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Eljaras malariaelienes vakcina elallitasara

A taldlmény tirgya az ember Plasmodium falciparum
fert6zése ellen véd6 vakcina el64llitdsdra szolgald eljs-
ras. A vakcinat gy allitjdk el6, hogy a Plasmodium o
falciparum CS-protein 16-112 Asn-Ala(Val)-Asn(Asp)-
-Pro ismétl6d6 egységét — ahol az Asn-Ala-Asn-Pro is-
métl6d6 egység az Osszes ismétl6ds egység legaldbb
80%-4t teszi ki - éskivint esetben ehhez fuzionilvaegy
heterol6g peptidet tartalmaz6 polipeptidet gy6gy4sza-
tilag elfogadhaté hordoz6anyaggal tsszekeverik.

A fenti médon elGallitott vakcina eml6s szervezetek-
ben maldria elleni védettséget biztosit.

A leirds terjedelme: 10 oldal, I rajz
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A maldria silyos, sz€les korben elterjedt betegség,
amely ellen — évcken 4t tarté créfeszitések ellendre —
még nem sikeriilt vakcindt elGillitani [Scicnce, 226, 679
(1984)]. Kisérlctesen mér sikeriilt emlGsoket — beleértve
az embert is — védeué tenni a maldria kérokozdja, a
Plasmodium okozta fertézésck ellen, besugdrzott sporo-
zoitokkal végzett vakcindldssal [Clyde és munkaldrsai:
Am. ], Trop. Med. Hyg. 24, 397 (1975) és Rieckman és
munkatdrsai: Bull. WHO 57 (Supp. 1) 261 (1979)].
Yoshida és munkatirsai [Scicnce 207,71 (1380)] ismer-
tették, hogy a fenti védettséget — legalébbis részben — a
sporozoit feliiletén 1év6 epyik proteinnel, a circumspo-
rozoit (CS) proteinnel szcmbeni antitestck medidljik.
A CS-proteinek ellen termelddott monoklondlis antites-
tek in vitro semlegesitik 2 ferto:dképességet &s in vivo
védik az dllatot. Uzy winik, hogy a CS-proteinck az
egyes fajokon beliil erGeen megbrzGdnek az evoliicié
sordn, dc kiilonbdz6 fajokban erésen eliéréek.

Négy Plasmodium fajt ismeriink, amelyek az embert
feriGzhetik. Ezck a P. falciparum, g P. vivax, 2 P. ovale
és a P. malariae, az utdbbi kettd sokkal ritkdbban fordul
cld. A mdomanyos érdeklddés szempontjabol fontosak
még a P. berghei és a P. knowlesi, mivel ezen fzjok
gazdaszervezelei a ragesdlok, illetve a maimok.

A P. knowlesi CS-proteinje egy 12 aminosavbol
4116 szekvencia 12 egymds utdni ismétl§dését tartal-
mazza, Zavala és munkatirsai [J. Zxp. Med. 157, 1947
(1983)] szerint az ismétl6dS egyssg a {6 immunogén
a P. knowlesi CS-proteinen, a fenti megallapitast
azokra a kisérletekre alapoztdk, amelyek azt mutat-
tak, hogy az ismétl6dS egységek elleni antitestek
blokkoljik az anti-sporozoitl antiszérum hozzaférhe-
tdségét a szolubilizélt sporozoit proteinhez. Gysin ¢s
munkatérsai [J. Exp. Med. 160, 935 (1984)] mcgélla-
pitottdk, hogy a P. knowlesi CS-proteinjdnck egymds
utdni ismétl6dS rgységeit képviscld szintetikus, 24
aminosavbol dllc peptid semlegesiti a virulens sporo-
zoitok fert6z6képességét majmok esetén.

Colman és munkatirsai (WO 84-2922-A, nyilvanos-
sigra keriilés: 1984. 08. 02.) ismertették P. knowlesi
CS-protein ismétl6ds egységét kodold régid egy részé-
nck klénozisat és béta-laktamdzzal és béta-galaktozi-
dazzal fuziondlva annak kifcjezGdését. Mussenzweig és
munkatdrsai (US 4 466 917) ismertették a P44 protein-
nek nevezett sporozoit proteint, és ennak kidnozasat és
kifejez6dés L E. coliban.

Eneaés munkatdrsai [Proc. Natl, Acad. Sci. USA., 81,
7520 (1984)] is taldltak egy hasonld ismétléds cgyséy
szerkezetet P, cynomologi CS-proteinjésen.

Kemp és munkatirsai (W084 02917-A) leirtak a P.
falciparum CS-proteinjének kiénoz4c4t és kifejerdeét E.
coliban,

Dame és munxatdzsai [Science 22, £93 (1694)] Yoir-
tdk a P. falcirarem CS-proteinjének X énerzdgar <o kife-
Jjezését E. coliban, A proein eszerint %ézel 422 amine -
savbdl 4ll, dtlagos molekulatdmege 47 200, és egy tet-
rapeptid 41 egymads utdni ismé:céss: foglalja maga-
ban. Az isméuGds szakashdl szarmazé szintetikus 7-,
11 és 15-tagi peptid-idredskek kotGdnek a CS-protein-
ncl szembeni monoklondlis antitestekhez.

Ataldlmaény tirgya egyrészt a Plasmodium falcipa-
rum CS-protein 16 vagy tobb egymas utdni ismétldds
egységét magiban foglalé immunogén polipeptid,
amely képes az eml6s szervezet Plasmodium falcipa-
rum fert6zésscl szembeni immunitdsat biztositani.
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Altaldlmdny tdrgya mdsrészt cljdrds az ember Plasmo-
dium falciparum sporozoit okozta fertGzése elleni vak-
cina clGillitdsara, amely hatéanyagként a taldlmany sze-
rinti eljirissal elddllitott polipeptid immunoldgiai vé-
delmet biztosité mennyiségét tartalmazza, gyégydszati-
lag clfogadhaté hordozd- és egyéb segédanyagokkal
Osszekeverve.

Az 1a. dbra a CS-proteint kédold szekvencidt tartal-
ges cndonukledzos hasitisival nyert géntérképe.

Az 1b. dbra a pASI részleges endonukledzos hasitds-
sal nyert géntérképe.

Ataldlmany szerinti eljdrdssal elGillitos: polipeptid E.
coliban cl@illitott, 16 vagy tobb egymis utdn ismé&id
CS-protein egységet tertalmaz. Zz vgyan pem azones a
CS-proteinnel, de tartalmazhatis 2 C5-pretein hizenyoe,
az ismétl§da exyoigtdl cMérd részeitis. A 2. falcinarn
isméil6d6 egysége egy tetrapeptid, amelynck szekvern-
cidja az aldbbi:

-Asn-Ala-Asn-Pro-,

a képletben Asn aszparagint, Ala alanint és Pro prolint
jelent.

A taldlmény sze-inti eljdrdssal ei@illitott polipeptid-
ben a fenti tetrapeptid varidcidi is cldforduthatnak, fcl-
téve, hogy nem csokkentit iclentdsen 2 veliik szembeni
antitestek reaktivitdsdt a o, falciparam CS-proteinncl.
P¢ldiul Dame és mu:"zatdrsai [Science 225, 593 (1984)]
viligosan kifejtik, hogy a P. falciparum természetes
CE&-proteinjének 41 ismEUdds tetrapeptid cgysége ki il
37 szekvencidja Asn-Ala-Asn-Pro, mig 4 tetrapeptid
szekvencidja Asn-Val-Asp-Pro — az utdbbi roviditésck
Lozl Val jelentése valin és Asp jelentése aszparaginsav.
A polipeptid ismédGds cgységeinck eldnydsen 16bb,
mint fcle Ugynevezett mikodd szekvencidnak, azaz -
Asn-Ala-Asn-Pro- szekvencidnak fclel meg.

A wldlméany szerinti eljdrdssal e!“4llitott pclipeptid
eldnydsen 16-112 isméu6ds egysége. (artalmaz,

A 1aldlmdany szerinti eljardssal elGllitott polipeptid
hibrid is lehet, vagyis nem-CS-protein ismét6ds egyss-
get tartalmazo fzids polipeptid. A fenti nem-CS-prote-
in ismé. /624 szekvencia hordoz6 molckulaként czolgs!-
bat, az immurogén tulajdonsdgok fokozdséra, vagy 2
rezombindns mikroorganizmusban a klénozas és exp
resszig meghonnyitésére. Masik Ichetdség, hogy a fenti
Fiegészil6 szekvencidk mds sporozoit-immunogénként,
mas Plasmodium-immunogénként és/vagy mds nem-
Plasmodium-immunogénként szolgald egy vagy tobb
helyet hordoznak. A taldlmdny csak azokra a Cl-protei-
nckre nem vonatkozik, amelyck gyakorlatilag haszno-
sithaté mennyiségben nem fejezGdnck ki meghizhatdan
E. coliban, €s nem szitkségasek a P. falcivzrum elleni
immunizdldchoz,

A almény szerinti eljariscal Zizeleblbof1 an 21454
po-‘peptidek Allithatdk cld:

Cte, polipeptidek, amelyck legaldbb 18 il sticiy
covedont wortalmaznak, és azok C-termindlis végéhe - o
pEn 272 tetraciklin-rezisztencia (tetR) génjébol szdma-
8 12, 32 N-termindlis aminosav kapcsolédik;

F.t2's polipeptidek, amelyck legaldbb 16 isméddds
cgysépet tartalmaznak, és C-termindlis végitkhoz cgy
tetR gén term¢ék van fuziondlva;

RNS1 polipeptidek, amelyek legaldbb 16 ismét6ds
cgységet tartalmaznak, és azok C-termindlis végéhez az
NS1 227 aminosavja kapcsolédik;

NSIR polipeptidek, amelyek legaldbb 16 ismétlédd
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egységet tartalmaznak, és azok N-termindlis végéhez az
NS1 N-termindlis 81 aminosavja van fuzionélva;

RG polipeptidek, amelyek legaldbb 16 ismétl6d6
egységet. tartalmaznak, és azok C-termindlis végéhez
egy glicin-aminosavmaradék kapcsolédik;

RLA polipeptidck, amelyck legaldbb 16 ismétl6ds
egységet tartalmaznak, és azok C-termindlis végéhez
egy leucin-arginin aminosav-maradék kapcsolédik;

RN polipeptidek, amelyek legaldbb 16 ismél6ds
egységet tartalmaznak, és azok C-termindlis végéhez
egy Asn-Thr-Val-Ser-Ser- szekvencia kapcsolodik.

A CS-protein ismétl6ds egységeket genetikailag ko-
dolé szekvencidt ismert médon Allitjuk el6, példdul szin-
tézissel; vagy, elénydsebben, P. falciparumbdl a mRNS
reverz transzkripci6jival, példdul Ellis és munkatérsai
[Nature 302, 536 (1983)] mddszerével; vagy a P. falci-
parum genom DNS-€b6l szdrmaz érintetlen gén koz-
vetlen klénozdsaval, példdul Dame és munkatarsai fent
idézett modszere szerint. Az 1a. 4bra a CS-proteint k6-
dol6 régiét szemlélieti. A P. falciparumot és annak spo-
rozoitjait fert6z6tt emberbdl vagy moszkitébél nyerhet-
juk.

ACS-proteint vagy annak egy részét kodol6 szekven-
cia kl6nozéasa utdn ismert médon elGallithatjuk annak
egy al-fragmentumdt, amely az ismétl6d§ egységet vagy
annak egy részét kédolja. A CS-protein génben 1évé
megfeleld hozzaférhet6 restrikci6s helyeket az 1a. 4brdn
szemléltetjikk. El6nybsek az Xho II helyek. Az Xho
II-vel végzett hasitdssal egy

N-Asp-Pro-[(Asn-Ala-Asn-Pro),s(Asn-Val-Asp-
-Pro),],-C képletd, 16 ismétl6d6 egységet kédold szek-
vencia vélik szabaddd, a fenti képletben n értéke 1. Tobb
tandem Xho II fragmentumot a megfelel6 orienticiéban
haszn4lva hosszabb ismétl6d6 egységeket kapunk, azaz
a fenti képletben n értéke 1-nél nagyobb lesz.

A szintetikus eljardsok jol ismertek, és kereskedelmi
forgalomban 1év6 DNS-szintetizdtorok alkalmazisdval
végrehajthatdk, Szintézissel elGdllithaté olyan oligo-
nukleotid, amely lényegében a fenti aminosavaknak
megfelel§ kodonokat tartalmazza, és ugyanazon Xho II
végeket vagy m4s hasitisi helyeket tartalmaz a végeken.
A fenti szintetikus oligonukleotidok eltérhetnek a ter-
mészetes 64 kodontdl, és vagy ugyanezen aminosavakat
kédolhatjdk, vagy egy olyan polipeptidet, amelyben kis
szAmi, elénytsen kb. nyolcndl kevesebb eltéré amino-
sav van, feltéve, hogy ezzel a polipeptid immunol6giai
védoképessége nem cstkken jelentSsen. A szintetikus
kodolé szekvencia példaul a teljes mikodd szekvencidt
kédolja, amelynek képlete ‘

(-Asn-Ala-Asn-Pro-),
¢s n értéke legaldbb 16.

Apolipeptidetkédol szekvencidtegy E. coliexpresz-
sziés vektorba illeszthetjiik, amelyek tobbsége ismert €s
hozzaférhet6. A talilmany szerinti polipeptidek magas
szinud expresszi6ja E. coliban meglepd, a termék szokat-
lan aminosav-Osszetétele — kb. 50% aszparagin, 25%
alanin és 25% prolin — miatt. Mint azt aldbb ismertetjiik,
tapasztalataink szerint a k6dold szekvencia jol exp-
ressz4lhat6 a lambda PL promoteréb6l és a lambda cIl
riboszoma-kotShelyéb6l 4ll6 regulator elem hasznélata-
val, amint azt a pAS! plazmid tartalmazza [Rosenberg
és munkatérsai: Meth, Enzym. 101, 123 (1983) s Shatz-
man &s munkatérsai: Experimental Manipulation of Ge-
ne Expression, szerk. M. Inouye, Academic Press, New
York, 1982). A pAS! hordozza a replikdci6 pBR322
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eredetét, egy ampicillin-rezisztencia markert, és alamb-
d4bél szdrmaz6 fragmentumok sorét, beleértve a PL-t,
N-antiterminéciés funkcidji felismerd helyeket (NutL
és NutR), az rho-fligg6 transzkripci6s termindcios szig-
ndlt (R1) és a clI riboszoma-kttShelyet, amely maga-
ban foglalja a cII transzl4ciét inici4l6 helyet, amelynek
G-maradékit kézvetleniil egy Bam HI hasitdsi hely ko-
veti. A pASI a pKC30cII-b6l szdrmaztathat6 oly médon,
hogy a pKC30cII cII-pBR322 csatlakozis4nil 1év6 Bam
HI hely és a cII ATG kozotti nukleotidokat toroljiik, és
amolekul4t Gjra dsszekapcsoljuk, hogy a Bam HI helyet
kozvetleniil az ATG-t6l lefelé regenerdljuk.
A pKC30clII-t iigy szerkeszthetjiik meg, hogy a lambda
1,3 kg-bél 4116 Hae fragmentumét — amely a cII gént
hordozza—a pKC30 HpaI helyébe illesztjiik, Rosenberg
és munkatérsai, illetve Shazman és munkatérsai fent
idézett modszerei szerint. A pKC30-at Shimitake és
munkatérsai [Nature 292, 128 (1981)] ismerteték, ez
egy pBR322 szirmazék, amely a pBR322 tefR génjé-
ben a Hind III és Bam HI helyek kozé illesztve egy
2,4 kg-bdl 4116 lambda Hind IT1I-Bam HI fragmentumot
tartalmaz. A pASl-hez hasonl$ szerkezetet ismertettek
Courtney és munkatdrsai [Nature 313, 149 (1985)] is.
A pASl az American Type Culture Colection-nél (Rock-
ville, Maryland, Amerikai Egyesiilt Allamok) van letét-
be helyezve, ATCC 39262 szamon. A taldlmény szerinti
expresszids vektort igy 4llitjuk el6, hogy a kédol6 szek-
venci4t mikodoképes helyzetben — azaz helyes orient4-
ciéban és megfelelS leolvasési rendben — ismert méd-
szerrel egy E. coli expressziés vektor reguldtor elemé-
hez kotjik.

A fenti médon kifejez8doit polipeptidet a szokdsos
fehérje-elvalasztdsi modszerekkel vilasztjuk el és tisz-
titjuk az azt termel6 tenyészetb6l. A tisztitast példdul az
al4bbi 1épésekbal 4116 eljardssal végezhetjik: 1. a sejte-
ket elroncsoljuk, 2. a sejt-tormeléktl megtisztitjuk a
rendszert, 3. a taldlméany szerinti eljérassal elG4llitott
polipeptideket elvélasztjuk a megtisztitott sejt-extrak-
tumban 1év6 egyéb polipeptidekiSl, 4. a maradék
szennyez6dést, igy a maradék polipeptidet, szénhidrs-
tot, nukleinsavat és/vagy lipopoliszacharidot egy befe-
jez6 tisztitdsi mivelettel eltdvolitjuk.

Az els6 1épést tigy hajthatjuke végre, hogy példdul
lizozimet vagy mas liz4l6 vagy permeabiliz4lé szert
adunk a rendszethez, vagy a sejieket mechanikusan
vagy ultrahangos kezeléssel roncsoljuk el. Az extraktum
tisztitdsdra szolgdlé centrifugélds vagy ultrasz(rés el6t
feliiletaktiv szert adunk a rendszerhez, a taldlmény sze-
rinti eljérassal elGallitott polipeptidek oldatban tartdséra.

A talilmény szerinti eljards egyik lényeges elemét az
a felismerés képezi, hogy a taldlmény szerinti eljarassal
eld4llitott bizonyos polipeptideket igy valaszthatjuk el
igen nagy hatékonysdggal az egyéb polipeptidekt6l, ha
a tisztitott extraktumot a protein oltatban tartdséra adott
detergens beadagolsa utin kozel 80 *C-ra melegitjiik.
Azt tapasztaltuk, hogy ha az extraktumot 80 *C-on leg-
aldbb 4 percen 4t melegitjiik, csaknem az dsszes bakte-
ridlis polipeptid kicsapodik, anélkiil, hogy a Iényegében
az isméil6d6 egységekbol 416, vagy az ismétlads egy-
ségek mas, nem hére denaturdlédé szekvencidkhoz vald
kapcsol6ddsibol 4ll6 polipeptidek denaturdl6dndnak.
A denaturalt bakteridlis polipeptideket centrifugdldssal
tdmorithetjiik és eltdvolithatjuk. A fenti eljards az Riets,,
RG, RLA és Rtetg polipeptidek tisztitdsdra hasznalhato.
Kozelebbr6l, a fenti eljarast sikeresen alkalmaziuk az
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R16tets,, R32tet32 R48tet32. R64tets;, R48G, R32LA és
R16tety tisztitdsara, amint azt a példikban ismertetjiik,
mig az R16NS1 és R32NS1 melegitése ezen polipep-
tidek kicsap6dasat okozta.

A taldlmany szerinti eljdrdssal el@allitott polipeptidet
tovabb tisztithatjuk, példaul szelektiv kicsapdszer hoz-
zdadasdval, majd egy kromatografids 1épéssel, példdul
ioncserél§ kromatografidval vagy forditott fazist nagy-
nyomisi folyadékkromatografidval.

A taldlmdny szerinti eljarassal el@éllitott vakcindban
a taldlmany szerinti eljarassal elallitott polipeptid vi-
zes, elénydsen fiziol6gids pH-n pufferolt oldatatkdzvet-
leniil haszndlhatjuk. A taldlmény szerinti eljarassal el6-
allitott polipeptidet — liofolizdlds utdn vagy anélkiil —
kiilonféle ismert adjuvdnsokon is adszorbedlhatjuk vagy
azokkal keverhetjiik. A fenti adjuvdnsok tobbek kozott
aluminium-hidroxid, muramil-dipeptid vagy szaponi-
nok, igy Quil A lehetnek. Tovabbi alkalmazasi médként
példdul a polipeptid mikrorészecskékbe — példaul lipo-
szomdkba — val6 kapszuldzist emlithetjiik. Ugy is eljar-
hatunk, hogy a polipeptidet egy immunstimuldlé mak-
romolekuldval ~ példdul elolt Bordatelldval vagy egy
tetanusz toxoiddal — kapcsoljuk Gssze.

A vakcindk el6allitdsat példiul a New Trends and
Developments in Vaccines, szerk. Voller és munkatérsai,
University Park Press, Baltimore, Maryland, Amerikai
Egyesiilt Allamok, 1978 irodalmi helyen ismertetik 4l-
taldnosan. A liposzomdkba valé kapszuldzist példaul
Fullerton (US-PS 4 235 877) ismertette. A proteinek
makromolekuldkhoz kapcsoldsit példaul Likhite (US-
PS 4 372.945) ¢és Armor €s munkatdrsai (US-PS
4 474 757) irtdk le. A Quil A haszndlatét példdul Dals-
gaard és munkatdrsai [Acta Vet. Scand. 18, 349 (1977)]
munk4jabol ismerjiik.

A vakcina-dézisokban a polipeptid mennyiségét ugy
vélasztjuk meg, hogy azzal az immunprotcktiv vilasz
elérhet6 legyen, a szokdsos vakcindk hitrinyos mellék-
hatdsai nélkiil. A fenti dézis az alkalmazott specifikus
pohpepudtdl valamint attdl fiigg, hogy a vakcina adju-
vanst is tartalmaz-e. Altaldban minden egyes dézis 1-
1000 pg, elénydsen 10-200 pg polipeptidet tartalmaz-
hat. Az egyes vakcindk optimdlis d6zisit szokdsos mo-
don, példiul az antitest-titer meghatirozdsdval vagy a
kezelend§ alany mds vélaszdnak mérésével hatdrozhat-
juk meg. Az els@ vakcindldst kovetGen a kezelt alany
el6nydsen kb. 4 hét milva Gjabb adagot kap, és ezt
kovetden minden 6 honapban megismételjiik az adago-
last, egészen a fert6zésveszély fenndlldsdig.

A taldlmanyt kozelebbr6l — a korldtozds szdndéka
nélkiil — az aldbbi példikkal kivanjuk ismertetni. A CS-
proteint kédolé szekvenciit James WebertSl (Walter
Reed Army Institute for Research) kaptuk, egy standard
E. coli klénozé vektorba, a pUC8-ba (Bethesda Rese-
arch Laboratories, Inc., Gaithersburg, MD, Amerikai
Egyesiilt Allamok) az Eco RI helynél illesztett AmPF1
(Dame és munkatdrsai, fent idézve) 2337 bazisparbol
4116 Eco RI fragmens form4jiban (14sd 1a. 4bra). A ka-
pott pUC8 szdrmazékot a tovibbiakban pUCS 1. kl6n-
nak nevezziik.

1. példa
CS-protein szdrmazék

40 pg tisztitott pUC8 1. ki6n plazmid DNS-t 100
egység Stul és 100 egység Rsal restrikcios endonukled-
zokkal emésztiink, 400 pul puffer-kdzegben (amelynek
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osszetétele 50 mmalA Tris; pH 7.5, 50 mmdél/1 NaCl,
1 mmdl/l ditiotreitol (DTT) és 10 mmdél/t MgClL,),
37 °C-on, 1,5 6rédn 4t. A kapott, a CS-protein els6 18
aminosavijit k6dold, 1216 bazisbol 4116 fragmemumot
5% poli(akril-amid)-gélen elektroforézissel (PAGE) va-
lasztjuk cl.

10 pg pASI expresszms vektort (ATCC 39 262)
200 ul puffer-kozegben 1,5 éran 4t, 37 *C-on 25 egység
Bam HI restrikciés endonukledzzal emésztiink. A
szétvagott plazmidot czutin DNS-polimerdz nagy frag-
mentummal (Klenow, 5 egység; 20 mmol/ Tris-HC, pH
7,5, 7mmdél/1 MgCl,, 60 mm6l/1 NaCl, 6 mmdol/1 2-mer-
kapto-etanol és 0,25 mmaél/1 a négy dezoxinukleotid-tri-
foszfat mindegyikébdl; 25 °C, 15 perc) kezeljiik, a Bam
HI helynél a vég betdltésére.

A CS-gén fragmentum 1 pg-jit ezutdn 100 ng fenti
vektorral kotjiik Ossze, 30 ul ligdz-pufferben (50 mmal/1
Tris, pH 7,5, 1 mmél/1 DTT, 10 mmél/1  MgCl,,
100 umdl/1rATP), 1 cgység T4-DNS ligdz segitségével,
16 6réas reakcidid6t alkalmazva, 4 °C-on. A ligicios
elegyet E. coli MM294CI* t6rzsbe (Am. N. X. Acad. Sci
478, 233-248.) transzformiljuk, ampicillin-rezisztens
telepeket kapunk, és ezeket vizsgéljuk a CS-gén frag-
mentum pASl-be vald beépiilése szempontjabol. Egy
megfelel§ szerkezetinek taldlt plazmidot (pCSP) azo-
nositds utdn E. coli N5151 torzsbe wranszformilunk
(cIts857) [(Mol. Cell. Biol. 5, (5), 1015-124 (1985)] és
a teljes hosszisigi CS-protein expresszidja szempont-
jabdl vizsgiljuk. (A protein-N-terminalisanil a 18 ami-
nosav torlése az autentikus CS-protein hasitott szignél-
peptidjének felelne meg.) A sejieket Luria-Bertani tdp-
kozegben (LB) tenyésztjiik 32 °C-on, amig a tenyészet
abszorpcidja 650 nm-en (Ags,) eléri a 0,6 értéket, majd
a hdmérsckletet 2 6rén 4t 42 °C-on farijuk, az expresz-
szi0s plazmid PL-promotere transzkripcidjanak beindi-
tisdra és a CS-protein szdrmazék ezt kovet§ transzli-
cibjira. A sejttenyészetbdl 1 ml-es mintdkat vesziink,
tomoritjiik, lizalé pufferben [10 mmél/l Tris-HCI, pH
7.8, 25 térfogat% glicerin, 2% 2-merkapto-ctanol, 2%
nitrium-dodecil-szulfdt (SDS), 0,1 % brémfenolkék]
tijraszuszpendaljuk és 105 °C-os melegitd egységben 5
percen 4t melegitjik. A proteineket SDS-PAGE segitsé-
gével elvdlasztjuk [13% akril-amid, 30:0,8 akril-
amid : bisz (akril-amid) ardny]. A proteincket nitro-ccl-
lulézra vissziik és az E. coliban termel6dott CS-proteint
tin. western blot analizissel mutatjuk ki, a P. falciparum
tetrapeptid ismétl6dé szakaszaval reagdlé 6t monoklo-
nalis antitestet hasznilva (Dame és munkatirsai fent
idézett munkija).

2. példa
Rl6tetys polipeptid

100 g tisztitott pUCS 1. klon DNS-t 40 egység Xho
1T restrikcids endonukledzzal emésztiink, 400 1 puffer-
kozegben, 37 *C-on, 16 6rdn 4t. A CS-protein 16 tctra-
peptid ismétl6ds egységét kddold, 192 bazisparbil 4116
fragmentumot ezutin PAGE segitségével izoldljuk.
A pASI expressziés vektort az 1. példaban ismertetett
médon Bam HI restrikciés endonukledzzal hasitjuk.
1 pg 192 bazisparbdl 4116 Xho II fragmentumot 100 ng
pASl-hez kotiink, annak Bam HI helyén, az 1. példiban
leirt médon. A ligicids elegyet E. coli MM294CI* torzs-
be transzformaljuk. Egy, a pASI Bam HI helyén megfe-
lel6 orientdcidban egy 192 bazisparbdl allé Xho II frag-
mentumot tartalmazé klént azonositottunk, a plazmid

4.
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Bam HI-Hind II fragmentuménak poli(akril-amid) gél-
-clektroforézisével, amelynek Hind II helye a tefR gén-
161 lefelé helyezkedik el, és a Bam HI hely a cII ATG és
a beillesztett fragmentum csatlakozasénl van a helye-
sen orientdlt plazmidban. A fenti pR16tetys plazmid
szerkezete az aldbbi:

. 7
pBR322 PL ismétl6dSegység tetR S pBR322

BH BB
ahol BH jelentése Bam HI hely, B jelentése Ban II hely
és S jelentése termindci6s kodon.

A pRl6tetg-tal transzforméljuk az E. coli N5151
torzset (cIts857) és a CS-protein tetrapeptid ismé6ds
egységének termel6dése szempontjdbol vizsgéljuk,
western blot analizisscl. A képz6dott protein szerkezete
az alabbi:
N-Met-Asp-Pro-(Asn-Ala-Asn-Pro) s-(Asn-Val- Asp-
-Pro),-T86-C
ahol T86 a pASI-ben 1év§ tetraciklin rezisztencia génbol
szdrmazé 86 aminosavat jelenti. Az N-termindlis meti-
onin (Met) aminosav-marad¢k szintén a vektorbdl szar-
mazott, kdzelebbr6l a cIl protein inicidciés kodonbol.

2A. példa
R32tetys és R48tetys polipeptidek

10 pg tisztitott pR16tetgs plazmid DNS-t 25 egység
Bam HI restrikciés endonukledzzal emésztiink 200 pl
puffer-kbzegben, 37 *C-on, 2 6rén 4t. A fenti DNS 100
ng-jét ezutdn 1 pg fent ismertetett 192 bazisparbol 4116
Xho II fragmentummal kapcsoljuk dssze. EIGallitjuk az
aldbbi szekvencidji polipeptideket k6dolé expresszids
vektorokat:

N-Met-Asp-Pro-[(Asn-Ala-Asn-Pro) s-(Asn-Val-Asp-
-Pro), 1, T86-C,

ahol n értéke 2 (R32tetgq), vagy n értcke 3 (R48icige), €s
azokat E. coliban fejezzilk ki. Azokat a pASI kl6nokat,
amelyekben n értéke 2 vagy 3, elvélasztjuk azoktdl a
klénokt6l, amelyckben n értéke 2-t61 vagy 3-t6l eltér,
mint azt fent ismertettiikk. Minden egyes vizsgalt klon a
helyes orienticidban tartalmazza a beépiilt fragmentumot.
Mind az R32tetge, mind az R48tetes kiszel azonos mérick-
ben expresszilédott az R16tetgs-tal, amint azt immun-le-
nyomatos analizisscl (immunoblotting) kimutattuk.

Az Rietgs proteinck immun-lenyomatos analizisével
kimutathaté volt a termékek heterogén Osszetéiele, ame-
lyet Coomassie Brilliant Blue R-250-es festéssel nem
lehetett 1atni. Ezek a proteinek gy tdnik, hogy kozel fele
mennyiségben az aldbb ismertetett Riets; polipeptidek-
161 4llnak. Ugy tiint, hogy akisebb degraddcids termékek
mérete ardnyos a klénban 1év6 tetrapeptid isméd6d6
egységek szamdval. A fenti proteinek instabilitdsa a he-
terol6g COOH-termindlis vég degradiciéjanak tulajdo-
nithaté val6szindleg.

3. példa
R16tets; polipeptid

10 g tisztitott pR16tetss DNS-t 25 egység Ban II
restrikcids endonukledzzal hasitunk, 200 pl puffer-
-kdzegben, 37 *C-on, 2 6rdn 4. A fenti hasitott DNS
100 ng-jit ezutdn ligdzzal zarjuk. A fenti mdvelct ered-
ményeként oroltiink egy 14 bazisparbdl 4ll6 Ban II
fragmentumot, és egy termindcids kodon alakult ki ép-
pen a megmaradt Ban II helytdl lefelé. Az igy kapott
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pR16tets; plazmidot hasznaljuk fcl E. coli NS151 torzs-
ben az R16tety, kifcjezésére, majd a tenyészetbl tisztit-
juk az R16tets,-t. Az R16tets,-t tartalmazo E. coli 30 g-jat
(nedves wmeg) 200 ml A-pufferben [SO mm6/1 Tris-
-HCl, pH 8,0, 2 mm6l/ etiléndiamin-tetraccetsav (EDTA),
0,1 mmél/1 ditiotreitol, 5 térfogat% glicerin] djraszusz-
pendiljuk. 0,2 mg/ml végkoncentricidban lizozimet
adunk hozz4, és az elegyet jégen 30 percen 4t inkubélva
lizaljuk a sejteket. Az elegyet ezutdn Waring homogeni-
zétorban 3 percen 4t magas fordulatszdmot alkalmazva
kezeljiik, majd 1 percen 4t Brason 350 szonikdtorban
ultrahangos kezceléssel szétnyirjuk a bakteridlis DNS-t.
0,1 vegyes% végkoncentriciéban nétrium-dczoxi-kold-
tot adunk az elegyhez, és 30 percen 4t 4 “C-on keverjiik.
A szuszpenzi6t ezutdn 12 000 g-vel 30 percen 4t centri-
fugdlva elidvolitjuk a sejt-tormelékeket. A feliiliszot
egy lombikban 6sszcgydjtjiik és forré vizfiirdén 10 per-
cen 4t inkubdljuk, majd 12 000 g-vel 30 percen 4t cent-
rifugdljuk. Azt tapasztaltuk, hogy kozel az tsszes E. coli
protein kicsapédott a hékezelési 16pés alatt, és killlepe-
dett a centrifugdldskor, mig az R16tets, protein oldatban
maradt &s a fclilisz6ban gydlt dssze. A feliilliszot
Osszegydjtjiik és 20%-os telitettséget biztosité koncent-
rici6ban lassan ammoénium-szulfitot adunk hozza.
A fenti médon szelektiven kicsapott R16tets,-t centrifu-
gdlassal (12 000 g, 30 perc) Osszegyijtjiik. Ezen a pon-
ton az R16tet,, protein 95%-néil nagyobb tisztasigy, az
egyéb szennyez6 bakteridlis proteinek tekintetében.

Az egyéb anyagok — példdul proteinek, szénhidratok,
nukleinsavak vagy lipopoliszacharidok — dltal okozott
maradék szennyezést egy végs6 kromatografiss tiszti-
t4ssal — péld4ul ioncserélSs kromatografidval, forditott
fazisi nagynyomdsi folyadékkromatogréfidval, fenil-
Sepharose kromatografidval, méret szerinti elvalasztds-
sal stb. - tdvolithatjuk el. A képz6dott tisztitott R16tets,
kozel 5%-4t teszi ki az sszes E. coli proteinnek, azaz
30-60 mg/l koncentréci6jd, amint az Coomassie Blue
festéssel megallapitottuk.

Az R16tet,, szekvencidja az alabbi:

N-Met-Asp-Pro-[(Asn-Ala-Asn-Pro);s(Asn-Val-
-Asp-Pro),],-T32-C, ahol n értéke 1 és T32 a tetraciklin
rezisztencia génb6l szarmaz6 32 aminosavat jelenti. Ko-
zelebbrol, a T32 szekvencidja az aldbbi:
-Leu—Arg—Arg-Thr-His-Arg-Gly-Arg-His-His—
—Arg-Arg-His-Arg-Cys-Gly—Cis-Trp-Arg-Leu-
—Tyr-Arg-Arg-His-His-Arg-Trp-Gly-Arg-Ser—
—Gly-Ser-C,

a megmaradt Ban IT hely a 30. és 31. aminosav kozott van.

3A. példa
R32tets, és R48tets, polipeptidek

Lényegében a 3. példa szerint eljrva llitjuk el6 az
R32tety-t és R48tets, t (azaz egy olyan R16tet;;-nek
megfelelS szekvencidt, amelyben n értéke 2, illetve 3)
E. coliban, és azonos hozammal és tisztasigi fokkal
izoldljuk, mint az R16tety,t. Kiinduldsi vektorként
PR32tetgq-0t, illetve pR48tetgg-ot haszndlunk.

3B. példa
R64tet32 és R80[€f32 polipeptid

10 pg tisztitott pR48tets, plazmid DNS-t 25 egység
Bam HI-val emésztiink 200 ul puffer-ktzegben, 37 °C-
on, 2 éran 4. 100 ng fenti DNS-t ezutdn 1 ug fent
ismertetett, 192 bézispért tartalmazé Xho II fragmen-
tummal kapcsolunk dssze. E164llitjuk az alabbi szekven-

5
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cidji polipeptideket kédolé plazmid expresszids vekio-
rokat:
N-Met-Asp-Pro-[(Asn-Ala-Asn-Pro)s-(Asn-Val-Asp-
-Pro),].T32-C,

ahol n értéke 4 (R64tets;) vagy n értéke 5 (R80tetsy), és
azokat E. coliban Kifejezziik. Azokat a pASI klénokat,
amelyekben n értéke 4 vagy 5, azoktdl a klénoktdl,
amelyekben n értéke 4-t61 vagy 5-t61 eltérd, a fent leirt
mdédon elvalasztjuk. Az R64tets,, €s az R80tety, kozel
azonos mértékben expresszalodott, mint az R48tety,, Az
Ro64tety;-t 1ényegében az R16tet,, R32tety, s R48tets,,
elGillitasdval kapcsolatban ismertetett médon tisztitjuk,

3C. példa
R96tet;; és R112tets; polipeptid

Lényegében a 3B. példdban lefrtak szerint eljarva
allitjuk el6 az R96tets, €s R112tets, polipeptideket (ame-
lyek képletében n értéke 6, illetve 7), az R48-tets,-vel
kozel azonos mennyiségben. Kiinduldsi vektorként
PpR80tets,-t hasznilunk.

Noha a tisztitott Rtets, polipeptidekben észlelhets bizo-
nyos mértéki heterogenitds immun-lenyomatos médszer-
rel, a reakcidképes f6 foltok dsszhangban vannak a prote-
in-festéssel kimutathatd sivokkal. Az SDS-PAGE mdéd-
szerrel meghatdrozott molckulatdmegek a vartnal kb. két-
szer nagyobbak, noha az egyes proteinek vandorldsa min-
den egyes eldallitott polipeptid esetén ardnyos a tetrapep-
tid ismétl6d6 egységek szdmaval. Néhany esetben megha-
taroztuk az Riets, peptidck aminosav-Osszetételét is, ame-
lyek a vért értékeknek megfelelick.

4. példa
R16G polipeptid

A pASI] Bam HI helyére cgy

5’-GATCCCGGGTGACTGACTGA -3’

3’ GGCCCACTGACTGACTCTAG -5’

szekvencidji szintetikus kot6t illesztve pTerm-et alli-
tunk el6. 10 pg pASl-et 25 egység Bam HI-vel emész-
tiink. 100 ng Bam HI-vel hasitott pASi-et 20 ng szinte-
tikus kot6vel kotiink dssze, €s a pTerm plazmidot mint
a pASI Bam HI helyén egy beépiilt koi6-szekvencidt
tartalmazé plazmidot azonositjuk. A fenti vekiorban
megmarad a Bam HI hely, és a TGA terminécids kodo-
noknak a clI protein ATG inicidcids kodonjatdl lefelé
valé beillesztését eredményezi, mind a hdrom leolvasasi
rendszerben.

A pR16G plazmidot igy allitjuk el6, hogy a pUCS 1.
kiénjdbol szdrmazé 192 bazisparbdl dllé Xho II frag-
mentumot a pTerm Bam HI helyre illesztjiik, és kiva-
lasztjuk a fent ismertetett médon azokat a kidnokat,
amelyek megfelel§ orientdcidban tartalmaznak egyetlen
Xho II betoldast.

A pR16G-t Iényegében a fent ismertetett modon k16-
nozzuk és fejezziik ki E. coli N5151 térzsben.

Az R16G szekvencidja az aldbbi:
N-Met-Asp-Pro-[(Asn-Ala-Asn-Pro) s-(Asn-Val-Asp-
-Pro),],-Gly-C,
ahol n értéke 1.

A fenti proteinben nincs aromds gy(irds aminosavma-
radék, igy a képz6dott polipeptid mennyiségét nem tud-
juk Coomassie Brilliant Blue R-250-¢s festéssel vizud-
lisan meghatdrozni. A CS-proteinre specifikus 5 mo-
noklondlis antitesttel végzett immun-lenyomatos anali-
zis (lasd Dame és munkatdrsai fent idézett munkdja)
szerint akivant polipeptid kozel 1%-4t teszi ki az 6sszes
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10

scjt-proteinnck, az R16tcts;-vel osszehasonlitva, amely
utobbindl lehetséges Coomassie Brilliant Blue R-250-¢s
festéssel meghatdrozni a protein-tartalmat.

4A. példa
R32G,R48G, R64G, R80G és R112G polipeptid

Az R32G, R48G, RAG, R80G és R112G polipepti-
deket — amelyek szekvencidja azonos az R16G-vel, de
n értéke 2, 3, 4, 5, illetve 7 — a 4. példdban ismertetett
mddon E. coli N5151 torzsben termeljiik. A fenti poli-
peptidek kozel azonos mennyiségben képzGdnck, mint
az R16G. Az R48G-t lényegében a 3. példiban leirtak
szcrint tisztitjuk.

5. példa
RI16LA és R32LA polipeptid

A pASI] Bam HI helyére egy
5’-GATCCGCTGCGTT -3’

GCGACGCAACTAG -5’
szekvencidjd szintetikus kot6t illesztve pTerm2-t alli-
tunk el6, lényegében a 4. példaban leirt médon.
A pTerm2-ben megmarad a Bam HI hely. A pUCS8 1.
kl6nbdl szdrmazé 192 bazisparbdl 4116 Xho 1T fragmen-
tumot a fent ismertetett médon illesztjiik be a pTerm2
Bam HI helyére. A pR16LA és pR32LA klénokat, ame-
lyek egy, illetve két Xho II beillesztést tartalmaznak a
megfelel§ orienticidban, lényegében a fent ismertetett
modon vélasztjuk ki. Az R32LA-t iényegében a 3. pél-
déban leirt médon tisztitjuk.

A pRI6LA-t és pR32LA-t a fent ismertetett médon
klénozzuk és fejezziik ki E. coli N5151 tdrzsben.

Az R16LA és R32LA szekvencidja az aldbbi:
N-Met-Asp-Pro-[(Asn-Ala-Asn-Pro)s-(Asn-Val-Asp-
-Pro),).-Leu-Arg-C,

ahol n ériéke 1, illetve 2. A C-termindlis leucin és argi-
nin a pTerm2-ben 1év6 szintetikus ktGbol szdrmazik.

Az R16LA kozel 1%-ét teszi ki az E. coli Osszes
proteinjének, mig az R32LA az 8sszes sejt-proteinnek
kozel 5%-a.

6. példa
RI16NS1 polipeptid

A pASideltaEH plazmidot gy allitjuk el6, hogy a
pASI pBR322 eredetd nem létfontossdgd Eco RI -
Hind II régidjat toroljik. 10 ug pASl-et 20 egység
Eco RI-vel és 20 egység Hind III-mal hasitunk,
200 pl puffer-kdzegben, DNS-polimerazzal (Klenow)
kezeljiik, ligdzzal zarjuk, és E. coliba transzformal-
juk, 1ényegében a fent ismertetctt médon. Azonosi-
tunk egy olyan klént, amelybdl a 29 bazisparbal 4116
Eco RI ~ Hind III fragmens torolve van. A pASldel-
taEH Bam HI helyére beillesztjiik a pAPR801 1236
bazisparb6l 4116 Bam HI fragmentumdt [Young és
munkatdrsai: Proc. Natl. Acad. Sci. USA., 80, 6105
(1983)], amely az influenza virus (A/PR/8/34) NS1
k6dol6 régidjat tartalmazza, ami 861 virdlis eredetd
bazisparbol és a pBR322-b61 szdrmazd 375 bizispir-
bél all. A kapott pASldeltaEH/801 plazmid az auten-
tikus NS1-et (230 aminosav) kédolja. A fenti plaz-
midban megmarad a Bam HI hely, a cII transzlici6t
indit6 hely és az NS1 kédold szekvencia kozott.

10 pg pASldeltaEH/801 plazmidot 20 egység Eco RI-
vel és 20 egység Sal I-gyel hasitunk, 200 pl nagy ioncrGs-
ségil pufferben (50 mmoéll Tris-HC, pH 7.5, 1 mmél/1
DTT, 10 mmél/1 MgCl,, 100 mmél/l NaCl), 37 *-on 2
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6rdn keresztiil, DNS-polimerdz nagy fragmentummal
(Klenow) kezeljiik és ligizzal zarjuk, 1ényegében a fent
leirtak szerint. Izoldlunk egy olyan klént, amelybdl a
650 bazispirt tartalmazd Eco RI - Sal I régid torolve van.
A fenti pNS1deltaES plazmid az autentikus NS1-et ko-
dolja.

A pR16NS1 plazmidot ugy 4llitjuk el6, hogy a pUC8
1. kl6njabol szdrmazé 192 bazispdrt tartalmazé Xho
II fragmentumot a pNS1deltaES plazmid Bam HI
helyére illesztjiik, és lényegében a fent ismertetett
mdédon kivélasztjuk azokat a kiénokat, amclyck meg-
felel6 orientdcioban tartalmaznak egyetlen Xho II
betolddst.

APR16NS1-etE. coliban kiénozzuk és kifejezziik, €s
az R16NS1-ct Iénycgében a fentick szerint tisztitjuk,
azzal az eltéréssel, hogy a forralast clhagyjuk.

Az R16NS1 szekvencidja az alabbi:
N-Mect-Asp-Pro-[(Asn-Ala-Asn-Pro),s-(Asn-Val-Asp-
Pro),1,-N227,
ahol n értéke 1 és N227 az NS1-b6l szdrmazd 227
aminosavat jelenti,

A fenti médon el&illitott R16NS1 készitményben az
RI6NS1 a protein-tartalom tobb, mint 80%-4ra becsiil-
hetS, a forralds vagy ioncserélGs lépés nélkil. Az
RI6NS1 meglep6en magas, kozel 25%-at képezi az
Usszes sejt-proteinnek.

6A. példa
R32NS1, R48NS1 és R64NS1 polipeptid

Az R32NS1-et (amelynek szekvencidja az RI6NS1-
ével azonos, és n érike 2) lényegében a 3. példiban
leirtak szerint fejezziik ki E. coliban és tisztitjuk abbdl,
a forralds elhagydsdval. Az R32NS1 az R16NS1-gyel
kozel azonos mértékben képzadik, és tisztasaga is kozel
azonos.

Az R48NS1-ct (amclynck szekvencidja az R16NS1-
ével azonos, €s n értéke 3), €s az R64NS1-et (n értéke 4
az R16NS1 képletében) Iényegében a fentiek szerint
eljarva allitjuk el E. coliban. Az R48NS1 kizel 10%-4t,
az R64ANS1 kozel 5%-at teszi ki az E. coli 6sszcs prote-
in-tartalmanak.

7. példa
NS1R48 polipeptid

A pR48tetgs plazmidot Bam HI-vel hasitjuk és NDS-
polimerézzal (Klenow) toltjiik be a véget, Iényegében a
fent leirt médon. A plazmidot ezutdn Ban II-vel hasitjuk,
afentismertetett médon, ily médon egy 672 bazisparbdl
4llé, 3 Xho fragmentumot hordoz6 fragmentum és 96
bézispdr valik szabadd4 a tetraciklin rezisztencia génbdl.

10 pg pASlideltaEH/801 plazmidot 20 egység Nco
I-gyel hasitunk 200 gl nagy ionerGsségd pufferben,
37 °C-on 2 6rdn 4t, és a véget DNS-polimeréz nagy frag-
mentummal (Klenow) toltjiik be, a fent ismertetett modon.,
Az NS1-ben az Nco I hely a 81. aminosavnak megfcleld
kodonban van. A plazmidot ezutin Ban II-vel hasitjuk a
fent ismertetett modon, ezéltal 1roljilkk a megmaradt NS1
kodonokat és a tetraciklin rezisztencia gén egy részét, €s
pASldeltaEH/801-1 plazmidot kapunk.

A 672 bazisparbdl 4116 Bam HI (betoltott végd) —
Ban II fragmentumot a pASldcltaEH/801-1 plaz-
midba illesztve 4llitjuk el6 a pNSIR48 plazmidot.
A fenti plazmidot az ¢l6zGekben ismertetett modon
fejezziik ki E. coliban. A kapott NSIR48 szekvencidja
az aldbbi:
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N-81N-Asp-Pro-[(Asn-Ala-Asn-Pro)s-(Asn-Val-Asp-
-Pro),1,.T32-C,

ahol 81N az NSI N-tcrmindlis 81 aminosavjdt jelenti, n
ériéke 3, és T32 jelentése a fent megadott. Az NS1R48
az Osszes sejt-protein kodzel 5%-4t képezi.

8. példa
R32N polipeptid .

10 pg pR32NS1 plazmidot 25 egység Hind III-mal
hasitunk, 200 ul puffer-kdzegben, 2 6rén 4t, 37 "C-on,
&s a véget DNS-polimerdzzal toltjiik be, a fent ismerte-
tett médon, pR32NS1-1 plazmidot kapunk. A Hind III
hely az NS1 kédold régidjaban az 5. aminosav-maradé-
kot kédold kodonban van. 100 ng pR32NS1-1-etezutdn
a fent ismertetett moédon ligazzal zarunk. A kapott
pR32N plazmid most egy TAA termindcids kodont tar-
talmaz az NS1 kdédold szekvencia 5. kodonjiban.
A pR32N plazmidot a fentiekben ismertctett médon
hasznéljuk az R32N polipeptid elGallitisdra E. coliban.

Az R32N szekvencidja az alabbi:
N-Met-Asp-Pro-[(Asn-Ala-Asn-Pro) s-(Asn-Val-Asp-
-Pro),1,-NS-C,
ahol n értéke 2 és N5 az NS1 génbdl szdrmazd 5 amino-
savat jelenti. Kdzelebbrdl, az N5 az aldbbi szekvencid-
nak felel meg:

-Asn-Thr-Val-Ser-Ser-C.

Az R32N az E. coli 6sszes proteinjének kozel 5%-at

teszi ki.

9. példa
Antitest-vdlasz — ELISA

Az Rl6tets,, R32tet;, és R48tet;, rekombindns pro-
teineket a fentick szerint tisztitjuk, 0,01 mol/l koncent-
(PBS) dializaljuk, alikvotokra osztjuk és —80 °C-on t4-
roljuk. Az el6allitott proteineket PBS-sel, aluminium-
hidroxiddal (alum) vagy komplett Freund-féle adju-
vénssal (CFA) osszekeverve 0,5 ml-es dézisokat készi-
tiink, amelyek protein-tartalma 50 pg. A CFA-t (GIB-
CO, Grand Island, New York, USA)és antigént PBS-ben
1: 1 ardnyban emulgedljuk, 30 perces keveréssel, me-
chanikus kever6berendezésben. Az alumot gydgyszer-
konyvi tisztasdgi aluminium-hidroxid-gélbdl készitjiik,
PBS-sel végzett higitssal. Az antigént 4 °C-on, 12 6rdn
4t rotacios keverGben keverve adszorbedljuk az alumon.,
A szuszpenziét tovdbbi 12 6ran 4t iilepedni hagyjuk,
majd a feliillisz6 megfeleld mennyiségét lebntjiik, hogy
0,80 mg Al-t és 50 ug rekombindns proteint kapjunk
ddzisonként.

6-8 hetes C57BI/6 egereket (Jackson Laboratorics,
Bar Harbor, Maine, USA) (csoportonként 5 allatot)
szubkutin vagy intraperitoncdlis Gton dsszesen 50 pg
proteinnel immunizalunk. Az 4llatoknak az els§ immu-
nizdlds utin 4 héitel ugyanczen mdédon Gjabb ddzist
adunk, azzal az eltéréssel, hogy azoknak az édllatoknak,
amelyek az immunogént CFA-ban kaptik, az protcint
nem-komplett Freund-féle adjuvdnsban (IFA) emul-
gedlva adjuk. Egy hét elicltével a farok vérezictésével
kapott teljes vért osszegydjtjiik, 4 *C-on megalvaszt-
juk és centrifugdléssal elkiilonitjik és a felhaszndldsig
—80 °C-on taroljuk a szérumokat.

Az cgyes szérumok reakcidképességét egy 16 amino-
savbél 4ll6 szintetikus peptiddel szemben — amely a P.
falciparum CS-protein négy ismétlddé egységének
[(Asn-Ala-Asn-Pro),] fclel meg — enzimhez kotott im-
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mun-szorbens vizsgdlattal (ELISA) vizsgiljuk, Dame és
munkatdrsai [Science 225, 593 (1984)] mddszere sze-
rint. A mikrotitritor lemezek lyukainak bevondsira
marha-szérumalbuminhoz (BSA) kapcsolt szintetikus
peptid antigént hasznélunk. 50 pl (0,1 pg) 0,01 mél/i
koncentracidji foszfautal pufferolt séoldattal (pH 7,0)
(PBS) higitott vizsgiland$ antigént pipettdzunk a po-
lisztirol mikrotitrator lemezek (Immunlon 2 Dynatech
Laboratories, Alexandria, VA, USA) lyukaiba, és egy
¢éjszakdn 4t szobahémérsékleten (kb. 22. °C) tartjuk.
A lyukak tartalmit ezutin leszivatjuk, gatlé pufferral
(BB, amelynek osszetétele: 1,0% BSA, 0,5% kazein,
0,005% timerszol és 0,0005% fenolvérss PBS-ben) tolt-
jiik fel és 1 6rdn 4t szobahdmérsékleten tartjuk. Az egér-
szérumot sorozathigitidsos médszerrel BB-vel higitjuk,
¢és minden egyes Iyukba 50 pil-t mériink bel6le. A leme-
zcket szobahSmérsékleten 2 6ran at inkubiljuk, majd a
lyukakat leszivatjuk, hdromszor mossuk PBS-0,05%
Tween 20 (PBS-TW20) cleggyel és 50 pl, 10% hével
inaktivélt emberi szérumot tartalmazé PBS-sel 1/500-
szorosdra higitott kecske anti-egér IgG-vel konjugalt
torma-peroxidazt. (H+I) (Bio-Rad Laboratories, Rich-
mond, CA, USA) mériink az egyes lyukakba. Egy 6ra
clteltével a lyukak tartalmét leszivatjuk, hiromszor
mossuk PBS-TW20-szal és 150 pl szubsztratot [1 mg
2,2’-azino-di(3-ctil-benztiazolin-6-szulfonsavy/l  ml
0,005% hidrogén-peroxidot tartalmazé 0,1 méi/l kon-
centracidji citrdt-foszfat puffer, pH 4,0, a hidrogén-pe-
roxidot kozvetleniil felhasznalas elStt adjuk a pufferhez]
mériink minden egyes lyukba. Egy Ora elieltével
414 nm-cn meghatirozzuk az abszorpci6t, ELISA le-
mez-leolvasé (Titertek Multiskan, Flow Laboratorics
Inc., McLean, VA). segitségével.

Az R16tet32, R32tc[32 és R48tet32 pollpeplldek mind-
egyike olyan antitest-termelést valtott ki, amely ELISA
tesztben reakcicképes volt. Az R16tets;, 5nmagéban al-
kalmazva, kevésbé volt immunogén tulajdonsigid, mint
az R32tety, vagy az R48iely;. Az alum és a CFA novelte
mind a hdrom taldlmény szerinti eljardssal elGallitott
protein immunogén tulajdonsagit, és még 102 000-en
felili titer esetén is észlelhet§ antitest legaldbb egy
vizsgilatban.

10. példa
Antitest-vdlasz - IFA

A 9. példa szerinti antiszérum vizsgélataink szerint
erésen reagalt autentikus P. falciparum CS-proteinnel,
indirckt immunofluoreszcens antitest vizsgdlatban
(IFA). P. knowlesi, P. cynomologi, P. viva és P. gallina-
ceum elleni reaktivitdst nem tapasztaltunk. Az R32tets,-
vel szembeni antiszérum csekély reaktivitdst mutatott P.
berghei ellen. Ez az eredmény Osszhangban van Hock-
meyer és munkatdrsai [Proc. 3d Int’l, Symp. Immunobi-
ol. Proteins Peptides, szerk. Atassi, M. Z,, Plenum New
York (nyomdzban)] azon megfigyelésével, miszerint a
P. falciparummal szembeni bizonyos Mab-ok reagdlnak
a P. berghei sporozoitokkal IFA vizsgalatban.

A sporozoitokat fert6zott moszkiték nyalmirigyébdl
preparéljuk, Iényegében Bosworth [J. Parasitol. 61, 769
(1975)] médszere szerint, séoldattal vagy 0,5% BSA-t
tartalmazé Medium 199-cel (GIBCO) higitjuk, hemaci-
tométert alkalmazva szdmoljuk és 20005000 sporozo-
it/10 pl értékre higitjuk. 10 pl-es alikvotokat mériink a
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6bblyuki, nyomott IFA-lemez minden egyes Iyukdba,
szobahémérsékleten, levegvel széritjuk és -80 “C-on
taroljuk.

Az TFA-vizsgilatot azzal kezdjiik, hogy 20 ul térfo-
gatd, BB-vel 1/100-szorosdra higitott szérumot szélesz-
tiink a szdritott sporozoitokat tartalmazé IFA-lemez lyu-
kaiba. Nedves kamriban, szobah&mérsékleten, 20 per-
cen 4t végzett inkubalds utdn a szérumoldatokat leszi-
vatjuk és a lyukakat 2 csepp PBS-sel mossuk. Az egyes
Iyukakba ezutdn 20 pl, BB-vel 1 : 40-szeresére higitott,
fluoreszcein-izotiociandthoz kapcsolt kecske anti-egér
antitestct (Kirkegard és Perry, Gaithersburg, MD, USA)
adunk. Szobah6mérsékleten 20 percen 4t tartd inkubdlds
ut4n a lyukakat ismét kimossuk 2 csepp PBS-sel, glice-
rinben tirgylemezre helyezziik és UV-fényben 500-szo-
ros nagyitdssal meghatdrozzuk a fluoreszcenciat.

11. példa
CSP-reakcid

R16tet;;-vel, R32tets,-vel €s R48tets,-vel immunizdlt
egerekbSl szdrmazé szérumok erfs CSP-pozitiv
reakcitkat adnak, amint az az 1. tiblazat adataibdl lat-
hat6. Adjuvins nélkiil alkalmazva csak az R16tets,-re
nem termel6dik olyan antitest, ami pozitiv CSP-reakciot
adna, mig CFA-val vagy alummal egyiitt adva mind a
harom taldlmany szcrinti eljérassal elGallitott protein
olyan antitest-termelést indukal, amely er6s CSP-rcak-
cidkat ad.

1. tgblazat: R16t6t32, R321€t32 és R48tet32
elleni antiszérum CSP-reaktivitisa

Antiszérum
R32tet32

Adjuvéns

Rl16tetsz R48tet3y

0/25(-)
23/25(4+)
25/25(4+)

17/25(2+)
21/25(4+)
25/25(4+)

21/25(4+)
21/25(4+)
16/27(2+-4+)

CFA
alum

40

45

50

55

A CSP-reakcidkat 1ényegében Vanderberg és munka-
tarsai [Mil. Med. 134 (Supp. 1), 1183 (1969)] médszere
szerint hajtjuk végre. 5 pl mintdt, amely 500-1000
moszkitd nyalmirigybdl szdrmazé P. falciparum sporo-
zoitot tartalmaz Medium 199-ben jraszuszpendilva,
mikroszk6p targylemezen 5 pl szérummal keveriink
Ossze, vazclinnal szegélyezett zarGlemezzel lefedjik és
37-°C-on 1 6ran atinkubdljuk. A reakcidt fazis-kontraszt
mikroszk6ppal értékeljiik ki, 400-szoros nagyitast alkal-
mazva. Minden egyes szérum-mintdban 25 véletlensze-
riien valasztott sporozoitot vizsgilunk meg, €s felje-
gyezzitk a CSP-pozitiv organizmusok szimat. A CSP-
reaktivitds mértékét — Vanderberg és munkatérsai fenti
idézett mGdszere szerint meghatdrozva—zardjelben tiin-
tetjiik fel. A (<) érték azt jelenti, hogy nem észlelhets
CSP-reaktivitds; (2+) szemcsés csapadék megjelenését
jelenti a sporozoitok felilletén; (4+) hosszi, fonalszerd
filamentum megjelenését jelzi a sporozoitok egyik vé-
gén. A normdl egérszérum, vagy a csak CFA-val immu-
nizalt egérbdl szarmazé szérum nem valt ki kimutathat6
ménékid CSP-reakcidt, parhuzamos vizsgilatokban.

8-
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12. példa
Hepatocita-blokkolds

A9. példa szerinti szérumokat in vitro invazié-gatlds
szempontjdabdl is megvizsgdljuk, az eredményeket a 2.
tabldzatban ismertetjiik.

2. tdbldzat: P. falciparum sporozoitok HepG2 — A16
¢ hcpatoma sejick elleni invazidjanak gitldsa

Adjuvins Antiszérum

R16 R32 R48
- 46 95 92
CFA 76 92 94
alum 100 100 96

Az eredmények szerint az R32tety, és R48tcts, prote-
inek er6sen blokkol6 hatdsd antitestek képz&dését indu-
kdljak, még adjuvans nélkiil is. Az R16tets, kevésbé
hatdsos er@sen blokkold hatdsua antitestek kivdltasdban,
csak alumhoz adszorbedlva fejt ki megfelelS hatist.
A fenti eredmény Osszhangban van az R16tets,-re ter-
melt antiszérum esetén megfigyelt gyenge CSP-reakti-
vitdssal és alacsony ELISA-titcrekkel.

A sporozoit-invdzid gaudsdnak vizsgalatat te-
nyésztett scjtcken lényegében Hollingdale és munka-
tarsai [J. Immunol. 32, 909 (1984)] médszere szerint
végezziik. Az R16tets,-vel, R32tets,-vel és R48tet;,-
vel immunizélt egerekbdl nyert szérumot azon képes-
sége szempontjabol vizsgiljuk, hogy milyen mérték-
ben tudja meggdtolni A P. falciparum sporozoitok
invaziGjat tenyésztett sejtek ellen. A szérumot a tp-
kozeggel higitjuk és 1 : 20-szoros végs6 higitdsban
(térfogat/térfogat) HepG2-A16  sejitenyészethez
[(Am.J. Trop. Med. Hyg. 32, 682684 (1983)] adjuk.
A tenyészetekhez ezutin 12 00040 000 moszkitd
nyalmirigyb6l nyert P. falciparum sporozoitot adunk
és 5% széndioxidot tartalmazé atmosz{érdban 37 °C-
on 3 6rén it inkubaljuk, Dulbecco-féle foszfattal puf-
ferolt séoldattal (PBS) oblitjiik, metanolban fixaljuk
¢és PBS-sel kétszer oblitjiik.

Azokat a sporozoitokat, amelyek bejutottak a scjt-
be, immunperoxidédz antitest vizsgalattal (IPA) tesz-
szitk lathatévd (Hollingdale és munkatdrsai fent idé-
zett munkéja szerint). Az IPA vizsgélatot igy végez-
ziik, hogy a fixalt tenyészetet elGszor P. falciparum-
mal szembeni Mab-bal (2F1.1, 1asd Dame és munka-
tarsai fent idézett munka4ja) kezeljitk, majd torma-pe-
roxiddzhoz kapcsolt nyil anti-egér immun-globulin-
nal inkubdljuk és 3,3-diamino-benzidinnel megfest-
jiik. A tenyésztett sejtckbe bejutott sporozoitok szd-
mét gy hatdrozzuk meg, hogy megszdmoljuk a teljes
preparatumban a sejten beliili parazitikat, Leitz mik-
roszkdpot hasznélva, 250-szeres nagyitds mellett, s6-
tétkék szinsziirGvel. A vizsgdlatokat vagy két, vagy
harom parhuzamos mintét vizsgalva hajtjuk végre, és
minden egyes sejtienyészethez azonos szamu sporo-
zoitot adunk egy kisérletsorozaton beliil. A gétldst a
taldilmany szerinti polipeptidekkel szembeni immun-
szérum dltal kifejtett sporozoit-invazié %-os csokken-
tésével adjuk meg, normal egérszérum kontrollokhoz
viszonyitva, ahol a CS-reaktiv Mab 2Fl.1 100%-o0s
gatldst fejt ki a sporozoit-invazié ellen, 1/20-as higi-
tisban.
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A taldlmény szerinti eljardssal el6éllitott RLA,
R16NS1 és R32NS1 rekombindns polipeptideket is ha-
sonloképpen vizsgaltuk, ELISA és IFA vizsgalatokkal,
és azt tapasztaltuk, hogy azok hasonléképpen olyan
antitestet indukdlnak, amely reagil a 16 aminosavbdl
4ll6 szintetikus polipeptiddel, és igy pozitiv CSP-reak-
ciét adnak. El6nydsck az R32tet;, és R32LA proteinek,
viszonylagos homogenitasuk, képz6dési szintjik és
konnyi elGallitdsuk kovetkeztében.

A szintetikusan el@allitott vakcindk esetén elsGdleges
fontossagi, hogy a szintetikus immunogénnel szemben
termel6dS antitest felismeri-e az autentikus molekulat,
és vajon az antitest rendelkezik-¢ a megfelel§ védelem
kialakitdsdhoz sziikséges biol6giai tulajdonsdgokkal.
Az immunflureszcencia vizsgdlat és a CSP-reakcio
credménye szcrint az E. coliban termelt polipeptidekkel
szemben képz6d6 antitest reagdl a sporozoit feliiletével,
és igy felismeri az autentikus CS-proteint. Allatkisérle-
tekben és emberben is kimutattdk, hogy a CSP-antitest
jelenléte jelent@sen dsszefiigg a protcktiv immunitissal.
Az atény, hogy a talilmény szerinti eljarassal elGallitott
proteinck ellen termel&dS antitestek gitoljdk a humdn
hepatoma sejtek sporozoitok 4ltali invazidjat in vitro,
igen jelentds. Hollingdale és munkatdrsai (14sd fent idé-
zett munkdjuk) kimutattdk, hogy mind a P. falciparum,
mind a P. vivax elleni Mab-ok, valamint a fenti malaria-
fajok ellen immunis emberekb6l nyert poliklondlis szé-
rum is gatoljak a sporozoit-invaziét. Ezért a sporozoitok
invazié-gatldsanak in vitro vizsgdlata megfelelS vizsga-
lati médszert jelent a protektiv antitestek kimutatdsara.
A fent ismertetett vizsgalatok eredményei Osszességiik-
ben azt mutatjik, hogy a taldlmény szerinti eljardssal
clGallitott vakcindt a humdan gy6gy4szatban P. falcipa-
rum 4ltal okozott fert6zések elleni védelemre hasznil-
hatjuk.

A taldlmény szerinti eljirdssal el@allitott rekombi-
nans proteinck immun-vélasza Freund-féle komplettad-
juvénssal vagy alummal egyardnt novelhetS, amint azt
ELISA-titeriik, feliileti reaktivitisuk (IFA és CSP) és
sporozoit-invazi6t gatl6 hatdsuk vizsgélatakor megalla-
pitottuk. A Frcund-féle komplett adjuvins emberben
nem hasznélhatd, mivel 1dzat okoz, granulomakat valt ki
és tuberkulin-tilérzékenységet eredményez. Az alumot
jelenleg mér bevezetett vakcindkban — példdul a diftéria
és atetanusz toxoid, valamint az egyik legtijabb vakcina,
a Hepatitis B esetén ~ is haszniljik adjuvansként. Haté-
konysdga és a human gy6gydszatban régdta tart6 bizton-
sdgos haszndlata bizonyitott.

13. példa
Vakcina elddllitdsa

A taldlmany szerinti eljards értelmében példaul az
al4bbi médon készithetiink vakcinat.

3%-o0s vizes, pufferolt aluminium-hidroxid-oldathoz
(10 mmél/1 natrium-foszfat, 150 mmél/1 NaCl, pH 6,8;
sziiréssel sterilizdlva) ugyanezen dsszetételd pufferben
oldva adjuk keverés kozben a talalmany szerinti eljaras-
sal elGallitott polipeptidet, a peptidre nézve 100 pg/ml,
az AL*-ranézve 1,0 mg/ml végkoncentracioban. A pH-
t, 6,6 értéken tartjuk. Az elegyet egy €jszakan 4t 0 °C
koriili hémérsékleten tartjuk. 0,005% végkoncentracié-
ban timerszolt adunk hozzad. A pH-t ellenérizziik, és
sziikséges esetben 6,8-ra allitjuk.

Noha a taldlmany szerinti ¢ljarast a fentickben rész-
letesen ismertettiik, beleértve az el6nyds megoldasokat
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is, nyilvanval6, hogy a talilminy oltalmi kérét nem
kivanjuk a fenti megoldédsokra korldtozni, hanem az
ismertctett megoldasok Osszes mddositisai is a taldl-
mény oltalmi korébe tartoznak.

SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljards az ember Plasmodium falciparum fert6zése
ellen véd6 vakcina elGdllitdsdra, azzal jellemezve, hogy
Plasmodium falciparum CS-protein 16-112 Asn- -
Ala(Val)-Asn(Asp)-Pro ismétl6d6 egységét — ahol az
Asn-Ala-Asn-Proismétl6dS egység az dsszes ismétlods
egység legaldbb 80%-at teszi ki — €s kivént esetben
chhez fiiziondlva egy heterol6g peptidet tartalmazé po-
lipeptidet gy6gy4szatilag elfogadhaté hordozéanyaggal
Osszekeveriink.

2. Az 1, igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy polipeptidként a Rtets, polipeptidet, RNS1 poli-
peptidet, NSIR polipeptidet, Rtetys polipeptidet, RG

10

10

15

polipeptidet, RLA polipeptidet vagy RN polipeptidet
keverjiik a hordoz6anyaggal.
3. A 2. igénypont szerinti eljdrds, azzal jellemezve,

hogy polipeptidként a

R16tetgs, R32G,
R32tetg, R48G,
R48tety, R&4G,
R16tets,, R80G,
R32tets,, R112G,
R48tets,, RI16LA,
R64[et32, R32LA,
R80tets,, R16NS1,
R96tets;, R32NS1,
R1 1216[32, R48NS1 N
R16G, R64NS1, vagy
NS1R438, R32N

polipeptidet keverjiik a hordoz6anyaggal.
4, A 2. igénypont szerinti eljirds, azzal jellemezve,
hogy polipeptidként a R32tets, vagy R32LA polipepti-

20 det keverjiik a hordoz6anyaggal.
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