07 HIN1 virussal. A masik szerint, a
H5N1 virusnak és a CA/07 virus neuraminidazénak erésen konzervativ felépitésii felszine
van. (Ghosh A. ¢és mtsai., 2010) A kisérlet szerint gyorsan Gjrakeletkeztek az anti-HA2
antitestek a fert6zés valaszaként, ami kereszt védelmet biztositott a szezonalis PRS
virusfertézéssel szemben. Vizsgaltdk még, hogy a VLP indukal-e cellularis immunvalaszt.
Kimutattak erés Th-2 sejtvalaszt a homolog H5N1 és a heterolég PRS virdlis antigén
stimulacio mellett. A H5SM2eN1-VLP vakcina képes észlelhetd szintli IFN-y termelést
indukalni heterolog virus stimulaco, illetve fertézés esetén. Ez a vakcina sem képes
szignifikans virusspecifikus citotoxikus valaszt kivaltani, ugyanakkor az IFN-y altalanos

védelmi szerepe rendkiviil fontos és hasznos. (Chia-Ying Wu és mtsai., 2012)

A madarinfluenza virus

A madarinfluenza A virus rendszerezésének alapja, a virus felszinén kifejez6dé két
madarakb6l 16 HA ¢és 8 NA altipust izoldltak eddig, amelyek sok varidcidoban
megtalalhatéak. A madarinfluenzak tobb masik fajt is meg tudnak fertézni, tobbek kdzott
hazimadarakat és emldsoket. (J. Keawcharoen és mtsai., 2010; Webster R.G. és mtsai.,

1992)

A kisérlet soran rekombinans virusokat készitettek, amelyek az influenzavirus A/Puerto
Rico/8/1934 (A/PR/8/34)-b6l hat génszegmenst és a HA, NA gén szegmenseit
tartalmazzak. Azért az A/PR/8/34-t vélasztottdk, mert egyrészt az emberben attenualt
allapota lesz fert6zés esetén, masrészt nagy hatdsfokkal termelddik csirkeembriot hordozo
tojasban ¢€s emldssejtekben is, igy vakcina torzskészitmények alapjaul szolgalhatnak.
Kétféle rekombinans virust készitettek. Az elsé az 6sszes HA és NA glikoprotein altipust
tartalmazta, fOként olyan kombindcidkban, mint amelyek a vadonéld madarakban is
megtalalhatoak. Ez a készlet a diagnosztikaban segithet az altipusok meghatarozasdban
(WHO, 2002), lehetséges vakcina prototipusként hasznalhaté fel, valamint tovabbi
alapkutatasokban segithet.A masodik készlet H5, H7 és HO altipusokat tartalmaz, amelyek
gyakran el6fordulnak a szarnyasokat fert6z0 széleskorli jarvanyok esetén, valamint a
neuraminidaz gén N4, N5 altipusokbol szarmazik. Ezek az NA altipusok ritkdn fordulnak
elé mind a vadmadarak, mind haziszarnyasok kozott, és nagyon ritka a H5, H7 és H9-cel
valé kombindcidjuk. (Krauss S. és mtsai., 2004) Az igy kapott H5, H7 és H9 virusok N4 és
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N5 génekkel kombindlva, hasznosak lehetnek, mint prototipusok a szarnyasok

vakcinalasakor. (Capua I. és mtsai., 2003)

Influenzavirus elleni vakcina torzskészitmények eldallitasanak a hagyomanyos moédja
két virus ujrakombinalasa embriét tartalmazo csirketojasban. (Gerdil C., 2003) Az egyik
virus a kivant antigenitdsa HA és NA géneket tartalmazza, a masik egy jol szaporodo tipus,
rendszerint az A/PR/8/34 virus. A legujabb protokoll szerint, reverz genetikai technikai
eljarasok altal meggyorsitjak a rekombinans virusok készitését. Ezek a virusok, barmelyik
virus alapban ugyantgy tartalmazzak a kivant HA és NA gén altipusokat. (J. Keawcharoen

¢s mtsai., 2010)

A kisérlet soran sikeresen hoztak 1étre az 6sszes HA és NA altipust. Az igy eléallitott
torzskészitmények egyik nagy haszna, hogy tobb id6 all rendelkezésre a virus altipusok
termelése optimalizalasara még a jarvany kitorése eldtt, és szinte egy idében a jarvany
kirobbanasaval mar el lehet kezdeni a vakcina gyartast. Ilyenkor ugyan a torzskészitmény
antigenitdsa a jarvany soran talalhatoéval nem lesz tokéletesen egyenértéki, de lassithato a
jarvany terjedése ¢és i1d0 nyerhetd megfeleld vakcinakészitmények eldallitasara. (J.

Keawcharoen és mtsai., 2010; Jennings L.C. és mtsai., 2008)

Példa rekombinans madarinfluenza vakcina kifejlesztésére

A madarinfluenzat (Al) az erésen patogén maddarinfluenza virus (HPAIV) H5-6s és H7-
es altipusa jelenti. Ez a virus vilagszerte fert6zi a baromfikat ¢és akar 100%-os mortalitast
is lehet. (Alexander D.J. 2007) A vakcinacio inaktiv, teljes AIV virus vakcinaval torténik,
ami megfeleld védelmet biztosit, viszont immunvalaszt valt ki az AIV nukleoproteinjével
szemben is. Ez olyan problémat okoz, hogy megakadalyozza a szerologiai elkiilonitést, a
beoltott és a természetes uton fert6zott csirkék kozott. (Capua 1. és Marangon S., 2000)
Ennek kikiiszobolése érdekében DNS ¢€s virdlis vektor alapti rekombindns vakcinat
alkalmaznak, ami vagy egy hemagglutinin fehérjét, vagy kettd (egy hemagglutinin és egy

neuraminidaz) fehérjét fejez ki. (Oveissi S. és mtsai., 2010)

A Marek’s betegséget az 1-es szerotipusi (MDV-1) virus véltja ki. Ez a virus az
Alphaherpesvirinae alcsaladba tartozik két masik nem patogén virussal, a Gallid
herpeszvirussal és a pulyka herpeszvirussal (HVT) egyetemben. (Schat K.A.., Nair V.,
2008) Ez a két virus szoros antigén rokonsagot mutat a Marek virussal. A HVT vakcinak

alkalmazasaval sikeriilt a Marek’s betegséget megelézni, de néhany helyen nem biztositott
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teljes védelmet a Marek’s virus gén egy erds virulenciat mutatd valtozataval szemben. Az
MDV-1 virus valtozatok kozé tartozd6 CVI/988 torzs nem virulens és mivel ennek van a
patogén torzsekkel a legkdzelebbi genetikai rokonsdga, ezt hasznaljak a HVT helyett.
(Spatz S.J., 2007; Hongyu Cui és mtsai., 2013)

A kisérlet soran arra keresték a valaszt, hogy az attenualt MDV-1 torzsek, vagy HVT
vakcina torzsek hatasosabbak vektorként, hogy beldlikk rekombinans ¢€l6 vakcinat
készitsenek Marek’s virus és madarinfluenza ellen. Rekombinans rMDV-HA jeld virust
készittettek, amely a madarinfluenza HS hemagglutinin gént fejezi ki. Ennek a HPAIV és a
fert6z0 Marek’s betegséggel szembeni immunologiai hatékonysagat vizsgaltdk. Az
attenualt MDV 814-es vakcina torzsének US2 génjébe inzertaltak a H5-0s hemagglutinin
torzset. Az eredmények kiértékelése utan megallapitottak, hogy a rekombinans MDV-HA
sokkal hatékonyabbnak bizonyult a rekombindns HVT-HA-val szemben. (Hongyu Cui és
mtsai., 2013)

Annak érdekében, hogy kinyerjék a rekombinans MDV-HA virust, pUAB-gpt-HA
vektorral és MDV 814 DNS-sel ko-transzfektaltak csirkeembrio fibroblasztot (CEF). Egy
4,6 kb hosszisagu szakaszt mutattak ki, ami tartalmazta a HA gént és a GFP-t, mint
szelektald markert és az 1,1 kb hosszusagu US2 kimutathatatlan volt az tMDV-HA DNS
mintaban. Mig az MDV 814-bdl ki lehetett mutatni az US2 gént. Az 1,7 kb hosszusagia HA
gént ki lehetett mutatni az rMDV-HA-ban, de az MDV 814-b6l nem. (Hongyu Cui és
mtsai., 2013)

A rekombinans MDYV 1-es szerotipusi vakcina hatékonysagat tobb tényezd is
befolyasolja. Ilyen példaul az inzertdlodott transzgén mérete, ami befolydsolja az
immunogenitast. Az US1, US2, US10 és a timidin kindz gének a herpesz virusokban nem
létfontossaguak ahhoz, hogy sejtkultirakban replikalodjnak. A HVT és MDV1 virusok
US2 és US10 génjének a helyére szoktdk a transzgéneket beiiltetni. (Morgan R.W. és
mtsai., 1993; Zelnik V. és mtsai., 1995)

AZ rMDV-HA rekombinans virus virémia szintje szignifikdnsan magasabbnak
bizonyult, mint az rHVT-HA-¢é. AZ rtMDV-HA rekombinans virussal tortént fert6zés utan
a csirkék 80%-aban mutattak ki védettséget, mig az rHVT-HA csak 67%-aban.Az rMDV-

HA vakcinalas soran el lehet kiiloniteni a beoltott és a természetes uton fert6zott csirkéket,
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az NA ¢s NP antigének jelenlétének vagy hidnyanak alapjan, ugyanis ilyenkor az NP ellen

nem termelddik antitest. (Hongyu Cui és mtsai., 2013)

Vakcina gyartas novényi sejtek altal

A transzgénikus novény eldallitdsa Ti plazmidok segitségével torténik, amelyek képesek
a kivalasztott gént a sejtmagba juttatni. A Ti vektorok, binaris vektorok, az Agrobacterium
nemzetségbdl szarmazd tumorigenic (Ti) torzsbdl szarmaznak, a méretiik a kivant gén
beépitése elott kicsi. A Ti plazmidokban taldlhatdo baloldali és jobboldalai hatarolo
szekvencidk kozé lehet beépiteni a transzgént a promoterével €s terminécios szekvenciaival
egyiitt. A hatarold szekvencidk létfontossagiiak ahhoz, hogy a nukleinsav bejusson a
sejtmagba és a kromoszémdakba. A Ti virulencia faktorai a genomba vald beépiilést
katalizaljak, de egyéb létfontossagli szekvencidk is talalhatoak benniik, mint példaul
promoter szekvencidk, vagy az RNS silencing szupresszor szekvencidk. Ezen tilmenden a
Ti alapu vektor tartalmaz szelektalé markereket, példaul a neomicin foszfotranszferaz II
gént. A sejtbe bejutd viralis, egyszali RNS rogton elkezd transzlalodni a gazdasejt
riboszomai segitségével. Az RNS 3’ és 5’ nem kodold részei felerdsitik a transzlaciot.
(Keith Saunders és George P. Lomonossoff, 2013) Rekombinans hepatitis B felszini
antigén virusszeri részecskéket expresszald transzgénikus ndvényekben a Tobacco etch
virus 5’,,leader” szekvenciai felerdsitették az antigén termelését. (Mason és mtsai, 1992).
A dohanymozaik virus 5’ omega ,,leading” szekvenciai pedig a transzgén expressziojat

novelték meg in vitro és in vivo (Gallie és mtsai., 1987; Creager és mtsai., 1999).

A 2009-es HINI1 vilagjarvany sordn alkalmazott tojas alapu vakcina hatékonynak
bizonyult a virussal szemben, de ramutatott annak hataraira is, f0ként a nagy tomegi és
gyors vakcina eldallitds nehézségeire. Ebben a kisérletben a dohanyndvényeket
modositottak ugy, hogy gyorsan, nagy mennyiségben termelhessenek influenzaoltasokat.

(Asne Jul-Larsen és mtsai., 2012)

A 2009-es jarvanybol izolalt HINI1 virus (A/California/4/2009) rekombinans
hemagglutinin (HA) antigénjét (HAC1) termeltették a dohany novényekkel. Egy 2009-es
kutatas soran izolalt szérum ¢és limfocita készletét hasznaltdk fel abbdl a célbol, hogy
megallapitsak, hogy a 2009-es HIN1 jarvany soran alkalmazott human vakcina (pmd2009)
felismeri-e a HAC1-t, valamint azt, hogy a HAC1 antigént in vitro felismerik-e a B- és T-

sejtek. (Asne Jul-Larsen és mtsai., 2012)
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A HAC1 a HA glikoproteinnek 18-530 aminosavat tartalmazza. A HACI-et a
pdmHINT1 virus A/California/4/2009 (HIN1) altipusabol nyerték. Ezutan novény virus
expresszids vektorba klonoztdk a HAC 1 kddold szekvencidjat és helper vektorral egyiitt
Agrobacterium tumefaciens-be injektaltak. Ezutdn megfertézték vele a Nicotiana

benthamiana névényeket. Hét nappal késébb a ndvényekbdl kinyerték és megtisztitottak a

HAC] fehérjét. (Asne Jul-Larsen és mtsai., 2012)

A HACI antigéneket a szérum antitestek és a kisérletben részt vevd személyek antitest
szekretdlo sejtjei jol felismerték, ugyanezek az emberek limfocitai stimulalt
citokintermelést mutattak, habar kisebbet, mint a hagyomanyos vakcina alkalmazasa
esetén. Ebbdl le lehetetett vonni azt a kovetkeztetést, hogy a HAC1 fehérje jo vakcina
jelolt, biztonsagos és hatékony adjuvans kombindldsaval akar klinikai teszteknek is

alavethetd. (Asne Jul-Larsen és mtsai., 2012)

Az influenza B virus

Az influenza B tipusat kevesebbet tanulmanyoztdk az A-hoz képest, pedig ez a fajta is
sulyos fertézéseket okozhat. Az influenza B virus felszinén is megtaldlhatdak a
hemagglutinin (HA) és a neuraminiddz (NA) glikoproteinek. Hatékony vakcina termeléhez
két virus torzs kell, az egyik a hatékony termelékenységért felelds, mig a masik a kivanatos
HA ¢és NA altipusukat hordozza. Ez a mddszer az influenza A virus esetében megfelelden
miukodik, de a B tipus esetén nem, mert nem talaltak olyan B torzset, amely megfeleld
gyorsasaggal szaporodik. Az influenza A- és B virusok torzsfejlddéstanilag kiilon
fejlodtek, igy nem lehet a magas hozamért felelds A tipust a B torzzsel keresztezni, ezért

csak ¢l0 attenualt formaban oltanak vele. (Erich Hoffmann és mtsai., 2002)

Ugyan vannak azonos fehérjék mindkét influenza virus tipusnal (példaul a polimeraz
PBI1 alegység), de tobb kiilonbség is taldlhatdo kozottiik. Az influenza A virus hatodik
szegmense monocisztronosan koédolja az NA fehérjét, mig ugyanez a szegmens a B
virusnal az NA és NB fehérjét kodolja bicisztronosan, két atfed6 ORF-fel. Az NB fehérje
egy membranfehérje, aminek a szerepe az A virus M2-es fehérjéjével lehet azonos.
(Betakova, T. és mtsai., 1996) Kiilonbség a két virus kozott még, hogy a hetedik RNS
szegmens mindkét virusnak az M1 matrix fehérjét kodolja, de az M2 fehérjét mar nem. Ezt
a fehérjét kodol6 mRNS az A virus tipusban spliceing varians. (Inglis, S. C. és Brown, C.
M., 1981) Az influenza B virus hetedik szegmense bicisztronos, két atfedd6 ORF-et

tartalmaz, az atfedd régi6 az M1 fehérje terminéacids kodonjat, €s a BM2 fehérje iniciacios
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kodonjat tartalmazza. (Horvath, C. M. és mtsai., 1990) A BM2 fehérje egy foszfoprotein,
ami a fert6zés végén szintetizaldédik és bepakolodik a virionba. (Odagiri, T. €s mtsai.,
1999) Ilyen tipust fehérje nem talalhatd az influenza A-nal. (Chen, W. és mtsai., 2001)
Erik Hoffmann és mtsai. nyolc plazmidbol all6 rendszert hoztak 1étre, amibdl létre lehet
hozni a rekombinans influenza B vakcindkat, amely alapul szolgalhat a B virus tipus

tovabbi vizsgalatahoz. (Erich Hoffmann és mtsai., 2002)

Az influenza B virus a B Yamanashi/166/98 torzsbe tartozott. Reverz transzkripci6 utan
PCR technologiaval amplifikaltak. A kapott cDNS-t a pAD3000 plazmidba iiltették be,
ami tartalmaz Poll transzkripcios egységet, ami a VRNS egyik szalat hatarozza meg, ezt

koriilvéve pedig Polll-t, ami a masik szalat masolja. (Erich Hoffmann és mtsai., 2002)
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7. abra: Nyolc plazmidbdl all6 kétiranyu transzkripciods rendszer influenza B virus készitésére.A nyolc
plazmid cDNS-eket tartalmaz, amelyek az influenza B azonos mennyiségii génjét reprezentaljak. Mindegyik
plazmidban a cDNS-eket poll promoter terminator szekvencidk veszik kdzre. Az RNS poll transzkripcios
egységet a polll promoéter poliadenilacids szekvencidk fogjak kozre. A gazdasejtben poll szintetizalja a
sapkanélkiili virusszerli negativ vRNS-t, mig a polll sapkaval ellatott mRNS-ek kodoljak a viralis fehérjéket.
A PBI1, PB2, PA és NP fehérjék transzlacioja utan a negativ vRNS transzkriptalodik és replikalodik. Végiil a
viralis ribonukleoproteinek és strukturfehérjék is transzkriptalodnak és dsszeszerelddnek 11j virusegységé.

(Erich Hoffmann és mtsai., 2002 alapjan szerkesztve)
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A ,,csak-plazmid” rendszerek nagy elénye, hogy veliik a viralis RNS-ek mind kodold,
mind nem kddolo régidja modosithatd. Az influenza B virus nem kodolo régidja relative
hosszt, elérheti a szdz nukleotidot is. A kisérlet soran sikeresen bebizonyitottak, hogy a
nyolc plazmid segitségével lehetséges a szalak rekombindldsa, amelyek mind a két
influenza B virus vonal antigénjét hordozzak. Ezek a rekombinans virusok jol novekedtek
csirkeembriot tartalmazo tojasban, nagyobb virus titert szolgaltattak, mint a vad tipusu
virus. Emellett a plazmidok segitségével jobban vizsgalhaté az influenza B virus, A-t6l

eltéré molekularis bioldgiai eszkoztara és géntermékei. (Erich Hoffmann €és mtsai., 2002)

Az Influenza C virus

Mig az influenza A ¢és B tipust virusok nyolc egyszala RNS szegmentumot
tartalmaznak, addig az Influenza C tipusa csak hetet. Az els6 két fajta virusnak a két £6
membranalkoto fehérjéje a hemagglutinin, ami a kotést I1étesit a sejten 1évo receptorhoz,
valamint a neuraminidaz, amely bontja. A C tipusnak nincsenek meg ezek a gének
onalloan, hanem csak a hemagglutinin-észteraz fuzios fehérje (HEF) talalhato meg f6
(virus) membranalkot6 glikoproteinként, amely a kotést és a hasitast is el tudja végezni. A
két csoportba tartozd glikoproteinek madas-mas sejtfelszini molekulakat észlelnek, de
ugyanugy homotrimer forméaban vannak jelen a virus membranjaban. (Palese, P. és M. L.

Shaw. 2007)

Ebben a kisérletben kicserélték a két fo glikoprotein gént az influenza virus A
A/PR/8/34 fajtajaban az influenza C virus C/Johannesburg/1/66 egyetlen {6 glikoprotein
génjére, a HEF-re. Igy sikeresen létre hoztak két darab, hét szegmenst tartalmazé kiméra
influenza virust. A két virus hat szegmense az A virus tipusbol, egyet pedig a C-bol
HEF-Ecto a HEF ektodoménjébdl és a HA glikoprotein transzmembran és citoplazmatikus
régiojabol all ossze. Az 1,965 bp hossziusagi HEF ORF-et a C/JHB/1/66 VRNS-bdl RT-
PCR-rel amplifikaltattak, hogy ez a szakasz beépiiljon az A virus tipusu virionba, az ORF-
et az A/WSN/33 HA fehérjerégio pakold szekvenciait és a start kodon eldtt 1&vd 45
nukleotidnyival és 80 nukleotidnyival a HA fehérje ORF stop kodonja kozé illesztették.
Ezutan a kapott cDNS-t a pPol I plazmidba illesztették. Az eredeti HA start kodont (ATG)
CTG-vé mutaltattak. Mind a HEF, mind a HEF-Ecto RNS az A/WSN/33 HA RNS
szekvenciat hordozza a két végén, hogy be lehessen pakolni a virus kapszidba. Tovabba,

mind a HEF, mind a HEF-Ecto virus képes stabilan beépiteni egy GFP-t kodold6 RNS
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szegmentumot, ami NA pakolo szekvencidkat hordoz. Ez egy ) megkozelitést jelez a

vakcina vektor vagy génhordozo vektor fejlesztésére. (Qinshan Gao és mtsai., 2008)

A rekombindns virusokat ugy allitottdk eld, hogy 293T sejteket hat A/PR/8/34
plazmiddal, egy pPol I-HEF-fel, vagy pPol I-HEF-Ecto-val plazmiddal, harom A/WSN/33
fehérjét expresszald plazmiddal, és vagy igen, vagy nem a GFP plazmiddal. A
rekombinans A/PR/8/34 eldallitasdhoz, ami az A/WSN/33 HA-t és NA-t expresszalja, hat
A/PR/8/34 plazmidot, két A/WSN/33 plazmidot juttattak be 293T sejtekbe. (Qinshan Gao
¢s mtsai., 2008)

A B
pPOL I'I;_I.EF construct: f 7-segmented HEF or HEF-Ecto virus:
2170nt
-1 HEE T Sy [ APR/Z34PB2
4snt HA 80nt HA — _A/PR/8/34 PB1
pPOL I-HEF-Ecto construct: N —1L_A/PR/8/34 PA
s 21350t HEF or HEF-Ect
3+ el HEF-Ecto I U — — !
O fu— —{_A/PR/8/34 NP =
45nt HA 117nt HA
Tm & Cyto [ APR/BBZAM__
r™: Translation start  }: Translation stop —|_A/PR/8/34 NS

8. abra: (A) A pPOL1-HEF ¢és pPOLI-HEF-Ecto plazmidok készitése. A HEF ORF-et vagy ektodomént
az A/WSN/33 HA 3’ és 5’ veszi kdzre és a HA ORF pakol6 szekvenciai a két végén. Mindkét hibrid gén
hordozza az emberi RNS polimeraz I-et. A”Tm” és ”Cyto”a transzmembranrészt és a citoplazmatikus részt
jeloli. A sziirke szinii szakasz a C/JHB/1/66 HEF ORF-et reprezentalja, mig a nyilak a transzlacié kezdo- és
végpontjat mutatjak. A szekvenciak hossza az abra jobb oldalan lathato nukleotidban. (B) A hét szegmensbdl
all6 HEF és HEF-Ecto genomi felépitése. Hat A/PR/8/34 plazmid és egy pPOLI plazmidot hasznaltak a
rekombinans HEF és HEF-ecto el6allitasara, reverz genetikai megoldassal. (Qinshan Gao és mtsai., 2008

alapjan szerkesztve)

A kisérlet soran arra jutottak, hogy az influenza C virus HEF glikoprotein teljesen
egyenértékii funkciondlisan az A virus tipus két glikoproteinjével. Ez azért lehet meglepd,
mivel a HEF és a HA csak 12%-ban azonos aminosav szekvenciajukat tekintve.
(Rosenthal, P. B., 1998) Raadasul a transzmembran ¢és citoplazmatikus szakasza a HEF
fehérjének rovidebb, mint a HA fehérjének. (Pfeifer, J. B. és R. W. Compans. 1984) Az,
hogy ennek ellenére képes a HEF a HA-t és az NA fehérjét helyettesiteni a hét szegmensii
virusban, azt mutatja, hogy ezen glikoproteinek citoplazmatikus régidja nem sziikséges
specifikusan az influenza A virusfertézésekor. Ezt erdsiti meg az a tény is, hogy a HEF-
Ecto kiméra virusnak nagyobb a pakolasi hatasfoka, és szaporodasi hatékonysaga

megegyezett az HEF varidnséval. Az is lehetséges, hogy a HEF ektodomén és a HA
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transzmembran ¢€s citoplazmatikus régié nem teljesen kompatibilis egymassal, de ezt a

kisérlet nem vizsgélta. (Qinshan Gao és mtsai., 2008)

Az influenza virus, mint vakcina vektor igéretes jelolt, mert replikacioja soran nincsen
DNS fézisa és erdsen immunogén. Ugyanakkor génhordozé vektorként is felhasznalhato,
ha az idegen gént, a pakolast iranyit6 szekvenciadk koz¢ épitették be. Ebben a kisérletben a
HEF ¢és HEF-Ecto virusok egy extra GFP proteint is tartalmaztak. Ugyanezek a virusok hét
RNS szegmenssel rendelkeznek, itt pedig, tobbszoros sejtfertdézési ciklus utan is stabilak
maradtak és ki lehetett mutatni egy extra szegmenst (GFP), amit az NA glikoprotein
pakold szekvencidk fogtak kozre. Tovabba szaporodasuk megnovekedett csirkeembriot
hordozé tojasban. Az, hogy a nyolc szegmenst tartalmazé virus jobb novekedési rataval
rendelkezett, mint a hét, azt mutatja, hogy a HEF és HEF-Ecto virusok megfeleld jeloltek

vakcina eldallitasara és génhordoz6 vektor eldallitasara. (Qinshan Gao és mtsai., 2008)
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Osszefoglalas

A fent ismertetett kisérletek és eljarasok a fertdzo virusok elleni védekezés, vakcindcid
lehetdségeit ismertették. Kiilonféle eljarasok segitségével genetikailag modositott virusokat
készitettek, de mindegyik alapja a virusok genom szekvenciajanak pontos ismerete. A
leggyakrabban alkalmazott eljaras szerint, a virusra jellemz06 antigén sajatsagih doméneket,
fehérjéket kodold szekvencidkat egy expresszios vektorba iiltetik, amely segitségével
készitjiik el a vakcinat. Masik megoldas, ha ismerjik a virusok bazissorrendjét és
életciklusukat. Igy felderithetéek azok a szekvenciak, amelyek nem létsziikségletiick a
szaporodasukhoz. Ezen szekvencidk kivagéasa egy nem patogén virusban és egy virulens
virus specifikus doménjét, fehérjéjét kodold szakasszal valo cseréjével, olyan rekombinans
virust kaphatunk, amely ugyan nem fertdz, de képes immunvalaszt kivaltani a patogén

virusrészlet ellen is.

Haszonallatok vakcinaldsa, az Oket altalaban specifikusan fert6z6 virusok ellen, nem
csak gazdasagi szempontbdl sziikséges, hanem azt is meg kell akadalyozni, hogy roluk
atterjedjen az emberre. Kiillonosen fontos, hogy a késobbiekben el lehessen kiiloniteni a
mar beoltott allatokat a virusfertézott egyedektdl. Ez altaldban valamilyen specifikus

antigén vagy antitest jelenléte, illetve hidnya alapjan torténik.

A virusok elleni védekezéshez sziikséges a jarvanyok elterjedésének megallitasa,
legalabbis lelassitdsa. Egy jO megoldds, ha egy olyan készletet készitlink, amely
tartalmazza az adott virus szerotipusait. A jarvany kitorésekor ezekkel lehet immunizalni
¢s lelassitani a jarvany terjedését, ameddig el nem késziil a megfelelé hatékonysagu és
immungenitast vakcina. Ezt foleg azokndl a virusoknal lehetséges alkalmazni, amelyek

rendkiviil varidbilisek és nincs iddben allando, specifikus antigén jellemzd;iik.

Az influenzavirusnak harom altipusa ismert, az A, a B és a C. Az els6 két fajta komoly
egészségligyi problémat jelent az egész vilagon és a harmadik varians is képes megfertdzni
mind embert, mind kiilonféle allatfajokat. Az influenza A és B virus felszini fehérjéi koziil
a hemagglutinint és a neuraminidazt szoktak antigénként hasznalni. Mivel az influenza
virus rendkiviil variablis, nem lehet ellene tartés immungenitast kivaltani oltassal, altalaban

évente U1j vakcinat kell kifejleszteni ellene.
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Summary

The experiments and methods described above, shows the possible ways to protect and
vaccinate aganist infectious viruses. There are many ways to construct genetically
modified viruses, but all of them based on, that we know their whole genome sequence.
The most used method isto insert the sequences, coding the antigenically domains and
proteins, into an expression vector. Transformed from this expression “construct” into a
living cell, we are able to make a vaccine producing cell. An other way, if we know the
genome sequence of the virus and the life cycle, we can explore the segments of their
DNAs or RNAs, that are not necessary to replicate themselves. If we cut these sequences
from a non-pathogenic virus and insert the segment, coding for an immunogenic specific
domain or protein of a pathogenic one, we get a recombinant virus, which is not infectious,

but still able to induce immunogenic response aganist the antigene of the pathogenic virus.

Vaccination of the domestic animals aganist their specific viruses, is not only
economically useful by inhibiting the outbreak of epidemics, but also prevents to spread
the virus to the human population. It is crucial to distinguish the animals, that already
vaccined, from the ones, which were not. It is usually based on the detection of whether

present or absent the specific antigen.

Protections aganist viruses is crucial to stop or at least slow down the spread of the
epidemic. The good solution is to make deposit biobanks, which contains the various
serotypes of the virus. In this case, when outbreaks a local epidemic, it is possible to
immunise with the avaible vaccine stocks in order to slow down the spread, until the
appropriate and immunogenically efficient vaccine is under development. In this strategy
that is advanteagous, if the wild-type (ie. the biobanks) virus is highly variable, and has not

a stable and very specific antigen.

The influenza virus has three different types, the A, B and C. The first two lead to
serious health diseases worldwidely while the third type is able to infect humans or various
animals in less harmful consequences. Hemagglutinin and neuraminidase are the surface
proteins of the virus, which are used to construct the vaccines aganist the influenza type A
and B. Because the influenza virus is highly variable, the vaccines can not produce
sustained protections aganist it is infection, that is why every year has to develop whole

new sets of vaccines.
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