; ’L/.J& I ‘85 * '::' ‘E 5::. :::

L3
ose 2000 coe o»® *ua’

Metazoon parazitdk ellen hatd vakcindk

MALLINCKRODT VETERINARY, INC., Mundelein, IL, US

KIVONAT

A taldlmany tArgydt Gj metazoon parazita antigének, ezeket
kédold nukleinsavak, és ezek alkalmazdsa férgek vagy mas meta-
zoon parazitdk, foéként férgek és izeltldbl parazitdk hazialla-
tokban okozott fert&zéseinek gatldsa. A taldlmany targyat
képezik kiiléndsen az olyan védd metazoon parazita antigének vagy
antigén fragmentumok, komponenseik vagy prekurzoraik vagy funk-
ciésan ekvivalens szarmazékaik, analdgjaik vagy variansaik,
amelyek egy vagy tébb metazoon parazitdval szemben védd antigén
aktivitassal birnak, é&s amely antigén a pepsztatinhoz wvald
kétddésre képes, nativ formdjdban egy integrdns membran protein
vagy protein komplex. A taldlmidny korébe tartoznak aszpartil-
proteinédz-szeri és/vagy neutrdlis endopeptiddz-szerl aktivitas-

sal biré antigének is.
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A taldlmény t&rgydt (j metazoon parazita antigének képezik,
valamint ezek alkalmazdsa férgek, és mis metazoon parazitak
41tal okozott megbetegedések, kidldndsen hézidllatok férgessége
és izeltl4bd parazitikkal valé fertdzottsége ellendrzésére.

A hazidllatok minden faja megfertdzddhet szamos kildnbdzd
parazitdval, ezek koézil a férgek és izeltlabiak sok fajaval, ez
a fertdzddés rendszerint betegséget okoz. Ezen betegségek
némelyike gazdas&gi szempontbél jelentds, példaul a Haemonchus
contortus okozta haemonchosis. A Haemonchus contortus egy olyan
bélféreg (nematéda), amely kildénbdz8 kérddzdk, kdztik birka ol-
tégyomrdban vagy valédi gyomrsdban é18skédik. A fejldds és a ki-
‘fejlett Haemonchus vérsziv6, amely sz&ji részével a gyomor-ny&l-
kahdrtydban a kis vérerekhez tapad. Az él38skdddvel sulyosan
fertdzott birkdk vérik nagy részét elveszit:ik, ami anémidhoz,
satnyuldshoz, é&s gyakran pusztuldshoz vezet. A Haemonchosis
déntden a vilag trépusi és szubtrdpusi részeiben jelentkezik,
mivel a nem-parazita életszakaszdban a mezdkén fellelhetd H.
contortus az alacsony hdmérsékletre érzékeny, é&s gyakran nem éli
til a mérsékelt éghajlati telet.

Gazdasdgi szempontbdl nagy jelentdséggel birnak a nem-vér-
szivé nematdddk, az Ostertagia ostertagi és az Ostertagia
(Teladorsagia) circumcinta is (az O. circumcincta a legljabb
osztalyozds szerint T. circumcinta, bar ez az G4j név sem terjedt
még el széleskdrlen). Az O. ostertagival és O. circimcinctaval
fert3zott marha és birka nem fejlddik j6l1, kezelés hidnyéban
elpusztulhat, az Ostertagiosis az &dllattenyésztésben problémdkat
okozd féregfertdzések legnagyobbikdnak egyike.

Tovabbi, gazdasdgi jelentdséggel biré parazita férgek az



alabbi féregcsaladok kérébe tartozd kilénbdzd fajok:
Trichostrongylus, Nematodirus, Dictyocaulus, Cooperia, Ascaris,
Dirofilaria, Trichuris, Strongylus, Fasciola, Oesophagostomum,
Bunostomum é&s Metastrongylus. A haszon&llatokon kivil a kedvte-
1ésbdl tartott hézidllatok és emberek is megfertdzddhetnek, ez
nem ritk&n végzetes kifejlettel jar, igy a féregferthések vi-
lagméretd jelentdséggel bird problémit okoznak.

A tovabbi, jelent&séggel birdé metazoon parazitdk korébe
tartozik szamos izeltlabd faj, kildéndsen a pbkfélék és a rovarok
osztdlyaiba tartozék, fdéként az ektoparazitdk, példaul a
vérszivé (haematophagous) rovarok (példdul az exopterygota és
endopterygota rovarok koérébe tartozék), a fémzdld dobéglegyek
(Lucilia) és a kullancsok.

Kilén emlitést érdemelnek ebbdl a szempontb6l a kdvetkezd
kullancsfajok: Boophilus spp, Amblyomma Spp, Argas Spp,
Rhipicephalus spp, Hyalomma spp, Ornithodorus spp, Dermacentor
spp, Ixodes spp; legyek, kildndsen a Lucilia spp. és 1légyéalcak,
szivé- és csipd legyek példdul a Stomoxys calcitrans, Oestrus
ovis, Hydrotaea irritans, Gasterophilus spp, Simulium spp,
Lyperosia irritans, Haematobia spp, Tabanus spp, Chrysomyia spp,
Calliphora spp, Phlebotomus spp, Glossina spp, Hypoderma spp,
Dermatobia spp és Cochliomyia spp, tetvek, példdul Haematopius
eurysternus, Linognathus wvittuli, Solenopotes capillatus,
Linognathus ovillus és Menacanthus spp, atkdk, példaul Psoroptes
spp, Demodex spp, Sarcoptes sSpp, Chorioptes spp, Psorergates
spp, Dermanyssus Spp, Ornithonyssus spp, Otodectes spp és
Notoedres spp: bolhdk, példaul Ctenocephalides canis és C.

felis; kullancsok, példdul Melophagus ovinus és poloskak,



példdul Cimex spp.

pParazita hatdsaikon tdlmenden a vérszivé rovarok kdzil szé-
mos gybgyaszati és 4llatgybégydszati szempontbdl is jelentdséggel
bir kilénbdz8 patogének, példdul patogén protozodk vagy virusok
stvitele szempontjabél. Az 4llattenyésztdket év mint év jelentds
veszteség éri a vérszivé izeltlabidak és az altaluk kozvetitett
betegségek kovetkeztében.

A legeldn nevelt &llatdllomany féreg- és izeltl&bld parazi-
tsinak szabdlyozdsa jelenleg elsSsorban anthelmintikumok,
endektozidok és/vagy inszekticidek alkalmaz&sin, és ezzel egyut-
tesen legel$-kezelésen alapszik. Ezek az eljardsok gyakran nem
kielégitdek, részben annak folytdn, hogy a gydgyszert gyakran
kell haszndlni, részben, mivel egyre elterjedtebb az anthelmin-
tikumok és izeltl&btGak elleni hatbanyagok ir4nti rezisztencia,
tovabba, mivel a megfeleld legeld-kezelés bizonyos gazdasagokban
gyakran nem lehetséges, és ahol lehetséges, ott is gdtat szab a
hozzaférhetd legel8tertulet legjobb kihaszndlaséanak.

Kisérleteket tettek hazidllatok parazitainak immunolégiai
médon valdé szabdlyozdsdra. Kevés kivétellel (példaul a marha
tiddféreg, Dictyocaulus viviparus) ez nem bizonyult lehetséges-
nek, és napjainkban nem létezik kereskedelmi forgalomban besze-
rezhetd vakcina a kérddz8k gasztrointesztinalis nemat6dai, pél-
ddul a Haemonchus és az Ostertagia, valamint a f£& izeltlabd
parazitdk ellen.

Az utdbbi években azonban megjelent néhdny kdzlemény, ame-
lyekben Haemonchusbdl izoldlt Gj fehérjéket ismertetnek, amely
fehérjék nemcsak Haemonchus ellen lehetséges védd antigének,

hanem a h&zidllatok ezzel rokon endoparazitdinak egy koére ellen



is [ismertetésik az Emery és Wagland, Parasitology Today 71 347-
349 (1991) szakirodalmi helyen szerepel].

A contortint, amely a Haemonchus contortus bélsejtjeinek
luminalis felliletével kapcsolatos csavarvonalas polimer extra-
celluldris fehérje, elsdként Munn [Tissue and Cell, 9, 23-34
(1977)1 irta le, és azt ismertette, hogy ha a nyers extraktumot
nagy dézisban (néhany mg mennyiségben) adagoljdk, ez védelmet
nyijt béaré&nyoknak haemonchosissal szemben [Munn, Parasitology
94, 385-397 (1987)]. A beinjektalt készitmény nagy dbézisa és
szennyezettsége folytdn nem volt egyértelmd, hogy ezekben a
vizsgdlatokban a védelem valéban a contortinnak magénak vagy
mis, a vakcina szennyezdiként jelenlévd antigéneknek koszdnhetd-
e. Tovabbi vizsgdlatok mutattdk ki, hogy az ilyen contortin ké-
szitményekkel immunizdlt birkédkban antitestek vannak jelen H110D
bél membrén protein dublett ellen. A késdbbiekben kimutatték,
hogy nagy tisztasdgd H110D kis dézisaival immunizdlt birkak
(néhdny 100 upg-mal) lényegében védettek voltak haemonchosissal
szemben [Munn, WO88/00835 kdzzétételi szami PCT szabadalmi lei-
ras, és Munn é&s Smith, WO090/11086 kdzzétételi szami szabadalmi
leirds] . Napjainkban a H110D t{inik a legigéretesebb vakcinanak
Haemonchus ellen. Felismertek egy harmadik Haemonchus bél
membrén fehérjét is, amely védd antigén tulajdonséagokkal bir,
ennek elnevezése H45 [Munn és Smith, W090/11086 kobzzétételi
szamd PCT szabadalmi leiréas].

A szakirodalomban kevésbé sikeres kisérletekrdl is
beszamolnak védd antigének kimutatésdra Haemonchusban és mas
féregfajokban. igy példaul kifejlett Haemonchusb6l izolaltak egy

45 kD membran glikoproteint, amely a fenti parazitaval fertdzott



tengerimalacokban immunogénként alkalmazva a férgek szamat
tekintve 50 %-os védettséget eredményezett (Sharp, Wagland és
Cobon, WO092/13889). Ezt a hatést birkdkban nem irtdk le. Nem
jeldlték meg ennek az antigénnek a féregben valé természetes
elhelyezkedését, és nincs arra vonatkoz6é utalds, hogy ez egy
luminslis bél felileti protein lenne. Jbéval szennyezettebb
(nyers) Haemonchus membran extraktum frakcifkat - amelyek szinte
biztosan tartalmaztak H110D-t - alkalmaztak birkdkon, a peték és
férgek szamdnak 88 és 75 $-ig terjedd mértékd csbkkenésérdl
szamoltak be, de nem adtak informiciét az egyes csoportok mére-
tét, illetve a birk&k kozdtti varidciét tekintve. A Haemonchus
contortus természetes koérilmények kozdtt nem 818skddik tengeri-
malacon. Ahelyett, hogy néhény hétig tart6zkodndnak a tengeri-
malacon, amint az a természetes gazdaallat, a birka esetén eld-
fordul, a tengerimalac Haemonchus fert8zése jelentSsen lerdvi-
dal, szinte minden féreg kiuril a fert&zést kovetd 5. és 7. nap
kdzott, mieldtt a kifejlett allapotot elérné [Wagland,
Abeydeera, Rothwell és Ouwerkerk, International Journal for
Parasitology 19, 301-305 (1989)]. A W092/13889 kozzétételi szami
szabadalmi leirdsban ismertetett tengerimalac modell esetén az
sllatokat a fertdzést kovetd 5. vagy 6. napon lellték, 1igy a
vakcindlt és a kontroll &llatok kozdtt jelentkezd béarmely ki-
16nbség csak a kilirilési jelenség 1 vagy 2 napos felgyorsulésat
tikrdzi. Ez az igen kis eltérés kialdnbdzik a taldlmany szerint
birkakon kapott eredményekt8l (ladsd még a wo88/00835 és a
WO090/11086 kodzzétételi szami, az eldzGekben emlitett szabadalmi
leiradsokban), és kétségessé teszi ennek a laboratériumi &llat-

modellnek ebben az Osszefiiggésben valdé értékét. Ezt a kétséget



hangsilyosabbi teszik a leirds késdbbi részében kdvetkezd kisér-
letek, amelyekben azt talaltuk, hogy Haemonchus membran
extraktum bhzacsira lektint k&t8 frakcibja erds védbhatassal
birt birk&kndl, mig egy lényegében hasonld készitményt a
W092/13889 kozzétételi sz&mi szabadalmi leir4sban tengerimalac
modellen mikddésképtelennek irtak le.

A WO89/00163 kdzzétételi szA&mi szabadalmi leirasban egy
41kD proteint kb&dolé gén klbnozésat és expresszi6jat irtdk le
Trichostrongylus colubriformisb6l, amely ugyanannak a taxonémiai
csaladnak tagja, mint a Haemonchus, é&s birkéak vékonj/belében
618skdd8 parazita. A proteint nem jellemezték, és mig a gént ki-
fejezd rekombindns organizmusb6l szdrmaz6 proteinnel vakcindlt
birkakrél azt irtdk le, hogy kontroll birkdkhoz képest
Haemonchus provokdciét kovetSen csdkkent pete- és féregszamot
mutattak, ez a csdkkenés statisztikailag nem volt szignifikéns,
és ha csak nem fejlesztik, a nyGjtott védelem mértéke széleskoOrd
felhasznilast tekintve nem kielégitden hasznos.

A kézelmiltban egy vizoldhatdé cisztein protedzt izolaltak
Haemonchus contortusbél, és az ezt kifejezd gént klénoztdk és
kifejezték [Cox, Pratt, Hageman és Boisvenue, Molecular and
Biochemical Parasitology 41, 25-34 (1990)]. Ennek a proteaznak a
molekulatdmege redukdld korilmények mellett végzett SDS-PAGE
(natrium-dodecil-szulfétot tartalmazé poliakrilamid gélen vég-
zett elektroforézis) szerint 35 kD, bar azonositottak egy 37 kD
molekulatémegi erSsebben glikozildlt véltozatot is. Felté-
telezték, hogy ez a protedz, amely 4&llitdlag a fibrinogént
bontja, wmegakadilyozza, hogy a gazdadllat vére a Haemonchus

taplalkozdsa idején megalvadjon, feltehet8leg egyarant fokozva



ezzel a taplalék-vér fogyasztdslt és emésztését. Azt dllitotték,
hogy a nativ cisztein protedzban ddsult frakcié6 néhany 100 ug-
j4val ismételten injektdlt birkdk védettek voltak Haemonchussal
szemben, mivel 2500 Haemonchus l&rvaval valé provokalédst kove-
t8en székletik peteszdma és féregszém-terhelésik kisebb volt,
mint a kontroll birk&ké [Boisvenue, Stiff, Tonkinson, Cox és
Hageman; Proceedings of the VIIth International Congress of
Parasitology, 1990, 475. oldal). Ezen vizsgilatok részletei -
amelyeket a 408 339 é&s a 487 181. szamd amerikai egyesult &alla-
mokbeli szabadalmi leir&sokban tettek koézzé - felfedik, hogy a
vakcindlt és a kontroll csoportok féreg és peteszamiban jelent-
kez& aktualis kuldénbségek minimdlisak voltak, statisztikailag
nem voltak szignifikénsak.

Egy 44 kD-os protedzt tisztitottak harmadik larvadllapoti
Haemonchus vedlést eldsegitd folyadékdbél [Gamble, Purcell és
Fetterer, Molecular and Biochemical Parasitology 33, 49-58
(1989)]. Ezt a protedzt, amelyet metalloprotedzként hataroztak
meg, a pepsztatin nem gédtolta, a protedz vedlést kozvetit, védd
funkciéjat nem vizsgdltdk. Maki és Yanagisawawa [Journal of
Helminthology, 60, 31-37 (1986)] karboxil (aszpartil) és tiol
protedz aktivitasokat irtak le kifejlett Schistosoma mansoni,
Dirofilaria immitis, Angiostrongylus cantonensis és Ascaris suum
esetén. Azonban nem frakciondltdk ezt az aktivitdst kifejtd
anyagot, nem hatdroztdk meg molekulatdmegét, és nem tettek ki-
sérletet annak meghatdrozdsdra, hogy ez egy lehetséges védd
antigén lehetne-e.

Harmadik l&rva &llapotd O. circumcincta-bél egy 31 kD-os

glikoproteint izol&dltak [McGillivery, Young, Riffkin és Adler,



International Journal for Parasitology 19, 473-478 (1989)]. Az
ezzel a glikoproteinnel immuniz&4lt Dbirkdk részben védettek
voltak fertdzéssel szemben (W091/01150) .

T. colubriformis kilsd és belsS elvdlasztasi nedveibdl két
alacsony molekulatémegd, egy 11 és egy 17 kD-os proteint
jzoldltak [Savin é&s munkatdrsai, Molecular and Biochemiocal
Parasitology 41, 167-176 (1990) ; Dolpheide és munkatérsai,
Molecular and Biochemical parasitology 45, 101-108 (1991)].
Ezeknek az antigéneknek birkak T. colubriformissal valdé provo-
k4lss elleni immunizilasara valé haszndlata sordn alacsony és
valtoz6é mértékd védelmet észleltek (Emery és Wagland, 1991).

Ami az izeltl&blG parazitakat jlleti, a szakirodalomban még
kevesebb kbézlemény szerepel vakcindldsi javaslatokra vonatko-
z6an, é&s ezek is f&ként marha kullancsaira, kaléndsen a
Boophilus microplus kullancsra vonatkoznak. igy Johnson és
munkatdrsai azt a feltételezést javasolték, hogy B. microplus
ellen védd antigének lennének talilhaték felndtt ndstény
kullancsok extraktumaibdl szarmazé oldhaté és oldhatatlan frak-
cidkban egyarant [Johnson és munkatdrsai, Int. J. Parasitol,
16(1); 27-34 (1986)]. Az azéta megjelent kdzleményekben javasol-
tak marhdknak kullancsok ellen valé immunizaldsat kifejlett
kullancsok belébdl szarmazd extraktumokbél, kullancs larva
extraktumokbél és nydlmirigy komponensekbdl szdrmazd kullancs
antigének alkalmazasaval [14sd példdul a Willadsen és munkatar-
sai, Int. J. Parasitol 18(2), 183-189 (1989) ; Wong és munkatar-
sai, Parasite Immunology, 12, 75-83 (1990) ; Jackson és munka-

tirsai, Parasite Immunology, 2, 141-151 (1990) szakirodalmi

helyeken] .
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Folyamatos igény &ll1 fenn Gj és javitott metazoon parazita
elleni vakcindk ir&nt, kaldndsen olyan vakcindk irént, amelyek a
férgek és/vagy izeltl&bd fajok széles kore ellen hatasosak.

A taldlminy ezt az igényt kielégitd 4j antigéneket nydjt
metazoon parazitdk elleni vakcindk céljara, kiléndsen férgek és
mias metazoon parazitdk &ltal okozott megbetegedések szabdlyozé-
sidra szolgdld Yéd6 immunogének céljéira.

Kdzelebbrdl, a taldlminy alapjdt az a felismerés képezi,
hogy a H. contortus bele egy proteolitikusan aktiv glikoprotein
komplexet tartalmaz, amelyet H-gal-GP-ként neveztink el (a
Haemonchus galaktéz-tartalmi glikoprotein kifejezés réviditése-
ként), és amely képes &llatoknak immunitéds nylGjtédsara Haemonchus
és rokon parazitdk ellen. A H-gal-GP-vel analdg glikoprotein
komplexeket, amelyeket Oo-gal-GP é&s Oc-gal-GP réviditéssel jeld-
lank, izol&ltunk Ostertagia ostertagi és Ostertagia circumcinta
extraktumokbdl, hasonlé proteolitikus aktivitdst figyeltink meg
mas férgekben, példdul Trichostrogylusban. Az ilyen komplexek a
membranbdl, amelynek integréns részei, felszabaditva, példaul
detergensek, igy példdul Triton X-100 alkalmazasaval, Gjak, és
féreg-fertdzések elleni vakcindk gyartasara alkalmazhatdk. A
férgekben jelenlévd enzimek megfigyelhet8k mis metazoon parazi-
takban, példaul a fémzdld doglégyben is.

Egy tovédbbi szempontjat tekintve a taldlmany egy védd
metazoon parazita antigént vagy antigén fragmentumot, komponenst
vagy egy prekurzordt é&s funkciésan ekvivalens szarmazékat,
analégjat vagy variansat nyajtja, amely védd antigén
aktivitdssal bir egy vagy tdbb metazoon parazitédval szemben,

erre az antigénre az jellemzd, hogy



a) proteolitikus aktivitéssal bir;

b) nativ formi&j&ban a parazita belének bél kefeszegélyében
jelenlévd integréns . membrédn protein vagy protein komplex;

c) pepsztatin kotésére képes; és

d) Dbizacsira lektin és R-kOtés N-acetil-galaktb6zamin
specifikus lektinek koétésére képes.

A taldlminy t&rgya tovdbbd védd antigének és antigén frag-
mentumok, komponensek vagy prekurzoraik és funkciésan ekvivalens
szarmazékaik, analbégjaik vagy varidnsaik alkalmazdsa metazoon
parazitdk elleni immunvilasz stimuldldsdra emberben vagy nem-em-
berben, eldnydsen emldsben, kildndsen eldnydsen kérddzdben,
dllatban.

A kérdéses antigén prekurzora lehet egy nagyobb protein,
amelyet példdul proteolizissel feldolgozva nyerjik magat az
antigént. Az ilyen prekurzorok lehetnek zimogén formajaak, azaz
az enzim inaktiv prekurzorai, aktivalhatdék proteolitikus
hasit&ssal, példdul a pepszin/pepszinogén rendszer analégidjéra,
vagy lehetnek a véralvadas-kaszkddban érintett j6l ismert
zimogének.

A taldlmény szerinti Gj antigéneket a természetes immuni-
tasi allatokbdl szarmazd szérum nem ismeri fel. Mas szdval, ezek
az antigének normalisan, nativ formdjukban nem hozzaférhetdek a
fertdzo6tt gazdadllat immunrendszere szamdra, igy "titkos", "rej-
tett" antigének.

Ami a taldlmlny szerinti Gj antigének lektinkétd tulajdon-
sdgdt illeti, a Con A-hoz, a borsdé és a Lotus lektinekhez vald
kotddés, amely megdllapitdst nyert, manndéz és/vagy fukbz egysé-

gek jelenlétét jelzi. Az, hogy ezek az antigének nem kot8dnek
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Datura és Bandeiraea lektinekhez, azt jelzi, hogy nem tartalmaz-
nak N—acetil-glﬁkézamin—tartalmﬁ szerkezeteket, de, mint azt az
eldz&ekben emlitettik, az N-acetil-galaktézamin fajlagos lekti-
nekhez, kiléndésen a R-kotésd N-acetil-galaktézamin fajlagos
lektinekhez valé koétddés hangsilyozott, kidlonbsen a fdldimogyord
és a jakalin lektinekhez vald kdtddés.

Ami a proteolitikus aktivitast illeti, mig ez &ltalénos
protedz szubsztrédtok, példaul azokollagén, azokazein, hemoglobin
6s zselatin alkalmazdsdval kimutathatS, tobb fajlagos aktivitéas
is észlelhetd volt, legjelentdsebb azonban az aszpartil-pro-
teindz-szerli és a neutrdlis-endopeptiddz-szer aktivitas. Igy
példdul mind a H-, mind az O0-gal-GP készitményekben, mind a fér-
gekben, példaul a Trichostrongylusban kimutattunk aszpartil-pro-
teindz-szer aktivitdst. A taldlminy szerinti antigéneket tar-
talmazé extraktumok tartalmaznak neutrdalis endopeptidaz-szerd
aktivitast. Tovabb&a, ami a H-gal-GP fajlagos antigént illeti, a
H-gal-GP-t k&dold cDNS k1én eldzetes nukleotid szekvencia adatai
jelentds homolégiit mutatnak az ismert neutrilis endopeptidaz
enzimekkel.

Igy - k18nbdz8 szempontokbdl tekintve - a taldlmany egy
védd metazoon parazita antigént vagy antigén fragmentumot, kom-
ponenst vagy ezek prekurzorat és funkcibsan ekvivalens szarma-
zékaikat, analégjaikat vagy varidnsaikat biztositja, amelyek vé-
dd antigén aktivitdssal birnak egy vagy tobb metazoon parazi-
tival szemben, erre az antigénre az jellemzd, hogy aszpartil-
—proteinéz—szerﬁ'és/vagy'neutrélis—endopeptidéz—szerﬁ?aktivitésal
bir, és nativ formdjéban integrans membrin protein vagy protein

komplex.



A taldlmdny szerinti antigének egy tovabbi f£3& jellemzdje,
hogy pepsztatinhoz koétddnek. A pepsztatin j6l ismert aszpartil-
protedz inhibitor, és kisebb mértékben azt is kimutattdk réla,
hogy  membrén metallo-endopeptidézokhoz, kdztik  neutralis
endopeptidizhoz koétddnek.

Azt talaltuk, hogy a Haemonchus, Ostertagia és
Trichostrongylus proteolitikus aktivit&s&dt pepsztatin gatolja. A
taldlmany tovdbbi szempontja ennek megfelelden védd metazoon
parazita antigének vagy antigén fragmentumok, ezek komponensei
vagy prekurzorai, és funkcibésan ekvivalens szarmazékai, analég-
jai vagy varidnsai, amelyek egy vagy tdbb metazoon parazita el-
len védd antigén aktivitdssal birnak, amely antigénre az jel-
lemzd, hogy pepsztatinhoz vald koétddésre képes, és amely nativ
formdjaban integr&ns membr&n protein vagy protein komplex.

Izoelektromos fékuszdlassal a taldlmany szerinti
glikoprotein antigének izoelektromos pontjat (pI) pH 2 és 7,5
kdzdttinek taldltuk.

A taldlmény szerinti antigéneket poliakrilamid gél elektro-
forézissel (PAGE) vizsgdltuk. Ezek a vizsgalatok eltérd viselke-
dést mutattak redukdldé és nem-redukdld gélek alkalmazasakor. Ku-
l6ndésen a nem-redukdld géleken megjelend nagyobb sivok hasadnak
szét kisebb savokka redukald koérilmények mellett toOrténd ismé-
telt elektroforéziskor. Amint azt a késdSbbiekben részletesebben
ismertetjik, a proteolitikus és védd antigén aktivitds egyedi
vagy Osszetett s&vok proteinjeinek tulajdonithatd, bar bizonyos
sdvok "aktivabbak" lehetnek a tdbbinél. Lehetséges, hogy a ta-
lalmany szerinti antigének multimer enzim komplexek.

A H-gal-GP antigén PAGE vizsgdlatdnak eredményeit az 1.
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példdban irjuk le részletesen. Ennek megfelel&en a taldlmany
szerinti antigének (és fragmentumaik vagy komponenseik) egy eld-
nyds sziikebb korét alkotjdk az 1. példdban leirtak, valamint
ezek funkciésan ekvivalens sz&rmazékai, analdgjai és variansai,
beleértve a mids nemzetségekbdl vagy fajokbbl szdrmazd analégokat
is. Igy a taldlmény szerinti antigének eldnyds kore feldleli a
Haemonchus-b&1 és mas metazoon parazit&kb6l izol&lhatd, SDS-PAGE
elemzéssel az 1. t&blizatban bemutatott molekulatdmegd antigéne-
ket.

A H-gal-GP antigén esetében a vVvédd antigén aktivités
bizonyos protein-sdv komponensekkel bizonyult kapcsolatosnak,
kildndsen azokkal, amelyeket részletesebben a 7. példa 5. vizs-
gdlataban ismertetink.

gy a taldlmany targyadt képezi tovabba egy védd metazoon
parazita antigén vagy antigén fragmentumok, komponensek vagy
prekurzoraik, és funkciésan ekvivalens szarmazékaik, analdgjaik
vagy varidnsaik, amelyek egy vagy toébb metazoon parazita ellen
védd antigén aktivitdssal birnak, amely antigén a Haemonchus sp.
belébdl nyerhetd integrdns membrdn protein vagy protein komplex
vagy annak része, és amelynek molekulatémege SDS-PAGE (natrium--
dodecil-szulfdtos gélen végrehajtott poliakrilamid gél elektro-
forézis) révén 5 %-os gélen, nem redukdld koérilmények kozot
meghatdrozva mintegy 190 - 205 kD, é&s SDS-PAGE révén 10 %-os gé-
len nem-redukdld kortlmények kézdtt meghatdrozva mintegy 35 vagy
45 - 50 kD.

A taldlmdny koérén beldl kilénds érdeklddésre szamottartd
metazoon parazitdk koérébe kildénésen a férgek és az izeltlaba

parazitdk tartoznak, az utdbbiak esetén f8ként a vérszivd rovar
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parazitdk, marhdk kullancsai és légylarva-betegséget 0kozo
legyek. Az ilyen férgek és izeltléabi parazitdk példdiként tdbbek
k&zdtt az eldz8ekben felsorolt kildnféle fajokat emlithetjik.

A "védd antigén" megjeldlésen az olyan antigéneket értjik,
amelyek egy a gazdaszervezetet védd, azaz immunogén immunvalasz
kivaltasdra képesek, azaz a gazdaszervezetnek egy olyan valaszéa-
ra, amely immun-hatédsG molekulék, antitestek vagy sejtek létre-
jéttére vezetnek, amelyek gdtoljék vagy eldlik a parazitédkat, és
ez&dltal "védik" a gazdaszervezetet vagy a gazdafajokat a kli-
nikai vagy szubklinikai kérokt6l és termékenységik elveszésétdl.
Az ilyen védd immunvalasz koézdnségesen antitestek képzddésével
valésulhat meg, amely antitestek képesek a parazita metabolikus
funkciéinak gédtlé&sdra, annak elsatnyuléséra, petetermelésének
hisnydra és/vagy pusztuldsdra vezetnek.

Bizonyos metazoon parazitdk esetén, nevezetesen férgek és
olyan ektoparazitdk esetén, amelyek obligdt téplédlkozék, példaul
tetvek és atkdk, vagy olyanok esetén, amelyek a gazdaszervezeten
egy bizonyos id&tartamon &t tépldlkoznak, példaul fémzéld dog-
legyek, bdglydk, bivaly-legyek és kullancsok, a gazdaallatot vé-
d3 immunvalasz ezeknek a parazitdknak a pusztuldsdt, legyengu-
1ését és/vagy a fertdzott &allatbdl vald kilizését eredményezi.
Mas széval, a fertdzdétt &llat parazita terhelése csdkken, és a
fert8zott 4&llat oOnmaga kozvetlenil élvezi haszndt sajat
immunvalaszanak. Mas esetekben azonban "epidemiolégiai" hatés
figyelhetd meg, amelynek sordn a gazdaszervezet nem feltétlenul
maga élvezi sajat immunvdlaszénak haszndt. Példaul egy adott
terilet parazitdinak populdciéja csdkkenhet és/vagy legyengilhet

annak koévetkeztében, hogy immunizdlt gazdaszervezeten tédplalko-



- 16 -

zik, ez a gazdaszervezetek késObbi csorddinak/nydjainak védelmét
szolgdlja. Az immunizdlas tobb szezonon at valé folyamatos
fenntartdsa a parazita kérok 4&ltal vald fenyegetettség
csokkenéséhez vezet. Ez kildéndésen igaz izeltlébl ektoparaziték,
példdul kullancsok és legyek esetén, amelyek a gazdadllaton vald
t4plélkoz&s utdn gyorsan t&vozhatnak. Ily médon a parazitdk
d41tal elfogyasztott antitestek azt ko&vetSen fejthetik ki
hat&sukat a parazitdra, miutdn az a gazdadllatot elhagyta, és
ezek a parazidt elpusztitjék, legyengitik vagy megtermékenyi -
tésiiket csdkkentik, igy a gazda&llatok mis csoportjat védik.

Amint azt a késdbbiekben részletesen ismertetjik, a taldl-
many szerinti antigének védd, immunogén aktivitédsat mutattuk ki.
Tovabb4&, kimutattuk, hogy ez a védd aktivitds fennmarad, ha az
antigéneket denaturdljuk, példaul disszocidléds és/vagy redukalés
révén. Valéjsban, amint azt az el&zdekben emlitettik, a
Haemonchus antigén komplex bizonyos komponensei bizonyultak ka-
16ndésen védd hatéastnak.

Mas szempontbél tekintve, a taldlmdny tdrgya egy vagy tdbb
metazoon parazita ellen védd antigén aktivitassal bird, az
el8z8ekben meghatdrozott taldlmdny szerinti metazoon parazita
antigén, komponensei, fragmentumai, prekurzorai és funkcidsan
ekvivalens szarmazékai, analégjai vagy variénsai alkalmazasa
olyan vakcina kompozicié eldadllitasara, amely emberben vagy nem-
_emberben, el&nydsen emlésben, kiuldénésen eldnydsen kérddzdo
41latban metazoon parazitdk elleni immunvdlasz kivaltasara
szolgél.

A taldlmany tArgyadt képezi egy metazoon parazitdk ellen

emberben vagy nem-emberben, eldnydsen emlds allatban immunvéalasz



kivalt&sdra képes vakcina kompozicid, amely egy vagy tobb eldzd-
ekben leirt antigént vagy komponensét, fragmentum&t, prekur-
zorat, funkciébésan ekvivalens sz&rmazékdt, analdgjat vagy varian-
sit tartalmazza, amely egy vagy tobb metazoon parazita elleni
védd anﬁigén aktivitéassal bir, a kompozicidé tartalmaz még gyd-
gyaszati szempontbél elfbgadhaté hordoz6- vagy higitbanyagot,
tovdbbd a taldlmany tAargyadt képezi egy eljdr&s metazoon
paraziték elleni immunvilasz fokozésédra emberben vagy nem-ember-
ben, eldnydsen emlds &dllatban, amely eljaras abban &ll, hogy az
emlitett &dllatnak az eldzdekben ismertetett vakcina kompozicidt
adjuk be.

Amint azt az el8zdekben leirtuk, a tal&lmany oltalmi kdrébe
tartoznak az Gj glikoprotein antigének funkciésan ekvivalens
szdrmazékai, analdégjai és varidnsai. A "funkcibsan ekvivalens"
megjeldlésen . a nativ enzim proteinekbd8l szarmazd Qagy
azzal rokon : .otei. ket értink, amelyeknek aminosav szekvencidja
egy vagy toébb aminosav helyettesitéssel, hozz&addssal és/vagy
kiiktatadssal mdédositott, tovabbad olyan szekvencidkat, amelyek
aminosavjai kémiailag médositottak, beleértve ebbe a deglikozi-
1414st és glikozilalast, és amely proteinek ezen valtozasok el-
lenére védd antigén aktivitdsukat megdrzik, példaul képesek a
gazdaszervezetet védd antitestek és/vagy funkcidés immunités
kivaltdsdra a parazitdkkal szemben. Az ilyen funkcidsan ekviva-
lens variansok el8&fordulhatnak természetes bioldgiai varién-
sokként vagy ismert eljardsokkal eldallitott formédban. Példaul
funkciésan ekvivalens rekombindns proteinek eld4llithatdk
nukleinsavak ismert enzimes hasitdsdval és/vagy ligdléaséaval,

hely-specifikus mutdciéval vagy random mut&cidval. Amint azt az
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al&dbbi példéakban részletesen bemutatjuk, a H-gal-GP és az O-gal-
-GP analdég antigén komplexekre vald hivatkozéssal, az ilyen
funkciésan ekvivalens analdgok kildénbdz8 parazita fajokban
eldfordulhatnak.

A taldlmany szerinti antigének egy sor metazoon parazita
fajbél kinyerhetdk, ezek kd6z& tartoznak példdul a Haemonchus,
Ostertagia és Trichostrongylus nematé6ddk. (A kétségek kiz&rédsa
érdekében, az "Ostertagia" kifejezésbg, amint azt a leirésban
haszndljuk, a Teladorsagia sp. is beletartozik) . Eldnydsek azok
az antigének, az Ugynevezett nszéles spektrumi" antigének,
amelyek a gazdaszervezetben azon parazita elleni védd immunva-
lasz kivalt&san tilmenden, amelybdl izo0l4l4s révén szarmaznak,
mas parazitdk széles kore elleni védd immunvalasz kivaltésara is
képesek. Igy példdul a H-gal-GP Haemonchus glikoprotein komplex
védelmet nydjt az Ostertagia nematédak kildénbdzd fajaival
szemben is, és ez forditottan is fennall.

Amint azt az el8z8ekben emlitettik, az egyik méd, amelynek
révén a taldlmdny szerinti antigének védd hatédsukat a gazda-
szervezetre kifejtik, abban &11, hogy olyan gatldé antitestek
létrejottét valtjdk ki, amelyek gitoljdk a parazita szaporoda-
sat, fennmaraddsit és/vagy kifejlddését. A talalmény egy tovabbi
korét képezik az ilyen antitestek és antigén-kotd fragmentumaik
(példdul az F(ab)z, Fab és Fv fragmentumok, azaz az antitest
nvaridbilis" régiéjanak fragmentumai, amelyek az antigén-kotd
helyet foglaljak magukban) , ezek lehetnek  mono- vagy
poliklondlisak, tovdbbad a talalmany kdérébe tartoznak az ezeket
tartalmazé vakcina kompozicidk, és gazdaszervezetek paraziték

elleni immunizdl&sdra szolgdld vakcina kompozicidk elddllitasara
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valé alkalmaz&suk. Az ilyen g&tld antitestek kifejleszthetdk
idiotipusos antitestek alkalmazdsaval. Anti-idiotipusos antites-
tek haszn&lhaték vakcindkban immunogénekként.

A taldlminy szerinti antigének el&dllithatok parazitékbél,
példdul férgekb8l valé extrahdlassal is szokd4sos biokémiai és
sebészeti eljdrAsok, példdul homogenizalés alkalmazaséaval,
amelyhez az egész parazitat vagy csak annak belét alkalmazzuk,
majd ezt k&vetden a kivant enzimnek szokd&sos tisztitési
eljardsokkal, péld4ul centrifugdléassal, szelektiv kicsapéssal,
kromatografdldssal vagy hasonlé eljarasokkal valé izol&laséaval.
Egy eldnyds eljadrdsban hasznositjuk azt a tényt, hogy a cél-
molekuldk sajdtos szelektiv koétSdési aktivitéssal birnak, ennek
megfelelden olyan affinit4s-kromatografids rendszert alkalma-
zunk, amelyben a sajdtos ligandumok szilardfazisu matrixon rdg-
zitettek.

A fentieknek megfelelden a tal&lminy koérébe tartozik egy
ember vagy nem-ember, eldnydsen emlds &llat metazoon parazita
fert5zése elleni immunizédl&sdra szolgdlé vakcina eldallitéasara
szolgdlé eljards, amely eljdrds abban all, hogy a legalabb egy
el8zB8ekben meghatdrozott védd antigént tartalmazd emlitett
parazitdbdl extraktumot készitilnk, ebbdl az antigént az
antigénre fajlagos sajatos kot5-part tartalmazé immobilizalt
(régzitett) féazison vald kotéssel tisztitjuk, majd az antigént
az immobilizalt f&zisrdél eludljuk. A megfeleld fajlagos kotd-
parok korébe tartoznak szubsztrat analégok, példaul a pepsztatin
inhibitor, valamint oligoszacharid fajlagos lektinek, példaul
azok, amelyek fajlagosan kotSdnek galaktézhoz, kialdndsen 8-

ko6tési N-acetil-galaktdzaminhoz.
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Tény, hogy vizsgdlataink azt mutattdk, hogy bizonyos lekti-
nek kildndésen alkalmas ligandumok affinitds-kromatogrdfids eljéa-
radsban az olyan glikoproteinek azonositdsédra, amelyek védS anti-
gén hatéssal birnak parazita bél lumindlis feldletén.

Igy a taldlmany t&rgyat képezi egy olyan eljaras is, amely
parazitdban 1év8 védd antigének azonositdsara szolgal, ez az
eljaras abban 411, hogy a parazita integréns membran frakcidjat
affinit&s-kromatografids elj&rdsnak tessziik ki olyan immobili-
z4lt f&zis alkalmaz&sdval, amely egy vagy tdbb N-acetil-galak-
tézamin fajlagos lektint hordoz.

Ilyen lektinek eldnydsen a £oldimogyoré vagy a jakalin
lektin, vagy mis olyan lektinek, amelyek B-koétési N-acetil-ga-
lakt6zaminra fajlagosak.

A parazita integridns membran frakciéja kdénnyen elkészithe-
t83 szakember szdmdra jO6l ismert eljérédsok, példaul detergens
extrahdlds, példiul Triton X-100 alkalmazds&val végzett deter-
gens extrahdlas végrehajtasaval.

Az affinitds-kromatogrdfids eljarasok ugyancsak j6l1 ismer-
tek szakember szamdra, ezek az eljardsok szakaszos és oszlop-
rendszeri megolddsokat foglalnak magukban. A lektinek szamos
kilénbdzd szildrd fazishoz koéthetdk, példaul gélekhez, 1igy
példaul agardéz vagy sepharose gélhez. A fdldimogyord vagy
jakalin lektineket hordozé agardz gyodngydk kereskedelmi forga-
lomban beszerezhet8k (Vector Laboratories).

Mis eljar&s szerint az antigének eld4llithatdék rekombinans
DNS eljaréssal szokdsos megolddsok, példdul a Sambrook és munka-
tarsai [Molecular Cloning, a laboratory manual 2. kiadas,

(1989), Cold Spring Harbor Press] &ltal leirt eljards alkalmaza-
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saval.

A tal&dlminy tovabbi t&rgydt képezik a talélméﬁy szerinti
antigéneket kédoldé nukleotid szekvencidt magukban foglald
nukleinsav molekulék.

Eldzetes szekvencia vizsgdlatokat végeztink a H-gal-GP
antigénnek megfeleld klénok vizsgdlatadra. Egy ilyen kl6n, a HG3
jeldlésd, szekvencidjat mutatjuk be a 33. &brén (szekvencia azo-
nosit&si sz&m: 1). Ez a szekvencia jelentds homolégiat mutat
ismert emld®s neutrdlis endopeptiddz enzim szekvencidkkal, amint
az a 34. &bran bemutatott aminosav sorrendbdl léthaté (szekven-
cia azonositasi szam: 2).

Ennek megfelelden egy taldlmdny szerinti eldnyds nukleinsav
molekula egy vagy tdbb olyan nukleotid szekvenciat tartalmaz,
amely a 33. &bra&n bemutatott (azonositdsi sz&m: 1) nukleotid
szekvencia egészének vagy egy részének megfeleld, vagy attdl
degenerdlt szekvencia vagy egy azzal lényegében homolég vagy
azzal hibridiz&lhaté szekvencia.

A taldlminy szerinti nukleinsav molekuldk lehetnek szimpla
vagy kettds szAal4d DNS, cDNS vagy RNS molekuldk, elSnydsen DNS
molekuldk, korikbe tartoznak degenerdlt, lényegében homoldg és
hibridiz&al6dé szekvencidk, amelyek az érintett antigén vagy
antigén fragmentum kédolésdra képesek. A "lényegében homoldg”
megjeldlésen olyan szekvencidkat értlink, amelyek legalabb 60 %,
eldnydsen legaldbb 70 % vagy 80 % szekvencia homolégiat
mutatnak. A taldlminy koérébe tartozd hibridiz&lé szekvencidk
kd6zé tartoznak azok, amelyek nem-sztringens kérilmények mellett
(6 x SSC/50 % formamid szobahdmérsékleten) koétddnek, és alacsony

sztringencidji kérilmények mellett (2 x SSC, szobahdmérsékleten,
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még eldnydsebben 2 x SSC, 42 °C hdmérsékleten) vagy magasabb
sztringenci&ji koérilmények mellett, példdul 2 x SSC, 65 °C (ahol
SSC = 0,15 mél/liter NaCl, 0,015 mél/liter nétrium-citrit, pH =
7,2) mosbédnak, valamint azok, amelyek - ha csak nem degeneralt a
kéd - a fenti korilmények mellett hibridiz&ldédnak.

A taldlmiany szerinti antigénesen aktiv antigéneket vagy
antigén vari&nsokat kédolni képes nukleotid szekvencia szarma-
z8kok a szakterileten szokdsos médszerekkel nyerhetdk.

A tal&lmény szerinti antigének rekombindns formédban el&al-
lithaték olyan rekombindns DNS molekuldt tartalmazé gazda-
sejtbdl valé kifejezddéssel, amely egy az eldz8ekben széles-
kdérien meghatdrozott nukleotid szekvencidt tartalmaz operativan
egy expressziés kontroll szekvencidhoz kapcsolva, vagy olyan
gazdasejtben vald kifejezddés révén, amely egy ilyen rekombinans
DNS molekuldt tartalmazé vektort vagy DNS klénozé hordozét
tartalmaz. Az ilyen médon kifejezddoétt szintetikus polipeptidek
a taldlminy egy tovabbi targyat képezik (a "polipeptid" megjeld-
lésen mind a teljes hosszisdgld proteint, mind a révidebb peptid
szekvencidkat értjuk).

Az igy kifejezdddétt antigén lehet egy olyan filzids polipep-
tid, amely egy a taldlminy szerinti antigén egészét vagy egy ré-
szét tartalmazza, tovabba tartalmaz ehhez kapcsoltan egy olyan
tovadbbi polipeptidet, amelyet a vele fiziondlt rekombindns mole-
kula DNS-e kdédolt. Ez lehet példédul R-galaktozidaz, glutation-S-
-transzferdz, hepatitis mag antigén vagy barmely més olyan
polipeptid, amelyet szokdsosan alkalmaznak a fdziés proteinek
szakteriletén.

Egy tovabbi szempontjidt tekintve a taldlmdny magdban fog-
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lalja a taldlmény szerinti antigént k6dolé DNS-t tartalmazé
kl6noz6 6és kifejez8 vektorokat, valamint a talalmany szerinti
rekombinins nukleinsav molekuldk készitésére szolgdlé eljaraso-
kat, amelyek magukban foglaljdk az antigént k6édoldé nukleotid
szekvencidk vektor nukleinsavba, példdul vektor DNS-ba vald
inszertalasat. Az ilyen expresszibés vektorok megfeleld kontroll
szekvencidkat tartalmaznak, péld4ul transzldcibés (példaul start
és stop kodonokat, riboszéma kotd helyeket) és transzkripcids
kontroll elemeket (példaul promoter-operator régidkat,
termindciés stop szekvencidkat), a taldlminy szerinti nukleinsav
molekuldkkal illesztett leolvasési keretbe kotve.

A talilminy szerinti vektorok koérébe tartozhatnak plazmidok
6s virusok (ezen beldl mind bakteriofdg, mind eukariéta viru-
sok), amelyek a szaktertleten j6l ismertek és leirtak, és szamos
kilénbdz&, a szakterileten ugyancsak 3jél ismert expresszibs
rendszerben fejez&dhetnek ki. A megfeleld virus vektorok korébe
tartoznak baculovirusok é&s adenovirusok, tovédbbd vakcinia
virusok is. Ezeken kivil szdmos tovabbi virus vektort irnak le a
szakirodalomban.

Szamos olyan eljdrds ismert, amelyekkel a kifejez&dés meg-
valésitasdra az ilyen vektorok prokariéta vagy eukaribta sej-
tekbe bevihetdk, vagy csira vonalakba vihetdk be vagy szomatikus
sejtekbe vihet8k transzgénes &llatok létrehozasara. A megfeleld
transzformicidés és transzfekcids eljdrdsok a szakirodalombdl jol
ismertek.

A taldlmény kérébe tartoznak transzformdlt vagy transzfek-
talt prokariéta vagy eukariéta gazdasejtek vagy a taldlmany sze-

rinti, az el&z8ekben leirt nukleinsav molekuldkat tartalmazd
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transzgénes &llatok is. A transzgénes sejtek kbrébe tartoznak
példdul prokaribéta sejtek, példdul E. coli, eukaribta sejtek,
példdul élesztdk vagy baculovirus-rovar sejtrendszerek, transz-
formilt emlds-sejtek és transzgénes &dllatok és ndvények. Kildnods
emlitést érdemelnek a transzgénes nematéddk [a Fire, EMBO J., 3,
2673 (1986) szakirodalmi helyen példdul a Caenorhabditis
nematéda transzgénes rendszerének megvitat&sa szerepel].

Egy tovdbbi szempontjit tekintve a taldlmany eljardast
nydjt a taldlminy szerinti, az eldzdekben ismertetett antigén
eldsallitsasdra, amely abban &ll, hogy az antigén egészét vagy egy
részét k6dold nukleinsav molekuldt tartalmazé gazdasejtet olyan
kdérialmények koézdtt tenyésztjik, amelyek mellett az antigén ki-
fejezddik, és az igy termelt antigént kinyerjuk.

A taldlminy szerinti antigének és funkcibés ekvivalens
antigén varidnsok eldallithaték kémiai dton is, példaul a jol
ismert Merrifield szildrdfdzisG szintetikus eljaréssal.

A taldlminy egy tovdbbi kdérét alkotjédk az eldzdekben leirt
4j antigének vizoldhaté sz&rmazékai. Az ilyen oldhatdé formak
proteolitikus emésztéssel nyerhetdk, példaul elasztaz enzim
alkalmaz&sdval. Altaldban az antigének enzimes emésztése két
frakcidét eredményez, egy detergensben oldhaté frakcidét (amely a
membranban marad), és egy vizoldhatd frakciét.

A taldlmany szerint egy vakcina készitmény is eldallithatd
a vakcinagyartdsban j6l ismert mddszerek alkalmazasaval. A
szokdsos vakcina készitmények egy vagy tébb taldlmény szerinti
antigént vagy antitestet tartalmazhatnak kivant esetben egy vagy
tdobb megfeleld segédanyaggal, példdul aluminium-hidroxiddal,

szaponinnal, quil A-val vagy tisztitottabb formdival egyitt,
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muramil dipeptiddel, &svényolajjal vagy nodvényi olajokkal,
Novasomékkal vagy nemionos blokk-kopolimerekkel vagy DEAE
dextrannal egylutt, egy vagy tobb gybégydszati szempontbdl elfo-
gadhaté hordozéanyag vagy higitészer jelenlétében. A megfeleld
hordozéanyagok korébe tartoznak péld&ul folyékony kodzegek, 1igy
olyan sbéoldatok, amelyek alkalmasak a peptidek vagy polipeptidek
dllati vagy emberi szervezetbe valdé bevitelére szolg&ld vivd-
anyagként. A vakcina készitmények tovabbi Osszetevlket, példdul
tartésitb6szereket is tartalmazhatnak.

Egy alternativ vakcina készitmény tartalmazhat egy virus-
vagy gazdasejtet, példaul egy mikroorganizmust (példdul vakcinia
virust, adenovirust vagy Salmonell&t), amely lehet é18, eldlt
vagy legyengitett, és amely egy taldlminy szerinti nukleinsav
molekuldt (péld&dul DNS molekuldt) tartalmaz inszertdlva az
inszertilt nukleinsav molekula &ltal kédolt polipeptid ellen
irdnyulé immunvdlasz stimul&laséara.

A vakcina készitmény beaddsa Dbarmely szokasos Gton
torténhet, példdul oralisan vagy parenterdlisan, igy példaul
intramuszkuldris injekcid formajadban, amely adott esetben tdbb
részletben, példdul két injekcidé formé&jdban adhatdé egy 7 - 35
napos idd&szakban.

Az antigének a talalmany szerint alkalmazhaték azonos vagy
kilénb6z8 fajli parazitdkbdl szdrmazd mas védd antigénekkel kom-
bindlva is. Igy egy taldlmany szerinti vakcina készitmény tar-
talmazhat egy vagy tobb, az eldzdekben meghatdrozott antigént,
példaul H-gal-GP-t az eldzdekben emlitett H110D é&s H45 anti-
génekkel egyitt. Az ilyen kombindlt wvakcina készitmények a ki-

16nb6z8& antigénekbdl kisebb mennyiségeket tartalmazhatnak, mint
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az egyedi vakcina készitmények, amelyek csak a kérdéses antigént
tartalmazzék.

A taldlminy el8nyei hasznosithaték barmely allat, ezen
beliil ember esetén is, de eldnyds a tars-allatok, kiloéndsen
kutydk és macskdk, tovdbba a haziallatok, kaldéndsen a kérddzdk
esetén. Kuldn kiemeljik a birkékat, marhdkat, sertéseket,
szarvasokat és kecskéket.

A kdvetkez®kben a taldlminyt részletesebben ismertetjik,
kiiléndsen a H. contortus, O. ostertagi és O. circumcinta eredetl
antigénekre hivatkozva, amelyekre révid formdban H-gal-Gp, Oo-
-gal-GP és Oc-gal-GP megnevezéssel hivatkozunk. Bar a tal&lmény
el&z8ekben leirt &ltaldnosabb kdérét nem kivénjuk korlatozni,
megjegyezzik, hogy a H-gal-GP, Oo-gal-GP és Oc-gal-GP és/vagy
kiilénbdz8d komponenseik alkalmazdsa férgek elleni vakcindk
készitésére, valamint ezek az antigének és vakcindk magukban a
taldlmdny egy kildéndsen eldnyds kdrét képezik.

A H-gal-GP protein a Haemonchus bélsejtek kefehat&r burko-
latdban 1év8 integrdns membrdn protein. Ez a protein glikozi-
141t, és lektinekhez szelektiven kotddik, N-acetil-galaktdz-
aminra fajlagos. Olyan protedz aktivitdssal bir, amely pepszta-’
tinnal, az aszpartil protedzok fajlagos inhibitoraval gatolhaté.
Redukdlé korulmények mellett SDS-poliakrilamid géleken futtatva
nyolc nagyobb savot ad. Ezért ezt a proteint Haemonchus
galaktéz-tartalmi glikoprotein komplexként vagy H-gal-GP-ként
nevezzuik.

A kovetkezdkben a taldlmanyt példdkban ismertetjik a
korlitozas szandéka nélkil. A példakban hivatkozott &brék jelen-

tése a kodvetkezd:
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Az 1. &brin H-gal-GP, H110D és H-45 komplex 10 %-os akril-
-amid-géleken végzett SDS;PAGE révén kapott sdvjainak dsszehason-
litasat adjuk.

Az 1-3., illetve a 4.-6. gélsavokon nem-redukdlt, illetve
redukdlt mint&kat mutatunk be.

Az 1. és 4. gélsdvon Hll és H45 komplex elegyben disult
frakci6 1l4athaté.

A 2. és 5. gélsdvokon H45 komplex, mig

a 3. és 6. gélsavokon H-gal-GP l&athat$.

Meghatdroztuk a 3. gél 47 és 50 kD-os s&vjainak N-termin&-
lis aminosavszekvenciijat.

A 2. &brs -GP SDS-PAGE profiljat mutatjuk be 5 %-os
géleken nem- . .6 koérilmények mellett. A sivok mellett
szerepld betk az 5. birka vizsgdlatbdél kimetszett antigén
sdvokat jeldlik (lasd a 7. példdban és a 22. abran), amelyek je-
lentése a kovetkezd:

A = a 15. csoport 230 kD-os savja.

B = a 16. csoport 190-205 kD-os diffaz savja.
C = a 17. csoport 170 kD-os savja.
D = a 18. csoport szinezékfront savja.

A 3. abraén az eldzdekben nem-redukdldé koOrtilmények mellett
elvilasztott nagyobb H-gal-GP savok redukdld koérilmények mellett
végrehajtott elemzésének eredményét latjuk:

1. gélsav H-gal-GP

2. gélsav 230 kD az ezekkel a 1&tszbélagos molekulatd-

3. gélsav 170 kD megekkel bird sdvokat 5 %-os nem-redukdld

4. gélsav szinezék gélbdl metszettik ki (l&sd péld&ul a 2.
abran),
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front majd redukdlé kérilmények mellett dGjra
elektroforézist hajtottunk végre.

Meghat&roztuk a 3. gél 45 és 48 kD-os sdvjainak N-
termindlis aminosavszekvencidjéat.

A 4, &brin a H-gal-GP komplex eld4llitdsdra szolgdld harom
eljaras folyamatdbrdjat mutatjuk be.

Az 5. &br&n H-gal-GP komplex Mono Q k&zegen végrehajtott
joncseréld kromatografdldsa révén kapott frakciékb6él 10 %-os gé-
len, redukdlé kérilmények mellett végrehajtott SDS-PAGE révén
kapott sdvokat mutatjuk be:

a) Az 5a. &bra olyan elvilasztds eredményét mutatja,

amelynek kiinduldsi anyaga el&zetesen fé6ldimogyoré 1lektinnel

izolalt:

1. gélsav Az oszlopra vitt kiindulési anyag,

2. gélsav Meg nem koétott frakcid

3-5. gélsavok 140 mmél/l-es natrium-kloriddal
eludlédéd frakcibd,

6. és 7. gélsavok 400 mmél/l-es natrium-kloriddal

elualdéddé frakcid;
b) az 5b. &bra olyan vizsgdlat eredményét mutatja, amelynek

kiinduldsi anyaga el&zetesen jacalin lektinnel izoldalt:

1. gélsav Az oszlopra vitt kiindulési anyag,
2. gélsav Koétetlen frakcid
3.-5. gélsavok 140 mmél/l-es natrium-kloriddal

eludlédd frakcid,
6. és 7. gélsavok 400 mmél/l-es natrium-kloriddal

eludlédé frakceié,
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8. gélsav 500 mmél/l-es natrium-kloriddal
eludlédsé frakeid,

9. gélsav 1 m6l/1l-es natrium-kloriddal
eludldédéd frakceib.

A 6. 4&bran fbéldimogyord, Vicia, Lotus, széjabab vagy
Dolichos lektinek valamelyikéhez kotddétt H. contortus membranok
Triton X-100-as extraktumdban 1év8 komponensek SDS-PAGE képének
&sszehasonlitasdt mutatjuk be.

H. contortus membrédnok Triton X-100-as extraktuminak azonos
alikvot részeit engedjlik &t az alédbbi, agar6zzal kapcsolt lekti-
neket feleslegben tartalmazé oszlopokon: 1) fdldimogyord, 2)
Vicia villosa, 3) Lotus tetranoglobulus, 4) széjabab vagy 5)
Dolichos biflorus. A kdtdtt anyagot a megfeleld cukorral elual-
juk (14sd a 2. t&bléazatban), és redukalas nélkdl 5 %-os akril-
amid gélre visszik, amelynek gélsdvjait a fentivel azonos sor-
rendben szémozzuk.

A 7. &bran H-gal-GP alkomponenseinek biotinezett lektineket
tartalmazé lemezhez valdé ko6tddését mutatjuk be. A H-gal-GP-t
elektroforézisnek tesszik ki 10 %-os géleken redukdlé koralmé-
nyek mellett, és immobilon membranra cseppentjik. A felvitt
anyagot tdbb csikra vagjuk, amelyeket aztan a kdvetkezO biotine-
zett lektinekkel inkubdlunk: 1 lektin nélkdl (negativ kontroll),
2 konkavalin A, 3 lencse, 4 bﬁzacsifa, 5 foéldimogyord, 6
jacalin, 7 szbjabab, 8 szukcinilezett Dbizacsira, 9 helix
pomatia. A 10. csikon 1év8 proteineket Coomasie blue szinezék-
kel festjuk.

A 8. 4bran a pH optimumot mutatjuk be azokazein szubsztrat

alkalmazasaval (az abszcissz&n a pH, az ordindtédn a 405 nm-nél
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mért abszorpcidé szerepel, a mintdk jeldlése: A H-gal-Gp, @ Oc-
-Gal-GP, + Oo-gal-GP).

A 9, sbran a pH optimumot mutatjuk be haemoglobin szubszrat
mellett (az abszcisszdn a pH-t, az ordindtén az 562 nm-nél mért
abszorpciét dbr&zoljuk, a mintdk jeldlése: @® H-gal-Gp, #0c-Gal-GP,
+ 0o-gal-GP).

A 10. sbrasn a H-gal-GP komplex féldimogyoré lektinhez valé
kotBdését mutatjuk be (10 %¥-os gél, redukdld korilmények) :

az 1. «aflslvon fdldimogyord-lektin oszlopra felvitt
Haemonchus &’ traktuma lathaté,
a 2.-%. lssvokon az oszloprél 0,3 mél/l-es galaktdzzal

eludlt csics frakciéi l&athatdk.

A 11. &bran H-gal-GP komplex jacalin lektinhez vald kot&dé-
se lathatdé (10 %-os gél, redukdlé kdérilmények) :

az 1. gélsdvon a jacalin-lektin oszlopra felvitt anyag
l4thaté (Haemonchus S3 egy'frakciéja, amely blzacsira lektinhez
ko6tdétt, majd arrél eludlt),

a 2. gélsavon a koétetlen, H110D-ben dasult frakcid

1lathatd,

a 4-7. gélsdvokon az oszloprél 0,8 mdl/l-es galaktdzzal
eludlt csics frakciéi lathatodk.

Megjegyzés: a kiinduldsi anyag egy nagyobb sdvja a H110D.
Ez nem koétddik jacalinhoz, és ilyen koérulmények kdzétt éppen
megkilénbéztethets, mivel némileg kisebb, mint a H-gal-GP 130
kD-os komponense.

A 12. &bran H-gal-GP szelektiv kotddését mutatjuk be
pepsztatin agarézhoz (10 %-os gél, nem redukdldé koérdlmények) :

1. gélsav: alacsony (5,5) pH-n pepsztatin agardzra vitt
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Haemonchus S3,

2. gélsav: H110D-ban gazdag kdtetlen anyag,

3. gélsav: pH = 8,5-nél eludlt anyagq,

4. gélsav: 1 %-os SDS alkalmazasdval pH = 7,4-nél eludlt
anyag, ‘4

5. gélsav: H-gal-GP (pozitiv kontroll).

A 13, &bré&n H-gal-GP szelektiv ko6tddését wmutatjuk be
pepsztatin agar6zhoz, és a 47 és 50 kD-os sdvok aviditéasat
(immunoblot 10 %-os gélen nem redukdldé koérilmények kozdtt
végzett futtatdsr6él, anti H-gal-GP szérummal végzett préba):

1. gélsav: H110D-ben gazdag koétetlen anyag,

2. gélsav: pH = 8,5-nél eludlt anyag,

3. gélslv: 1 %-os SDS-szel pH = 7,4-nél eludlt anyag,

4. gélsav: az 1 %-os SDS-es eludldsi 1lépés utédn még a
pepsztatin agardzhoz kotdétt anyag (amelyet a tdltetnek az
oszlopbbél vald eltavolitasa ut&n SDS-t és DTT-t tartalmazdé SDS-
PAGE minta-pufferrel valé forraldssal teszlink szabaddl),

5. gélsav: H-gal-GP (pozitiv kontroll).

A 14. abran fluoreszcenssel jelzett fo6ldimogyord lektinnel

szinezett H. contortus kriosztdtos metszetét mutatjuk be.

A 15. abran fluoreszcenssel jelzett buzacsira 1lektinnel
szinezett H. contortus kriosztitos metszetét mutatjuk be.

A 16. &abrédn anti-H-gal-GP szérummal festett H. contortus

kriosztatos metszetét mutatjuk be.

A 17. abran H-gal-GP-vel immunizdlt birkdbdél visszanyert H.
contortus birka-immunglobulinra fajlagos antiszérummal festett
kriosztatos metszetét mutatjuk be.

A 18. &bran H-gal-GP megoszlasdt mutatjuk be H. contortus



membrinok PBS (S1), Tween (S2) és Triton X-100 (S3) extraktumai-
ban. A 3., 2. és 1. gélsdvok ugyanazon adag féregbdl egymast
k6vetden PBS-sel, Tween-nel é&s Triton X-100-zal készilt
Aextraktumokat tartalmazzak. A mintdkat redukdljuk, 10 %-os gélen
elektroforézist végzink, blottoljuk, perjoddttal kezeljik a
szénhidrdt csoportok denaturdlédsdra, majd H-gal-GP elleni anti-
szérummal prébat végzink.

A 19. &brén H-gal-GP és H110D koétddését mutatjuk be biza-
csira lektinhez (10 %-os gél, redukdld kdérilmények) :

Az 1. gélsdvon oszlopra vitt Haemonchus S3 extraktuma
szerepel,

A 2-8. gélsavokon egymist kdvetden, H110D-ben és H-gal-GP-
ben didsult frakcifk l&thaték, amelyeket 0,5 mbél/l-es N-acetil-
-glikézaminnal eludltunk a csicsrél.

A 20, 8brédn H-gal-GP pepsztatin agardézhoz vald kotddését

mutatjuk be (5 %-os vagy 10 %-os akrilamid gélek, nem-redukdlé
kérilmények) :

az 1. gélsdvon pepsztatin agarbdz oszlopra vitt H-gal-GP
lathato,

a 2. gélsavon az oszloprdl 1 % SDS-t tartalmazé 10 mmél/1-
es Trisz-HCl, 50 mmél/1 NaCl, pH = 8,0 oldattal deszorbedlt
anyag lathaté.

A 21. 4brén H-gal-GP hidrolitikus aktivit&sénak szubsztrat-
-gél analizise l&athatd, 0,1 % zselatint tartalmazd 7,5 %-o0s nem
redukdlé akrilamid gél szubsztdatrdl készllt kozeli felvétel:

1. gélsdv pepsztatinnal eldinkubalt H-gal-GP
2. gélsav kezeletlen H-gal-GP.

A 22. A&bradn a birkdk védelmére végzett vizsgdlatban -
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amelyet a 7. példdban irunk le - alkalmazott immunogének
frakciondldsdnak folyamatdbrdja lathaté.

A 23. &brén a 7. példa 1. vizsgdlatanak eredményeit
mutatjuk be, a csoportonkénti &tlagos bélsar peteszamot mutatjuk
be, a mint&k jeldlése: 8 Buzacsira (1), A xontroll (2) [az
abszcissz&n a fert&zést koévetden eltelt napok ~szamat, az
ordindtan az &tlagos petesz&m/g (+/- SE) értéket adjuk meg].

A 24, &brsn a 7. példa 2. vizsgdlatdnak eredményeit
mutatjuk be, a csoportonkénti &tlagos bélsar peteszam é&rtékeket
adjuk meg, a mintdk jeldlése: 8 H1l nélkali bazacsira (3),

8 xotetlen lektin (4), + kontroll (5) [az abszcisszén a fertd-
zést kovetden eltelt napok sz&mAt, az ordindt&n az 4tlagos
peteszam/g (+/- SE) értéket adjuk meg].

A 25. &bran a 7. példa 3. vizsgilatdnak eredményeit mutat-
juk be, a csoportonkénti &tlagos bélsar peteszam értéket adjuk
meg, a mintdk jeldlése: § H110D (6), # £61dimogyord (7), + kontroll
sz&mat, az ordindtdn az &tlagos peteszém/g (+/- SE) értéket
adjuk meqg] .

A 26, abrdn a 4. vizsgdlat eredményeit mutatjuk be: a cso-
portonkénti &tlagos bélsar peteszam értéket adjuk meg, a mintdk
jeldlése: O nativ (9), & kontroll (12), + SDS (10), ¢ SDS+DTT
(11) [az abszcisszan a fertdzést kovetden eltelt napok szAamat,
az ordin&tan az &tlagos peteszam/g (+/- SE) értéket adjuk meg].

A 27. &brdn a H-gal-GP és az O. circumcincta és O.
ostertagi eredetd ekvivalens proteinek koézdtti hasonlésagokat
mutatjuk be. A mintdkat 5 %-os nem-redukdld akrilamid géleken
elektroforézissel vizsgdljuk, és immobilon membranra blottoljuk.

A baloldali blottal biotinezett féidimogyoré lektinnel probat
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végzink, a jobboldalival anti-H-gal-GP szérummal végzink probat.
A bloton antiszérummal végzett prébat 50 mmél/l-es perjodattal
eldinkubidljuk, hogy az esetlegesen keresztreakciét adé szénhid-
rit epitépokat denaturdljuk. Normdl szérummal inkubalt kontroll
bloton nem észleltink elszinezddést:

1. gélsdv H-gal-GP

2. gélsidv O. circumcincta-gal-GP

3. gélsdv O. ostertagi-gal-GP

A 28. &bré&n O. circumcincta-gal-GP pepsztatin agardzhoz
valé koé6tddését mutatjuk be.

Pepsztatinnal, féldimogyoré lektinnel vagy Dolichos lektin-
nel kapcsolt agarfz gyongyodket tartalmazé csdvekbe O.
circumcincta-gal-GP azonos mennyiségeit adjuk, és a csdveket 3
érédn 4t 4 °C hdmérsékleten enyhén keverjuk. A gydngydket ezutén
kidlepitjuk, és a kotetlen felilldszét kinyerjik. A gydngydket
hiaromszor mossuk, majd minimdlis mennyiségll SDS PAGE minta-puf-
ferben forraljuk, ezutén kitlepitjik. Az ebbdl a 1épésbdl szar-
mazé, az agardzhoz koétdtt anyagot a kotetlen feldliszdval egyutt
tartalmazé fellildszét nem-redukdld 5 %-os SDS-PAGE-géleken
futtatjuk, immobilon membrdnra blottoljuk, és Dbiotinezett
fdldimogyord lektin alkalmazasdval prébat végzink vele.

Az eredmények azt mutatjék, hogy az O. circumcincta-gal-GP
f6ldimogyoré lektinhez és pepsztatin agardézhoz fajlagosan
kotddik, mivel nem ko6tddik mas ligandummal (példaul dolichos
lektinnel) kapcsolt agarézhoz.

1. gélsav Dolichos kétetlen
2. gélsav Dolichos kotédtt

3. gélsav Foldimogyord kdtetlen
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4. gélsav Foéldimogyord kotdtt
5. gélsév Pepsztatin kdétetlen
6. gélsav Pepsztatin koétdtt

A 29. 8br&n O. circumcincta integrdns membrén proteinje egy
antigén készitményének (amelyet egy kovetkezd immunizdld vizsga-
latban alkalmazunk) SDS-PAGE profilja&t mutatjuk be (10 %-os
akrilamid gélen, redukals korilmények mellett) :

az 1. gélsivon teljes féregbdl szdrmazdé O. circumcincta
membrinok Tr »>n X-100-as extraktuma (S3) szerepel,

a 2. g. :8von az S-3 ConA ko6td frakcibéja (amelyet a 8.
példa 1. vizsgdlatdban birkdk immunizdlasdra hasznalunk)
szerepel,

a 3. gélsdvon ConA-hoz nem ko6tddd S3 frakcid szerepel.

A tovabbi gélsdvok a molekulatdmeg markereket mutatjék.

A 30. &bran kontroll és konkavalinA-val (ConA) koétddd O.
circumcincta integrans membran proteinekkel immunizélt baranyok
5000 O. circumcincta larvaval valdé provok&lasat kdvetSen kapott
dtlagos bélsdr peteszamidt mutatjuk be [az abszcisszdn a provo-
kalastbél eltelt napok szamdt, az ordindtdn a csoport &atlagos
bélsar peteszamdt: atlagos peteszam/g (+/- SE)] mutatjuk be.

A 31. 4brdn a 8. példa 1. vizsgdlatdbdl szarmazd ConA-val
ko6tdd8 frakcid blotjat mutatjuk be (5 %-os akrilamid gél, nem-
redukdld ko6rilmények), amelybdl Oc-gal-GP jelenléte lathatéd:

az 1. gélsadavon O. circumcincta ConA S3 frakcidjénak
fdldimogyord lektinnel adott prébaja szerepel,

a 2. gélsavon a molekulatdomeg markerek lathatok,

a 3. gélsavon O. circumcincta ConA S3 frakcidéjanak ConA

lektinnel adott prébaja szerepel.
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A 32. &brédn normidl kifejlett O. circumcincta kriosztatos
metszetének fluoreszceinnel konjugalt foldimogyord lektinnel
valdé fluoreszcens festését mutatjuk be.

A 33, &br&n a HG3 klén nukleotid szekvencidja lathaté.

A 34. &brén a HG3 klénbdl szarmaz6 aminosavszekvencia és
ezzel osszevetve humdn neutrdlis aminopeptiddz aminosavszekven-
cidja lathaté. Mindkét szekvencia cDNS-b&l lesz&rmaztatott. Az
aminosav azonossdg mértéke 33 %, a hasonlésag gzintje 65 %. A
két aminosav Osszevetését a Wisconsini Egyetem GCG csomagjéanak
BESTFIT programjit alkalmazva végeztik.

A 35, abrén egy southern blot l4that6, amely a HG11 klénnak
killdnbdz8 metazoon parazitdkbdél szdrmazé, és Eco RI-vel
emésztett genom DNS-sel valé hibridiz&16d4sat mutatja. A
hibridiz&dlast mérsékelten sztringens kdérilmények  kdzdtt
hajtottuk végre.

1. gélsav Haemonchus
2. gélsav Lucilia
3. gélsadv Nematodirus

4. gélsdav Boophilus

1. pPélda

H-gal-GP komplex leirdsa és biokémiai jellemz&i

1) SDS-PAGE profilok

Az erre a vizsgdlatra hasznalt H-gal-GP komplexet kifejlett
Haemonchus Triton X-100-as extraktumdb6él izoldljuk oly modon
(amint azt részleteiben a 2. példaban leirjuk, és a 4. &bran
bemutatjuk), hogy foéldimogyord lektines affinitds kromatogréafidas

eljérédsnak, kis6zdsi lépésnek, majd anioncseréld kromatografias
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eljdrassal Mono Q kdézeg (Pharmacia) alkalmazdsdval végzett be-
siritésnek tesszik ki. A 100 és 350 mm6l/1 NaCl kozdtt eludlddd
frakciékat nyerjik ki. A jellemzd hozam a Triton X-100-as
extraktum Ossz-proteintartalminak kodzelitSleg 2 %-a, ez férgen-
ként mintegy 200 ug proteinnek megfeleld.

Ha a H-gal-GP komplexet 7,5 vagy 10 %-os géleken redukdlas
nélkal tesszik ki elektroforézisnek, a kapott protein profil egy
mintegy 200 kD-os vagy nagyobb molekulatdmegd polipeptid cso-
portb6l &11 egy gyengébben festddd s&v-parral egyitt, amely
utébbiak mintegy 47 és 50 kD-osak (l4sd az 1. &bra 3. gélsav-
j&n) . Ha azonban az akrilamid koncentrdciét 5 %-ra csdkkentjik,
a nagy molekulatdémegd anyag két £& sdvra bomlik, amelyek mintegy
230 és 170 kD-osak (14sd a 2. &brén). Ezek egy gyengébb 205 kD-
os polipeptidet és egy diffizan festddd terlletet visznek
magukkal (2. &bra). Az els8 &bra harmadik gélsdvjaban lathaté
kisebb polipeptidek a szinezék fronttal vagy annak kdzelében
futnak felbomlds nélkual.

Redukdld kérilmények mellett a nem-frakciondlédott H-gal-GP
komplex 10 %-os gélen 8 sdvra valik szét. A protein legnagyobb
része harom, 45 és 50 kD kézdétti sdvra valik szét, de halvanyabb
sdvok is 1lAathaték, mintegy 33, 35, 37, 90 és 130 kD-nal (1.
abra, 6. gélsav).

A nem redukdlt polipeptidek Osszetételének tovabbi elemzé-
sét - amelynek eredményei az 1. té&blazatban lathaték - Ggy vé-
gezzlik, hogy a hdrom £f& savot kivagjuk az 5 %-os nem-redukald
gélekbdl (azaz a 230 kD, 170 kD sdvot és a szinezékfrontot, pél-
d4ul a 2. &bran lithatd savbbl), és elektromos eludlds és besl-

rités utdn ezeket redukilé koérilmények mellett 10 %-os akril-
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amidon elektroforézissel tovabbi sdvokra valasztjuk (3. &bra). A
170 kD-os sév egyértelmien két nehezen festddd, mintegy 45 és 48
kD-os komponensre redukdlédik (3. &bra, 3. gélsdv). A nagyobb,
230 kD-os s&v komplexebb, mintegy 6t alkomponensre valik szét,
amelyek molekulatdmege mintegy 130, 90, 48, 40 és 33 kD (3.
dbra, 2. gélsiv). A "szinezékfront" s&vok harom komponensre
bomlottak fel, amelyek molekulatdmege mintegy 50, 47 és 35 kD
(3. &bra, 4. gélsav). Ezek kO6zil az elsd kettdt az 1. &bra 3.
gélsavjanil is leirjuk, amelyben a H-gal-GP komplex 7,5 vagy 10
$-o0s géleken redukdlés nélkil vald elektroforézisét ismertetjik.

A fenti savok proteinjeinek mindegyike a taldlmény szerinti
H-gal-GP komponenseket képviseli.

1. TablAazat
A H-gal-GP redukédlt és nem-redukdlt polipeptidjeinek kD-ban

megadott latszdélagos molekulatémegei

Nem-redukald koérilmények Elektromos eludalas és redukadld
ko6zo6tt végrehajtott k6rilmények kb6zott végrehajtott
elektroforézissel nyert, elektroforézis utdn kapott
lathatdéva tett komponensek szétvaléas
10 %-os gél 5 %-0s gél 10 %-os gél

(230# = 130,90,48,40,33

(

(205 ) # )
200-250 = (190-200) :# ) nincs adat

(

(1704 = 48*,45~*

50%*)
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1. Tablazat

(folytatés)
Nem-redukdlé koéralmények Elektromos eludlds és redukild
kozdtt végrehajtott koérilmények koézdtt végrehajtott
elektroforézissel nyert, elektroforézis utén kapott
ldthatbva t komponensek zétval
47*) szinezékfront# = 50%,47%,35

)

35 )

Ezen polipeptidek N-termindlis aminosavszekvencidjat meghaté-

roztuk.

# Ezeket a savokat immunogénekként megvizsgdltuk birkékban, a
7. példa 5. vizsgdlatdban leirt médon. Megjegyezzik, hogy a
205 és a 190-200 kD-os polipeptideket elegyitve, egy frakcid-
ként vizsgaltuk.

A fentiekbdl l4ithatéan a H-gal-GP legaldbb 10 kildnbdzd
komponenst foglal magdban, valamint a nem-redukald kérilmények
mellett 205 &s 190-200 kD-ndl lathaté anyagot.

2) A négy fent megjeldlt sdv N-termindlis aminosavszekven-

ciaja.

Elkészitjik a 3. dbra 3., és az 1. &bra 3. gélsavjanak meg-
feleld géleket, és membrénokon (ProBlott - Applied Biosystems)
elektroforézissel szétvalasztjuk ezeket. Coomassie Blue-val vald
festést kovetden az 1. és 3. A&brdkon azonositott polipeptid
parokat a membranokbél kivdgjuk, és meghatarozzuk N-terminélis
aminosav Osszetételiket Applied Biosystems Model 477A peptid

szekvendld berendezésen. Az aldbbi szekvencidkat nyerjik:
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3. &dbra, 3. gélsav 45 kD: Val-Asp-Asn-Val-Phe-?-Pro-Asn-Val-
Gly-Leu (szekvencia azonosit&si szamok: 3 és
4)
48 kD: Val-Glu-Arg-Thr-Asp-Ala-Arg-Met-Asn-
(azaz -Glu- vagy -Asn) (szekvencia
azonositdsi szémok: 5 és 6)

1. &bra, 3. gélsiv 47 kD:. Val-Phe-Pro-His-Pro-Ile-Tyr-Asp-Tyr-
-Gln (szekvencia azonositdsi szém: 7)
50 kD: Ala-?-Gln-Thr-Val-Phe-Pro-His-Lys
(szekvencia azonosit&si sz&m: 8)

A  komputeres kutatésok nem fedtek fel semmiféle
szignifikans homolégiét kaldénféle adatbankokban Osszegylijtott
szekvencidkkal.

3) Ioncseréld kromatografia

A 0,1 térfogat% Triton X-100-t tartalmazé 10 mmél/l-es,
pH = 7,4-es Trisz-HCl pufferben felvett H-gal-GP komplex kotddik
az azonos pufferrel egyensiilyba hozott MonoQ ioncseréld kozeg-
hez. A H-gal-GP komplex tdbbsége 140 és 400 mmél/1 kdézdtti kon-
centracidéji NaCl eluenssel lejdén az oszloprdl (5a és S5b. abra).
Ebben a sdékoncentricié tartomdnyban nem vadlaszthatdk szét az al-
komponens savok még akkor sem, ha a sékoncentrdciét kis 1épé-
sekben ndéveljuk.

4) Lektin kotés

a) Nativ kOorilmények mellett

A H-gal-GP komplex Haemonchus membranok Triton X-100-as
extraktumabsdl izoldlhaté affinitds kromatografids eljarassal
kildénbdzd, szildrd fazishoz, példaul agardz gydngydkhdz kereszt-

kotéssel kotdtt lektinek alkalmazdsdval (l4sd a 10. és 11.
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abréakon, és a 2. példéaban).

A nativ H-gal-GP komplex bizonyos lektinek iranti becsilt
relativ affinitds&t a 2. téblazatban Osszegezzik. A Dolichos
biflorus kivételével az N-acetil-galaktézaminra fajlagos lekti-
nek a H-gal-GP-t szelektiven visszatartjdk. A Dolichos esetén
kapott negativ eredmény azt a feltételezést kelti, hogy ez az
affinitis inkdbb £, mint «a-kOtésfi N-acetil-galaktézaminokra
fajlagos.

Az a felismerés, hogy a ConA, bors6 és Lotus lektinek is
visszatartjdk a H-gal-GP komplexet, azt jelzik, hogy az mannézt
és/vagy fukézt tartalmazé glikoproteineket tartalmaz, mig a
Datura és Bandeiraea esetén kapott negativ eredmények N-acetil-
-glikézamint tartalmazd szerkezetek hidnydra utalnak (2. téb-
l14zat) . Azonban mindazok a lektinek, amelyek visszatartjdk a H-
gal-GP-t, megkdétik minden alkomponensét, és nem mutatnak ezek
irdnt differencidlt affinit&st, amint az a 6. &bran lathaté.

b) Disszocidlt és redukalt &llapotban

Annak érdekében, hogy meghatarozzuk, hogy a H-gal-GP melyik
alkomponense glikozildlt, a komplexet SDS-PAGE alkalmazdsaval
redukaljuk, és disszocidljuk, blottoljuk, és biotinezett
lektinek sorozatdval proébat végzink. Az eredmények (7. &bra)
azt mutatjdk, hogy bizonyos lektinek (példaul a lencse lektinje)
a sdvok legtobbjéhez koétddnek, mig masok (példédul a
féldimogyord, helix pomatia és szukcinilezett bhGzacsira lektin-
jei) szelektivebbek. A szdjababot kivéve minden més eset erfsen
aldtdmasztotta egy 130 kD-os sav és egy kevéssel kisebb kompo-
nens Jjelenlétét, ami ebben a tartomdnyban egy dublett

jelenlétére utal; egyes esetekben, példaul lencsénél, ConA-nal
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ebben a tartoményban festés utdn egy diffiz felldlet 1lathaté;
masok, kildndsen a blzacsira, foéldimogyord, jacalin, szukcini-
lezett bilzacsira és Helix pomatia difflGzan reagdl egy Coomassie
blue-val gyengén festddd, mintegy 60 kD-os glikoproteinnel; a
ConA, jacalin, blzacsira és lencse is erdsen kotddik az 50 kD-os

sdvhoz, mig a 47 kD-os s&v csak lencsével mutatkozik meg.
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5) Protedz aktivitds

A H-gal-GP komplex protedaz aktivitéssal bir, azokazein vagy
hemoglobin szubsztrit alkalmazésa mellett pH optimuma 4,0 illet-
ve 6,0 (7. és 8. &bra). Ez az aktivitas pepsztatinnal gdtolhatd,
a pepsztatin a H-gal-GP-vel szorosan kdétddik. Bz utébbi tulaj-
dons4g haszndlhaté ki a H-gal-GP komplex affinit&skromatografiés
eljardssal vald disitasénal.

6) Izoelektromos pont

A H-gal-GP komplexet eldre képzett line4ris pH gradiens (pH
= 2-9) alks maz&sival izoelektromos foékuszildsnak tesszik ki
Miniphor prej irativ szabadon-foly6 készulékben. A komplex nagy
része pH 2 és 7,3 koézdtt eludlddik. Ez a széles tartomany
jellemz8 a glikoproteinekre, amelyeknél a valtozé szénhidrat
egységek tdltés-heterogenitast visznek a molekuléba.

Két eljdrds H-gal-GP komplex eldillitéséra H. contortusbél

Az eljarasokat a 4. &4bran folyamatidbra formajaban
dsszegezzik, részletesebben a 2. és 3. példdkban mutatjuk be.

Haemonchus membranokbdl detergens extraktumot (S3)
készitink lényegében a WO090/11086 kdzzétételi szdmi PCT szaba-
dalmi leir&sban Munn és Smith &ltal leirt médon.

2. Példa

Kifejlett Haemonchus contortus-t homogeniz&lunk 4 °C hdmér-
sékleten acetdtpufferben vagy foszfittal pufferolt s6oldatban
savas vagy semleges korilmények koézott 1 mmél/liter EDTA és 1
mmél/liter PMSF protedz inhibitor jelenlétében. A homogenizéatu-
mot 10 000 g mellett 20 percig centrifugdljuk szokasos korul-
mények mellett, majd a képzd&dott dledéket 0,1 %-os Tween 20-szal

extrahdljuk, és ismét centrifugdljuk. Az eljarist megismételjuik,
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és a kapott uledéket 2 %-os Triton X-100-zal extrahdljuk, és
szokdsos kérilmények mellett centrifugdljuk. A felildsz6t
100 000 g mellett 1 6rén &t ultracentrifugdljuk, és a kapott fe-
1ualisz6t (S3) 0,22 mikronos sz(rdn szlrjik, pufferrel, neve-
zetesen pH = 7,4-es, 0,5 mél/1 NaCl-t, 0,01 % NaN3-t tartalmazé
10 mmél/1-es Trisz-HCl pufferrel négyszeresre higitjuk.

A higitott S3 felllasz6t agar6z gydngydkhdz kdtdtt kildn-
bdz8 lektinekkel 1lektin affinitdskromatogrdfids eljaréasba
vissziik. A higitott feluliszé6t felvisszik az oszlopra, az oszlo-
pot néh&ny oszlopnyi térfogatd pufferrel mossuk, majd a lektin
4ltal kotdtt anyagot egy megfeleld cukorral eludljuk.

A 11 kilé6nbdz8 lektin mindegyikéhez kotddd H-gal-GP relativ
mennyiségét vizu&lisan értékeljak SDS-PAGE géleken a 6. &bran
bemutatott médon. A 2. t&bléazatban kb6z06lt eredmények azt mutat-
jdk, hogy mig néhdny lektin koétédik a H-gal-GP-hez, fajlagos
kdtddés csak azokndl észlelhetd, amelyek R-kOtési N-acetil-ga-
laktbézaminra fajlagosak, ezek ko6zGl is kildndsen hatékony a
féldimogyoré és a jacalin lektin. Egyetlen lektinnel sem
észlelhetd a H-gal-GP alkomponensekre vald szétvAl&sa (6. &bra).

Fbldimogyoré vagy jacalin lektin alkalmazdsakor a H110D és
H45 proteinek - egyéb anyagokkal egyitt - mosdskor atfolynak,
mig a H-gal-GP komplex kotdétt marad. Ezt 1lényegében tiszta
formdban eludljuk féldimogyoré lektint, illetve jacalin lektint
tartalmazé oszlopokrdl 0,3 mél/literes, illetve 0,8 mbél/literes
galaktdzoldattal (10. és 11. &abra).

Bldzacsira lektin alkalmazdsakor hasonld eredményt érink el
0,5 mél/l-es N-acetil-glikézaminnal végzett eludldst kovetden,

azzal az eltéréssel, hogy némi H110D kotddik, és a H-gal-GP
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komplexszel egyutt eludldédik (ez az anyag 14thatdé a 11. &bra 1.
gélsidvjdban, ez a jacalin oszlopra vitt anyag).

3. Példa

Annak igazolésa, hogy a pepsztatin a H-gal-GP fajlagos és

erSteljesen reagdld liganduma

Az S3 fellldszé6t alacsony pH-ji, nagy ionerSsségl puffer-
ben, nevezetesen pH = 5,5-06s, 1 m6l/1 NaCl tartalmi 20 mmdél/l-es
nitrium-acetat-pufferben agaréz gydngydkhdz kotott pepsztatint
tartalmazé oszlopon engedjik A&t. A‘polipeptidek zbme, koOztik a
H110D nem k&6tddik ehhez a mitrixhoz (a 12. &bra 1. és 2. gélsav-
jai). Az oszlopot néhény oszloptérfogatnyi fenti savas pufferrel
mossuk, majd a pH 8,5-ig valé ndvelésével kevés H-gal-GP-t és
mis gyengén kotdtt anyagot eludlunk. Ha az oszlopot ezutén egy
olyan pufferoldattal eludljuk, amely alacsony koncentrécidban
erdsen tdltdtt detergenst (példdul 1 % natrium-dodecil-szulfé-
tot) tartalmaz, az eludlt polipepéidek profilja igen hasonld a
H-gal-GP-hez, b&r csdOkken a nem redukdlé 10 %-os géleken
4ltalsban mintegy 45 kD-ndl észlelhetd savpar (lasd a 12. abra
4. gélsavjan). Ha az oszlopbdl a tdltetet eltdvolitjuk, és az
agardz alikvot részeit 5 %-os SDS-ben DTT (ditiotreitol) jelen-
1étében inkub&ljuk, egy olyan frakcié eludlédik, amely ezekben a
hidnyz6é savokban ddsult, ami arra utal, hogy ezen sdvok vissza-
tartasa igen erSteljes volt (lasd a 13. &bra 4. gélsavjat). Az
eludlt anyagban nem mutathaté ki proteaz aktivitds, ami azt
jelzi, hogy az enzim SDS jelenlétében nem mikodoképes.

Kontroll vizsgédlatokat végeztink, melyek soran az oszlopbdl
eltdvolitott agarézt a fentiekben leirt savas mosédsi 1épést

kdvetSen ismételt szuszpenddlassal és centrifugdlédssal tdbbszor
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mostuk magdban a pufferben vagy 2 % dezoxikoldtot és 0,1 %-ig
terjedd mennyiségi SDS-t tartalmazé pufferben. Ezen kezelések
egyikével sem t&volitottunk el jelentds mennyiségld H-gal-GP-t az
agar6zr6l, ami azt jelzi, hogy a jelenség nem pusztdn annak ko-
vetkezménye, hogy az oszlop tetején oldhatatlan protein
fizikailag kotddik. Az a felismerés, hogy a H-gal-GP nem kotddik
bizonyos lektin-agardz oszlopokhoz (2. t&bl&zat és a 6. &bra, 5.
gélsavja) tovéabbi bizonyitékdt adja annak, hogy a pepsztatin-
-agarézhoz vald ko6tddés ligandum-fajlagos.

4. Példa

Annak igazoldsa, hogy a H-gal-GP a Haemonchus contortus bél-

sejtjei kefehatdr feliiletén helyezkedik el, ahol egy

integrins membré&n glikoprotein van jelen

(a) Bél kefehatdr lokalizdlasa

i) Kifejlett H. contortus-bél készilt kriosztitos metsze-
teket egy sorozat fluoreszcenssel jelzett lektinnel festettunk
meg. Azt taldltuk, hogy mind a foéldimogyord, mind a bhGzacsira
lektin szelektiven festi a bél kefehatdrt (14. és 15. 4&bra).
Egyes lektinek (példédul a ConA) a legtdbb szerkezetet festi, mig
masok (példdul Ulex) keveset vagy .semmit nem festenek. Ez az
eredmény azt mutatja, hogy a bélsejtek kefehatdra jéval nagyobb
siriségben tartalmazza a bGzacsira és fdldimogyord lektin kotd-
helyeket, mint a Haemonchus mis anatémiai szerkezetei. Mivel a
H-gal-GP f&ldimogyord és bizacsira lektinekhez kétddik, valdszi-
nid, hogy ez a glikoprotein van jelen a bélsejtek kefehataraban.

ii) Kifejlett H. contortus-bdl  készllt kriosztatos
metszeteket Freund-féle komplett adjuvansban 1évd H-gal-GP-vel

immunizdlt birk&k szérumdval vagy csak adjuvanssal injektalt
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kontroll birk&k szérumdval inkub&ltunk (l4sd a 7. példa 3. és 4.
vizsgdlataiban) . A metszeteket gondos mosds utdn birka immunglo-
bulinra fajlagos fluoreszcein izotiocian&ttal konjugdlt 16-anti-
testekkel inkub&ltuk. Tovédbbi mosds utén a metszeteket fluoresz-
cens mikroszkép alatt vizsgdltuk.

Az anti-H-gal-HP szérummal inkubdlt metszetek a szubkuti-
kularis réteg, valamint a bél kefehatdr membrdn sajatos
fluoreszcencidj4t mutattdk (16. &bra). Nem észleltink sajatos
festddést a kontroll birkdkb6él szdrmazé szérummal festett
metszeteken. Ezek a eredmények azt jelzik, hogy a H-gal-GP a
Haemonchus kefehat&r membridnjidn és felhdm alatti rétegében
helyezkedik el.

iii) Olyan kifejlett Haemonchusokb6l készitettink krioszta-
tos metszeteket, amelyeket Freund-féle komplett adjuvansban 1é&vs
H-gal-GP-vel immunizdlt vagy csak adjuvans injekcidval kezelt
birkakb6él nyertink ki (ldsd a 7. példa 3. és 4. vizsgdlatéban) .

A metszeteket birka immunglobulinra fajlagos, fluoreszcein
izotiocianattal konjugdlt antitestekkel inkubaltuk. Gondos mo-
sast kovetden a metszeteket az eldzdekben leirt médon fluoresz-
cens mikroszkép alatt vizsgéltuk.

A H-gal-GP-vel tértént immunizildst t(d1é18 férgekbdl szar-
mazd metszetek Kbzl néhény, bar nem mind sajatos fluoreszcen-
cidt mutatott. Ezt a bélsejtek kefehatdrdnak tulajdonitottuk
(17. &bra). Nem észleltlnk fest8dést a kontroll birk&kbdl szar-
maz6 Haemonchus metszeteken.

Az eredmények azt mutatjdk, hogy a H-gal-GP-vel toértént
immunizdl&ast tGl1é18 férgek némelyike bélsejt kefehatdr membran-

jain birka immunglobulin bevonattal bir. Ezért a H-gal-GP-nek
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ezen a wmwembridnon kell elhelyezkednie. Az el&zdekben leirt in
vitro vizsgdlatban észlelt szubkutikuldris festddést itt nem
észleltik. Feltehet8leg ennek oka az, hogy in vivo a gazdaszer-
vezet immunglobulinja nem kerul érintkezésbe a parazitdnak ezzel
az anatémiai részével.

b) Integréns membrin glikoprotein

Ha a teljes féreg PBS, Tween és Triton X-100-as extraktu-
mait tartalmazdé, perjodattal kezelt blottokat (azaz a 4. &bréan
leirt S1, S2 és S3 valamelyikét) a 3. vizsgdlatban kifejlesztett
anti-H-gal-GP szérummal proébanak tesszik ki, H-gal-GP-t csak a
Triton X-100-as extraktumban tudunk kimutatni (18. &bra). Ez az
eredmény - egy viszonylag érzékeny vizsgdlati méd alkalmazésa
mellett - arra utal, hogy a H-gal-GP nem volt jelen mint oldhatd
citoplazma protein vagy mint periféridlis membrén protein, és
hogy Triton X-100 hat&sa volt szuikséges ahhoz, hogy ezt a
sejtmembranokb6l szabadda tegye.

Ez az eredmény, a 2. tablazatban Odsszegzett lektin-kotd
tulajdonsdgokkal egyiutt, bdséges bizonyitékot szolgdltat arra,
hogy a H-gal-GP egy integrans membran glikoprotein.

5. Példa

Annak bizonyitédsa, hogy a H-gal-GP komplex mind a H110D

protein dublettdl (WO90 11086), mind a H45 protein

komplextdl (W090/11086), mind a 45 kD-os membrdn proteintdl

(W092/13889), mind a fibrinolitikus proteaztdl (EP-A-434909)

kiilénbdzd

a) A H-gal-GP komplex, a H110D és a H45 protein komplex

eltérései

i) Lektin kotés
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A H-gal-GP komplex, a H110D és a H45 komplex bizonyos
lektinek ir&nti becsilt relativ affinit4sidt a 2. té&bl&zatban
foglaljuk &ssze. A Dolichos biflorus kivételével, amely
egyikikhdéz sem kotddik, az N-acetil-galaktézaminra fajlagos
lektinek visszatartjdk a H-gal-GP komplexet, de nem tartjék
vissza a H110D vagy H45 komplexet.

ii) Izoelektromos pont

A H-gal-GP komplex alacsonyabb izoelektromos ponttal bir,
mint a H110D -‘agy a H45 komplex, és ezektdl ioncseréld kromatog-
rafids elj. ssal elvalaszthatd. Példdul a H45 komplex nagyon
kis része ké6tddik pH = 7,4-es, 0,1 térfogat¥ Triton X-100-t
tartalmazé 10 mmdél/l-es Trisz-HCl pufferrel egyensilyba hozott
Mono Q-tdélteten, megerdsitve Smith, Munn, Graham, Tavernor and
Greenwood [International Journal £for Parasitology 23, 271-280
(1993)] eredményeit. A visszatartott kis mennyiség a H110D eldtt
eludlhaté 50 mmél/l-es NaCl alkalmazidsdval. A H110D komplex
teljes egésze deszorbedlhaté 200 mmél/l-es NaCl alkalmaziséval,
ez megeldzi azt, hogy a H-gal-GP komplex nagy része megkezdené
az eludldédast.

iii) SDS-PAGE profil

A H110D dublett, amely redukdld vagy nem-redukdld koérilmé-
nyek koézdtt futtatva valtozatlanul 110 kD-ndl maradt (1. abra,
1. és 4. gélsév), nyilvanvaléan kildénbdézik a H-gal-GP komplextdl
mindkét szitudcibéban (1. &bra, 1. és 3., valamint 4. és 6. gél-
sdv) . Mivel azonban a redukdlds a H45 komplex profiljat lényege-
sen megvaltoztatja (1. &bra, 2. és 5. gélsav), a H-gal-GP
komplext8l vald kalonbdzdsége kifejezettebb, ha a redukdlatlan

mintdkat hasonlitjuk oOssze (1. &bra, 2. és 3. gélsav), mint a
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redukilt mintik Osszehasonlit&sakor (1. dbra, 5. és 6. gélsav).

iv) Pepsztatinnal valé kdtddés

Sem a H110D, sem a H45 nem ko&t8dik pepsztatin agarézhoz,
amely koézeghez a H-gal-GP komplex erdteljesen kotddik (12. és
13. é&bra)

b) A H-gal-GP komplex &s a W092/13889 kbzzétételi szémd PCT

szabadalmi leirdsban ismertetett 45kD-os membr&n protein

ké6zdtti kiildnbozdségek

i) Lektinnel valdé kotddés

Nativ kérilmények kozOtt a H-gal-GP komplex blzacsira lek-
tinhez koétddik (2. t&bl&zat, 19. &dbra). A W092/13889 kdzzétételi
szamdi PCT szabadalmi leirdsban szerepld védd antigének nem
kdtddnek ehhez a lektinhez, ezt a tulajdonsdgot hasznélték ki a
45 kD-os membrén protein tisztit4séra.

ii) N-termindlis aminosavszekvencia

A W092/13889 kbdzzétételi sz&mi PCT szabadalmi leirasban
szerepld 45 kD-os membran protein kézdlt N—terminélis aminosav-
szekvencidja nem hasonlit a H-gal-GP komplex 1. példa 2. részé-
ben leirt 45, 47, 48 vagy 50 kD-os komponensei megfeleld
adatainak egyikéhez sem.

iii) A denaturdlt antigén H-gal-GP komplex megdrzi védd ka-
pacitdsit birkdk védelmében SDS-szel valdé disszocidlast és
ditiotreitolos redukdlast koéovetd denaturdlds utén is (lasd a 7.
példa, 4. és 5. vizsgdlatdban), mig a WO 92/13889 kézzétételi
szami PCT szabadalmi 1leir&sban ismertetett 45 kD-os membran
protein védd antigén kapacitdsdt - tengerimalac vizsgédlat

alapjan - elvesziti denaturdlt forméban.
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c) H-gal-GP komplex és fibrinolitikus protedz koézétti

kilénbdzbségek

i) Szubsztrat fajlagossag

Cox, Pratt, Hageman és Boisvenue [Molecular and Biochemical
Parasitology 41, 25-34 (1990)] Haemonchus-b6l szarmazé fibrino-
litikus protedzt irnak le, amely szerintik - két kisebb birka
vizsgdlat nem meggydzd adatai ellenére - véd3 antigén hatéssal
bir (Cox, G.N., Milhausen M. és Hageman R., 434909 szami eurdpai
szabadalmi bejelentés, 1990). A H-gal-GP komplex nem mutatott
semmiféle proteolitikus aktivitdst fibrinogénnel szemben (l&sd a
4. tdblazatban és a 6. példaban).

ii) Oldhatésag

A Cox és munkatdrsai (1990) 4&ltal leirt fibrinolitikus
protedz Haemonchus-bdél séoldattal extrahdlhaté ki. Ezzel
ellentétben, a H-gal-GP komplex nem mutathaté ki a séoldatos
extraktumban, a parazitdbdl csak detergenssel, példdul Triton X-
100-zal extrahdlhatdé (4. és 5. &bra).

6. Példa

Annak igazolasa, hogy a H-gal-GP aszpartil-protedz jellem-

zdkkel bir

i) pH optimumok

F6ldimogyord lektinnel tisztitott H-gal-GP eldzetes vizsgéa-
latok szerint inkdbb hidrolizalja az azokazeint, mint az azo-
kollagént. Ennek az aktivitdsnak a pH optimuma 4 és 9 kdzotti,
0,1 mél/l-es acetdt, foszfdt vagy trisz pufferek &tlapoléd
alkalmazasaval (8. &bra). Az optimdlis aktivitést 4,5 és 6,5 koO-
zO6tti pH értéknél észleltilk.

ii) Inhibitor érzékenység
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A proteindz aktivit&s inhibitor érzékenységét négy kuldn-
b6z8, f£éldimogyord lektinnel tisztitott H-gal-GP készitményen
vizsgdltuk. Az enzimaktivit4s majdnem teljesen g&tolhatd
pepsztatinnal minden vizsgdlt készitményben, ami azt jelzi, hogy
a proteolizis egy aszpartil-protedz hatéds&nak tulajdonithatd (3.
tablazat) .

3. Tablazat
H-gal-GP-vel kapcsolatos és az O. circumcincta &s O. ostertagi

eredetd ekvivalens enzimek protedz aktivitdsénak inhibitor

érzékenysége
Jeldlt proteindz Az inhibitor jelenlétében
Inhibitor osztéaly megmaradd aktivités (%)

H-gal-GP Oc-gal-GP Oo-gal-GP

PMSF szerin (tiol) 100 104 84
E64 tiol 87.8 101 101
1, 10

Fenantrolin metallo 97 94 99
EDTA metallo 97.8 NH NH
Pepsztatin karboxil (aszpartil) 8.5 23 0

(Az eredmények H-gal-GP esetén négy kiuldnbdzd észlelés, é&s minden
Ostertagia faj esetén két észlelés atlagai). NH = nem hatdroztuk
meg.
iii) Affinitads kromatografids vizsgdlat pepsztatin agarézon
Az 1. példa elsd részében leirt médon tisztitott H-gal-GP-t
pepsztatin agardzzal tdltdtt oszlopon engedink A&t. A pepsztatin

agarbz tdltetet eldzetesen pH = 4,5-es, 1 mél/1 NaCl-t és 0,1
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térfogaty reduk&lt Triton X-100-t tartalmazé 25 mwmél/l-es
natrium-acetit pufferrel hozzuk egyensilyba [Do és munkatdrsai,
J. Biol. Chem. 262, 1037-1043 (1987)]. Az oszloprél pH 4,5 és 10
kdzbtti tartomdnyd folyadékkal valé kimeritd mosds sordn kevés
protein deszorbedlédik. Azonban, ha az eludlast 1 %-os SDS-vel
végezzik, a H-gal-GP zome deszorbedlédik (20. abra). A H-gal-GP
nem kotddik "negativ kontroll®" ligandummal (példaul Dolichos
lektinnel) kapcsolt agarézhoz. Ez az eredmény a 3. példdban az
el8z8ekben leirtakkal egyitt azt jelzi, hogy a H-gal-GP erSsen
fajlagos pepsztatinra, amely az aszpartil protedzok és kisebb
mértékben a membran metallo-endopeptidédzok egy klasszikus
jellemzdje [Zoller, H., Handbook of enzyme, inhibitors, 1990,
kiad6: VCH, Weinheim, Németorsz&g). A H-gal-GP profilja 5 vagy
10 %-os nem-redukdldé géleken azonos pepsztatin agardzhoz valéd
kot8dés eldtt vagy utdn (20. &bra). Ez az eredmény arra utal,
hogy a H-gal-GP egy multimer enzim komplex, pepsztatinhoz koét&dd
protedzok elegye vagy ezen enzimek és prekurzoraik elegye.

iv) Szubsztrat-gél analizis

H-gal-GP-t pepsztatin jelenlétében vagy hidnydban eldinkuba-
lunk, majd 0,1 toémeg/térfogat% zselatint tartalmazé 7,5 %-0s
SDS-PAGE géleken nem-redukdldé koérilmények mellett elvalasztjuk.
Az elektroforézist kévetden az SDS-t feleslegben 1évd Triton X-
100-zal valé mosassal eludljuk, és a géleket éjszakan at 37 °C
hémérsékleten pH = 6,0-os foszfat pufferben inkubaljuk. A
proteolizis zéndkat Coomassie Blue szinezékkel valdé ellen-
festéssel tesszik lathatéva.

Az eredmények valtozdak voltak, de egy alkalommal a

proteolizis a H-gal-GP komplex mindkét nagyobb nagy molekulatd-
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megd savjdval és a mintegy 45 kD-os kisebb komponensekkel is
korreldlt. Minden aktiv zéna érzékeny volt pepsztatinra. Egy
misik alkalommal Ggy tfint, hogy az aktivitds csak a komplex 170
kD-os s&vijara lokalizdlédik, és pepsztatinnal egyértelmien
gdtolhat6é (21. abra). Az aszpartil-proteindzoknak ezt a valtozd
15thatdva tételét mar kordbban is leirtdk, és a zselatinhoz mint
szubsztrathoz valé viszonylag gyenge affinitédsnak tulajdonitot-
t4k [Simkin, K.G., Chapman, C.R. és Coles, G.C., EBxperimental
Parasitology 49, 281-387 (1980)]. Ennek folytdn gy tdnik, hogy
a H-gal-GP a komplexnek nem-redukdld kdriulmények kozott észlelt
minden s&vj&val kapcsolatosan aszpartil-proteindz aktivitdssal
bir.

v) H-gal-GP affinit&sa természetes vér-proteinek irént

H-gal-GP-t fibrinogénnel, albuminnal, hemoglobinnal, vala-
mint azokazeinnel inkub&lunk (mindegyik esetben 1 mg/ml pH =
'5,5-8s puffer 2n), majd az emésztetlen proteint azonos térfogata
1 mél/1-es perkldérsav hozzdaddsdval kicsapjuk. A proteolizist a
szabadda vAalt szabad a-amino-nitrogénnek ninhidrin vizsgdlattal
valé kimutatdsdval kovetjik nyomon [Mathews, B.E. Symposium of
British Society of Parasitology 15: 103-119 (1977)].

Az eredmények azt mutatjdk, hogy a H-gal-GP megkuldnbdzte-
tett fajlagosdggal bir hemoglobin irént (4. tablazat), és ennek

az aktivit&snak az optimuma pH = 4,0 értéken van (9. abra).
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4. Tablazat

H-gal-GP affinitésa természetes vér-proteinek é&s azokazein irdnt

Szubsztrat Proteolizis (Abszorbcid
563 nm-nél)

Fibrinogén 0,00

Haemoglobin 5,12

Albumin 0,77

Azokazein 0,55

vi) H-gal-GP proteolitikus aktivitds gAtladsa immunizidlt

birkakbél sz&rmazd szérummal

H-gal-GP-vel immunizdlt vagy adjuvénssal kezelt (a 7. példa
3. vizsgdlatdban leirt médon) bAar&nyokbdl szdrmazd szérumot .
azonos mennyiségll H-gal-GP alikvotokkal inkub&ltunk. Az elegyek
proteolitikus aktivités&t ezutdn azokazein szubsztrit alkalmaza-
sdval megvizsgdltuk. Az 5. té&bl&zatban lathaté eredmények azt
jelzik, hogy a H-gal-GP-vel végzett immunizdlds egy fajlagos
gatldé véalaszt valt ki, amely feltehetden a H-gal-GP proteo-
litikus aktivitésa ellen iranyuld antitest kdvetkezménye.

5. Tablazat
H-gal-GP gatlisa immun-szérummal
Szérum Proteolizis gatlas %
1. vizsgdlat 2. vizsgalat

Kontroll barany 0 2
A immun-barany 58 55

B immun-barany 51 59
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7. Példa

Annak igazolésa, hogy H-gal-GP-vel immuniz&lt birkék

védettek Haemonchus contortus-sal szemben

A védelemre vonatkoz6 kisérlet-sorozatot hajtottunk végre
H. contortus kildnbdz8 frakcibinak alkalmazdsdval. A 22. &bran
folyamatdbriban foglaljuk dssze annak az elj&rédsnak a vézlatat,
amellyel az immunogéneket eld411itottuk az Ot vizsgélatban
szerepld minden egyes birka-csoport szamara.

A védelemre vonatkozd vizsgdlatok

19 csoport birkdt magéaban foglaléan 5 immmuniz&l&si provo-
k&cibés vizsgdlatot végeztink a kdvetkez8kben bemutatisra kerild
kronolégiai rendben. Az egyes vizsgdlati csoportok egymishoz
viszonyitva az &llatok nemét és testtomegét illetden kiegyen-
silyozottak voltak.

Az egyes csoportok tervezett mérete 6 vagy 7 &llat, azonban
a 9. és a 10. csoportban egy-egy birka elpusztult vesekd folytan
a provokdlast megeldzden. Az egyes csoportok immunizéldsara
alkalmazott antigéneket a 6. t&blazatban és a 22. 4brén mutatjuk
be. Minden birkat 3 alkalommal immuniz&ltunk a protein egyenld
dézisaival vagy kontrollok esetén csak adjuvanssal és sboldat-
tal, és minden &llatot 5000 H. contortus larvaval provokaltunk.
Mindig Freund-féle komplett adjuvanst alkalmaztunk, az oltbanya-
got 1 vagy 2 ml-es adagokban intramuszkularisan adtuk be mindkét
hatsdé labba. A baradnyok kora és a kezelés id6zitése az egyes
vizsgélatokndl némileg valtozott, amint az a 7. té&blazatban
1l4thaté.

1. Vizsgédlat

A vizsgdlat célja teljes féreg membr&nok Triton X-100-as
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extraktumdnak bidzacsira lektinnel ko6t8dd  frakcidja  védd
kapacit&sanak meghatdrozésa.

Ez az immunogén igen hatékony a provokalt kontroll birkék-
ban észlelt bélsar peteszam visszaszoritisdban (23. &bra). Ha-
sonlé médon, ledléskor az immunizdlt csoport szignifikansan ke-
vesebb férget tartalmazott, mint a kontroll, és az immunizélt
csoportban szignifik&nsan nagyobb a himek ardnya a ndstényekhez
(6. tdblazat), mint a normilis.

Ez az eredmény ellentétes a W092/13889 koOzzétételi szami
PCT szabadalmi leir&sban kézdltekkel, ahol a bGzacsira lektinnel
k6tdd8 frakcid gyenge védelmet nyldjtott tengerimalacoknak. Bz a
kuldénbség vagy az alkalmazott provokdlasi rendszer eltérd
voltanak tulajdonithaté, vagy annak a ténynek, hogy a W092/13889
kb6zzétételi szami PCT szabadalmi leirdsban ismertetett vizsga-
latban lényegében a H110D volt a £6 vé&dd alkotbdanyag, amelynek
nagy tomege nem koétddik bizacsirdhoz (19. &bra).

Azt a felismerést, hogy a ndstény Haemonchus érzékenyebb a
himnél az immuniz&las hat&saira, ma&r koradbban ismertették mas
bél-membran antigén vizsgdlatokban [példadul Smith, Res Vet Sci
54, 94-101 (1993)], és annak a ténynek tulajdonitottdk, hogy
mivel a ndstény férgek nagyobbak a himeknél, nagyobb sebességgel
fogyasztjdk a vért azokndl, és nagyobb dbézis ardnyban jutnak a
kdros antitesthez. Mas elképzelés szerint ez a jelenség annak a
ténynek a koévetkezménye lehet, hogy a ndstények anabolikus
igényei a peterakés folytadn sebezhet8bbé teszik &ket a tapla-
lékot biztositd enzimek blokkoldsa iré&nt. A visszanyert férgek
nem szerinti ardnyanak mérése hasznos tovabbi paraméter a taldl-

many szerinti médszerrel végrehajtott sikeres immunizalas okozta
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hat&sok kimutatéséra.

2. Vizsgllat

Mivel az mAr kor&bban ismert volt, hogy az 1. csoportban
alkalmazott bizacsirdval kotddd frakcid tartalmaz némi H110D-t,
amely Haemonchus ellen mir erdsen védd hatédsinak bizonyult
protein (Munn é&s Smith, 1990), a f& cél az volt, hogy olyan
bizacsirdval koétddd frakcibét vizsgdljunk, amelybdl a H110D-t
ioncseréld kromatografidval eltdvolitottuk. Annak ellendrzésére,
hogy lehetséges-e egy nem-glikozildlt védd membran-protein
létezése, egy masodik csoportot egy olyan frakciéval immunizal-
tunk, amely nem ko&6t3ddtt sem biGzacsira, sem ConA lektinhez (22.
abra) .

Mindkét immuniz&lt csoportban kdvetkezetesen alacsonyabb
dtlagos peteszdmot észleltink, mint a kontrollokban (24. &bra),
de csak a blzacsirds csoportban volt szignifikdns kaldnbség a
mintavételi napok tdébbségében. Egyik immuniz&lt csoport sem
tartalmazott szignifikansan kevesebb férget, mint a kontrollok,
bar a blzacsirds csoportban a terhelés lényegesen tébb him, mint
ndstény féregbdl tevddodtt ki (6. tablazat).

Ebben a vizsgdlatban a kontroll csoport birkainak &tlagos
pete- és féregszdma lényegesen alacsonyabb volt, mint a masik
négy vizsgdlat kontroll értékei (24., 23., 25. és 26. abrék, és
6. tabl&zat), két &dllatndl igen alacsonyak voltak ezek a szamok.
Ez a nagy varidcié (amely valészinllleg az oOregebb birkédk
bevondsit tikrdzi) nehézzé tette a szignifikancia értékelését -
ha egydltaldn volt - a harmadik csoportnak tulajdonitott védett-
ség tekintetében, ez a helyzet a vizsgdlat megismétlését igény-

1i.
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3. Vizsgélat

Ennek a vizsgdlatnak a célja a H110D-mentes bhGzacsirahoz
ko6t3d8 frakcidé ismételt vizsgdlata fiatalabb, egyenletesebben
érzékeny bAaranyokon. Id8kdzben azt észleltik, hogy ugyanaz a
frakcié egyszeriibben elddllithaté affinitds-kromatografias elja-
rassal féldimogyoré lektin alkalmazdsdval (22. &bra), mivel ez a
ligandum egydltaldn nem kot meg kimutathaté H110D-t. Ezért ebben
a vizsgdlatban a féldimogyoréval kdt&5d6 frakcié (azaz H--gal-GP)
és H110D védd kapacitésat hasonlitjuk dOssze.

Az immuniz&lt bArdnyok mindkét csoportjdnak bélsar pete-
szama lényegesen csdkkent a kontrollokhoz hasonlitva (25. &bra),
és lényegesen kevesebb férget nyertink beldlik, emellett a himek
ardnya a ndstényekhez képest rendellenesen magas volt (6. t&bla-
zat) .

Arra a kob&vetkeztetésre jutottunk, hogy a H-gal-GP
Haemonchus € antigén.

4. Vizsge.a:

A vizsgdlat célja a nativ H-gal-GP-vel kapott vé&dd hatas
tényének megerdsitése, és annak meghatdrozdsa, hogy ez a komplex
meg8rzi-e védd hatdsat disszocidlt vagy redukdlt és disszociidlt
dllapotban.

Ennek megfelelden a H-gal-GP alikvot részét disszocidljuk
oly médon, hogy 0,5 % SDS-szel (SDS : protein témegarédny 2,5:1)
25 °C hd&mérsékleten 1 O6radn &t inkubAaljuk. Egy masodik alikvot
részt azonos mennyiségli SDS és ezzel egyutt 2,5 mmdél/liter
ditiotreitol (DTT) redukdldszer alkalmazdsdval 100 °C hdémérsék-
leten 5 percig tartd disszocidléssal denatur&lunk. A 10. és 11.

csoportokat a fenti médokon kezelt H-gal-GP alkalmazdsdval immu-
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nizdljuk, mig a 9. csoportnak azonos, de kezeletlen nativ H-gal-
-GP alikvot részét adjuk (6. téblazat).

Mindhdrom immuniz&lt csoport esetén a béls&r peteszdm és
féregsz&m értékeiben is er8sen szignifikéns csokkenést észlel-
tink a kontrollokhoz képest (26. &bra, 6. tébl&azat), bér ez a
hatés kifejezettebb a nativ és a csak SDS alkalmazé&saval kezelt cso-
portokndl. A korébbiakhoz hasonléan a ndstény férgek érzékenyeb-
bek a himeknél az immunizdlds hat&sdra. Azt a kdvetkeztetést
vontuk le, hogy a H-gal-GP védd epitbpjai nagyrészt érintetlenek
maradnak mind a komplex SDS-szel valé disszocidcibéja, mind az SDS-
szel valdé disszocidcié és DTT-vel végzett fedukélés révén
bekdévetkezd denaturilédids esetén. Ez az eredmény ellentétes
azzal, amelyet a W092/13889 kodzzétételi sza&ml PCT bejelentésben
leirt 45 kD-os membrédn glikoproteinnel nyertek, és arra enged
kdvetkezteni, hogy a H-gal-GP alegység-polipeptidjeit is meg
lehetne egyénenként vizsgdlni azt koévetden, hogy ezeket SDS
tartalmi akrilamid géleken elvAalasztjuk, és a gélrdl extrahdljuk.

5. Vizsgadlat

A vizsgdlat célja H-gal-GP nem-reduk&lé SDS-PAGE révén
elvilasztott kildénféle polipeptid-alkomponensei védd antigén
hatédsédnak vizsgalata.

A 13. és 14. csoportokat 500, illetve 200 ug olyan H-gal-GP
komplexszel immunizdljuk, amelyeket eldzetesen a fenti 4. vizs-
galatban leirt médon SDS alkalmazdsdval disszocidltunk. A 15-18.
csoportok immuniz&lasdt nem-redukdlé koérilmények mellett SDS-
-PAGE alkalmazisdval 5 %-os gélen elvalasztott H-gal-GP komplex
(22. &bra) elvalasztds utdn kimetszett egyedi komponenseivel vé-

gezzik. Amint a 2. &bréan lathatd, a 15. csoportnak a 230 kD-os



sdvot, a 16. csoportnak a 190-205 kD-os diffiz tartomanyt, a 17.
csoportnak a 170 kD-os savot, a 18. csoportnak a szinezékfront
sdvot (2. &bra) injektdltuk be. A megfeleld sdvokat tartalmazd
gélszeleteket megfeleld térfogati higitbéanyagban szuszpenddljuk,
és azonos térfogati adjuvanssal homogenizdljuk. A frakcion&lt
H-gal-GP mennyiségét Ggy sza&moljuk, hogy a 15-18. csoportok 500
ug H-gal-GP-vel ekvivalens polipeptid dézist (azaz a 13. cso-
porttal ekvivalens polipeptid dézist) kapjanak. Egy kontroll
csoportot (19. csoport) csak magdval az adjuvanssal immuniz4-
lunk.

Egy &4llat kivételével (a 4. sza&mi birka) mindkét SDS-szel
disszocidlt H-gal-GP-vel immuniz&lt pozitiv kontroll csoport
védett volt a provokdlt fert&dzéssel szemben. Ez a kontrollokhoz
viszonyitott csdkkent pete- és féregszamban, valamint a him
férgek ar&nydnak ndvekedésében nyilvdnult meg. Ha a 4. szami
birkdt az értékelésbdl kizarjuk, a 13. csoport védelmére
vonatkozé sz&mok a kovetkezdk: 79 % féregszadm és 87 % peteszam
(a 18-35. napok &tlagolt értékei). A 14. csoportndl a megfeleld
eredmények: féregszadm: 70 %, peteszdm: 84 %. Azt a kodvet-
keztetést vontuk le, hogy a 14. csoportndl alkalmazott csdkken-
tett dézis nem okozott eltérést, és hogy a 13. csoportnil kapott
eredmény hasonld volt, mint a fenti 4. vizsgdlatban kapott.

Sokkal nagyobb egyedi varidcidkat észleltink a H-gal-GP
kiilénb6zd alegység savjaival immunizdlt csoportokndl. Az ered-
mények azonban azt mutattdk, hogy a védelem elérhetd a gélekbdl
kimetszett egyedi alegység sdvokkal is. Ezek k6zll a 16. csoport
(190-205 kD-os diffadz s&v) és a 18. csoport (szinezék front

savja) volt a legjobban védett.
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A legjobb alegység csoportban nydjtott védelem kevésbé
koévetkezetesnek t{int, mint a teljes komplexszel immuniz&lt cso-
porté. Ennek oka az lehet, hogy az elektroforetikus elv&laszté&s
folyamdn a védd epitdép valamilyen médon ké&rosodott, vagy az,
hogy egy kévetkezetes hatashoz 1-nél tdbb alegység kombindciéja
lehet szikséges.

Az Ot vizsgilatbdl arra a k&vetkeztetésre jutottunk, hogy a
H-gal-GP Gj, és koOvetkezetesen hatékony védd antigén komplex
Haemonchus ellen mind nativ &dllapot&ban, mind disszocidlt, vagy
akar redukdlt és disszocidlt &dllapotéban is.

6. Tablé&zat
1-4. vizsgélat birkdk védelmére: csoportonkénti féregszam és a

visszanyert Haemonchus nemek szerinti arénya

A vizsgédlat Csoport n Antigén D6zis® Atlag sz&m : SE Him %
szama
1. 1. 7 Blzacsira kdtés 200 1086+3268 62,3+1,92
2. 7 Nincs (kontroll) - 306814160 48,6+1,5P
3. 6 Bdzacsira 140 180941152 63,1+2,82

minusz H110D

2. 4. 7 Lektin, k&tetlen 140 138743502 49,6+4,1P

5. 7 Nincs (kontroll) - 1644434483 51,5+1,3P

6. 7 H110D 100 51841338 66,8+5,42

3. 7. 7 Fdldimogyord kdtés 200 176541670 64,243,128
(H-gal-GP)

8. 7 Nincs (kontroll) - 3744+187C 50,1+0,4P




6. T&bl&zat (folytatéss)

A vizsgilat Csoport n Antigén D6zis* Atlag szdm + SE Him %
sz&ma
9. 5 Nativ 200 105214242 75,546,282
H-gal-GP
10. 5 H-gal-GP 500 90242952 65,743,222
+ SDS
4. 11. 6 H-gal-GP 500 146644762 70,645, 48

+ SDS + DTT
12. 6 Nincs (kontroll) - 370516270 56,145,4P
* Az immuniz&1&sndl birkdnként beinjekt&lt protein (ug).
Az egyes vizsgdlatokon beldl a kaldénbdzd index-szamokkal
jeldlt oszlopokban 1év3 értékek szignifiké&nsan kiildénbdzdek.
7. Tablazat

A vizsgdlati rend kildnbdzdségei a birka vizsg&latndl

A vizsgadlat A baradny Megerdsités Iddtartam A ledlés
szédma kora idejeb a provoka- napjad
14sig€
1. 2 4 és 7 1 23
2. 8 3 és 6 2 28
3. 2 3 és 6 2 34
4. 5 3 és 6 2 35
5. 3 3 és 6 2 34 vagy 35

@ Az dllat kora az elsd injekcid beadasakor hénapokban;
b Az elsd "vakcindlast6l" eltelt hetek sz&ma;
C A harmadik "vakcindlds" és a provokalas kozotti hetek szé&ma;

d A provokalast6l az &llat ledléséig eltelt napok sz&ma.
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8. Példa

Ostertagia fajokban jelenlévd ekvivalens enzimek

Ostertagia circumcincta vagy Ostertagia ostertagi a 4. &brén
bemutatott médon valdé extrahdldsa, majd £fdéldimogyord 1lektinnel
valé affinitas-kromatogrédfids kezelése SDS-PAGE profiljuk alapjén
a H-gal-GP-vel nagyjédbél hasonld protein komplexeket eredményez.
A H-gal-GP-hez hasonléan mindkét extraktum protedz aktivitést mu-
tat azokazeinnel és birka hemoglobinnal szemben, amelyek pH opti-
muma 4 és 0 kOzotti (8. é&s 9. 4bra), aktivitdsukat pepsztatin
fajlagosan A&tolja (3. téblazat).

Pepsztatinnal, f6ldimogyoré lektinnel vagy Dolichos lektinnel
kapcsolt agard6z gyodngyodket tartalmazd csdvekhez azonos mennyiségi
Oc-gal-GP-t adunk, és a csdveket 3 6r&n &t 4 °C hdmérsékleten
enyhén keverjik. A gydngydket kiulepitjik, a megkdtetlen felidl-
Gsz6t visszanyerjik. A gydngydket hdromszor mossuk, majd minim&-
lis mennyiségli SDS-PAGE minta-pufferrel forraljuk, ezutadn dle-
pitjik. Ennek a lépésnek a felldlisz6jat, amely az agardzhoz ké-
toétt anyagot tartalmazza, a megkdtetlen fellldszédval egylitt nem-
-redukd&ldé 5 %-os SDS-PAGE géleken futtatjuk, immobilon membranon
blottoljuk, és biotinezett fdéldimogyordé lektinnel kapcsoljuk.

A 28. abran bemutatott eredmény azt mutatja, hogy az Oc-gal--
GP foldimogyord 1lektinhez és pepsztatin agarézhbz fajlagosan
ko6tddik, mivel az agardzzal kapcsolt negativ kontroll ligandumhoz
(Dolichos lectin) nem koétddik.

A H-gal-GP-vel a 7. példa 1. és 2. vizsgdlata szerint
immuniz&lt birka széruma keresztreakciét ad barmely Ostertagia
komplex protein epitépjaival (27. &bra).

Ezek az eredmények egylittvéve azt a feltételezést tdmasztjak
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alad, hogy a H. contortus, az O. circumcincta és az O. ostertagi
pepsztatinnal gatolhaté protedz aktivitdst tartalmazé, antigénesen
rokon galaktdztartalmi glikoprotein komplexek egy ké6zds csaladja-
ba tartoznak. |

Részletesebb eredményeinket az aléabbi vizsgdlatokban
ismertetjik.

1. Vizsg&lat‘

Annak igazoldsa, hogy Ostertagia circumcincta integréns

membrén proteinjeivel immuniz&lt bAr&nyok védettek az ezzel a

parazitéval valé provokdciétél

Ostertagia circumcincta integr&ns membran proteinjeinek
konkavalin A-val (ConA) kotddd frakcidéjdval immuniz&lt bArényok-
kal végzett kisérletben a baranyokat ennek a parazit&nak fertdzd
larvaival provokaltuk, és meghatdroztuk védettségliket hasonld
médon provokdlt kontroll csoporttal szemben.

Minden antigén-el84llitdsi miveletet jégben vagy 4 °C hdmér-
sékleten 10 000 g mellett 15 percig végzett centrifugdldsi 1lépés-
sel valésitunk meg, ha mi&s megjeldlés nem szerepel. Fagyasztott,
kifejlett O. circumcincta-t kiolvasztunk, és pufferben homoge-
nizalunk (pH = 7,4-es, 1 mmél/l1 EDTA, 1 mm6l/1 PMSF és 1 mmél/l
N-etil-maleimid protedz inhibitorokat tartalmazé foszfattal
pufferolt sbéoldat). A homogenizdtumot centrifugdljuk, az lUledéket
0,1 térfogat¥%¥ Tween 20-t tartalmazé homogenizdlé pufferben djra
szuszpendaljuk. Ezt a lépést mégegyszer megismételjik, és a mo-
sott Uledéket, amely a féreg-membranokat tartalmazza, ismét
szuszpenddljuk, és 2 % Triton X-100-t tartalmazé, EDTA nélkili
homogeniz4l6 pufferben 2 6rdn &t to6rténd gondos keveréssel

extrahdljuk. Az extraktumot ismét centrifugdljuk, a kapott felil-
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Gsz6é6t 100 000 g mellett 1 6r&n &t ultracentrifugdljuk, ezt a fe-
1alisz6t, amelynek jeldlése S3 (29. é&bra, 1. gélsav), és az
oldhatévi tett integréns membrin proteineket tartalmazza, 22 um
pérusi szlirdn engedjik &4t, majd négyszeresére higitjuk 0,5 mél/1
NaCl-t és 0,01 témeg/térfogat% NaN3-t tartalmazé 10 mmél/l-es, pH
= 7,4-es Trisz-HCl pufferrel, majd az oldatot ConA-agardz
oszlopra visszik. A kétetlen anyagot (29. &bra, 3. és 4. gélséav)
eldntjik, majd gondos mosis utdn a megkdtdtt frakciét 200 mmdl/1-
es o-metil-mannozid/a-metil-glikoziddal eludljuk (29. &bra, 2.
gélsav). Ezt a frakciét gélsziiréssel (Sephadex G-25, Pharmacia)
cukortél és s6td61 mentesitjik, Mono Q ioncseréldvel besliritjik,
majd hideg, foszfattal pufferolt séoldattal (PBS) higitjuk,
ezutdn azonos térfogati Freund-féle adjuvdnssal emulgedljuk.

14 Suffolk félvér bar&nyt, amelyeket olyan koérilmények kozdtt
neveltiink és tartottunk, hogy kiz&rjuk a nematéda parazitdkkal
valé fertdz8dést, két csoportra osztottunk, amelyek az &llatok
neme és testtdmege szerint kiegyensilyozottak voltak, és hat
immunizalt és 8 kontroll baranyt 6leltek fel. Az immunizdlt cso-
port mintegy 7 hénapos korédban kapott 100 ug antigén injekcidt, a
kontroll baranyoknak csak adjuvanst injektdltunk be. Az A&llatok
mindkét hitsé lababa 1 ml vakcindt injektdltunk a félig hartyas
(semimembranosus) és félig inas (semitendinosus) izmokba. Minden
csoport tovabbi azonos oltdst kapott 3 é&s 6 héttel késdbb. Két
héttel az utolsd emlékeztetdt kdvetden a bardnyok mindegyikét
ordlisan 5000 harmadik &llapotd O. circumcincta l&rvéaval provo-
kdltuk. A provokdlast kovetd 2 hét eltelte utédn hetente kétszer
meghatdroztuk a bélsdr-peteszamot, és az Osszes féregszam megha-

tadrozdsadra az allatokat a provokdlast kovetden 5 héttel ledltik.
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Az immuniz&lt baranyok csoportonkénti &tlagos bélslr-peteszé-
ma szignifik&nsan alacsonyabb volt a vizsgdlat sordn végig, mint
a kontroll csoportoké (8. téblazat és 30. &bra). A csoportok
dtlagainak a 21. és 35. nap kOzo6tti értékeit &tlagolva azt az
eredményt kaptuk, hogy az immunizdlt csoport peteszéma tdbb mint
80 %-kal csodkkent.

Megvizsgdltuk az oltégyomor tartalmak és nydlkahdrtya kivona-
tok almint&it (5-10 %) férgek tekintetében. Nem tal&ltunk korai
negyedik &llapotd larvat, minden féreg az Otddik &llapotig vagy
kifejlett &llapotig fejlddott. A férgekkel valdé terheltség
mértékének Osszehasonlitdsa azt mutatta, hogy az immuniz4lt
birkdk férgekkel vald terheltsége mintegy 60 %-kal csdkkent, ami
statisztikailag szignifik&ns kaldnbség (8. tablazat).

8. Tablazat
BélsAr-peteszam és 6ssz Ostertagia terhelés immunizalt és

kontroll birkdkban

A provok&last kdvetd napok széma

Csoport Birka 14 18 21 25 28 32 35 Férgek?®

Immuniz&lt 1. o 45 198 30 108 30 162 2673
2. 0 0 1 8 36 24 15 321
3. 0 0 1 12 27 15 48 905
4. 0 0 2 24 33 15 36 322
5. 7 207 315 162 108 63 207 2563
6. 0 1 63 72 198 135 189 2914

Atlag 1,17 42,2 96,7 51,3 85,0 47,0 109,5 1616
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Kontroll 7. 0 342 459 72 495 387 450 3830
8. 6 198 450 297 720 432 558 4979

9. 13 261 585 297 603 927 603 3292

10. 11 432 441 252 252 693 612 3993

11. 7 279 405 207 378 486 * 3806

12. 9 396 297 369 1134 495 459 4189

13. 3 27 189 108 72 162 198 2088

14. 27 333 486 450 288 531 639 4568

Atlag 9,62 283,5 414,0 256,5 493,0 514,1 502,7 3843

P érték  <0,05 <0,01 <0,01 <0,01 <0,02 <0,01 <0,01 <0,01
a - Ossz féregszam
b - a bélsar-peteszam/g érték
* - nincs minta
P érték - az immunizilt é&s a kontroll csoport megfeleld atlagai

k6zotti klGldnbség szignifikancidja T teszttel meghatdrozva.

2. Vizsgdlat

Annak igazolasa, hogy a védd antigének magukban foglaljdk

az Ostertagia circumcincta galaktdézt tartalmazé (Oc-gal-GP)

glikoprotein komplexét

a) Az 1. vizsgdlatban a birkd&k immuniz&lasdra alkalmazott
ConA-val koétddd frakcidét 10 %-os redukdlé SDS-PAGE géleken
elektroforetizdljuk, és immobilon membranra blottoljuk. A
blotokkal prébat végzink biotinezett foldimogyord lektinnel, ez
a ligandum fajlagosnak bizonyult Oc-gal-GP-re (28. és 29. &bra).
A pozitiv eredmény (31. abra) azt mutatta, hogy az Oc-gal-GP
jelen volt a védd antigén készitményben.

b) Oc-gal-GP eldallitaslra kifejlett O. circumcinctat S3
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&dllapotig feldolgozunk, majd fdéldimogyord lektin - agardz oszlo-
pon visszik &t az 1. vizsgdlatban leirt médon. Az oszlopot né-
h&ny oszloptérfogatnyi pufferrel mossuk, majd a megkdtdtt anya-
got 0,5 mél/l-es galaktézzal mosva nyerjik az Oc-gal-GP-t.

Oc-gal-GP blotokat készitink az eldzdekben leirt mddon,
azzal az eltéréssel, hogy eldszdr perjoddtos kezelést végzink a
szénhidrat epitdépok roncsolisdra &s a lehetséges keresztreakcidk
csOkkentésére [Woodward, Young és Bloodgood, Journal of immuno-
logical methods, 78, 143-153 (1985)]. A blotokkal prébat végzink
vagy a 8. példa 1. vizsg4latdbdl szadrmaz6é immun szérummal vagy
O. circumcincta ir&nt természetes immunitdssal biré birk&kbél
szadrmazé gyomornyirokkal [Smith, Jackson, Jackson és Williams,
Journal of Comparative Pathology 95, 235-275 (1985)]. Az 1.
vizsgdlatbdl szarmazbé, a ConA-val koé6tddd antigén elleni
antiszérum reagalt az Oc-gal-GP-vel, de nem volt lathatd reakcid
a természet mmunitdsd dllatok nyirokjdval. Ezek az eredmények
a 2(a) viz .latban az eldzdekben tett azon megfigyelést
tdmasztjdk ald, hogy a birkdk immuniz&l&sdra hasznalt ConA-val
k6tddd frakciéban Oc-gal-GP volt jelen, és hogy az Oc-gal-GP
ugyancsak egy "rejtett" antigén.

3. Vizsgdlat

Annak igazoldsa, hogy az Oc-gal-GP egy bél membrén protein

0. circumcincta-bél kriosztdtos metszeteket készitettlnk,
és ezeket fluoreszceinnel kapcsolt féldimogyord lektinnel fes-
tettik. Intenziv fluoreszcencidt észleltink a bél mentén, Dbar
egy ez ideig nem azonositott belsd szerkezet ugyancsak festdddott
kevésbé intenziven (32. &bra). Mivel a fdéldimogyord lektin faj-

lagosan kotddik Oc-gal-GP-hez, ez az eredmény azt jelzi, hogy az



Oc-gal-GP egy bél membrén-protein.

9. Példa

Ekvivalens enzimek Trichostrongylus fajokban

Kifejlett T. vitrinus extraktumidnak proteolitikus aktivi-
tdsa pepsztatin jelenlétében 40 %-kal csdkkent. Emellett egy
proteolitikusan aktiv dublett (molekulatdmege mintegy 205 kD),
amely nem-redukdlé koérilmények mellett zselatin szubsztrat gélen
analizdlva v&lt 1lAathatévd, aktivitdsa jelentdsen csokkent
pepsztatin jelenlétében. Ezek a megfigyelések azt jelzik, hogy a
T. vitrinus ugyancsak tartalmaz aszpartil-proteindz aktivitést a
Haemonchus és Ostertagia fajokhoz hasonlban.

10. Pé&lda

Annak igazolésa, hogy a H-gal-GP egy neutrdlis endopeptiddzt

tartalmaz

1. H-gal-GP-vel kapcsolatos neutrélis endopeptiddz-szerd

aktivitds kimutatdsa

Médszerek

A proteindz aktivitdst mikrovizsgalati rendszerben azo-
kazein szubsztrat alkalmazdsaval hatéaroztuk meg. H-gal-GP-t
(mintegy 5 ug 20 pl-ben) 30 percig 37 °C hdmérsékleten eldinku-
balunk 200 pul steril, pH = 7,0-&s inhibitort nem tartalmazd
(kontroll) vagy 1 mmél/l végkoncentrdcidéban inhibitort tartal-
mazd 0,1 mdl/l-es foszfatpufferben. Az alkalmazott inhibitorok-
bél 100 umél/l-es vizes tdérzsoldatokat készitlink, kivéve a 4-
-hidroxi-merkuri-benzodtot (4HMB) és a pepsztatint, amelyeket
metanolban oldunk. A vizsgadlt inhibitorok ditiotreitol (DTT);
L-cisztein; reduk&lt glutation; 4HMB; N-etil-maleimid; EDTA;

1,10-fenantrolin és pepsztatin, amelyek mindegyikét a Sigma
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cégtdl szereztlik be. Az eldinkubaldst koévetden a reakcid-
elegyekhez 20 pl azokazeint (5 mg/ml steril desztilldlt wvizben,
Sigma) adunk, és az elegyet éjszakdn &t 37 °C hOmérsékleten in-
kubdljuk. PArhuzamos vakmint&kat készitlnk, amelyek H--gal-GP
helyett steril vizet tartalmaznak, a vakmintdkat minden vizsgilt
inhibitorral elkészitjik, és a vizsgdlatokat parhuzamos mérések-
ben végezzik. A reakcidé ledllit&sit azonos térfogatiG 1 mbl/l-es
perklérsav (BDH chemicals) hozz&dadasaval végezzik, és az elegyet
15 percig jégen tartjuk az emésztetlen proteinek kicsapédsdra,
majd ezeket mikrocentrifugdn 11 000 g mellett végrehajtott rdvid
centrifugdlissal kildlepitjik. Meghatdrozzuk a £felhGldsz6 OD4gps
értékét egy "Monarch" mikrocentrifugds analizdtor (Instrumenta-
tion Laboratory, Warrington, UK) alkalmazdsaval. A megfeleld
vakmintdk értékeinek levondsa utdn a gatlas mértékét a kontroll
reakciéhoz hasonlitottan megmaradd aktivitds szdzalékos értéké-
ben fejezzik ki.

2. A neutrdlis endopeptidédzt kédold lambda gtll klénok

izolalasa és jellemzése

1. Poli(A)+mRNS izoldlasa kifejlett férgekbdl

Kisérleti uUton fertdzdétt birkdk oltdgyomrdbdl nyert kifej-
lett H. contortus-t sdéoldattal mosunk, és folyékony nitrogénben
gyorsfagyasztunk. A fagyott parazitdkat finom porra Ordéljlik mo-
zs@r és tord alkalmazdsaval, amelyeket -70 °C hdmérsékletre
eldhiitink, majd a kapott port 5 ml extrakciés pufferben oldjuk
(a puffer 4 m6l/1 guanidin-izotiociandtot, 25 mmél/1 natrium-
citratot, 0,5 toémeg/térfogat% szarkozilt és 0,7 térfogat% 2-
-merkaptoetanolt tartalmazé desztilldlt viz). Az oldathoz 5 ml

fenol/kloroformot adunk, és 5 percig er8teljesen keverjik, majd
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jégen 10 percig inkub&ljuk. A vizes és szerves fdazisokat 10 000
g mellett 4 °C hdmérsékleten 30 percig végzett centrifugdléssal
elvalasztjuk, a vizes féazist megdrizzik, és az RNS-t kicsapjuk
bel&le azonos térfogati izopropanol hozz&dadiséval, és 1 6r&n &at
-20 °C hdémérsékleten vald tdaroléssal. Az elegybdl az RNS-t
kidlepitjik, extrakciés pufferben Gjra oldjuk, és az eldzdekben
leirt wmédon ismételten killepitjik. Az Uledéket 70 %-os
etanollal mossuk, szaritjuk, majd 0,5 ml steril desztill&lt
vizben oldjuk.

A Poli(A)+mRNS-t oligo-dT-celluldz-kromatogrédfids aton,
Efstratiadis é&s munkat&rsai [Cell, 7, 279-288 (1976)] A&altal
leirt eljarassal izolaljuk. A  poli(A)+mRNS-t etanollal
kicsapjuk, szaritjuk, és 10-20 pul steril desztilldlt vizben
Gdjra oldjuk.

2. cDNS szintézis és )gtll kOonyvtadr készitése

Kettdsz4li cDNS-t készitink 1 ug poli(A)+mRNS-bdl az
Amersham cégtdl beszerzett kit alkalmazasaval a gyartd utasita-
sal szerint. Az elsd szdl szintézisét AMV reverz transzkriptéz-
zal végezzlik, a reakcidét random hexanukleotid primerek alkalma-
zasdval inditjuk. A masodik szA&l szintézisét RN-&z H és E. coli
DNS polimerdz 1 alkalmazédsadval hajtjuk végre. Végil T4 DNS
polimerazt alkalmazunk a cDNS -tompa vég kialakitasdra. A cDNS-t
Agtll bakteriofdgba (7 gtll) ligdljuk Amersham kit (RPN 1280)
alkalmazasaval. RoOviden oOsszefoglalva, EcoR1l adaptorokat liga-
lunk a cDNS készletbe, a ligadlatlan adaptor molekuldkat gélszid-
réssel eltavolitjuk, és az 500 bazispadrndl nagyobb cDNS-t meg-
drizzik a N gtll karokba vald ligdlasra. Az "adaptalt" cDNS vé-

geket T4 polinukleotid kindzzal végrehajtott reakcidéban foszfo-
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rildljuk, és kuldénbdzd mennyiségeit (100, 75, illetve 40 ng)
hgtll karokba (1 ug) 1ligdljuk. A 1lig&cibds elegyet in vitro
burkoljuk (Boehringer), és alikvot részeit E. coli Y1090-en
szélesztjik izopropil-tio-galaktopiranozid (IPTG) és 5-brém-4-
kl6r-3-indolil-8-D-galaktopiranozid (X-gal) jelenlétében, hogy
meg tudjuk hatérozni a rekombin&ns titert. Minden 1lig4ciés
reakcié mintegy 2 x 105 rekombin&ns f&got eredményezett. A H-
gal-GP komponenseket kifejezd fé&gokat 10° rekombindns fag
immunoszkrinelésével véalasztottuk ki birka anti-H-gal-GP anti-
szérum alkalmazasdval (lasd a kdvetkezdkben) .

3. Immunszkrinelés

A  Agtll cDNS expressziés kényvtdrat 90 mm-es Petri-csé-
székben E. coli Y1090 tenyészeten szélesztjik 1000 f&g/liter
agar/ampicillin lemez sliriségben. A lemezeket 42 °C hémérsékle-
ten inkubaljuk addig, mig a plakkok éppen lathatdék (4 éra), majd
10 mmél/1 IPTG-vel telitett és levegdn szaritott nitrocelluldz
szUrdkkel felllrétegezzik. A szlrdkkel ellitott lemezeket 37 °C
hémérsékleten éjszakdn &t inkubdljuk. A kdvetkezd napon a
szrSket eltavolitjuk, TBST-ben (50 mmél/l trisz-bazis, 150
mmél/1 NaCl, pH = 8,0, 0,05 térfogat% Tween-20) kimerit&en
mossuk, majd 5 %-os TBST-ben készilt 16szérummal 1 6rd&n At
inkubdlva blokkoljuk. A sz{irdket ezutdn 5 % 16szérumot
tartalmazé TBST-vel 1/500 ardnyban higitott birka anti-H-gal-GP
antiszérummal 4 6ran &t inkubdljuk. Tovdbbi alapos TBST-vel tor-
ténd mosads utdn a szlrdket peroxiddzzal konjugdlt 16 antibirka
immunglobulin antiszérummal (1/200 TBST-ben) 2 6ran &t inku-
baljuk, mossuk, majd az immunpozitiv f&gokat DAB kifejlesztd

oldattal (10 mg diamino-benzidin-HCl 50 ml vizben, amely 50 ul
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30 %-os hidrogén-peroxidot tartalmaz, Sigma) inkubdlva lathatdva
tesszik. Az immunpozitiv plakkokat kivagjuk, és Gjra széleszt-
jik, a plakk tisztasdg biztositéslra egymist kdvetd Gjraszélesz-
tés/immunszkrinelési ciklusokat végzink. 10° f&g szkrinelésével
7 pozitiv f&agot taldltunk. Ezeket antitest eludlassal tovabb
vizsgdltuk.

4. Antitest eludlas

A rekombin&ns fé&gokat 103/90 mm-es lemez s(r{iségben szé-
lesztjik E. co’? Y1090-en, és 42 °C hdmérsékleten 4 Oran at in-
kubaljuk. ezeket ezutdn IPTG-vel telitett nitrocelluldz
szUrdkkel 1 -étegezzlk, és éjszakdn &t 37 °C hdmérsékleten
inkubdljuk. Ezutdn a szlrdket eltdvolitjuk, TBST-vel kimeritSen
mossuk, majd birka anti-H-gal-GP szérummal 4 6rédn &t inkubéaljuk.
A megkdtdtt antitesteket kétszer 2 percen &t eludld pufferrel (5
mmél/1l glicin, 500 mmél/1 NaCl, 0,2 % Tween 20, pH 2,3) eluil-
juk. A kapott 4 ml antitest oldatot 200 ul pH = 7,4-es, 1 mbél/1-
es Trisz-HCl hozzdadasdval semlegesitjlik, TBS-ben készilt (TBST
a Tween 20 kihagyasaval) 5 %-os 1l6szérummal haromszorosan
higitjuk, és éjszakdn a4t 7,5 %-os SDS-PAGE géleken elvalasztott
H-gal-GP csikok Western blotjaval inkubaljuk. Az ezt koévetd
mosdsi eljards, egy masodik antitesttel vald inkubal&s és DAB
oldattal valdé 1lathatéva tétel az eldzdekben 1leirtak szerint
térténik.

5. Immunpozitiv fagok cDNS inszertjeinek sokszorozéasa

polimeraz lancreakcidval (PCR) és Southern blot készitése

Preparativ mennyiségl inszertdlt cDNS-t nyertink PCR
sokszorozdssal Agtll-ben az EcoRl klénozé helyet hatdrold

régiéra irdnyuld primerek alkalmazdsaval [Saiki és munkatérsai,
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Science 239, 487-491 (1988)]. RoOviden, a fag részecskéket a
kimetszett plakkokbél 0,5 ml-es Eppendorf csdben 1évS 50 ul ste-
ril desztill&dlt vizbe eludljuk. Egy révid fagyasztls/felolvasz-
tdsi ciklus utdn 25 ml feluldsz6t haszndljunk fel a PCR
reakcidéban, amelyet Saiki és munkatdrsai (1988) &ltal leirt
médon hajtunk végre. A primereket 55 °C hd&mérsékleten
illesztjik. A PCR termékeit 0,8 %-os agarbz gélekben vagy 7,5 %-
os folytonos poliakrilamid-gél lemezeken frakciondljuk, és a
termékeket etidium-bromid festéssel (agar6z esetén) vagy ezilst
festéssel (poliakrilamid esetén) tesszik l4thatéva.

Ezen kiviil a cDNS inszertek PCR sokszoroz&s&nak termékeit
agarbéz géleken frakciondljuk és nylon membrénokra Southern
blotokat készitink (Hybond-N, Amersham) a Maniatis és munkat&r-
sai &ltal leirt kapilléris transzfer alkalmaz&sdval [Molecular
Cloning: a laboratory manual, Cold Spring Harbour Laboratory,
1982]. A HG3 fag PCR sokszorozdsdval 100 ng DNS-t készitlink a
blot prébdjdra az eldbbiekben 1leirt médon, és digoxigenin
médszerrel jelezzlk a gyartd utasitdsa szerint (nukleinsav jelzd
és kimutatd kit, Boehringer). A hibridizilast nagy sztringen-
cidaju koérilmények mellett hajtjuk végre (5 x SSC, 0,5 td-
meg/térfogat%¥ blokkolé reagens, 0,1 tdémeg/térfogaty N-lauril-
-szarkozin, 0,02 témeg/térfogat% 50 %-os formamidos SDS) 42 °C
hdmérsékleten éjszakdn at. A préba DNS-t 25 ng/ml végkoncentra-
cidénak megfeleld mennyiségben adjuk a hibridiz&lé oldatba. Nagy
sztringenci&ji mos&st koévetSen (a végsd mosds 0,1 X SSC, 0,1 %
SDS 15 percig 65 °C hdmérsékleten) a hibridiz&last immunolégiai
detektdlassal, 1lagos foszfatédzzal konjugdlt anti-digoxigenin

alkalmazasaval és enzimesen katalizalt szin-reakcidval



(Boehringer) l&athatdéva tesszik.

6. Szekvencia analizis

PCR eljArassal sokszorozott cDNS inszerteket PCR 1000 vek-
torba (In-Vitrogén) szubklénozunk a gyartd utasitdsa szerint. A
DNS szekvencidt a didezoxi lanctermindcibés eljarédssal hatdrozzuk
meg [Sanger és munkatdrsai, Proceedings of National Academy of
Science 79, 5463-5467 (1977)]. A szekvendl&si reakcidkat
Pharmacia T7 szekvenild kit alkalmazdsaval végezziik, és a primer
illesztést és a szekvencia reakcibkat pontosan a kitben rész-
letezett utasitdsok szerint hajtjuk végre. A reakcid termékeit
50 % karbamidtartalmi 6 %-os poliakrilamid géllemezeken £frak-
ciondljuk trisz/acetat/EDTA futtatd pufferrel 6 6r&n &at 50 W
konstans d&aram mellett. Az elektroforézist kdvetden a géleket
ecetsav:metanol:viz 5:5:90 aranyld elegyében &ztatjuk 40 percig,
Whatman 31 sz{irdpapiron szaritjuk, majd a szétvalt DNS fragmen-
tumokat autoradiogrdafids eljarassal szobahdmérsékleten mutatjuk
ki egy éjszaka alatt. A DNS és az ebbdl kdvetkezd aminosav-szek-
vencidkat a mar ismert, a GENBANK és az EMBL adatbazisokban
szerepld szekvencidkkal hasonlitjuk Ossze.

A kovetkezdkben eredményeinket ismertetjuk.

1. H-gal-GP-ben 1évd neutrdlis endopeptiddz - biokémiai

kimutatés

A H-gal-GP-vel kapcsolatos neutradlis endopeptidaz-szerd
aktivitast azokazein szubsztrat alkalmazédsaval, proteindz inhi-
bitorok eltérd érzékenysége révén mutattuk ki. Egy jellemzd

analizis eredményeit a 9. tablazatban mutatjuk be.
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9. Tablazat
Azokazein proteolizisének érzékenysége H-gal-GP alkalmazisival

pH = 7-nél kiildnbdz8 proteindz inhibitorok mellett

Inhibitor Maradék aktivitds %
Inhibitor nélkali kontroll 100 100
Ditiotreitol 48 44
Cisztein 0 0
Glutation 87 85
4-hidroxi-merkuri-benzoat 88 91
N-etil-maleimid 74 77
EDTA 25 10
1,10-fenantrolin 26 23
pepsztatin 75 85

A szAzalékos gatl&st az inhibitor nélkili kontrollhoz ha-
sonlitott maradék aktivitds sz&zalékdban adjuk meg. Azonos H-
-gal-GP tétel alkalmazésdval végzett két kilénb6zd analizis
eredményeit adjuk meg.

Az enzimaktivitdst az EDTA kelatképzdszer, az 1,10-
-fenantrolin, valamint a cisztein és ditiotreitol tiol-reagensek
gatoltdk. Az aktivitds lényegében valtozatlan maradt 4-hidroxi-
-merkuri-benzodt, N-etil-maleimid, pepsztatin és glutation
alkalmazasakor. Ez a gatlasi profil a korédbban az eml&sdkbdl
szdrmazd neutrilis endopeptiddzokra leirt profillal konzisztens
[Kenny kézleménye a Proteinases in mammalian cells and tissues,
szerkesztd: Barrett, A.J., 1977, Elsevier szakirodalmi helyen].

2. H-gal-GP pozitiv]}gtll rekombindnsock molekula analizise

105 Agtll rekombindns immunszkrinelésével 7 immunpozitiv

fagot taldltunk. Antitest ellcids vizsgdalatok azt mutattdk, hogy
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csak a HG3 jeldlésd rekombindns fagrél eludlt antitestek
ismerték fel egyértelmien a H-gal-GP-t redukdldé SDS-PAGE
gélekrdl készilt Western blot csikokon. A nem-rekombin&ns Agtll-
r61 eludlt antitest nem ismerte fel a H-gal-GP komponenseket,
ami a HG3 reakcid fajlagossdgat mutatja. Sokszorozott HG3 DNS
inszertet haszndltunk olyan DNS inszert Southern blot préﬁé—
jahoz, amelyet mas immunpozitiv plakkokrdl sokszoroztunk, és re-
kombindns HG11l pozitiv hibridizdcibés jelet adott. A HG3 é&s HG1ll
cNDS inszertek mérete 212, illetve 1019 b&Azispar.

A HG3 nukleotid szekvencidjat (33. &bra) és aminosav szek-
venciajat (34. &bra) egészében meghatdroztuk. A HG3 33 %-o0s
azonossidgot és 65 %-os hasonlésdgot mutatott humdn neutrélis
endopeptiddzzal, azaz egy igen szignifikdns homolégidt. A HG11
szekvencia analizise folyamatban van, de a HG3-nek megfeleld
régiét azonositottuk, ez 96 %-o0s azonossigot mutat nukleotid
szinten. Ezért a HG1ll a HG3 egy vari&nsanak tdnik. Az ilyen
varidcidé lehet a kildénbdzd torzsek kbdzdtti természetes bioldgiai
varidcié jelenlétének kovetkezménye, vagy addbdhat a férgek
kilénbdzd életciklus szakaszai  folytd&n. Tovadbbad 1létezhet
tobbféle enzimforma (izoenzimek), amelyek a parazita fejlddése
folyamén vagy kuloénbozd eredetld torzsek esetén kilénbdzdképpen
fejezddhetnek ki.

11. Példa

Neutrdlis endopeptidazokat k6dolé gének létének kimutatdsa

kilénb6z6 metazoon parazitédkban; HG1ll klén hibridizdlasa

EcoRI-vel emésztett metazoon parazitdk genom DNS-ébe

Kil6nb6zd metazoon parazitdkbél (Haemonchus, Lucilia,

Nematodirus és Boophilus) genom DNS eld&dllitdsdra az egyes para-
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zit4kb6l 2-2 g mennyiséget folyékony nitrogénben gyorsfagyasz-
tunk, és folyékony nitrogénben finom porrd &rlink. A port
lassan hozz&adjuk 25 ml 1iz416 pufferhez (0,05 mél/1 Trisz-HCl,
pH = 8,0, 0,1 mé6l1l/1 EDTA, 1 tdmeg/térfogat¥ szarkozil, 0,05
mg/ml proteindz K), és az elegyet 2 6ran &t 65 °C hdmérsékleten
inkubdljuk. A szuszpenziét ezutén kétszer extrahdljuk 1-1 térfo-
gat fenol + kloroform eleggyel, ezutdn kétszer két térfogat
kloroformmal, majd etanollal kicsapjuk. A csapadékot ezutédn 20
ml Trisz, EDTA pufferben (TE, pH = 8,0) G4jra szuszpenddltuk,
éjszakdn &t 4 °C hdmérsékleten rézégéﬁén razzuk, majd kétszer
valtott 1 liter TE-vel szemben dializaljuk. Az RNS-t DN-&z-men-
tes RN-4z A I tipus (Sigma) alkalmazgsdval 20 ug/ml
végkoncentracié mellett 1 6rdn &t 37 °C hdmérsékleten végzett
inkubdldssal eltavolitijuk, majd az elegyet fenol és kloroforom
elegyével egyszer, és kloroformmal egyszer extrahdljuk, majd
etanollal © eldbbiek szerint kicsapjuk. Az Gledéket 70
térfogat%-. etanollal kétszer mossuk, majd 1 ml TE-ben az
eldzdek szerint Ujra szuszpendaljuk.

5 pug genom DNS-t éjszakan at 37 °C hdmérsékleten EcoRI-vel
emésztink, majd gélsavonként 5 ug mennyiséget 1 toémeg/térfogat%-
os agardz gélen Trisz-acetat pufferben elektroforézissel
elvalasztunk. A gélrdl kapilléaris transzferrel [Maniatis és mun-
katarsai, (1982) eljarasaval] Hybond-N membrdnra (Amersham
International) Southern blottot készitink. A DNS-t a membrénra
ultraibolya fénnyel rogzitjik a gydrtd ajanldsai szerint.

A HG11l klént SacI-vel és BamHI-vel emésztjik, majd a kapott
anyagot elektroforézissel szétvalasztjuk, egy 750 bazispar

nagysdgd fragmentumot nyerink. Az inszertet 32P-dCTP izotéppal
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jelezzik Nick transzl&cibs kit alkalmazédsdval (Promega Biotech)
a gyartd utasitésai szerint. A jelzett DNS-t a be nem &pilt
jelzd anyagt6l spin oszlopkromatogrdfids elj&rdssal vilasztjuk
el.

A Southern blot-ot hibridizéciés oldatban (6X SSC, 50 %
formamid, 5X Denhardt oldat, 0,1 % SDS) el8hibridiz&ljuk 3 6rén
at 28 °C hdémérsékleten, majd mérsékelten sztringens kdérilmények
mellett hibridiz&ljuk izotéppal jelzett préba jelenlétében 28 °C
hdmérsékleten. A blotot szobahdmérsékleten 10 percig mossuk,
majd 42 °C hémérsékleten 1 Or&n 4t egy misodik mosdst végzink,
mindkettdt 2X SSC, 0,1 % SDS alkalmaz&sdval. Autoradiogr&fi&s
miveletet koévetden a blotot a prébatdl 30 perces 42 °C hdmérsék-
leten 0,4 n natrium-hidroxidban végzett inkub&l&s révén elva-
lasztjuk. A  préba eltidvolit4sat éjszakan at végzett
autoradiogrdfiids mdvelettel igazoljuk.

A blotot ezutan alacsony sztringencidji kérilmények mellett
azonos prébaval Ujra hibridiz&dljuk. Az el8hibridiz&l&st és a
hibridizalast az eldz8ekben leirtak szerint végezzik, azzal az
eltéréssel, hogy 24 °C hdmérsékletet alkalmazunk. A mosasi
miiveleteket is az el&zdekben leirtak szerint végezzlik, azzal az
eltéréssel, hogy a midsodik mosdst 24 °C hdmérsékleten 30 percig
folytatjuk.

A HG11 prdéba alkalmazdsdval készlilt Southern blot azt mu-
tatta, hogy nemcsak a Haemonchus eredeti DNS-hez td&rtént kotd-
dés, hanem mds Haemonchus, Lucilia, Nematodirus, Boophilus meta-
zoon parazitdkhoz is, amint az a 35. &bra 1-4. gélsavjain 14t-
hatd. Ezt igazoltuk mind mérsékelt, mind alacsony sztringencidja

korilmények mellett végrehajtott hibridizalassal is.
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Szabadalmi igénypontok

1. Egy vagy tdbb metazoon parazitdval szemben védd antigén
aktivitissal biré védd metazoon parazita antigén vagy antigén
fragmentumok, komponensei vagy prekurzorai és funkcidsan ekviva-
lens sz&rmazékai, analégjai wvagy variénsai, amely antigénre a
pepsztatin-koétd képesség jellemzd, és amely antigén nativ
formidban egy integré&ns membran protein vagy protein komplex.

2. Az 1. igénypont szerinti antigén, antigén fragmentum,
komponens, prekurzor vagy funkcibésan ekvivalens szarmazéka, ana-
1l6gja vagy varidnsa, azzal jellemezve, hogy az eldzdekben leirt
jellemzdkdn tilmenden

(a) proteolitikus aktivitdssal is bir;

(b) nativ formdjdban a parazita belének bél-kefehatdrédban
helyezkedik el; és

(c) bGzacsira lektinhez és R-koOtés N-acetil-galaktdzaminra
fajlagos 1ektinekhez vald kotddésre képes.

3. Az 1. igénypont szerinti antigén, antigén fragmentum,
komponense vagy prekurzora, vagy funkcibésan ekvivalens szarma-
zéka, analégja vagy varidnsa, amely nativ &llapotban ConAa,
borsé, 1l6tusz, Helix pomatia, féldimogyord és jakalin lektinek
kotésére képes.

4. Az 1-3. igénypontok barmelyike szerinti antigén, antigén
fragmentum, komponense vagy prekurzora vagy funkcidsan ekviva-
lens szdrmazéka, analdgja vagy variansa, azzal jellemezve, hogy
az antigén aszpartil-proteindz-szer és/vagy neutrdlis endopep-
tidaz-szerd aktivitéssal bir.

5. Az 1-4. igénypontok barmelyike szerinti antigén, antigén

fragmentum, komponense vagy prekurzora vagy funkcidsan ekviva-
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lens szarmazéka, analégja vagy variénsa, amely a Haemonchus,
Ostertagia vagy Triochostrongyles nemzetségbe tartozé férgekbdl
nyerhetd.

6. Az 1-5. igénypontok b&rmelyike szerinti antigén, antigén
fragmentum, komponense vagy prekurzora vagy funkcibésan ekviva-
lens sz&armazéka, analdégja vagy varidnsa, amely az 1. tébl&zatban
bemutatott molekulatdmeg megoszldssal bir SDS-PAGE vizsgédlattal
elemezve, vagy ennek komponense.

7. Az 1-6. igénypontok bArmelyike szerinti antigén, antigén
fragmentum, komponense vagy prekurzora vagy funkcidésan ekviva-
lens szArmazéka, analégja vagy varidnsa, amely antigén a
Haemonchus sp. belébdl nyerhetd, molekulatdémege mintegy 190-205
kD SDS-PAGE eljdr&ssal 5 %-os gélen nem-redukdlé kdérilmények
kb6z6tt meghatdrozva, vagy 35 vagy 45 - 50 kD SDS-PAGE eljarassal
10 %-os gélen nem-redukild koéralmények kozdtt meghatérozva.

8. Az 1-7. igénypontok bérmelyike szerinti antigén, antigén
fragmentum, komponense vagy prekurzora vagy funkciésan ekviva-
lens szarmazéka, analdégja vagy varidnsa alkalmazdsa emberben
vagy nem-ember &llatban metazoon parazitdk elleni immunvalasz
fokozéasara.

9. Az 1-7. igénypontok barmelyike szerinti metazoon parazita
antigén, antigén fragmentum, komponense, prekurzora vagy
funkciésan ekvivalens szdrmazéka, analdégja vagy variansa alkal-
mazdsa emberben vagy nem-ember A&llatban metazoon parazitak
elleni immunvalaszt fokozd vakcina készitmény eldallitéasara.

10. Vakcina készitmény metazoon parazitédk elleni immunvalasz
fokozdsdra emberben vagy nem-ember &llatban, amely vakcina ké-
szitmény egy vagy tdbb, az 1-7. igénypontok barmelyike szerinti

antigént, antigén fragmentumot, komponensét, prekurzorit vagy
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funkciésan ekvivalens sz&rmazékdt, analdégjadt vagy varianséat
tartalmazza gybgydszati szempontb6l elfogadhaté hordozd- vagy
higitéanyaggal egyltt.

11. A 10. igénypont szerinti készitmény, azzal jellemezve,
hogy a 10. igénypont szerinti antigének koézil egyet vagy tébbet
tartalmaz egy vagy tObb tovabbi antigénnel egyitt, amely lehet
H110D vagy H45 antigén vagy ezek komponensei.

12. Olyan antitest- vagy antigén-ko6td fragmentum, amely az
1-7. igénypontok barmelyike szerinti antigén, antigén fragmen-
tum, komponense vagy prekurzora vagy funkcibésan ekvivalens sz&r-
mazéka, analégja vagy varidnsa vagy az el&bbi antigén-kétd
antitest idiotipje szelektiv kotésére képes.

13. Eljards ember vagy nem-ember &llat metazoon parazita
fert8zés elleni immunizdl&sdra szolgdldé vakcina eld411it&sAra,
azzal jellemezve, hogy a parazitdb6l 1legaldbb egy, az 1-7.
igénypontok barmelyike szerinti védd antigént tartalmazé
extraktumot készitlnk, ebbdl az antigént az antigént fajlagosan
ké6td partnert tartalmazé immobiliz&lt f&zison vald kotéssel
tisztitjuk, majd az antigént az immobilizalt fazisrdl eludljuk.

14. Eljaras védd antigének azonositdsidra metazoon parazi-
takban, azzal jellemezve, hogy a parazita integridns membran
frakcidjat affinitds-kromatogrdfids eljardsnak tessziik ki olyan
immobilizalt fazis alkalmazds&dval, amely egy vagy tdbb N-ace-
til-galaktdzaminra fajlagos lektint hordoz.

15. A 13. vagy 14. igénypont szerinti eljdr&s, azzal
jellemezve, hogy a fajlagos k&ét8d8 partner vagy lektin
féldimogyord vagy jakalin lektin.

16. Az 1-7. igénypontok barmelyike szerinti antigént, anti-

gén fragmentumot, komponensét vagy prekurzorit, vagy funkcidsan
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ekvivalens szarmazékat, analdgjit vagy varidns&t kédold nuk-
leotid szekvencidt tartalmazé nukleinsav molekula.

17. A 16. igénypont szerinti nukleinsav molekula, azzal
jellemezve, hogy egy vagy tobb olyan nukleotid szekvenciét
tartalmaz, amely Ilényegében megfelel a 33. &bran bemutatott
nukleotid szekvencia egészének vagy egy részének, vagy egy olyan
szekvencidnak, amely degeneritja vagy lényegében homolégja a
fenti szekvencidnak, vagy ezzel a szekvenci&val hibridiz&lé6d&sra
képes.

18. A 1+ 3y 17. igénypont szerinti nukleinsav molekulét
tartalmazé exp. szibds vagy klénozé vektor.

19. A 16. vagy 17. igénypont szerinti nukleinsav molekulé&t
tartalmazé gazdasejt vagy transzgénes organizmus.

20. Eljards az 1-7. igénypontok barmelyike szerinti antigén,
antigén fragmentum, komponense vagy prekurzora, vagy funkciésan
ekvivalens szarmazéka, analdgja vagy variansa eldallitéséara,
azzal jellemezve, hogy az emlitett antigén egészét vagy egy
részét kodold nukleinsav molekuldt tartalmazé gazdasejtet olyan
korilmények koézdtt tenyésztink, amelyek mellett az antigén
kifejez8dik, és az igy képzddétt antigént kinyerjuk.

21. Egy vagy tobb metazoon parazita ellen védd antigén
aktivitassal biré védd metazoon parazita antigén vagy antigén
fragmentum, komponense vagy prekurzora, vagy funkciésan ekviva-
lens szarmazéka, analdégja vagy varidnsa, azzal jellemezve, hogy
az antigén aszpartil-proteindz-szerd és/vagy neutrdlis endo-
peptidaz-szerld aktivitdssal bir, és nativ formiban egy integrans
membran protein vagy protein komplex.

22. Egy vagy toObb metazoon parazita ellen védd antigén

aktivitdassal biré védd metazoon parazita antigén vagy antigén
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fragmentum, komponens vagy prekurzora, vagy funkciésan ekviva-
lens szarmazéka, analdégja vagy varidnsa, azzal jellemezve, hogy
ez az antigén Haemonchus sp. belébdl nyerhetd integrins membr&n
protein vagy protein komplex vagy ennek egy része, és molekula-
tomege SDS-PAGE eljdrassal 5 %-os gélen nem-redukdld koral-
mények kdzdtt meghatdrozva mintegy 190 - 205 kD, 10 %$-os gélen

nem-redukdlé kérilmények kdzdtt meghatédrozva mintegy 35 vagy 45-
50 kD.

A meghatalmazott:

BRI Qrancf 4 .
R

Valas Gyodrgyné dr.

Kt

szabadalmi Ugyvivd
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