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A taldlmany TBE-virus-fert6zések elleni immunizalas-
ra alkalmas javitott vakcinara vonatkozik, valamint a
vakcina eléallitasara szolgald eljarasra.

A TBE-virus (Tick-Borne-Encephalitis virus) sza-
mos eurdpai orszagban, a volt Szovjetunioban és Kina-
ban okoz endemias jarvanyokat. Néhany kozép-europai
orszagban, igy Ausztridban, Németorszagban, Szlova-
kidban, Szlovénidban vagy Magyarorszagon, ahol min-
den évben 10bb szaz — korhazba felvett — esetet regiszt-
ralnak, ez a betegség jelentGs problémat jelent a koz-
egészségiigy szamara [WHO: EURO Reports and Stu-
dies, 104, (1983)].

A TBE-virus, amelynek nyugati, eurdpai és tavol-
keleti szubtipus formai ismertek, a Flavivirusok csalad-
jahoz tartozik. Ezek a virusok gomb alaku, lipidburok-
kal ellatott RNS-virusok [lasd: T. P. Monath: Flavivi-
ruses, B. N. Fields: Virology, Raven Press, N. Y.
(1990) 763814 oldal].

A Flavivirus virion altalanossagban egy olyan nuk-
leokapszidbdl 4ll, amelyben az RNS-genom pozitiv sz-
la a viralis kapszidproteinnel (C-protein) kapcsolodik.
A nukleokapszidot egy lipidburok veszi koriil, amely
az E (50-60 KD) és M (7—-8 KD) membranasszocialt
proteineket tartalmazza [van Regenmortel és Neurath
(szerkesztdk), ,Jmmunochemistry of Viruses. II. The
Basis for Seradiagnosis and Vaccines”, cimi kiadvany-
ban (Elsevier Sciences, Amsterdam, 1990), Heinz ¢és
Roehrig, 289-305. oldalak].

Az E-féburokprotein kozponti szerepet jatszik a
Flavivirusok biol6gidjdban, mivel jelentds viralis beépii-
1ési funkciokat kozvetit, és a gazdaban protektiv immun-
vélaszt valt ki. A TBE-virus E-burokproteinje szerkeze-
téré]l mar jelentGs mennyiségl informéci6 all rendelke-
zésre, és a szamos biokémiai és immunologiai adat alap-
jan szerkezetének modelljét is bemutattak [Mandl et al.,
J. Virol,, 63, 564-571 (1989)].

A betegség eredményesen gatolhaté [Kunz, Ch.
Acta leidensia, 60, 1-14 (1990)] egy megfelelBen tiszti-
tott, formalininaktivalt teljes virust tartalmazé, olyan ol-
toanyaggal valé oltassal (Kunz et al., J. Med. Virol, 6,
103-109 (1980)], amely a virus szerkezeti proteinjei-
vel szemben immunvalaszt indukal. Ez az oltéanyag bi-
zonyult a legjobbnak, azonban az el8allitdsaval kapcso-
latos eljardsok folyaman nagy mennyiségi fert6zd és
potencialisan veszélyes virusszuszpenzidval kell foglal-
kozni, és ezért atfogo és draga biztonsagi intézkedések
alkalmazasara van sziikség.

Az antitestek virusneutralizalo képessége attol fiigg,
hogy milyen eredményesen ismerik fel a virus feliiletén
a proteinek eredeti szerkezetét. A TBE-virusok és mas
Flavivirusok esetében tehat elsGsorban az E-proteinrdl
van sz6 [Heinz és Mandl, APMISm 101, 735-745
(1994)]. Egy immunizalds folyamén a lehetd leghatéko-
nyabb ellenanyagok eredményes indukcidja érdekében
tehat megkivant, hogy az oltdanyag ezt a proteint ugyan-
abban a formaban tartalmazza, mint ahogyan ez a fert6-
z6 virus felilletén el6fordul. A teljesvirus-oltéanyagok-
nak az a hatranyuk, hogy a sziikséges inaktivalési eljéra-
sok az eredeti proteinszerkezet részleges megvaltozasa-
hoz vezethetnek.
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A rekombinans DNS-technoldgia lehetdséget nyujt
arra, hogy a teljesvirus-oltdanyagot olyan rekombinéns
proteinekkel helyettesitsiik, amelyek az immunvalaszt
indukalé proteinek lényeges részét tartalmazzdk. Az
egyes virusproteinek géntechnologiai kifejezése kap-
csan azonban nincs rogzitve, hogy ezen rekombinéns
proteinek antigénszerkezete megfelel-e a virus feliile-
tén 1év8 megfelel proteinekének.

A TBE-virusok rekombindns felilleti proteinjeinek
expressziojardl példaul Allison és munkatirsai [Ge-
meinsame Jahrestagung OBG-OGGGT (1993) 114. ol-
dal] szdmoltak be. Megallapitottak, hogy az E-protein
és az M-protein meghatarozott feltételek mellett torté-
né rekombindns expresszidjuk esetén, kiillonbozd for-
méban — beleértve a nem fert6z6 szubviralis partikula-
kat — szekretdlodnak.

Ilyen szubviralis partikuldk a TBE-virusok tavoli ro-
konainal, igy a Japan Encephalitis Virusnal (JEV), a sér-
galaz virusainal és a Dengue-laz virusainal [Konishi et
al., Virology, 188, 714—720 (1992); WO 92/03545] is-
mertek.

Konishi és munkatarsai ugyan leirtak, hogy az ilyen
szubviralis partikulak, amelyeket komplett Freund-
adjuvéanssal emulgealtak és az egész E-proteint tartal-
maztak, egerekben bizonyos immunvalaszt valtanak ki,
masrészt azonban kimutattik, hogy egy olyan E-prote-
innel, amelyet C-terminélis részénél részben megrovidi-
tettek, lényegesen hatékonyabb védelmet lehet elémi
egy Flavivirus-fert3zés ellen, mint a teljes E-proteinnel
(WO 92/03161).

A talalmany feladata tehat az, hogy a TBE-fertd-
zések elleni javitott oltdanyagot biztositson.

Ezt a feladatot a talalmany egy, a Tick-Borne-Ence-
phalitis-Virus- (TBE-virus-) fertézések elleni immuni-
zélasra alkalmas olyan vakcindval oldja meg, amely
nem fert6z6, szubviralis partikuldkbol all. Ezek a parti-
kuldk lényegében az E-protein teljes eredeti formajat és
adott esetben a prM/M proteint tartalmazzik, amely
proteineket a TBE-virusbdl szarmaztattunk. Lényeges-
nek tartjuk, hogy az E-protein itt teljes eredeti formaja-
ban van jelen, mivel csak ezzel lehet hatékony védel-
met biztositani. A taldlméany szerinti vakciniban az
E-protein nativ formdjat kiilonb6z6 analizisek segitsé-
gével tudtuk bizonyitani, éspedig

a) antigénszerkezet vizsgalata monoklonalis anti-

testekkel,

b) savindukalt konformacié valtozasokra valo ké-

pesség vizsgilata,

¢) hemagglutincios aktivitds vizsgalata.

Az atény, hogy a talalmany szerinti vakcina Osszeté-
telénél fogva nem fert6z6 — tekintettel az ismert vakei-
nakra —, fontos szempont az oltéanyag biztonsaga
szempontjabol.

Az E-protein és adott esetben a prM/M protein elé-
nydsen rekombinans proteinek.

A vakcina egy kiilonosen elényos kiviteli forméja-
ban az E-proteint a TBE-virusb6l szarmaztatjuk, és eb-
ben — a felhasznalasi teriiletnek megfelelden — mind a
nyugati (eurdpai) szubtipust, mind a tavol-keleti szubti-
pust alkalmazzuk. El8ny®s, ha a vakcina egy lipid alko-
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torészt is tartalmaz. amely elényosen vezikularis forma-
ban van jelen.

Azt taldltuk, hogy — a szakma véleménye (lasd:
WO 92/03161) ellenére — a rekombinéns E-protein, ame-
lyet a TBE-virusokbol vezettiink le, csak ebben a nem
fert6z6, szubviralis partikula formaban adhat elégséges
immunitast fert6zésekkel szemben. Az E-protein egy
részlegesen megroviditett formaja, amelynél — mint a
WO 92/03161 szamon kozzétett szabadalmi bejelentés-
ben — a C-terminalis membranhorgot eltavolitottuk, haté-
kony vakcina eléallitdsara nem hasznalhat6. A talalmany
szerinti vakcina el6nydsen olyan nem fert6z6 partikulat
tartalmaz, amely lényegében PCR-rel kimutathatd, TBE-
virus eredetii nukleinsavaktol mentes, ez példaul a Ko-
nishi és munkatarsai altal leirt modszerrel kimutathaté.

A taldlmany egy tovabbi eleme TBE-vakcina el6alli-
tasara vonatkozik, az emlitett eljards a kovetkezékkel
jellemezhetd:

— elballitunk egy olyan sejttenyészet-rendszert,
amely a prM- és E-proteineket — ezek a proteinek a
TBE-virusbol vezetheték le — kodoloszekvencidkat tar-
talmazza,

— az E-protein a maga teljes, nativ formajaban feje-
z6dik ki, amikor is

— szubviralis, nem fert6z6 partikulak képz6dnek,
amelyek lényegében a rekombinans E-proteint a maga
teljes nativ formajaban és adott esetben a rekombinéns
prM/M proteint tartalmazzik, majd

— a partikulakat osszegytjtjik, és kozvetlenil im-
munizalasra alkalmas Gsszetételben dolgozzuk fel.

A talalmany szerinti eljarasnak az a nagy eldnye,
hogy nem sziikséges virusinaktival6 1épést — példaul for-
malinnal — alkalmazni, ami egyrészt a vakcina mingsé-
gét jelentékenyen javitja (az E-proteint nativ formaban
és nem a formalinkezelés altal modositott és legalabbis
részben denaturalt formaban tartalmazza), masrészt je-
lentdsen megkdnnyiti technikailag a vakcina termelését,
mivel a partikuldkat kbzvetleniil (teh4t formalinkezelés
nélkiil) gyogyszerkészitménnyé lehet feldolgozni.

Az eljaras megvalositasa soran kiiléndsen eldnyds,
ha olyan sejttenyészet-rendszert alkalmazunk, amely a
TBE-virus rekombinans prM- és E-proteinjeit kodold
szekvenciakat kromoszémaba integralt formaban tartal-
mazza.

Vannak azonban olyan sejttenyészet-rendszerek, ame-
lyekben virdlis vektorokat alkalmazunk, és olyan sejtte-
nyészet-rendszerek, amelyekben virusmentesen — pél-
daul egy plazmidvektorral — dolgozunk, szintén a talal-
many szerinti partikulak elSallitisara alkalmas modon.

Az eljaras egy el6nyds kiviteli alakja szerint mind a
protermék expresszidja, mind a partikuldk képzGdése
folyamatos.

A talalmany egy tovabbi elemét a nem fert8zd,
szubviralis partikulak — amelyek a TBE-virusb6l szér-
maztatott E-proteint, lényegében teljes nativ formaja-
ban és adott esetben a prM/M proteint tartalmazzak —
TBE-virus-fert6zések elleni aktiv immunizalasra szol-
g4lo vakcina elballitasara val6 alkalmazésa képezi.

Az E-protein és adott esetben a prM/M protein el6-
nydsen rekombinans proteinek.
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A talalmény targyat képezi tovabba a nem fert6z6,
szubviralis partikuldknak — amelyek a TBE-virusbél
szarmaztatott E-protein lényegében teljes nativ forma-
jat és adott esetben a prM/M proteint tartalmazzék — a
gyogyaszati felhaszndlasa, kiilondsen anti-TBE-virus
immunglobulin-készitmények elballitdsara valé alkal-
mazasa. Ez esetben is el6nyos, ha az E-protein és adott
esetben a prM/M protein rekombinans proteinek.

A taldlmanyt az alabbi példakon részletesebben is-
mertetjiik.

Az abrék leirdsa: az 1. dbran az expresszids plazmi-
dokban alkalmazott inszertumok vazlatos abrazoldsa
lathato, a 2. abra a pSVJ plazmid vazlatat mutatja be,
amelyet az 1. abran bemutatott szerkezet expresszid-
jahoz hasznéltunk, a 3a., b. és c. dbrdk az 1. dbrdn
bemutatott SVPE wt szerkezet teljes nukleotid- és
aminosavszekvenciajat tartalmazzdk: a 4. abra a Tri-
ton X—-100 segitségével oldatba vitt sejtlizatumok
immunprecipitdciéjat mutatja be az 1. abran abrazolt
szerkezetekkel val6 transzfekcié utan, valamint TBE-
virussal (COS/TBE) valo fert6zés utin. Az 5. bran be-
mutatott diagram az E-protein kimutatasara vonatko-
zik, amelyet 4 rétegii ELISA segitségével olyan COS-
sejtek tenyészeteinek feliilusz6ibol végeztink, ame-
lyeket az 1. abran lathatd szerkezetekkel transzfektal-
tunk. A 6. dbra a COS-sejtek SV-PEwt-vel, illetve
SV-PEst-vel val6 transzfekcidja utdn a sejttenyészet
feliiliszoinak immunprecipitacidjat abrazolja; a 7. ab-
ran a COS-sejtek SV-PEwt-vel, illetve SV—-PEst-vel
valo transzfekcidja, valamint TBE-virussal valé fertd-
zése utdn a sejttenyészet-feliluszok szedimentacios
analizisérdl készitett diagram lathato; a szedimentacié
iranya: balrél jobbra; a 8. dbra az rSP (SV-PEwt)
0,5% Triton X—100-zal valo kezelése utan, illetve keze-
1ése nélkiil végzett szedimenticios analizisét abrazolja;
a szedimentdci6 iranya: balrdl jobbra; a 9. dbrén a tisz-
titott TBE-virus és a tisztitott rSP-k SDS—PAGE anali-
zisének képe lathatd; Coomassie-blue-festés; a 10. ab-
ran a COS-sejtekb6l és a stabilan transzfektalt CHO-
sejtvonalbol szarmazd rSP-k Osszehasonlitisa latha-
to: a 11. dbra 19 E-protein specifikus monoklonélis an-
titest reaktivitasi diagramjat mutatja be, amelyet 4 ré-
tegll ELISA segitségével és TBE-virussal, formalinnal
inaktivalt TBE-virussal, rSP-vel és rE*-gal készitet-
tink: a 12. abra a TBE-virus, illetve az rSP B3, i2,
IC3 és C6 monoklonalis antitestekkel 4 rétegli ELISA-
vizsgélatban vald reaktivitasat abrazolja pH 6,0 mellet-
ti kezelés utan, illetve kezelés nélkill (pH 8,0); a
13. abra a pE* B3, 12, IC3 és C6 monoklonalis antites-
tekkel — 4 rétegli ELISA-vizsgalatban — val6 reaktivi-
tasat abrazolja pH 6,0 mellett valo kezelés utan, illetve
kezelés nélkil (pH 8,0).

A taldlméanyt a kovetkezd példakkal részletesebben
szemléltetjiik, anélkiil azonban, hogy a példakkal a ta-
lalmany oltalmi korét korlatoznank.

1. példa

A partikulék el6allitasa

Erre a célra 4 expresszios plazmidot szerkesztet-
tink, amelyek az E-proteint, illetve az E-protein egy
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membranhorgonymentes formdjat, vagy ezt a prM-pro-
teinnel egyiitt tartalmaztak (1. abra).

E plazmidok eld4llitdsara vonatkozo példat irtak le
Allison és munkatarsai [Virus Genes, 8, 187-198
(1994)].

Az itt leirt pSVP kiindulasi plazmidot a 2. dbra mu-
tatja be.

Az expresszios klonok szerkesztéséhez a pSV46
vektort alkalmaztuk. Ez a vektor az SV40-en alapuld
eukariota pSVP expresszids vektor (Clontech) — amely-
bdl Notl-gyel valé emésztéssel a P-galaktozidaz-
gént tartalmaz6 inszertumot [G. R. MacGregor, C. T.
Caskey, Nucl. Acids Res., 17, 2365 (1989)] eltivolitot-
tuk és ligltunk — egy szdrmazéka. A transzlacios stop-
helyt6l 3’-irdnyban elhelyezked6 polilinker egy részét
Xbal-gyel és Hindlll-mal valé emésztés, Klenow-
betoltés és religalas révén szintén eltavolitottuk.

Ebbe a vektorba PCR-termékeket épitettiink be,
amelyekhez a kovetkezGképpen jutottunk.

Szintetikus oligonukleotid primereket hasznaltunk a
TBE-virus prM+E szakaszanak vagy csak E szakasza-
nak megfelel6 cDNS-részek sokszorozasahoz. A Mandl
és munkatarsai [C. W. Mandl, F. X. Heinz, C. Kunz,
Virology, 166, 197205 (1988)] szerinti nukleotidkoor-
dinatakat hasznaltuk, amelyeket késébb gy dolgoztak
at, hogy a TBE-genom elsé 20 nukleotidjat [C. W.
Mandl, F. X. Heinz, E. Stockl, C. Kunz, Virology, 173,]
tartalmazzadk. A prM+E szerkezet és az E szerkezet
5’-primerei a kovetkezd 27mer-szekvencidk voltak:
AAGCGGCCGCCATGGTTGGCTTGCAAA, illetve
AAGCGGCCGCCATGGTTACCGTTGTGT. Mind-
két szekvencia els6 11 nukleotidja mesterséges szekven-
ciabdl all, amely a Notl restrikcids enzim szdmara egy
felismerGhelyet (GCGGCCGC) tartalmaz. Az ezt kove-
t6 16 tagu nukleotidszekvencidk a 388-403 (SV-PE
sor) vagy a 883-898 (SV-E sor) nukleotidoknak felel-
nek meg. Mindkét esetben a megfelelé géntdl 5’-felé
egy természetben el6fordulé ATB-kodont alkalmaz-
tunk startkodonként, és a primert ugy alakitottuk ki,
hogy ez az ATB-t alkalmas Gsszefliggésben tartalmaz-
za (GCCGCCATGG) ahhoz, hogy COS-sejtekben haté-
kony transzlacié induljon meg [M. Kozak, Cell., 44,
283-292 (1986); M. Kozak, 7. Mol. Biol, 196, 947—
950 1980]. A hasonldé 28 nukleotid hosszi oligonuk-
leotidot
(ATGCGGCCGCTAGTCATACCATTCTGAG) mind-
két szerkezetnél 3’-primerként alkalmaztuk. Ez a pri-
mer 3’-végén a 2535-2550 nukleotidokkal komplemen-
ter és 5’-végén egy Notl helyet tartalmaz és egy TAG
stopkodon komplementert (CTA) ugyanezen leolvasasi
keretben.

A PCR-sokszorozast lényegében standard kériilmé-
nyek mellett, a Cetus cég elGirata szerint [R. K. Saiki,
D. H. Gelfand, J. Stoffel, S. J. Scharf, R. Higuchi, G. T.
Horn, K. B. Mullis, H. A. Erlich, Science, 239,
487491 (1988)] végeztiik. A reakcidelegyek Osszetéte-
le 100 pl dssztérfogatban a kovetkezd volt: 50 mM
kalium-klorid, 10 mM trisz-HCl, pH 8,3, 1,5 mM
magnézium-klorid, 200-200 uM dNTP, az egyes prime-
rek 10 pg-ja, a cDNS-matrix 1000-szeres higitasabol
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10 pl, 3 E AmpliTag-Polymerase (Perkin—Elmer Cetus).
A mintakra 100 pl paraffinolajat rétegeztiink. A minté-
kat hémérsékletvaltast biztosité Perkin—Elmer-készii-
lékben sokszoroztuk.

A mintékat 6,5 percig 94 °C-on tartottuk, ezutan
40 °C-os hibridizacios hGmérsékletre hiitottiik, mielott
a Tag-polimerazt hozzaadtuk. Osszesen 35 sokszorozé-
ciklust végeztink. Mindegyik ciklusban 1,5 percig
94 °C-ot, 3 percig 40 °C-ot és 7 percig 68 °C-ot alkal-
maztunk. A mintdkat fenol-kloroformos extrahélassal
tisztitottuk, etanollal kicsaptuk, és steril, kétszer desztil-
1alt vizben feloldottuk. A PCR-termékek mindségét és
mennyiségét agar6z-gélelektroforézissel hataroztuk
meg, és a mintdkat —20 °C-on taroltuk, amig ezt kove-
tGen a klénozasi lépéshez felhasznaltuk.

A polimeraz lancreakcidt arra hasznaltuk, hogy egy
c¢DNS-plazmid-kidénokbol allo, olyan inszertumokat tar-
talmazo minibankot kapjunk, amelyek a TBE-virus-
genom prM+E szakaszanak (S4-PE sor), 388-2550
nukleotid, vagy E szakaszainak (SV-E sor), 883-2550
nukleotid, felelnek meg (1. &bra).

Minthogy a TBE-virus szerkezeti proteinjei egy
nagy poliproteinprekurzor kotranszlacios feldolgozasa
révén keletkeznek, a transzlaciés start- és stopkodo-
nokat ugy vezettiik be, hogy azokat az oligonukleotid
primerbe épitettiik be. Mindegyik szerkezetbe egy ter-
miszter ATG-kodont — amely alkalmas kontextusban
helyezkedett el ahhoz, hogy inditokodonként szerepel-
jen — vezettink be a belsG szignalszekvenciatol 5°-
iranyban annak érdekében, hogy lehetdvé tegyiik a gaz-
da szignalaza altal torténd természetes feldolgozast és a
megfeleld ravitelt a szekrécids Gtra. Minden szerkezet-
ben hasonlé médon helyeztiik el a TG-stopkodont a
szignaldz-hasitasi helyt6l — amely az E-protein karboxi-
terminalis végét képezi — 3’-iranyban. A Notl restrik-
cidsenzim-felismerd helyeket szintén a végeken épitet-
tilkk be, hogy a PCR-termékek ezutin kovetkezé klo-
nozéasat megkonnyitsiik.

A PCR-DNS-eket Notl-gyel elhasitottuk, és a
pSV46 plazmidvektor Notl klonozohelyére ligaltuk, ez
lehetdvé teszi, hogy a pontosan beépitett gének a korai
SVHO promoter szabalyozasa alatt fejez6djenek ki [g.
R. MacGregor, C. T. Caskey, Nucl. Acids Res., 17,
2365 (1989)]. A vektorban rendelkezésre ll egy poli-
adenilezd szignal is a hatékony expresszio érdekében
és egy SVHO replikacids origo, hogy a transzfektalt
COS-sejtekben — amelyek konstitutiv médon fejezik
ki a nagy SVHO-T-antigént [Y. Gluzman, Cell., 23,
175-182 (1981)] — lehetdvé tegye a rekombindns plaz-
midok replikaciojat.

A ligaloelegyeket hasznaltuk fel E. coli HB101-sej-
tek transzformaldsara, majd az egyes ampicillinrezisz-
tens telepeket — amelyek egyetlen klont képviselnek —
izolaltuk. A plazmidokban az inszertum irdnyét restrik-
cids enzimes emésztésekkel és agardz-gélelektroforé-
zissel hataroztuk meg. A megfeleld iranyitottsdga in-
szertumokat tartalmazo klonokat tartottuk meg a tovab-
bi analizisekhez.

A helyes iranyitottsdgl inszertumokat tartalmazé
plazmidokat restrikcids analizissel azonositottuk, és
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cézium-klorid-gradiensben val6 centrifugiléssal tiszti-
tottuk.

Mindegyik plazmidszerkezetnél a DNS-szekvencia
meghatarozasdhoz készitménybdl szdrmazo, tisztitott,
kétszali plazmid-DNS-t hasznaltunk. A szekvenalési
reakciokat homérsékletvaltasra alkalmas Perkin—El-
mer-késziilékben végeztiik TBE-specifikus primerek,
AmpliTag-polimeraz (Perkin—Elmer Cetus) és fluo-
reszkald szinezékkel jelzett didezoxiterminatorok hasz-
nélataval, az el6allité cég (Applied Biosystems) elbira-
sai szerint. A szekvenalasi reakciok termeékeit az App-
lied Biosystems 373A automata DNS-szekvenatoraval
analizaltuk.

PCR-rel létrehozott muticidk analizise

Annak érdekében, hogy a klénozott inszertumokat
részletesen analizaljuk, és hogy a Tag-polimeraz altal
létrehozott mutagenizalas hatékonysagat megitéljik, ki-
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vélasztottunk 13 olyan egyedi E. coli-klont, amelyek
SV-PE sorozatbdl szarmazé plazmidot tartalmaztak,
és 9 olyan klont, amelyek SV-E sorozatbdl szarmazo
plazmidot tartalmaztak. A klonok plazmid-DNS-ét tisz-
titottuk, és a klonozott inszertumok mindkét szalat tel-
jes szekvenalassal analizaltuk. A CDNS-szekvencidkat
ezutdn a sziiléi vad tipusi TBE-virus Neudorfl torzs
{C. W. Mand], F. X. Heinz, C. Kunz, Virology, 166,
197-205 (1988)] megfeleld RNS-szekvenciaval hason-
litottuk Ossze.

Mint vartuk, az egyes plazmidklénok tobb nuk-
leotidban kiilonboztek a vad tipusi TBE-virus szekven-
ciajatol. Néhany kivételtl eltekintve (lasd alabb) e val-
tozasok nagyobb részben olyan egyedi mutaciok vol-
tak, amelyeket nyilvanvaléan a PCR-sokszorozas ve-
zetett be és igy csak egyetlen klonban voltak megtalal-
hatok.

1. tablazat
A PCR altal okozott mutacidk osszefoglalasa

Klon Nukleotidvaltozasok? Aminosavvaltozasok®
prM E
SV-PE
01 945 G—A
1122 G-C Gln 50—His
1395 C>T
2027 T-C Val 352-»Ala
2480 A—>G
02 551 T-A Val 24—Glu
1080 G—»A
1153 T-C
1168 T-C Ser 66—Pro
1690 A—>G Arg 240-Gly
2458 G—del Ala 495 Leolvasasikeret-eltolodas
03 952 T->C Cys 158—Arg
976 C-»T Arg 2-Cys
1163 A—>G Lys 64—Arg
1679 A->G Asn 236—Ser
1889 TH>A Met 306—Lys
044 1434 C-T
2275 A—T Lys 435—stop
2364 G—A
05¢ 701 T-C Leu 74—Pro
1488 C—>A
1492 T»C
1893 THA Cys 307-stop
06 782 T-»C Leu 101-»Pro
865 A-G Lys 129-Glu
1002 C-T
1972 G>A Gly 334—Arg
07¢ 1327 G—del Ala 119-» Leolvasisikeret-eltolodas
2248 G>A Ala 426> Thr
08 701 T—>A Leu 74—Gln
2092 A—G Met 374—Val
2124 T-C
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1. tablazat (folytatds)

Klén Nukleotidvaltozasok?) Aminosavvaltozasok?
prM E
09 452 T-C
960 AT
1746 A5G
2086 A—>G Ile 372> Val
2142 T-C
2290 G>A Val 440-lle
2361 A—G
SV-PE
10¢ 1625 A>G Asp 218-Gly
2475 T-»C
11¢ _
12¢ 1303 G>A Met 77-lle
13¢ 1366 T-C Tyr 132—His
1381 AHG Ile 137> Val
1728 GHA Met 252-le
SV-E 2134 C>T
01d 1239 C>T
02 1093 A—>T Met41-Leu
2301 C-»T
03 1321 G—»A Val 117-1le
1688 A—G Glu 2395Gly
1717 G-»A Ala 249—Thr
2053 A—-G Asn 361—>Asp
2092 A—G Met 374—Val
04 2073 T-»C
2438 C->T Ala 489--Val
05 938 T-»C (Leu 153—Pro)*
973 T-C Ser 1-5Pro
2401 T-G Ser 477—Aia
06 891 C-»T
1151 G»A Cys 60> Tyr
1364 T-C Val 131>Ala
1567 A-G Ile 199> Val
2045 T->C Ile 358—Thr
07 1257 T-»C
1694 T-C Leu 241-»>Pro
1794 A5G
2159 G->T Gly 396—>Val
08 1806 A—G
2205 A—>G
09 2491 A—delc

a) A nukleotidkoordinatak a teljes TBE-genomra vonatkoznak.

b) Az aminosavkoordinatak a prM-rc vagy E-re vonatkoznak.

¢) Aminosavviltozasok az NS1- vagy a C-génben.

d) Az SV-PEOH 1j neve ,,SV-Pest” és az SV~EOI 1j neve ,,SV—Ewt”.

e) A PCR okozta muticiokon kiviil mas muticidkat nem emlitiink (vesd dssze a szoveggel).
f) Ebben a szerkezetben a prM-nek csak a C-terminalis része volt jelen.
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Amint az 1. tablazat mutatja, a 22 szekvenalt inszer-
tum (Osszesen 43 549 bazispar) 71 olyan egyedi nuk-
leotidvaltozast tartalmazott, amelyeket a Taq-polime-
réz hibdjara vezettink vissza. Ezek a valtozdsok 42
(59%) szubsztitiicichoz vezettek a vart aminosavszek-
vencidban, és 3 deléciot okoztak, amelyeknek leolva-
sasikeret-eltolédas volt a kovetkezménye (2. tablazat).

2. tablazat
PCR-mutacio gyakorisag

Bazisparvaltozasok eléfo:iilésok Bézison!(é'nti
széma® gyakorisag

G/C—A/T 20 (28%) 4,59x10-4
G/C->T/A 2 (2,8%) 4,59%10-5
G/C->C/G 1(1,4%) 2,30x10-3
A/T->G/C 37 (52%) 8,50x 104
AT->C/G 1(1,4%) 2,30x10-5
AT-T/A 7(9, 9%) 1,61x10-4
G/C delécid 2(2,8%) 4,59x10-5
A/T delécio 1(1,4%) 2,30x10-5
Atmenetek 57 (80%) 1,31x10-3
Transzverzidk 11 (15%) 2,53x 104
Osszes mutacio 71 (100%) | 1,63x10-3
Aminosavszubsztituciok 42 (59%) 9,64x10-4
Csendes mutaciok 24 (34%) 5,51x10-4
gée:(:zasésikeret-eltolé- 3 (4.2%) 6.89x10-5
Terminatorkodonok 2 (2,8%) 4,59x10-5

a) 43 549 szekvenalt bazispar.

A mutéciok eloszlasa erdsen eltolodott az A/T G/C
¢és G/C A/T atmenetmutaciok javéra, amit el6z6leg mar
masok is megfigyeltek [A. M. Dunning, P. Talmud, S.
E. Humphries, Nucl. Acids Res., 16, 10393 (1988); J.
Chen, A. Sahota, P. J. Stambrook, J. A. Tischfield, Mu-
tat. Res., 249, 169-176 (1991); R. C. Cadwell, G. F.
Joyce, PCR Methods Applic., 2, 28-33 (1992)]. Egy
35 ciklusi sokszorozasndl az §sszes mutacié gyakorisa-
ga bazisparonként 1,63 x 10-3 volt (4,7x 10-5 per bazis-
pér per ciklus), ami a Tag-Polymerase hibainak gyakori-
sagardl kozolt értékekkel megegyezik. Az atlagos ami-
nosavszubsztiticiés arany prM-nél (164 aminosav
hosszii) génenként 0,46 volt és E-nél (496 aminosav
hosszi) 1,59.

A 930. nukleotidnal egy csendes mutacid volt jelen
minden klénban, és igy feltételezhetd, hogy ez termé-
szetes mutacié gyanant keletkezett a virus szaporo-
dasa folyaman. Ezenkiviil megallapitottuk, hogy az
SV-PE sorozat 6t klonjaban — SV-PEQ5, SV-PE(7,
SV-PE11, SV-PEI12 és SV-PE13 - egyforman két
azonos mutacio fordult el6 a 849., 1285., 1346., 1404.,
1909., 2247. és 2255. nukleotidnal. Az SV-PE10-et ki-
véve, amely e mutacidk koziil harmat (1909, 2247 és
2255) tartalmazott, ilyeneket nem talaltunk a tGbbi
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SV-PE-klénban, sem valamely SV—E-klonban. Az
egyik ilyen véltozds — egy nukleotid delécio az 1346.
pozicidban — leolvasasikeret-eltolédast okozott az
E-génben, a 125. kodonnal és azt vartuk volna, hogy ez
egy mitkddésre képtelen E-proteint eredményez. Mint-
hogy e két, azonos muticidkat tartalmazo klon koziil
egyet a killon CDNS- és kiilon PCR-¢lGallitasoktol fug-
getleniil kaptunk meg (adatokat nem mutattunk be),
ugy tiinik, hogy ez a varians mar a sokszorozas eldtt je-
len volt a virus-RNS populacioban. Ezeket a sajatos
muticidkat ezért nem vontuk be a PCR altal okozott
mutéciok analizisébe.

Vad tipusi és deletalt E-proteineket kodolo szerke-
zetek

Az egyes aminosavvaltozasokat kodolé klénokon
kiviil érdekeltek voltunk az olyan prM+E- és csak E-
szerkezetek elGallitasaban is, amelyek vad tipust és
deletalt proteineket kodolnak. Minthogy azonban az
SV-PE-sorozatbdl mindegyik PCR-rel elGallitott kion
olyan muticiokat tartalmazott, amelyek az aminosav-
szekvenciaban valtozasokhoz vezettek volna, kozvet-
len szubklonozést alkalmaztunk egy olyan vad tipust
szerkezet elGallitisara, amely a modositatlan prM- és
E-proteint, valamint a csak e szerkezet egy deletalt for-
majat kodolja.

Az SV-PE(4 plazmid DNS-szekvenciaja két csen-
des mutécion kiviil egy szubsztitliciét mutatott a 2275.
nukleotidnal, amikor is az AT-re cserél6dott, mialtal az
E-protein 435-6s lizinjének AAG kodonja TAG-stop-
kodonna valtozott (1. tablazat). Ennélfogva elére latha-
t6 volt, hogy az SV—PE04 egy vad tipusi prM-proteint
és egy deletlt E-proteint kodol, amelybdl a karboxi-
terminalis 61 aminosavmaradék hiinyzik, amely a valo-
szin{i membrant atszeld szakaszt foglalja magaban [C.
W. Mandl, F. Guirakhoo, H. Holzmann, F. X. Heinz, C.
Kunz, J. Virol, 63, 564—571 (1989)]. Azt talaltuk, hogy
az SV-EO01 plazmid, amelyb6l a prM-gén nagy része
hianyzik, a génben csak egy csendes mutciot tartal-
maz, midltal egy vad tipusu E-proteint kodol.

Annak érdekében, hogy egy olyan prM+E szerke-
zethez jussunk, amely egy vad tipusi aminosavszek-
vencia teljes hosszaval rendelkezik és egy prM nélkiili
csak E-szerkezethez, de amely egy stopkodont tartal-
maz a 2275. nukleotidndl, az SV-PE04-b3l és az
SV-E01-bél (elnevezésiik a késGbbiekben SV—PEst, il-
letve SV—Ewt) kapott restrikciés fragmentumokat ki-
cseréltiik. Erre a célra, a Cfr10I restrikcids enzim sza-
mara két hasitasi helyet hasznaltunk, az egyiket a 960.
€s 961. nukleotid kozott, a prM- és E-gén hatardhoz ko-
zel, a masikat a vektor ampicillinrezisztencia-génjében.
A kapott plazmidszerkezetek koziil egy, az SV—PEwt,
tartalmazta az SV—-PEst-b6l szdrmazo vad tipusd prM-
gént és az SV-Ewt-bdl szarmazé vad tipusu E-gént,
mig a mésik plazmidszerkezetbdl, az SV-Est-bdl, a
prM-gén hiényzott, tartalmazta azonban a SV -PEst-
bdl szdrmazd, stopkodont tartalmazo E-gént. Ezeket
a valtozasokat a két plazmid inszertumainak a szek-
venaldsaval igazoltuk. Ez a két szerkezet egy készie-
tet tett teljessé négy expresszids plazmidbdl, a vad ti-
pusu szerkezetbdl (SV-PEwt) kifejez6dott E-protei-
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nek szerkezetének és feldolgozasanak az osszehasonli-
tasdra olyanokéval, amelyekbdl a prM (SV—Ewt), az
E-horgony-szakasz (SV—PEst) vagy mindketté hiany-
zott.

A PEwt-inszertum teljes szekvencidjat a 3a., b. és c.
abrédkon mutatjuk be.

A megfeleld plazmidokkal COS-sejteket transzfek-
taltunk, amelyeket rekombinans proteinek expresszio-
jara vizsgaltunk.

DNS-transzfekci6

A COS-1 sejtjeket [Y. Gluzman, Cell, 23, 175-182
(1991)] ,,COS-taptalajban™ — dsszetétel: Dulbecco-féle
MEM (GIBCO-BRL) 10% fetalis marhaszérummal, pe-
nicillinnel (100 E/ml) és sztreptomicinnel (100 pg/ml) ki-
egészitve — tartottuk fenn, 37 °C-on, 5% szén-dioxid
mellett.

A klénozott TBE-géneket tartalmaz6 plazmidokat
liposzémakézvetitett transzfekciéval — Felgner és
munkatarsai eljirdsdnak egy modositott valtozatinak
alkalmazésaval [P. L. Felgner, T. R. Gadek, M. Molm,
R. Roman, H. W. Chan, M. Wenz, J. P. Northrop,
G. M. Ringold, M. Danielsen, Proc. Natl. Acad. Sci.,
84, 7413-7417 (1987)] — BioRad-féle Gene Pulser-
késziilék segitségével vittik be a COS—1 sejtekbe.
A Lipofectin reagenst (GIBCO-BRL) Opti-MEM-I
redukalt szérum tapoldattal (GIBCO-BRL) 20 pg/ml-
re higitottuk és 8 pg/ml megfelelé plazmid-DNS-t tar-
talmazd azonos mennyiségii Opti—-MEM-I-gyel kever-
tiilk ossze. Egy transzfekciéhoz 5 pg Lipofectint és
2 ug plazmid-DNS-t hasznaltunk fel. A keveréket
15 percig szobahGmérsékleten allni hagytuk a DNS-
Lipofectin-komplex képzddéséhez, majd ebbdl a keve-
rékbdl 0,5 ml-eket mértiink egy 24 tartalyos sejtte-
nyésztd lemez (Nunc) minden tartalydba. A tartalyok
olyan sejteket tartalmaztak, amelyeket a tenyésztd tap-
talajbol szarmazo6 szérum nyomainak eltdvolitdsara két-
szer 1 ml Opti~-MEM-oldattal mostunk. A sejteket a
DNS-Lipofectin keverékkel 5 6ran at 37 °C-on 5%
szén-dioxid atmoszférdban inkubaltuk, ezutan hozza-
adtunk 1 ml komplett COS-taptalajt, és az inkubélast
egy éjszakén 4t tovabb folytattuk. A transzfekci6 utan
24 6raval a téptalajt eltavolitottuk, és friss COS-tap-
talajjal helyettesitettiik, majd tovabb inkubaltunk a
transzfekcié utani koriilbelil 46 6raig, amely idépont-
ban a sejteket vagy immunfluoreszcencias analizishez
fixaltuk, vagy feloldottuk ELISA-val végzend6 intra-
cellularis antigénanalizishez.

Az immunfluoreszcencias kontrollok céljara a
COS-sejtek TBE-virussal val6 fertézésénél 1ényegében
ugyaniigy jartunk el, mint a transzfekciés eljarasnal, az-
zal a kivétellel, hogy a plazmid-DNS és Lipofectin he-
lyett a TBE-virust Opti-MEM-I-taptalajjal 100-szoro-
sara higitott, szopos egerckbdl szarmazd agyszuszpen-
2zi6 formajaban alkalmaztuk.

A kifejezett proteinek analizise

a) A sejtlizitumok immunprecipiticioja

A transzfektalt sejteket 35S-ciszteinnel jeleztiik, 1%
Triton X—100-zal szolubilizaltuk, és egy, a TBE-virus
E- és prM-proteinjére specifikus, poliklondlis nyulszé-
rummal immunprecipitaltuk. Mint a 4. abrabol lathatd,
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az SV-PEwt és SV—Ewt szerkezetek expresszioja au-
tentikus nagysagh E-protein szintéziséhez vezetett. Az
SV—Pewt és SV—Est 4ltal szintetizalt proteinek, mint
vartuk, — révidebb C-termindlis végiik kovetkezté-
ben — kisebbek voltak, mint a vad tipusi E-protein.
sejtfeliiliszoban

A transzfektalt sejtek feliiliiszoit a transzfekcié utan
0-tol 4. napig E-protein jelenlétére vizsgaltuk 4 rétegii
ELISA-val — mennyiségileg — Heinz és munkatarsai 4l-
tal leirtak szerint [Heinz et al., J. Biol. Stand., 14,
133-141 (1986)]. Az 5. bran bemutatott eredmények
mutatjak, hogy csak azok a szerkezetek szekretaltak az
E-proteint, amelyek a prM-proteint is kifejezték. A fe-
lilliszok immunprecipitacidjaval (6. dbra) igazoltuk,
hogy a kicsapott proteinek ugyanolyan nagysaguak vol-
tak, mint a megfelelé intracellularis proteinek (vesd
Ossze a 4. abraval).

A rekombinédns proteinek szekrécidja oridsi elényt
jelent a termelés szempontjabol, ugyanis nem sziiksé-
ges a sejteket feloldani a kivant protein kinyerése érde-
kében, és igy a szennyezd sejtanyagok eltdvolitdsa ki-
kiiszobo16dik. Megfeleld feltételek mellett ez lehetové
teszi a rekombindns proteinek folyamatos aratését a sej-
tek feltarasa nélkiil.

c) A kicsapott rekombinans proteinek vizsgalata

Az 5. abran bemutatott feliliszokat szachar6z-stird-
ség-gradiensben centrifugdltuk, 5-30% (tomeg/tomeg)
szacharézgradiens és Beckman SW—40 rotor hasznélata-
val. A centrifugilas 38 000 fordulat/perc, 4 °C mellett,
100 percig tartott. A gradienseket elvalasztottuk és az
E-protein mennyiségét minden frakcioban meghataroz-
tuk 4 rétegli ELISA [lasd Heinz et al., J. Biol. Stand., 14,
133—-141 (1986)] segitségével. A virussal fert6zott sejtek
feliiliiszojat hasznaltuk kontrollként, amely két E-pro-
tein-tartalmii csucsot (7. abra) adott. Ezek koziil az egyik
a teljes virusnak felelt meg, a masik az igynevezett nem
fert6z8 ,,lassan iilepedd hemagglutinin”-nek [,.slowlysedi-
menting hemagglutinin” (SHA); lasd Russel et al., Che-
mical and Antigenic Structure of Flaviviruses cim(i kozle-
ményt; R. W. Schlesinger (szerkeszt) ,,The Togaviru-
ses” cimi kiadvany 503—529. oldalak (Academic Press,
1980)]. Az SV~PEwt-vel transzfektalo6 sejtekrdl szarma-
z6 feliiliisz6 az E-protein egy specidlis formdjat tartalmaz-
ta, amelynek a szedimentécios sebessége hasonld volt a
viralis SHA-éhoz, mig az SV—PEst-b6l szdrmazo, C-ter-
mindalis végén megroviditett E-protein nem képezett sta-
bil részecskéket, és a gradiens tetején maradt.

Az SV-PEwt-b8] szdrmazé specialis format ,.re-
kombindns szubviralis részecskének” (,,recombinant
subviral particle”, rSP) neveztiikk és az SV—PEst-b6l
szarmaz6 oldhat6 format ,rekombinans E*”-nak (rE*).

Az rSP kezelése 0,5%-os Triton X—100-zal felbon-
totta a részecskét. Ennek szedimentacios analizise (lasd
a 8. abrat) lipidmembran jelenlétére utal.

Az rSPL és rL* el6allitasa

a) Az rSP tisztitasa

Az SV-PEwt-vel transzfektilt COS-sejtek feliil-
Usz6it 30 perces centrifugaléssal — 10 000 fordulat/perc,
4 °C, Sorvall szupercentrifuga — deritettiik, és a részecs-
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kéket Beckman Ti45 rotor hasznélatival, 44 000 fordu-
lat/perc, 4 °C mellett, 120 percig tart6 centrifugalassal
arattuk le. Az rSP-tartalmu iiledékfrakciot TAN-puf-
ferben (pH 8,0) reszuszpendaltuk és felvittilkk egy ugyan-
ezen pufferrel elfallitott 5-20%-os szacharézgra-
diensre. Ezutdn 90 perces centrifugildssal, amelyet
38 000 fordulat/perc és 4 °C mellett, Beckman SW40 ro-
tor hasznalataval végeztiink, frakciondltuk a mintakat,
és a csucsfrakciokat HA aktivitdsra teszteléssel (Clarke,
Casals, Aver. J. Trop. Med. Hyg., 7, 561-573 (1958)]
azonositottuk. A gradiensekbdl szdrmazé csucsfrakeio-
kat egyensulyi centrifugalassal (35000 fordulat/perc,
4 °C, egy éjszakan 4t) tovabbtisztitottuk, és a frakciokat
11jbol azonositottuk HA teszteléssel. Az E-6sszprotein
mennyiségi meghatérozasat 4 rétegli ELISA-val végez-
tiik, tisztasagat Coomassie-blue-festéssel, SDS~PAGE-
rendszerben hataroztuk meg (9. abra).

b) Az rE* elééllitasa

Az SV-PEst-vel transzfektalt COS-sejtektSl szar-
mazé szérummentes feliiliiszokat, mint fent leirtuk, de-
ritettitk, és ultraszliréssel 15-szorGsére koncentraltuk.

Kromosz6éméba integralt prM- és E-gént tartalmazo
sejtvonalak elGallitasa

Stabilan transzfektalt, rSP-termeld sejtek eléallitasara
a dihidrofolat-reduktaz (DHFR) szelekcios rendszert al-
kalmaztuk (Current Protocols in Molecular Biology,
John Wiley and Sons, Inc.), valamint azt a szerkezetet,
amely a prM- és E-proteint meghatarozo teljes géneket
tartalmazza (1. abra), és az rSP-k szintézisét és szekré-
ci6jat biztositja. A DHFR-gén atvitelét a pSV2-dhfr-plaz-
mid [S. Subramani et el., Mol. Cell. Biol., I, 854865
(1981)] segitségével végeztik, a prM- és E-gén atvitelét
a CMV-PEwt plazmid segitségével, amelyet az
SV-PEwt plazmabol szarmaz6 inszertumnak a pCMV-
plazmidba (Clontech) valé atklonozasaval allitunk el.

A DHFR-hianyos CHO-DG44 horcsog-sejtvonalat
[Som. Cell., Mol. Genet., 12, 555—666 (1986) 10%
fetalis borjiszérummal kiegészitett HAM-féle F12 tap-
talajon tenyésztettiik, és 20:1 aranyban pCMV-PEwt,
valamint pSV2—dhfi-plazmiddal transzfektaltuk elekt-
roporaciét alkalmazva, BioRad Gene—Pulser-késziilék
hasznalatdval. A transzfektalt sejteket ezutin tovébbi
2 napon 4t tenyésztettitk 10% fetalis borjiiszérum-tartal-
ma HAM-féle F12 taptalajban. A sejteket tripszinnel ke-
zeltiik, majd nagy higitdsban — annak érdekében, hogy
egyedi DHFR és prM +E kifejez6 sejtklonokat kapjunk
a szelektiv taptalajpan (MEM-o ribo- és dezoxiribo-
nukleotid nélkiil +10 fetalis borjiszérum) — Petri-csé-
székre szélesztettik. Tiz nap mulva az egyes, mikro-
szkop alatt 1athato sejttelepeket kis tenyésztéedényekbe
vittiik at, és tovabbszaporitottuk. Az FSME-specifikus
antigént termeld sejtklonokat a sejtfeliiliszok ELISA-
vizsgalatdval azonositottuk (FSME=Frithsommerme-
ningo-encephalitis).

Egy ilyen sejtklont (CHO—37) hasznditunk az alta-
la termelt rSP-k izolalasihoz és vizsgalatdhoz. Ennek
érdekében a sejteket a fenti szelektiv tdptalajon tenyész-
tettiik, és az rSP-ket a sejtfeliiliisz6bdl ugyanazon tiszti-
tasi eljarassal nyertiik ki, mint amelyet a COS-sejtekbdl
izolalt rSP-kre leirtunk. A 10. dbran a COS-sejtekbdl
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szarmazo rSP-knél és a stabilan transzfektalt CHO-37
sejtvonalbol szarmazo rSP-knél kapott szachardz-sird-
séggradiens centrifugaléssal kapott eredmények Ossze-
hasonlitasa lathaté. A centrifugalasi feltételek a kovet-
kezbk voltak: 20—50% szachar6z; Beckman Ti—40 ro-
tor, 35 000 fordulat/perc egy éjszakan 4t. Centrifugélds
utin a gradienseket elvalasztottuk és az egyes frakcio-
kat hemagglutinicids teszttel és ELISA-val FSME-vi-
russpecifikus antigénre analizaltuk. Amint ezt az dbra
mutatja, a két készitmény szedimentécios tulajdonsagai-
ban, illetve specifikus sdriiségében, valamint hemagglu-
tinacios aktivitasiban kiilonbség nem mutatkozott.

2. példa

A nativ proteinszerkezetre vonatkozo vizsgalatok

Az ilyen médon eldallitott készitményeket a kovet-
kezGképpen vizsgaltuk :

a) Antigénszerkezet vizsgédlata monoklondlis anti-

testekkel

b) Savval indukélhaté konformacidvaltozasok

¢) Hemagglutinaci6s aktivitas

Ad a) Antigénszerkezet

A formalinnal inaktivalt teljes virus antigénszerke-
zetét — az rSP-bél és rE*-bdl — 19 E-protein-specifikus
monoklonalis antitest hasznalataval hasonlitottuk Ossze
a nativ fert3z8 virus antigénszerkezetével [Mandl et al.,
1. Virol, 63, 564—571 (1989); sajat kisérletek]. Az egyes
monoklonalis antitestek reaktivitdsat az egyes, el6-
z6kben emlitett készitményekkel 4 rétegli ELISA-val
analizaltuk Heinz és munkatérsai [J. Biol. Stand., 14,
133-141 (1986)] szerint. A vizsgalatban minden anti-
génkészitményt az E-proteinre el6z0leg meghatarozott,
1 pg/ml-es allandé koncentracidban és a monoklonalis
antitesteket olyan higitisban hasznaltuk, amelyek a na-
tiv fert6z6 virussal 0,5—1,6 tartoményban adtak extink-
¢cios értéket. Mint a 11. 4brabol kitlinik, a monoklonalis
antitestek (mAt) reaktivitasi gorbéje az rSP-nél és a fer-
t6z6 virusnal gyakorlatilag azonos, amib6! azt kdvetkez-
tethetjiik, hogy az rSP-kben az E-protein ugyanolyan na-
tiv formaban létezik, mint a fert6z4 virusban.

Ezzel szemben a formalinnal valo inaktivalas jelen-
t6s valtozasokat idéz el8 az antigénszerkezetben, ahol
azokat az epitépokat is érinti, amelyek a neutralizilé an-
titesteket kotik meg. Ez a megdéllapitas az i2 mAt-re
[Mandl et al., J. Virol, 63, 564-571 (1989)] — amely-
nek az epitopjat a formalinkezelés elbontja — ugyanugy
vonatkozik, mint az A domén és a B domén teriiletén
1év6 epitopokra [Mandl et al., J. Virol, 63, 564-571
(1989)], amelyek legalabbis korlatozott reaktivitist mu-
tattak. Ez a vizsgalat azt is mutatja, hogy az E* szerke-
zete egyaltalan nem felel meg a virus feliiletén 1év6 na-
tiv E-protein szerkezetének.

Ad b) Savval indukalhaté konforméciévaltozasok

A TBE-virus receptorkozvetitett endocitozis segitsé-
gével hatol be a sejtekbe, ahol az endoszémakba keriil,
amelyek savanyi pH-ja (<6,4) specifikus konformd-
cibvaltozast indukal. Ez a konformacidvaltozés sziiksé-
ges a virusmembrannak az endoszOmamembrannal
valé fuziojahoz, azaz a virus fert6zéképességéhez.
Ezek a szerkezeti valtozdsok az egyes mAt-ek reaktivi-
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tasdnak a valtozasaval nyomon koévethetSk [Heinz et
al., Virology, 198, 109—117 (1994)] és tobbek kozott
az i2 és IC3 (a reaktivitds er@s csokkenése), illetve
C6 (megerdsodott reaktivitds) epitdpokat érintik, azon-
ban a B3 epitopot nem.

Ezek a valtozasok az E-protein funkcidjira nézve lé-
nyegesek. Savanyt pH-ra a leirt médon valé reagalasi ke-
pesség azért ugyancsak kritériuma annak, hogy vajon az
E-protein nativ, a fert6z6 virusnak megfelelé formaban
van-e. Trietanol-amin pufferes (pH 8,0) 1SP-, tE*- és fer-
t6z6virus-készitményeket 0,05 M mES, 0,1 M nétrium-
klorid és 0,1% marhaszérumalbumin-tartalmil pufferrel
kevertiink gy, hogy a pH-érték 6,0-ra valtozzon, majd
az elegyeket 10 percig 37 °C-on inkubdltuk, és ezutén a
pH-t Gjbol 8,0-ra allitottuk be trietanol-amin segitségé-
vel. A készitmények reaktivitisat a savanyu pH-n val6
inkubalas elétt és utin 83, i2, IC3 és C6 mAt-ekkel 4 ré-
tegli ELISA-tesztben analizéltuk az ,Antigénszerke-
zet” fejezetben leirtak szerint. Az eredményeket a 12. és
13. 4bran 4brazoltuk, amelyekbdl kitlinik, hogy a sava-
nyt pH az rSP-k E-proteinjében ugyanolyan szerkezeti
valtozasokat okoz, mint a fertdz8 virusban (lasd a 12. b-
rét), azonban ugyanez az analizis az rE*-nil hasonl6 at-
rendez6désre nem utal (l4sd a 13. dbrat).

Ad c) Specifikus hemagglutinicis aktivitas

Az FSME-virus egyik jellemzd tulajdonséga, hogy
meghatarozott kériilmények kozott a liba-vordsvérsejte-
ket agglutindlja (hemagglutindcioés aktivitas). A virus
ezen tulajdonsagat az E-protein kozvetiti, és ez tovabbi
indikétora annak, hogy ez a protein egy nativ, mikddo-
képes szerkezettel rendelkezik. A hemagglutindcios
vizsgalatokat Clarke és Casals [amer. J. Trop. Med.
Hyg., 7, 561-573 (1958)] modszerével végeztiik, liba-
vorosvérsejtek hasznalataval, pH 6,4 mellett.

Fert6z§virus-, formalin-inaktivalt virus-, rSP- és rE*-
készitményeket 5 pg/ml — ELISA-val meghatérozott —
antigéntartalomra allitottunk be, és elvégeztiik a készit-
mények hemagglutinicids analizisét. Az eredményt a 3.
tablazat tartalmazza. Ebbdl lathato, hogy az rSP hemag-
glutinicios aktivitdsa azonos a fert6z6 viruséval, és hogy
ezen E-protein 4ltal kdzvetitett aktivités a formalin-inak-
tivalas kovetkeztében majdnem teljesen elvész. Az rE*-
készitménynek nincs mérheté HA-aktivitsa.

3. tablazat
HA-aktivitas
Készitmény HA-titer

Fert6z6 virus 512
Formalin-inaktivalt virus 4
SP 512

rE* <2

3. példa

Immunogenitas egerekben

Az alibbi antigénkészitmények immunogenitasat
egerek immunizalaséval vizsgaltuk :

— formalin-inaktivalt tisztitott virus

- 1SP

- rE*

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

10

Az E-protein-tartalmat enzim immunassay-vel alla-
pitottuk meg [Heinz et al, 7. Biol. Stand., 14, 133141
(1986)], és minden készitményt 5 pg/ml antigén-kon-
centrici6ra éllitottunk be. Az akkor alkalmazott TBE-
vakcininak megfelelden (FSME—ImmunR) 0,1% hu-
mén albumint tartalmazé PBS-t (pH 7,4) hasznaltunk
higitopufferként, és 0,2% aluminium-hidroxid-adju-
vénst adtunk hozza.

Az rSP és rE* immunogenitasat adjuvans hozzdada-
sa nélkiil teszteltiik.

Immunizalasi miivelet

Mindegyik készitménnyel 10-10 15 g-os Swiss
albino egérbdl (5 ndstény és 5 him) 4ll6 csoportot oltot-
tunk kétszer szubkutan, 14 nap id6kozt hagyva, egeren-
ként és oltasonként 0,2 ml antigén alkalmazisaval.
A masodik immunizalé oltas utdn egy héttel vért vet-
tiink, és minden egeret 500 LDs, egér-patogén TBE-
virus torzzsel (Hypr) feliilfertéztiink (challenge teszt).
Az egereken ezutdn 14 napon 4t figyeltiik az elhullas-
hoz vezetd encephalitis fellépését.

Egy tizes csoportbal — amelyben ugyanazon immu-
nogénnel immunizaltunk — minden egyes egér széruma-
bol aliquot mennyiségeket pooloztunk, és a TBE-spe-
cifikus antitesttartalmat enzim immunassay-vel (ELI-
SA) hemagglutinicio6 gatlési tesztben (HGT) és neutrali-
zécibs tesztben (NT) analizéltuk.

Az ELISA-vizsgalatban antigénként tisztitott TBE-
virust hasznaltunk, és a vizsgalatot Heinz és munkatar-
sai [J. Gen. Virol, 65, 1921-1929 (1984)] leirsa szerint
végeztilk el. A hemagglutinicié gétlasi vizsgalatot
Clarke és Casals [Amer. J. Trop. Med. Hyg, 7, 561-573
(1958)] szerint végeztiik, és liba-vorosvérsejteket hasz-
néltunk 6,4 vég-pH mellett. A neutralizécios vizsgalat-
ban BHK -2 sejteket és 500 fert6zéegység viruskoncent-
raciot hasznaltunk.

Az immunizalasi kisérlet eredményét a 4. tablazat-
ban foglaljuk &ssze. Ebbél kitiinik, hogy rSP akar adju-
véns nélkiil, akir adjuvanssal minden egeret ugyanugy
megvédett a haldlos adagii TBE-virustél, mint a forma-
linnal inaktivalt teljes virus. Ezzel szemben az rE*-gal
végzett immunizalas utin védShatis egyaltalin nem
(adjuvans nélkiil) vagy csak minimilis (adjuvanssal)
volt megfigyelhetd.

Ami az antitest-indukciét illeti, az rSP-készitmé-
nyek még a formalinnal inaktivalt virust is felilmultak,
kiilondsen jelentdsen aluminium-hidroxid-adjuvans
hasznélatanal. Ez az ELISA-tesztben kimutatott virus-
kot6 antitestre is vonatkozott, valamint a — védé im-
munvalasz szempontjabol még jelentésebb — hemag-
glutindcié gatlasi és neutralizicios vizsgalatban mért an-
titestre is, amelyek a virusspecifikus funkciot (hemag-
glutinicié, illetve fertéz6képesség) is blokkoljak.

A nem létezd, illetve csekély védBhatassal 6sszhang-
ban az rE*-antitest indukcidja is nagyon alacsony volt
vagy nem volt kimutathato.

Lathat6 tehét, hogy az rSP-k kiemelkedden j6 immu-
nogének, amelyek az egyébként haldlos kimeneteld en-
cephalitis-t6] védenek, és a funkcionalis, virusneutrali-
7416 antitestek indukcioja vonatkozasaban akar a forma-
lininaktivalt teljes virust is feliilmuljak.
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4. tablazat

Egerek immunizéaldsa
Challenge-teszt Antitesttiter
Tualélék szama per
Osszes egér (=10) ELISA HGT NT
Formalininaktivalt
virus+adjuvans 10/10 10 000 40 20-40
rSP adjuvéans nélkil 10/10 12 000 80-160 40-80
rSP +adjuvéns 10/10 30000 160 160
rE* adjuvans nélkiil 0/10 100 <10 <10
rE* adjuvans 10/10 4000 <10 <10-10
Pufferkontroll 0/10 neg <10 <10

SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Tick—Borne encephalitis virus- (TBE-virus-) fer-
t6zések elleni immunizalasra alkalmas, nem fert6z6
szubviralis partikulakbél 4116 vakcindk, amelyek lénye-
gében az E-proteint teljes, nativ formajéban és adott
esetben a prM/M proteint tartalmazzak, amely proteine-
ket a TBE-virusbol szdrmaztattuk.

2. Az 1. igénypont szerinti vakcinak, amelyekben
az E-protein és adott esetben a prM/M protein rekombi-
nans proteinek.

3. A 2. igénypont szerinti vakcindk, amelyekben a
rekombinins E-proteint az eurdpai vagy tavol-keleti
TBE-virus szubtipusokbdl szarmaztattuk.

4. Az 1-3. igénypontok barmelyike szerinti vakci-
nak, amelyekben a nem fert6z3 partikuldk elénydsen
vezikularis form4jt lipidkomponenst is tartalmaznak.

5. Az 1-4. igénypontok barmelyike szerinti vakci-
nak, amelyekben a nem fert6z6 partikuldk lényegében
mentesek PCR-rel kimutathaté, PBE-virusbél leveze-
tett nukleinsavaktol.

6. Eljaras TBE-vakcina elGallitisara, azzal jellemez-
ve, hogy

— egy olyan sejttenyészté rendszert allitunk eld,
amely a TBE-virusbol levezetett prM- és E-protein ko-
dolészekvenciait tartalmazza,

— az E-proteint a maga teljes, nativ formajéban fe-
jezzik ki, amikor is

— szubvirélis, nem fert3z8 partikuldkat képeziink,
amelyek a rekombinans E-proteint lényegében teljes,
nativ formaban és adott esetben a rekombinéns prtM/M
proteint tartalmazzak, és

- a partikulékat dsszegydjtjik, és immunizaldsra al-
kalmas osszetétellé feldolgozzuk.
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7. A 6. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy egy olyan sejttenyészt rendszert allitunk el6,
amely a TBE-virusbol szarmaztatott prM- és E-protein
kédoloszekvenciit kromoszémaba integralt formaban
tartalmazza.

8. A 6. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy a sejttenyészt3 rendszerben virélis vektorokat al-
kalmazunk.

9. A 6. igénypont szerinti eljéras, azzal jellemezve,
hogy a sejttenyészt3 rendszerben virusmentesen dolgo-
zunk.

10. A 9. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy plazmidvektort alkalmazunk.

11. A 6-10. igénypontok barmelyike szerinti elja-
rds, azzal jellemezve, hogy a proteinek kifejezédése és
a partikulak képz&dése folyamatosan megy végbe.

12. Nem fert8z8 szubviralis partikuldk — amelyek 1é-
nyegében az E-protein teljes nativ formajat és adott eset-
ben a prM/M proteint tartalmazzak, amely proteineket a
TBE-virusbdl szarmaztattuk — felhasznalasa TBE-vi-
rus-fert6zések elleni aktiv immunizalasra alkalmas vak-
cina elGallitaséra.

13. A 12. igénypont szerinti felhasznalas, azzal jelle-
mezve, hogy az E-protein és adott esetben a prM/M pro-
tein rekombinans proteinek.

14. Nem fert6z6 szubviralis partikuldk — amelyek
lényegében az E-protein teljes nativ forméjét és adott
esetben a prM/M proteint tartalmazzak, amely proteine-
ket a TBE-virusbol szarmaztattuk — felhasznalasa anti-
TBE-virus immunglobulin készitmény eldallitdsara.

15. A 14. igénypont szerinti fethasznalas, azzal jelle-
mezve, hogy az E-protein és adott esetben a prM/M pro-
tein rekombindns proteinek.
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3a. abra

ATG GTT GGC TTG CAA AAA CGT GGG AAA AGG AGG TCA GCG ACG GAC 432
MET Val Gly Leu Gln Lys Arg Gly Lys Arg Arg Ser Ala Thr Asp (100

433 TGG ATG AGC TGG TTG CTG GTC ATC ACT CTG TIG GGG ATG ACG CTT GCT 480
C101 Trp Met Ser Trp Leu Leu Val Ile Thr Leu Leu Gly Met Thr Leu Ala_Cl116
>prM
481|GCA ACG GTG AGG AAA GAA AGG GAT GGC TCA ACT GTIG ATC AGA GCT GAA 528
pl Ala Thr Val Arg Lys Glu Arg Asp Gly Ser Thr Val Ile Arg Ala Glu plé6

529 GGA AAG GAT GCA GCA ACT CAG GTG CGT GTG GAG AAT GGC ACC TGT GTIG 576
pl7 Gly Lys Asp Ala Ala Thr Gln Val Arg Val Glu Asn _Gly Thr Cys Val p32

577 ATC CTG GCT ACT GAC ATG GGG TCA TGG TGT GAT GAT TCA CTG TCC TAT 624
p33 Ile Leu Ala Thr Asp Met Gly Ser Trp Cys Asp Asp Ser Leu Ser Tyr p48

625 GAG TGT GTG ACC ATA GAT CAA GGA GAA GAG CCT GTIT GAC GTG GAT TGT 672
p49 Glu Cys Val Thr Ile Asp Gln Gly Glu Glu Pro Val Asp Val Asp Cys p64

673 TTT TGC CGG AAC GTT GAT GGA GTC TAT CTG GAG TAC GGA CGC TGT GGG 720

p65 Phe Cys Arg Asn Val Asp Gly Val Tyr Leu Glu Tyr Gly Arg Cys Gly p8o
->M

721 AAA CAG GAA GGC TCA CGG ACA AGG CGC|TCA GTG CTG ATC CCA TCC CAT 768
p81 Lys Gln Glu Gly Ser Arg Thr Arg Arg Ser Val Leu Ile Pro Ser His p96

769 GCT CAG GGA GAG CTG ACG GGA AGG GGA CAC AAA TGG CTA GAA GGA GAC 816
p97 Ala Gln Gly Glu Leu Thr Gly Arg Gly His Lys Trp Leu Glu Gly Asp plli2

817 TCG CTG CGA ACA CAC CTT ACT AGA GTT GAG GGA TGG GTC TGG AAG AAC 864
pl113 Ser Leu Arg Thr His Leu Thr Arg Val Glu Gly Trp Val Trp Lys Asn pl28

865 AAG CTA CTT GCC TTG GCA ATG GTT ACC GTT GTG TGG TTG ACC CTG GAG 912
pl29 Lys Leu Leu Ala Leu Ala Met Val Thr Val Val Trp Leu Thr Leu Glu pl44

913 AGT GTG GTG ACC AGG GTC GCC GTT CTT GTT GTG CTC CTG TGT TTG GCA 960

pl45 Ser Val Val Thr Arg Val Ala Val Leu Val Val Leu Leu Cys Leu Ala plé60
>E

961 CCG GTT TAC GCT|TCG CGT TGC ACA CAC TTG GAA AAC AGG GAC TTT GTG 1008

plél Pro Val Tyr Ala Ser Arg Cys Thr His Leu Glu Asn Arg Asp Phe Val E12

1009 ACT GGT ACT CAG GGG ACT ACG AGG GTC ACC TTG GTG CTG GAA CTG GGT 1056
E13 Thr Gly Thr Gln Gly Thr Thr Arg Val Thr Leu Val Leu Glu Leu Gly E28

1057 GGA TGT GTT ACT ATA ACA GCT GAG GGG AAG CCT TCA ATG GAT GTG TGG 1104
E29 Gly Cys Val Thr Ile Thr Ala Glu Gly Lys Pro Ser Met Asp Val Trp E44

1105 CTT GAC GCC ATT TAC CAG GAG AAC CCT GCT AAG ACA CGT GAG TAC TGT 1152
E45 Leu Asp Ala Ile Tyr Gln Glu Asn Pro Ala Lys Thr Arg Glu Tyr Cys E60

1153 TTA CAC GCC AAG TTG TCG GAC ACT AAG GTT GCA GCC AGA TGC CCA ACA 1200
E61 Leu His Ala Lys Leu Ser Asp Thr Lys Val Ala Ala Arg Cys Pro Thr E76

1201 ATG GGA CCA GCC ACT TTG GCT GAA GAA CAC CAG GGT GGT ACA GTG TGT 1248
E77 Met Gly Pro Ala Thr Leu Ala Glu Glu His Gln Gly Gly Thr Val Cys E92

1249 AAG AGA GAT CAG AGT GAT CGA GGC TGG GGC AAC CAC TGT GGA CTG TTT 1296
E93 Lys Arg Asp Gln Ser Asp Arg Gly Trp Gly Asn His Cys Gly Leu Phe E108

(folytatis a 3b. abran)
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1297
E109

1345
E125

1393
El141

1441
E157

1489
E173

1537
E189

1585
E205

1633
E221

1681
B237

1729
E253

1777
E269

1825
E285

1873
E301

1921
E317

1969
E333

2017
E349

2065
E365

2113
E381

2161
E397

GGA
Gly

AAG
Lys

GTC
Val

CAT
His

ATT
Ile

Ala

ACA
Thr

AAT
Asn

AAC
Asn

GAC
Asp
Ala

AGT
Ser

GGT
Gly

GCT
Ala

TCT
Ser

TCT
Ser

GAA
Glu

AAC
Asn

AGC
Ser

AAG
Lys

AAA
Lys

AAA
Lys

AGT
Ser

Leu

AGT
Ser

GTG
val

GAT
Asp
Aia
GTG
Val

Gly

GGC
Gly

Leu

CCa
Pro

GGA
Gly

CCA
Pro

AAC
Asn

ATC
Ile

AGC
Ser

GGT
Gly

GCC
Ala

GTC
Val

Gly

ACT
Thr

GGC
Gly

GAA
Glu

Leu

GAA
Glu

TAC
Tyr

GTT
Val
CAC
His
ACG
Thr

ACA
Thr

ACA
Thr

GAT
Asp

AAT
Asn

ATC
Ile

ATC
Ile

AGC
Ser

ACA
Thr

GAA
Glu

AGG
Arg

ATG
Met

GTT
Val

CAC
His

GCT
Ala

AGA

AAC
Asn

CcCT
Pro

GTG
Val

TAC
Tyr

GAC
Asp

AAG
Lys

GTG
val

GGA
Gly

TAT
Tyr

GGA
Gly

ATT
Ile

GGA
Gly

CCA
Pro

ARG
Lys

GGT
Gly

GAC
Asp
Leu

Leu

Leu

CTC
Leu

GTG
val

ACC
Thr

ACA
Thr

AGT
Ser

CCC
Pro

AAC
Asn

GGT
Gly

GTT
Val

AGG
Arg

GTG
Val

CAT
His

CAC
His

ACG
Thr

GAG
Glu
Leu
cca
Pro

Pro

Val
GGA
Gly
Ala

TGC
Cys

ATG
Met

Gly

TGT

Cys

GTG
Val

GGC
Gly
Gly

GTT
vVal
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GCC
Ala

GTG
val

ACG
Thr

TAT
Tyr

GCC
Ala

ACG
Thr

Glu

GAC
Asp

CAC
His

Glu

TGT
Cys

CAT
His
AGG
Arg

GCC
Ala

TTC
Phe

GAA
Glu

TTC
Phe

TGT
Cys

TAC
Tyr

GGA
Gly

TCC
Ser

GGA
Gly

CAG
Gln

GCT
Ala

Lys

Phe

CAG
Gln

ATT
Ile

GTG
Val

GAC
Asp

GAT
Asp

ATC
Ile

ATG
Met

ATA
Ile

Leu

Gln

15

GTC
val

GAC
Asp

GAC
Asp

TTC
Phe

GAT
Asp

ACC
Thr

Trp
CAT
His
Gly

ACT
Thr

GAG
Glu

GGA
Gly
Lys

ACA
Thr

CCA
Pro

CTG
Leu

GAG
Glu

AGT
Ser

AAG
Lys

3b. abra

AAG
Lys

GCC
Ala

TAT
Tyr

ACA
Thr

GTG
val

GTC
val

CAG
Gln

GAG
Glu

GCT
Ala

GGA
Gly

GGA
Gly

CTG
Leu

ACA
Thr

GTG
Val

GTC
Val

ATA
Ile

ATG
Met

CAT
His

ACC
Thr

GCG
Ala

AAC
Asn

GTT
val

ATT
Ile

TCT
Ser

ATC
Ile

GTC
Val

GGA
Gly

CCT
Pro

GTG
Val

ACC
Thr

GAA
Glu

AAG
Lys

GTC
Val

AGG
Arg

ACG
Thr

CAG
Gln

CAA
Gln

AAG
Lys

GCT
Ala

AAA
Lys

GCC
Ala

TCT
Ser

TTG
Leu

CTT
Leu

CAT
His
GCG
Ala
CAC
His
TTA
Leu

AAG
Lys

AAA
Lys

TTC
Phe

ATG
Met

GCA
Ala

CCA
Pro

CTG
Leu

TGG
Trp

ARA
Lys

TGT
Cys

ATA
Ile

GCA
Ala

TCA
Ser

TTG
Leu

GAG
Glu

AGG
Arg

CAA
Gln

GCT
Ala

CTG
Leu

TAC
Tyr

CTG
Leu

ACA
Thr

GAA
Glu

GTG
val

AAC
Asn

CcCcC
Pro

TTC
Phe

GGC
Gly

(folytatas a 3c. abran)

GAG
Glu

GTG
vVal

AAC

GCA AAA
Ala Lys

TAC ACG
Tyr Thr

GAG ACA

Asn_Glu_Thr

GAG
Glu

TGC
Cys

CTT
Leu

GAC
Asp

AAC
Asn

GTC
Val

AAG
Lys

CAC
His

ARG
Lys
Trp

GTC
val

GCA
Ala

CCA
Pro

CCA
Pro

CAA
Gln

ATA
Ile

AAA ACC
Lys Thr

AGG GTC
Arg Val

GAC AAG
Asp Lys

GG TTC
Trp Phe

TGG AAC
Trp Asn

AAG ATG
Lys Met

GCT CTC
Ala Leu

CTG AAG
Leu Lys

ATG AAA
Met Lys

AAG AGA
Lys Arg

ACA TTC
Thr Phe

CAT GGA
His Gly
ACA ATT
Thr Ile

GGG GAT
Gly Asp

AAA GGG
Lys Gly

GAA AGA
Glu Arg

1344
El24

1392
E140

1440
E156

1488
E172

1536
E188

1584
E204

1632
E220

1680
E236

1728
E252

1776
E268

1824
E284

1872
E300

1920
E316

1968
E332

201¢
E34¢

2064
E36-

2112
E380

2160
E396

2208
E412



2209
E413

2257
E429

2305
E445

2353
E461

2401
E477

2449
E493

2497
N13

2545
N29

Leu

Phe

TTC
Phe

GGA
Gly

TCC
Ser

GGA
Gly

CTC
Leu

TAT
Tyr

ACA
Thr
Leu

AAC
Asn

GTG
Val

Met

Val

CGC
Arg

GAC
Asp

GTG
val

AGT
Ser

AGC
Ser

GCA
Ala

AGC
Ser
Gly

TGT
Cys

TAG
*

ATA
Ile

TCA
Ser

ATC
Ile

TTG
Leu

TTT
Phe

GGA
Gly

ATT
Ile

TTC
Phe

GCT
Ala

CTC
Leu

GAG
Glu

GGG
Gly

GGG
Gly

TGG
Trp

TTG
Leu

>NS1
GCG|GAT GTT GGT
Ala Asp Val

GGC GAG GGC
Gly Glu Gly
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CAC
His

AAG
Lys

GGA
Gly

TTG
Leu

GCT
Ala
Gly

CTG
Leu

CGGCCGCGGGGATCC

GCC
Ala

GCG
Ala

GTG
Val

GGC
Gly

GGA
Gly

TGG
Trp

GTA
val

Gly

Leu

GGT
Gly

GAC
Asp

CAT
His
Phe
AAC

Asn

Leu

TGC GCT GTG

Cys

GTC
Val

Ala

GTG
val

16

vVal

Trp

TTC
Phe

ACG
Thr

CTA
Leu

ATG
Met

GTC
val

GAC
Asp

AGA
Arg

GGT
Gly

GTC
val

CCA
Pro

AGA
Arg
Leu

ACG
Thr

GAG
Glu

TCT
Ser

Leu

Lys

AAC
Asn

GCC
Ala

GAA
Glu

GTC
Val

3c. abra

GCT
Ala

GGT
Gly

Leu

CCT
Pro

ATG
Met

CGA
Arg

TCA
Ser

GGA
Gly

GGC
Gly

TTA
Leu

ACA
Thr

ACC
Thr

ATG
Met

GAA
Glu

GGC
Gly

GCT
Ala

TTA
Leu

ATG
Met
Leu

GAG
Glu

Txp

2256
E428

2304
E444

2352
E460

2400
E476

2448
E492

2496
N12

2544
N28
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Immunprecipitacié Triton X-100 szolubilizalt sejtlizatumokbol

WIG-AS |
153-AS

m3-Ag [

abra

4
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o,1

0,08

0,06

0,04

0,02
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Transzfektalt COS-sejtek E-protein szekrécidja

E protein (ug/ml)
n prM + Est
prM + E
E
0 1 2 3 4
napok szama a transzfekcié utan
5. abra
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Sejtkulturak feliiliisz6ibol iilepitett TBE-virus fehérjék

ta

taza

. r

aciés min

r

immunprecipit

IS3d°AS |

IMIAS |}

6. abra
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Extracellularis E-protein szedimentacios analizise

(ug/mtl)

0,08

SV-PEst

0,06 B X/

)
AN

Virus

0,04
SV-PEwt
0,02
0 l/‘-\\: — i
0 18 20
feliil Frakcioszam lent
—— SV-PEwt —— SV-PEst —— TBE
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0,04

0,036

0,03

0,025

0,02

0,015

0,01

0,005
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Extracellularis E-protein szedimentaciés analizise

EPROTEINKONC.  (pug/ml)

+ TX-100

\

0O 2 4 6 g8 10 12 14 16 18

feliil Frakcioszam

—— SV-PEwt —+ SV-PEwt + TX-100
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9. abra
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HU 219 503 B
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1.4

1.2

0.8

0.6

032

0.2

A450

HU 219 503 B
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L
L

Bl virus pH 8.0
(] rsP pH 8.0

_

25

mab

\N
IC3

NN \
N\

C6

Virus pH 6.0

7

rSP pH 6.0

12. abra
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A492

1.4

7

[ _JrE-pH 80 W re- pH 6.0
13. abra

Kiadja a Magyar Szabadalmi Hivatal, Budapest
A kiadasért felel: Tordcsik Zsuzsanna f6osztalyvezetd-helyettes
Windor Bt., Budapest
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