R0 A

(11) Lajstromszam :

217793 B

(19) Orszagkod

HU

SZABADALMI
LEIRAS
(21) A bejelentés iigyszama: 1852/90
(22) A bejelentés napja: 1990. 03. 27.

(23) Modositasi elsébbség: 1994. 07. 01.
(30) Els8bbségi adatok :

(51) Int. C1.7
A 61 K 39/012

T
B
i i)

M o

MJ:&% 89303032.0 1989.03.28. EP C12P21/02
_MAGYAR
KOZTARSASAG
MAGYAR
SZABADALMI (40) A kozzététel napja: 1991. 02. 28.
HIVATAL (45) A megadas meghirdetésének ddtuma a Szabadalmi
Kozlonyben: 2000. 04. 28.

(72) Feltalalok: (73) Szabadalmas:
Clarke, Lorra.ine Elizabeth, Cumnor, AKZON. V., Amhem (NL)
Cambridgeshire (GB) o
Dijkema, Rein, Oss (NL) (74) Képvisel§:
Tomley, Fiona Margaret, Cambridge, DANUBIA Szabadalmi és Védjegy Iroda Kft.,
Cambridgeshire (GB) Budapest
Vermeulen, Amo, Cuyk (NL)

(54) Eljaras coccidiosisvakcina elSallitasara

KIVONAT

A taldlméany targya eljaras olyan proteinek eldallitasa-
ra, amelyek az Eimeria tenella immunoldgiai tulajdon-
sagaval rendelkeznek, és amelyek az E. tenella spo-
rozoiték elleni E. TEN 11P-2 monoklonalis antitesttel
reaktivak.

A talalmény targya tovabba eljaras az ezen protein
polipeptidfragmenseinek elGallitasdra, amelyek alkal-

A leiras terjedelme 24 oldal (ezen beliil 12 lap dbra)

mazhatok E. tenella elleni immunizalasra. Ezek a protei-
nek és polipeptidek izolalhatok E. tenelldbol, vagy el6-
allithatok kémiai szintézissel vagy rekombinins DNS-
modszerekkel.

A fenti proteineket, illetve azok fragmenseit vak-
cinakészitésre alkalmazzak.
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A taldlmany targya eljaras Eimeria fajok immunoldgiai
tulajdonségaival rendelkez protein, annak fragmensei,
ezeket kodold DNS-szekvenciak, az ezeket a DNS-
szekvencidkat tartalmazé rekombinans vektorok és gaz-
daszervezetek, valamint az emlitett proteint vagy pro-
teinfragmenseket, vagy az ezeket kodolo DNS-t tartal-
mazo vakcindk elallitasara.

A coccidiosis olyan betegség, amelyet az Apicomp-
lexa subphylumba és Elimeria nemzetségbe tartozd
intracellularis parazitdk és protozodk okoznak. Ezek a
parazitdk a gazdadllataik gasztrointesztinalis traktusa-
nak és emésztGszerveinek sejtjeiben szaporodnak.

Az egyre fokozddo intenziv termelés kovetkeztében
a baromfiiparban ezen parazitak altal okozott kar riasz-
tdan megndtt az utolsd tiz évben. Hollandidban a ba-
romfitermeldk kara évente millié guilder nagysigren-
dii, 1986-ban a kar koriilbeliil 13 millié guilder volt.
Ugyanabban az évben az Amerikai Egyesiilt Allamok-
ban a kar 300 millié dollar koril volt, a coccidiostati-
kumok alkalmazésa ellenére.

Csirkék esetén a coccidiosist okozo patogének ki-
lenc fajba oszthatok, éspedig Eimeria acervulina, E.
maxima, E. tenella, E. necatrix, E. brunetti, E. mitis, E.
praecox, E. mivati és E. hagani. Néhanyan azonban két-
ségbe vonjak a két utolso tipus létezését. Ezeknek a fa-
joknak csak a csirke a gazdaallata, és ezek magas sz6-
vetfajlagossagot mutatnak. Az emlitett tipusok életcik-
lusa azonban hasonlo.

A fajok a csirkékre kifejtett patogén hatasukban kii-
16nboznek egymastol, ahol a csirkék tipusa szintén sze-
repet jatszik. fgy a brojlercsirkék nagyrészt az E. acer-
vulina vagy E. maxima parazitdk kérosité hatasinak
vannak kitéve, mivel ezek a vékonybél nagy részében
¢é16skodnek, ahol a tipanyag emésztése nagy szerepet
jatszik.

Az Eimeria parazitdk életciklusuk sordn szadmos
forman mennek at. A fert6z6 forma (spdras oociszta)
oralisan jut a csirkék gyomraba, ahol az emésztés hata-
sdra a ciszta héja felnyilik. Az oocisztaban taldlhat6
négy darab sporociszta kiszabadul és a duodénumba
jut, igy ezek az epe- és emésztGenzimeknek vannak ki-
téve. Ennek hatasara a sporocisztafalon egy nyils ke-
letkezik, igy a sporocisztaban talalhat6 sporozoitak ki-
szabadulnak. Ezek a sporozoitak mozgékonyak, és al-
kalmas gazdasejtet, példaul epitéliumsejtet keresnek,
ahova behatolnak, és ott szaporodnak. A tipustdl fiig-
géen ez az els6 reprodukcios fazis 20-48 ora hosszat
tart, és néhanyszor tiztdl szazig terjedé merozoita kép-
z6dik, amelyek mindegyike 0j gazdasejtbe hatol be és
reprodukalodik. Kett6t8] néhanyszor otig terjedd ilyen
aszexualis reprodukcids ciklus utan az intracellularis
merozoitdk szexudlis formaba, him és néi gametocitak
formajaba mennek at. Miutan egy him gaméta megter-
mékenyit egy néi gamétat, egy zigota képzidik, amely
maga koriil cisztafalat képez. Ez az oociszta elhagyja a
gazdasejtet, és a fekalidval kitiriil. Ha a csirke testén
kiviil a hémérséklet és a nedvességtartalom viszony-
lag magas, és ugyanakkor elegendS oxigén van a le-
vegdben, az oociszta sporat képez és fert6z4 formaba
alakul.
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Igy intermedier gazdadllat nem sziikséges ahhoz,
hogy a parazita egyik csirkébdl a masikba jusson. A te-
rilletegységre juté csirkék szdmdval tehat a csirkefar-
mon a fert§zési veszély gyorsan névekszik.

A parazita kiilénb6z6 médokon kiizdhet le.

A jotartds mellett a coccidiosis kiilénbdzd, cocci-
diosis elleni szerekkel kiizdhet§ le, amelyeket tébbnyi-
re a takarméanyhoz vagy az ivévizhez kevernek. Ezek a
szerek azonban az utobbi években vesztettek hatékony-
sagukbol, részben azért, mert a parazita nagy genetikai
kapacitasanal fogva rezisztenciat tud kifejleszteni a kii-
16nb6z6 coccidiosis elleni szerekkel szemben. Emellett
ezen szereknek a maradéka megjelenik a huasban,
amely fogyasztasi problémakat okoz.

Ezért az immunoldgiai profilaxis jobb lekiizdési
modszer lenne. Ismeretes, hogy azok a csirkék, ame-
lyek egy kellen nagy fertGzést atéltek, ellenalloak
az ugyanolyan tipusi Eimeria-fertézéssel szemben.
Eimeria elleni rezisztencia kifejleszthetd ugy is, hogy
az allatokat néhanyszor kisebb d6zist oocisztaval vagy
gyengitett (nem patogén) torzs oocisztajaval fertdzziik.
A kontrollalt adagolas azonban kiilondsen nagy szdmi
vagoallat esetén szinte lekiizdhetetlen probléma. Igy
egy megvalosithato megoldasnak latszik az inaktivalt
vakcina.

Az inaktivalt vakcina a parazitibdl szdrmazé anti-
génbdl és adott esetben adjuvansbal all.

A parazitabol izolalt antigén helyett alkalmazhatunk
rekombinans DNS-technologiaval el8allitott terméket.

Eljarhatunk \igy is, hogy az antigént vagy annak ré-
szeit szintetikusan llitjuk el8, és ezeket adagoljuk az 4l-
latoknak egy immunoldgiailag felismerhet$ és stimu-
1416 forméban, példaul adjuvéns jelenlétében egy hordo-
zoproteinhez kapcsolva.

Ezenkiviil a vakcinalast végezhetjiik (igy, hogy é16
gazdaszervezetet adagolunk, példaul baktériumot, gom-
bat vagy virust, amely az antigént kodolé gént tartal-
mazza. Ez a szervezet azutan az antigén kellGen hosszi
ideig tartd szintézisét biztositja, igy a csirke immun-
rendszere kellGen stimulalodik.

A taldlmany értelmében elSallithatunk egy proteint,
az Etpl00 jeld proteint vagy annak fragmensét, ame-
lyek alkalmazhatok baromfik coccidiosis elleni immuni-
zalaséra.

Az emlitett Etp100 protein E. tenella extraktumabol
izolalhat6 ugy, hogy az extraktumot egy olyan oszlopra
vissziik fel, amely E. TEN 11P-2 monoklonalis antites-
tet tartalmaz, az extraktum adszorbealt frakciojat elvd-
lasztjuk a nem adszorbedlt frakciétol, majd az adszor-
bealt frakciét ismert modon eludljuk az oszloprol.

Az ezen immunkromatografids eljarassal kapott pro-
tein kivant esetben tovabb tisztithatd a természetes anya-
gok tisztitsara ismert modszerekkel.

Az E. tenelldbdl igy kapott Etp100 protein tulajdon-
sagai a kovetkezOk :

a) molekulatomeg SDS—-PAGE-mddszerrel megha-
tarozva koértilbeliil 100 kD;

b) nemredukal6 koriilmények kozott kotédik a mo-
noklondlis E. TEN 11P-2 antitesthez, redukalokériil-
mények kozott azonban nem;
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¢) megjelenik a sporazott oocisztiban, sporocisz-
taban, sporozoitiban, elsé és masodik generacids ski-
zontakban és a masodik generacios merozoitakban.

A 100 kD tomegii protein izolalhatd sporozoitak-
bol, valamint mas forrasbol nyert E. tenella merozoitak-
bol is.

Ezenkiviil Etp100-nak megfelel proteinek izolatha-
tok mas Eimeria fajokbol is, mint példaul E. maxima-
bol és E. acervulinabdl. Ezeknek a proteineknek az azo-
nositasat ugy végeztiik, hogy az emlitett, 100 kD mol-
tomeg( E. tenella protein egy fragmense ellen antiszé-
rumot készitettiink egérben, és ennek az antiszérumnak
az antitestjeit Western blot-analizisben alkalmaztuk E.
maxima ¢és E. acervulina sporozoitak esetén, amint ezt
az 5. abra szemlélteti. Ugy talaltuk, hogy azoknak a fe-
hérjéknek, amelyek ilyen médon detektalhatok, a mole-
kulatdmege hasonl6 az E. tenella Etp100 proteinjeinek
molekulatomegéhez. Ugyanez az antiszérum alkalmaz-
hat6 az emlitett E. maxima és E. acervulina proteinek
immunkromatografias elvalasztasahoz.

Az E. tenella proteint vagy annak polipeptidfrag-
menseit kodolé DNS-szekvencidkat a példdkban leirt
moédon E. tenella mRNS-bd] szarmaztatott komplemen-
ter DNS-b6l (cDNS) és genomiéalis DNS-bd! allitottuk
elé. Ezek a DNS-szekvenciak (valamint ezek szubszek-
vencidi), ezen DNS-szekvenciak és szubszekvencidk al-
tal kodolt Eimera antigenitassal rendelkezd polipeptidek-
kel egyiitt szintén a taldlmany targykorébe tartoznak.

Ismeretes, hogy egy adott aminosavat kiil6nb6z3
kodonok (nukleotidbazisok triplettjei) kodolhatnak a
DNS-ben. gy példaul a glutaminsav kodonja a GAT
vagy GAA stb. Nyilvanval6, hogy a 6-8. dbran bemu-
tatott aminosavszekvencidval rendelkez8 polipeptid
(vagy annak polipeptidfragmense) expresszi6jahoz ha-
sonlo, alternativ kodon-osszetételi DNS is alkalmaz-
hato.

Emellett az ezen polipeptidek fragmensei, amelyek
baromfik coccidiosis elleni immunizalasara alkalmazha-
tok, szintén a talalmany targyat képezik.

Kiilonb6z6 mddszerek ismeretesek az ilyen alkal-
mazhaté polipeptidfragmensek (epitdpok) kimutatdsara
ismert vagy nem ismert aminosavszekvencian beliil.
Egy ismert aminosavszekvencia alapjan ezek az epitd-
pok kisérleti uton atvizsgdlé modszerekkel meghataroz-
hatok, mint amelyeket példaul a WO 84/03564 és a
WO 86/06487 szamon kozzétett nemzetkozi szabadal-
mi bejelentések ismertetnek.

Emellett a polipeptid szamos, az emlitett aminosav-
szekvenciaval rendelkezd teriileten epitopként jelolhetd
meg elméleti megfontolasok alapjan, és a jelenleg isme-
retes epitopokkal valo strukturalis megegyezés alapjan.
Ezen teriiletek meghatarozasat a J. P. Hopp és K. R.
Woods szerinti (PNAS USA, 78., 3824-3828., 1981)
ésaP. Y. Chou és G. D. Fasman szerinti (Advances in
Enzymology, 47., 45-148., 1987) masodlagos struktu-
ralis szempontok kombindcidja alapjan hataroztuk meg.

Ennek megfeleléen az ISPQKPGSPPCPTCEAP-
RGRSCAEQPPGLTR és a PVDEVVGDWEDWGQ-
CSEQCGGGKRTRNRGPS szekvenciaval rendelkezd
aminosavak, valamint az ezeket a szekvenciakat tartal-
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mazo polipeptidek szintén a taldlmany tagykorébe tar-
toznak.

T-sejt epitdpok, amelyek sziikségesek lehetnek, ha-
sonloképpen elméleti alapon levezethetdk a Berzofsky-
féle amfifilitdsi kritériumok alapjan (Science, 235.,
1059-62., 1987).

A taldlmény értelmében coccidiosis elleni immuni-
zalasra alkalmazhatok tovdbba példaul az antiidioti-
pusos antitestek vagy azok antigénmegkoté fragmen-
sei. Az ilyen antitestek azon antitestek idiotipusa ellen
képzddnek, amelyek viszont a taldlmény szerinti poli-
peptid ellen képzSdnek. A talslmany szerinti polipeptid
immunogén ekvivalensei alatt tobbek kozott az ilyen ti-
pust antiidiotipusos antitestet értjiik.

A talalmany értelmében baromfik coccidiosis elleni
immunizélasa elérhetd példaul ugy, hogy a polipeptidet
vagy annak fragmensét vagy immunogén ekvivalensét
adagoljuk az 4llatoknak, vagy elérheté igy, hogy az im-
munizalandé allatoknak olyan mikroorganizmust ada-
golunk, amelyet rekombinans DNS-sel vagy RNS-sel
genetikailag mdédositottunk, és amely képes a poli-
peptidet vagy annak immunogén szekcidjat vagy ekvi-
valensét in situ termelni. Az elsd esetet »alegységvakci-
ndknak”, mig a masodik esetet ,,vektorvakcindknak” ne-
vezik. A tovabbiakban mi is alkalmazzuk ezt a némen-
klaturat.

A taldlmény szerinti eljarassal elGallitott alegység-
vakcinak 4ltalaban polipeptideket tartalmaznak tiszti-
tott formaban, adott esetben farmakologiailag elfogad-
hato hordozo jelenlétében.

Az ilyen célra alkalmazott polipeptidek ismert mo-
don allithatok el8, példaul Eimeriabdl térténd izolalas-
sal, rekombinians DNS-technikdval vagy peptidszinté-
zissel.

A polipeptid adott esetben egy nem rokon protein-
hez lehet kotve kovalensen, amely példaul a fuzios ter-
mék tisztitdsanal lehet el6nyds. Ilyenek példdul a -
galaktozidaz, protein—A, prokimozin, Xa véralvadas-
faktor stb.

Kivant esetben a polipeptidek in vivo vagy in vitro
modosithatok, példaul glikozilezéssel, amidalassal, kar-
boxilezéssel vagy foszforilezéssel.

Az immunogenitds fokozasara ezeket a polipepti-
deket hordozohoz kapcsolhatjuk vagy asszocialhatjuk,
és/vagy adjuvans tulajdonsagokkal rendelkez6 vegyiile-
tekkel kombinalhatjuk. Tovabba az ezeket a polipep-
tideket tartalmazo6 vakcindk mds, a vakcinakészitésben
szokasos vegyiileteket is tartalmazhatnak, mint példaul
stabilizalészereket, puffereket stb.

Vektorvakcinak esetén a talalmany szerinti polipep-
tidterméket genetikailag manipulalt szervezetek készi-
tik, amelyeket magukat adagolunk az immunizilando
egyednek, és amelyek bizonyos ideig fenntartjdk magu-
kat, sét reprodukalodnak a testben. Ilyen célra gazda-
ként kiilonboz6 szervezetek alkalmazhatok, mint pél-
ddul baktériumok, példaul Escherichia coli, Bacillus
vagy Salmonella, vagy virusok, példaul szarvasmarha-
vagy szarmnyashimldvirusok. Ilyen tipusi gazdaszerve-
zettel a polipeptid feliileti antigénként fejez3dik ki.
Ityen dsszefiiggésben az adott polipeptid és OMP pro-
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teinek vagy az Escherichia coli pilus proteinjei vagy a
szervezet altal felismert szigndl- és kotGhely-szekven-
ciak szintetikus formai kozotti fuzié képzelhetd el. Az
is lehetséges, hogy az adott immunogén polipeptid ki-
vant esetben egy nagyobb egésznek a részeként kertil
az immunizalando allatba. Mindezen esetekben az is le-
hetséges, hogy egy vagy t6bb immunogén termék feje-
z8dik ki, amelyek kiilonb6zé patogének és/vagy az
adott patogén kiilonbdz6 antigénjei ellen alakitanak ki
védettséget.
A kovetkez3kben ismertetjiik az dbrékat.

1. dbra
E. tenella sporozoitdk és masodik generdciés mero-
zoitak monoklonalis antitestekkel végzett Western
blot-analizis mintaja
A) Sporozoita E. TEN 10Y-2-vel (1. sdv), illetve E.
TEN 11P—2-vel vizsgalva (2. sév)
B) Merozoitdk E. TEN 10Y-2-vel (1. sav), illetve E.
TEN 11P-2-vel vizsgalva (2. sav)

2. gbra

Etp100 kifejezése (nyil) kiilonboz6 sporazasi fazis-
ban. A kiilonbozd fazisok SDS—-PAGE utjan elvalasz-
tott anyaga Western blot-analizisben vizsgalva hiperim-
mun csirkeszérummal
1. sav: sporazott oocisztak
2. sav: sporocisztak
3. sav: sproozoitak

3. abra

E. tenella sporocisztakbdl szarmazo Etpl100 (nyil)
immunaffinitas tisztitdisa E. TEN 11P-2, illetve E.
TEN 10Y -2 monoklonalis antitestek felhasznaldsaval
A) Glicin/HC1 (pH=2,6) eziisttel festett SDS—PAGE-

mintdja

1.sav: E. TEN 10Y -2 oszloprol elualva

2.s4v: E. TEN 11P-2 oszloprol elualva

3. sav: kiinduléanyag
B) Kiinduléanyag és a pH=2,6 eludlt frakciok poli-

klonélis nydl anti-sporozoita szérummal végzett

Western blot-analizise

1. sav: kiinduléanyag

2.sav: E. TEN 11P-2 oszloprél eludlva

3.sav: E. TEN 10Y -2 oszloprol elualva

4. abra

Az EtHL6 antigénnek megfelelé nativ proteinek
azonositasa

A) EtHL6 rekombinans bakteriofag (1. és 5. sav) és
Aamp3 (negativ kontroll; 2. és 6. sav) altal képzett plak-
kokbél szarmazo proteinnel kivalasztott antitestek, im-
mun csirkék széruma (3. és 7. sav) és normal csirkek
széruma (4. és 8. sav) antitestjeit alkalmaztuk E. tenella
sporozoitdk (spz) és merozoitak (Mz) proteinekbdl szar-
mazé proteinek Western blot-analizisében.

B) EtHL6 fuzios protein elleni antiszérum

Egér anti-EtHL6 fuzios proteint (1. és 7. sdv),
nydl anti-EtHL6 fuzids proteint (2. és 8. sdv), az
SDS—PAGE-gélen az EtHL6 fizios proteinnel azonos te-
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rilleten vandorl, Aamp3 lizogén altal termelt proteinek
elleni nytlantiszérumot (negativ kontroll; 3. és 9. sav),
normal nytlszérumot (4. és 10. sav), immun csirkeszéru-
mot (5. sav), normal csirkeszérumot (6. sav) és E. tenella
sporozoita elleni nytlantiszérumot (11. sav) hasznaltunk
E. tenella sporozoitak (Spz), illetve merozoitak (Mz) pro-
teinjeibdl redukalt proteinek Western blot-analizisére.

Az egyszerd nyilak a 110 és 102 kD polipeptid-
duplett helyzetét jelolik; egy harmadik, 94 kD poli-
peptid helyzetét a kettds nyil jeloli (részleteket lasd
a szdvegben). Molekulatomeg-markerként miozint,
200 kD; foszforilazt, 92 kD; szarvasmarha-szérumalbu-
mint, 67 kD; ovalbumint, 45 kD; szén-anhidrazt 28 kD
és mioglobint, 19 kD hasznaltunk.

5. dbra

EtHL6 antigénnel megfeleld heterolog fajok nativ
polipeptidjeinek detektalasa

EtHL6 flizids protein elleni egérantiszérumot (1., 3.
és 5. sav) és az SDS—-PAGE-gélen az EtHL6 fizios
proteinnel azonos teriileten vandorld, Aamp3 lizogén 4l-
tal termelt proteineket reagéltattuk Western blot-ana-
lizisben E. tenella (1. és 2. sav), E. maxima (3. és 4.
sav) és E. acervulina (5. és 6. sdv) sporozoitdkbol redu-
kélt proteinekkel. A molekulatomeg-markerek helyze-
teit jeloltiik.

6. dbra

E. tenella genomialis DNS (Etg100) nukleotidszek-
venciaja, amely az 1-5990. nukleotidig terjed. Az
EtHL6 genomiélis inszertje megfelel a 2359-3080. nuk-
leotidoknak. A bemutatott transzlatalt aminosavszek-
vencia az Etc100-bol megjosolt. Harom genomialis int-
ront jeloltiink vonalkazott teriiletekkel, és az Etc100 5°-
és 3’-végeit pontokkal jeloltik.

7. abra

Az EtHL6 és az EtHL6-tal rokon genomidlis és
¢DNS-szekvencidk sematikus csoportositasa

Az 5’°- és 3’-végeket ponttal jeloltiik. A 3 genomié-
lis intront szaggatott vonallal jeloltiik.

8. dbra

Az Etpl00 megjosolt aminosavszekvencidja és az
aminosavtartalom statisztikus analizise

A taldlmany szerinti eljarast a kovetkezd példakkal
szemléltetjik kozelebbrdl, a korlatozas szandéka nél-
kul.

A példakban a kovetkezd roviditéseket hasznaltuk:

OMP: kiilsG membranproteinek

PBS: foszfattal pufferolt sdoldat

IFA: immunfluoreszcens vizsgalati modszer

NFMP: sovany tejpor

PMSF: fenil-metil-szulfonil-fluorid

MMLYV: Moloney-egérleukémiavirus

X-gal: 5-brém-4-klor-3-indolil-B-D-galaktopirano-

zid

IPTG: izopropil-B-D-tiogalaktopiranozid

BSA : szarvasmarha-szérumalbumin

CEF: csirkeembrio-fibroblaszt
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1. példa

Hibridomak készitése

Parazitak és azok frakcidinak készitése

E. tenella parazitdkat fenntartottunk, és oocisztakat
izolaltunk Long és munkatarsai modszerével (Fol. Vet.
Lat. 6., 201-217., 1976). Sporozoitékat izolaltunk és
tisztitottunk Wisher és Rose modszerével (Parasito-
logy, 88., 515-519., 1984), és tovabb tisztitottunk Lar-
sen és munkatdrsai nejlongyapotmédszerével (J. Parasi-
tol., 70., 597-601., 1984). Masodik generacidos mero-
zoitakat izolaltunk csirkekloakabol 96 oraval a fert6zés
utan Stotish és Wang modszerével (J. Parasitol., 61.,
700-703., 1975), és folyamatos 70%-os Percoll gra-
diensen végzett centrifugaldssal tovabb tisztitottunk.

Immunizdlas és sejtfuzio

Balb/C egereket intraperitonealisan immunizaltunk
106 E. tenella sporozoitaval 0,5 ml PBS-ben (foszfattal
pufferolt sdoldat), majd ugyanilyen ddzissal ugyanilyen
modon provokaloinjekciot kaptak 4 nappal a fizid eldtt.
6 héttel az elsé immunizalas utan aszeptikusan kiemeltikk
a lépeket, €s a sejteket P3X63Ag 8.6.53. mieldma-sejt-
vonallal [ATCC TIB9; kereskedelmileg hozzaférhet6:
Flow Labs (Irvin, Nagy-Britannia)] fuzionaltattuk
Kohler és Milstein modszerével (Nature, 256., 495-7.,
1975), és standard modszerrel tenyésztettiik.

Hibridomak kivalasztasa

Sporozoitaantigének felismeréséhez hibridomakat va-
lasztottunk ki immunofluoreszcens modszerrel (IFA).
A sporozoitakat PBS-ben szuszpendaltuk (1-3 x 106/ml),
és 3 pl-t cseppentettiink egy 10 nyildsos liveg targyle-
mezre (Celline), egy éjszakan at szobahOmérsékleten sza-
ritottuk €s szarazon taroltuk —70 °C-on. Felengedtetés
utan a targylemezeket acetonban fixaltuk, majd minden
nyilasba 25 pl hibridoma-feliiliszot cseppentettiink, és
37 °C-on 30 percig inkubaltuk. A lemezeket PBS-vel le-
oblitettiik és haromszor 5 percig PBS-vel mostuk.

1:(100-200) higitasu jelzett nyul anti-egér FITC-
vel konjugaltuk (Nordic; fluor-izotiocianat), és 30 per-
cig 37 °C-on 0,05% Evans-kék jelenlétében inkubal-
tuk. Ezutan a lemezeket mostuk és oblitettiik, majd
0,1 mol/l-es Tris-HCl-dal (pH=9,0) és 75%-o0s glicerin-
nel kezeltik, majd Leitz Ortholux fluoreszcens mik-
roszkoppal vizsgaltuk. A vizsgélatban pozitivnak mutat-
koz6 hibridomékat hatarhigitassal tovabb klonoztuk,
ujra vizsgaltuk és folyékony nitrogénben taroltuk vagy
kozvetleniil injektaltuk prisztannal elkeszitett Balb/C
egereknek aszcitesztermeléshez (2,5x 106 hibridoma-
sejt egerenként, ip.). Ezekbél a pozitiv hibridoméakbol
két klont vélasztottunk ki, amelyek hasznos antitestet
termeltek. Ezeket a monoklénantitesteket E. TEN
11P-2 és E. TEN 10Y -2 jellel lattuk el, ezek felisme-
rik az E. tenella sporozoitakat, valamint a masodik ge-
neracios merozoitdkat IFA-ban. A két fluoreszcens min-
tazat hasonlé volt. Mindkét monoklonalis antitest k6té-
détt ahhoz az anyaghoz, amely a zoitak megel5z6 felé-
ben jelen volt, valdszintleg egy citoplazmatikus pro-
teinhez.

Mintak deponalasa

Ezeket az E. TEN 11P-2 és E. TEN 10Y -2 antiteste-
ket termeld hibridoma-sejtvonalakat 1989. februar 2-an
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89020202 és 89020201 szamon letétbe helyeztik az
European Collection of Animal Cell Cultures, Porton
Down, Nagy-Britannia intézetnél.

2. példa

E.TEN 11P-2 és E. TEN 10Y-2 monokiondlis anti-

testek jellemzése

A) Modszerek

E. TEN 11P-2 és E. TEN 10Y -2 monoklonalis anti-
testek célzott antigénjeit SDS—PAGE/immunblotting
modszerrel Vermeulen és munkatarsai szerint jellemez-
tik (J. Exp. Med., 162., 1460-76., 1985). Réviden,
2x 107 frissen kiszabadult, nejlongyapoton tisztitott spo-
rozoitdt Laemmli-mintapufferben (Nature, 227., 680—4.,
1970) szolubilizaltunk redukaloszer, mint példdul DTT
vagy (-merkapto-etanol adagolasa nélkiil. 5 percig forral-
tuk, 3 percig 18 000 g-vel centrifugaltuk, majd a feliil-
iszot eltavolitottuk, glicerinnel 20%-osra allitottuk be és
7—-18% akrilamid gradiens gélre (vagy egy egyenletesen
12%-o0s gélre) toltottik, amely egy 4%-os t61t6gélt tartal-
mazott.

Elektroforetikus elvalasztas utdn a proteineket nitro-
celluldz-papirra vittiik (0,45 pm; Schleicher és Schiill)
a kovetkezd Osszetételd oldatban: 0,01 mol/l Tris,
0,079 mol/l glicin, pH=8,3, 10 V/cm térer6nél 1 6ra
hosszat.

Az immundetektalashoz a nitro-celluldz-lapokat
0,2% sovany tejport (NFMP) tartalmazé PBS-ben elSke-
zeltiik 30 percig, majd 90 percig szobahGmérsékleten
inkubaltuk tizszeresen higitott hibridoma-feliiliiszoval
PBS-ben, amely 0,05% Tween—20-at és 0,1% NFMP-t
tartalmazott, majd alaposan mostuk és alkalikus fosz-
fatazzal jelzett anti-egér Ig-vel inkubaltuk. A megkotott
Ig-konjugdtumokat 0,33 mg/ml nitrokék-tetrazolium-
mal és 5-brom-4-klor-3-indolil-foszfat-p-toluidin-séval
(0,17 mg/ml) vizualizaltuk a kovetkezd Osszetételd ol-
datban: 100 mmol/l Tris-HCl, pH=9,5; 100 mmol/l
NaCl, 5 mmol/l MgCl,.

B) Eredmények

A nem redukalt E. tenella sporozoita-merozoita pro-
teineken alapulé Western blot-analizisben az E. TEN
11P-2 és E. TEN 10Y-2 monoklonalis antitestek a
95-110 kD foltokkal reagaltak (1. abra). Referencia-
ként bio-rad SDS—PAGE molekulatémeg-markereket
hasznaltunk. Az ELISA-mérésben specifikus antiszéru-
mokat alkalmazva az E. TEN 11P-2 és E. TEN
10Y -2 IgGl izotipusnak bizonyult.

3. példa

E. TEN 11P-2 monoklondlis antitesttel reaktiv anti-

gén kifejezése a parazita kifejlédése sordan

A) Modszerek

Western blot-mintakat készitettiink, amelyek spora-
zott oocisztak, tisztitott sporocisztak és tisztitott sporo-
zoitak Osszehasonlithatd mennyiségét tartalmazd sa-
vokbdl alltak. A mintakat monoklonalis antitestekkel,
valamint a (3A. példa szerinti eljarassal elGallitott)
csirke-hiperimmunszérummal vizsgaltuk.

A hiperimmun csirkeszérumot gy készitettiik, hogy
9 héthetes csirkének négy napon belill két adag 3 x 104
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él6 E. tenella oocisztat, majd négynapos idékozdkben
négy adag 10? €16 E. tenella oocisztat adagoltunk. Az
utolsé adag utan egy héttel a csirkéket elvéreztettiik.
A szérumot dsszegyuijtottiik, €s az antisporozoitatitert az
1. példaban ismertetett médon immunfluoreszcens vizs-
gélattal meghataroztuk, amely 1:1280 értéknek adodott.

B) Eredmeények

Lathatd volt, hogy a 95-110 kD proteinek, ame-
lyek az E. TEN 11P-2 ¢és E. TEN 10Y-2 monoklo-
nalis antitestek altal megcélzott proteinek, a spordzott
oocisztdban mar jelen vannak, és a sporociszta- és
sporozoitafazisban szintén kifejezédnek. A 95—-110 kD
proteineket a hiperimmun csirkeszérum tobbnyire felis-
merte (2. abra).

4. példa

E. tenella protein immunkromatogrdfias tisztitasa

Immunaffinitis-oszlopok készitése

E. TEN 11P-2 [gG-jét aszcitesz folyadékbol csap-
tuk ki ammoénium-szulfattal 50%-ig torténd telitéssel,
szobahOmeérsékleten. Az elegyet 30 percig 2500 fordu-
lat/perc sebességgel centrifugaltuk egy Minifuge T cent-
rifugaval (Heraeus Christ gyartmany). Az iiledéket
50%-0s ammonium-szulfattal kétszer mostuk, majd
fele térfogath, 0,2 mol/l-es natrium-hidrogén-karbonat-
oldattal ujra szuszpendaltuk, egy Sephadex G25 oszlo-
pon (Pharmacia PD10) és cian-bromiddal aktivalt
Sepharose oszlopon (Pharmacia) egy éjszakan at 4 °C-
on sotalanitottuk. A kotési arany 6,7 mg IgG a gél ml-
jeire szamitva. E. TEN 10Y-2 IgG-je esetén az asz-
citesz folyadék koncentraldsat és tisztitott protein A
Sepharose (Pharmacia) felhasznalasaval, a gyart6 utasi-
tasai alapjan végeztiik. Semlegesités és sotalanitas utan
a kapcsolast a fenti médon végeztik, a végs6 kotési
arany 4,8 mg/ml gél volt.

5-7 ml IgG-vel kapcsolt Sepharose-t alkalmas osz-
lopba ontdttink és futtatopufferrel kiegyenlitettiink
(25 mmol/l Tris-HCI, pH=8,0; 0,5 mol/l NaCl, 0,1%
NP40).

Etpl00 immunaktivitas tisztitasa

~70 °C-on fagyasztott 320x 106 E. tenella sporo-
cisztat felengedtettiink és szuszpendaltunk a kovetkezd
Osszetételll oldatban: 3 ml 25 mol/l Tris-HCI, pH=8,0;
1 mmol/l EDTA, 1 mmol/l PMSF.

A cisztakat 3 g, korilbelil 0,3 mm atmérdji tveg-
gybngy jelenlétében forgatva Osszetortik. Az oldatot
Nonidet P40 (NP40)-re nézve 0,1%-osra allitottuk be
és 0 °C-on egy ora hosszat inkubaltuk. Az oldhatatlan
anyagot 4 °C-on 15 percig 2000 fordulat/perc sebesség-
gel, majd 1 6ra hosszat 3000 fordulat/perc sebességgel
centrifugalva elvalasztottuk. A felilluszot atengedtiik
egy 0,22 um pérusméretil sziir6n, majd felvittikk az im-
munoszlopra.

5 ml E. tenella sporocisztaextraktumot kotottiink
meg E. TEN 11P-2 és E. TEN 10Y-2 oszlopokon
0,15 ml/perc atfolyasi sebességgel, recirkuldcids rend-
szerben, egy éjszakan at szobahSmérsékleten.

Koriilbeliil husz cirkulaltatas utan a nem kotott frak-
ciot felfogtuk, és félretettiik tovabbi analizisre. Az osz-
lopokat 0,5 ml/perc atfolyasi sebességgel legalabb ha-
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romszor mostuk felvaltva Wash 4 (0,1 mol/l acetit,
0,5 mol/l NaCl, 0,1% NP40, pH=4,0) és Wash 8 ol-
dattal (0,1 mol/l Tris-HCl, 0,5 mol/l NaCl, 0,1% NP40,
pH=38,0).

Kétszeres toltettérfogatnyi futtatopufferrel végzett
mosds utdn az alkalikus eludlast a kovetkezd oldattal vé-
geztik: 4 ml 0,1 mol/l karbonat/bikarbonat, pH=10,6,
0,1% NP40.

A frakciokat 1 mol/l-es Tris-oldattal (pH=8,0) sem-
legesitettiik, és az oszlopot futtatopufferrel Gjra ki-
egyenlitettiik. Az ez utdni elualast a kovetkezd Osszeté-
telli oldattal végeztiik: 0,1 mol/l glicin/HC, 0,15 mol/l
NaCl, 0,1% NP40, pH=2,6. A savas frakciékat 1 mol/l-
es Tris-oldattal (pH=8,0) semlegesitettiik.

A frakciokat SDS-PAGE segitségével nemredu-
kalo koriilmények kozott és Western blot-analizissel
vizsgaltuk, amely utdbbiban poliklonalis nyual anti-
sporozoita szérumot hasznaltunk vizsgaldantitestként
(3. abra). Mindkét oszloprdl savas koriilmények kozott
eludltuk a fofrakcidt. Az E. TEN 11P-2 oszloprol
elualt anyag pozitivan reagalt az E. TEN 10Y -2 mono-
klonalis antitesttel.

5. példa

E. tenella cDNS-konyvtar készitése és immunolo-

giai atvizsgalasa

A) RNS izolaldsa

Az RNS izolalasahoz teljesen sporazott oociszta-
kat 2,8 ml pufferrel felvettiik, amelynek Osszetétele
10 mmol/l Tris-acetat (pH=7,6), 75 mmol/l natrium-
acetat, 1% SDS, 2 mmol/l EDTA, 0,2 mg/ml protei-
naz-K és 10 mmol/l vanadil-ribonukleozid-komple-
xek. Az oocisztdkat 13 g, 0,5 mm atmér6jd tliveg-
gyongy jelenlétében 50 masodpercig végzett keverés-
sel szétzliztuk. Ezutin hozzdadtunk 5 ml fenolt, és
az elegyet tovabbi 60 masodpercig erdteljesen kever-
tilk. Centrifugélas utan a feliilliszot lepipettaztuk és
ujra extrahaltuk fenol, kloroform és izoamil-alkohol
25:24:1 térfogataranyql, azonos térfogati mennyiségé-
vel. Az RNS-t 2,5 térfogatnyi etanollal kicsaptuk, a ka-
pott csapadékot 800 pl, 10 mmol/l Trist és 0,1 mmol/]
EDTA-t tartalmazoé oldattal (pH=7,6) feloldottuk,
majd a terméket azonos térfogati, fenol, kloroform és
izoamil-alkohol 25:24:1 térfogataranyu elegyével két-
szer és kloroform és izoamil-alkohol 24: 1 térfogatara-
nyu elegyével kétszer extrahaltuk, majd etanollal ki-
csaptuk. A poliA+-RNS-t oligo(dT)-celluléz-kroma-
tografiaval izolaltuk (Maniatis és munkatarsai, idézett
helyen). 5 x 108 oocisztabol koriilbeliil 100 pg poliA+-
RNS-t izoléltunk.

B) ¢DNS szintézise

A poliA+-RNS-t ¢cDNS-sé alakitottuk MMLV
reverz transzkriptaz segitségével. Ehhez 25 pg poliA+-
RNS-t feloldottunk 90 pl vizben, és 5 percig 20 °C-on
merkuri-metil-hidroxid 10 mmol/l koncentracidig torté-
n6 adagoldsaval denaturaltuk, majd az elegyhez B-mer-
kapto-etanolt adagoltunk 45 mmol/l koncentracioig, és
az elegyet tovabbi 3 percig 20 °C-on inkubaltuk. Az
enzimreakciét 190 pl pufferoldatban hajtottuk végre,
amelynek Osszetétele 4 pg oligo(dT);s, 150 egység
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RNSsin®), 20 mmol/l Tris (pH=7,6), 30 mmol/l KCl,
4 mmol/l ditiotreitol (DTT), 2 mmol/l MgCl,,
1-1 mmol/l ANTP és 3000 egység MMLYV reverz transz-
kriptdz. A reakcioelegyet 1 o6ra hosszat 37 °C-on
inkubéltuk, majd 10 ul 0,5 mol/l-es EDTA-val leallitot-
tuk a reakciot. Ezutan azonos térfogata fenol, kloro-
form és izoamil-alkohol 25:24: 1 térfogatardnyu elegyé-
vel extrahaltuk, és az RNS/DNS hibridet amménium-
acetat 2 mol/l koncentracioig torténé adagolasaval és
2,5-szeres térfogati etanollal kicsaptuk. A médsodik szal
szintézisét DNS-polimeraz I és RN-4z H kombinécidja-
val végeztiik. Az elGbbi csapadékot 960 ul pufferben ol-
dottuk, amelynek 6sszetétele 20 mmol/] Tris (pH=7,6),
5 mmol/l MgCl,, 100 mmol/l (NH,),SO,, 0,6 mmol/l B-
NAD, 16 egység RN-4z H, 200 egység DNS-polimeraz
I és 20 egység DNS-ligdz (E. coli). Az inkubalast
12 °C-on egy ora hosszat, majd 22 °C-on egy ora
hosszat végeztiik, ezutan a reakciét azonos térfogatii fe-
nol, kloroform és izoamil-alkohol 25:24:1 térfogatara-
nyu elegyével leallitottuk és etanollal kicsaptuk.

Miel6tt a cDNS-t egy alkalmas vektorba klénoztuk,
elébb azt médositottuk. 5 pg cDNS-t feloldottunk 100 pl
pufferben, amelynek &sszetétele 30 mmol/l nétrium-
acetat (pH=5,6), 50 mmol/l NaCl, 1 mmol/l ZnSO, és
21 egység Mung babnukleaz. A reakcidelegyet 37 °C-on
30 percig inkubaltuk, majd a reakciot EDTA 10 mmol/l
koncentracidig és Tris 25 mmol/l koncentricidig torténd
adagoléséval leallitottuk. Extrakciot végeztiink fenol, klo-
roform és izoamil-alkohol 25:24:1 térfogataranyu ele-
gyével, és az elegyet Sephadex G50 oszlopon soémen-
tesitettiik.

125 pl eluatumhoz a kovetkez8 anyagokat adtuk:
Tris (pH=7,6) 50 mmol/l-ig, EDTA 2,5 mmol/l-ig, DTT
5 mmol/l-ig, S’-adenozil-metionin 0,5 mmol/l-ig és
100 egység EcoRI-metildz. Az elegyet 37 °C-on 30 per-
cig inkubaltuk, majd 15 percig 65 °C-ra melegitve a reak-
ciot leallitottuk, ezutan 1/10 térfogatnyi, kovetkezd
osszetételi oldatot adtunk hozza: Tris-HCl 100 mmol/l,
MgCl, 100 mmol/l ésNaCl 500 mmol/t (pH=7,5), ugyan-
akkor hozzdadtunk 1-1 mmol/l ANTP-t és 12,5 egység
Klenow DNS-polimerazt. A reakcidt azonos térfogati fe-
nol, kloroform, izoamil-alkohol 25:24:1 térfogataranyn
elegy adagolasaval leallitottuk, miutan 22 °C-on 60 per-
cig inkubéltuk. A feliiliszo-folyadékban 1év8 nuklein-
savakat 350 pl viz, 50 pl 3 mol/l-es natrium-acetit
(pH=5,6) és 500 pl izopropanol adagolasaval kicsaptuk.
A csapadékot 100 pl vizben feloldottuk, és Sephadex
G50 oszlopon sémentesitettiik, az eludtumot etanollal ki-
csaptuk.

A csapadékot 24 pl vizben feloldottuk, és a ligalast
50 pl térfogatban hajtottuk végre, amelyhez a kovetke-
z6 anyagokat adtuk: 2 pg EcoRI linker, Tris-HCI
(pH=38,0) 30 mmol/I-ig, MgCl, 10 mmol/l-ig, ditiotrei-
tol 10 mmol/l-ig, ATP 1 mmol/l-ig, zselatin 0,1 mg/ml-
ig és 10 egység T, DNS-ligaz. A reakcidelegyet 16 6ra
hosszat 4 °C-on inkubaéltuk, majd 15 percig 70 °C-on
melegitve a reakciodt leallitottuk. Ezutan EcoRI endo-
nukledzzal hasitottunk 210 pl pufferben, amelynek
osszetétele: 100 mmol/l Tris-HCI (pH=7,6), 50 mmol/Il
NaCl, 10 mmol/l MgCl,, 2,5 mmol/l DTT és 500 egy-
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ség EcoRI. A reakcidelegyet 37 °C-on 90 percig inku-
béltuk, majd a reakcidt azonos térfogati fenol, kloro-
form, izoamil-alkohol 25:24: 1 térfogataranyi eleggyel
to1ténd extrakcioval ledllitottuk. A feliiliiszo-folyadék-
ban jelen 1év6 nukleinsavakat 2,5-szeres térfogati eta-
nollal kicsaptuk, majd natrium-acetitot (pH=5,6) ad-
tunk hozza 300 mmol/l koncentracidig, majd a cDNS-t
és a linkereket Biogel A15m oszlopon elvalasztottuk.
A cDNS-t etanollal kicsaptuk, majd a csapadékot
10 mmol/l Tris-HCl-ot és 0,1 mmol/l EDTA-t tartalma-
z6 oldattal (pH=7,6) feloldottuk. A cDNS-molekulakat
ezutdn Agtll és Agt10 fagba kidnoztuk (Huynh és mun-
katarsai, DNA cloning techniques: A Practical
Approach, 1984).

C) Agtll cDNS-kényvtar atvizsgdaldsa E. TEN
11P-2 monoklondlis antitesttel

Agtll ¢cDNS-klonokkal fert6zétt E. coli Y1090 altal
termelt proteineket nitro-celluldz-szirékén immobili-
zaltunk Huynh és munkatirsai altal az idézett helyen
ismertetett modon. A cDNS-kényvtarat E. TEN
11P-2 monoklonalis antitesttel vizsgaltuk at, és igy
2x 105 fagklonban koriilbeliil egy pozitiv reakci6t kap-
tunk. A monoklonalis antitesteket protein A Sepharose
oszlopon tisztitottunk, és azonos térfogata, 0,05%
Tween—20-at és 100% FCS-t tartalmazd Tris-pufferrel
higitottuk (10 mmol/l Tris-HCI, 150 mmol/l NaCl,
pH=8,0). A szlir6ket 25 °C-on két ora hosszat inku-
baltuk. Ezutan 4x 10 percig mostuk 50 ml, 0,05%
Tween—20-at tartalmazé fenti Tris-pufferrel. Ezutin
30 percig 37 °C-on inkubaltuk egy kecske-anti-egér anti-
test és alkalikus foszfatiz konjugatumaval (1:7500 arany-
ban higitva 0,05 Tween—20-at és 10% FCS-t tartalmazo
fenti Tris-pufferrel), majd a sziir8ket az elébbi mddon
mostuk. A megkotott alkalikus foszfatézt 30 percig szoba-
hémérsékleten a kovetkezé Osszetételli oldatban végzett
inkubalas utan detektaltuk: 100 mmol/l Tris-HCI,
100 mmol/l NaCl, 100 mmol/l1 NaCl, 10 mmol/1 MgCl,,
pH=9,6, 0,33 g/l nitrokék-tetrazolium és 0,17 g/l 5-
brom-4-klor-3-indolil-foszfat.

Egy, az immunvizsgélatban pozitivnak mutatkozd
klént plakktisztitasnak vetettiink ala, és ezt a klont
Et100 jellel jeloltitk (14sd 7. dbra).

6. példa

E. tenella genomidlis konyvtar készitése és immuno-

logiai atvizsgaldsa

A) Modszerek

E. coli térzsek

E. coli Y1088 [supE supF strA metB trpR hsdR
hsdMtonA21 AlacU169 (proC: : TnS) (pMC9)] (ATCC
37195), Y1089 [AlacU169 proA+ Alon araD139 strA
hflal50 (chr::Tnl0) (pMC9)] (ATCC 37196) és
Y1090 [AlacUl69 proA+ Alon araD139 strA supF
(trpC22:: Tnl0) (pMC9)] (ATCC 37 197) az American
Type Culture Collection IntézettS].

DNS izoldlasa

E. tenella kromoszomalis DNS, csirke-DNS és E.
coli-DNS izolalasat Clarke és munkatarsai: Mol. Bio-
chem. Parasitol., 22., 79-87., 1987 helyen ismertetett
modon végeztik.
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Genomidalis konyvtar készitése

E. tenella DNS-t részben emésztettiink EcoRI-vel
(Bethesda Research Laboratories) és EcoRlI-vel emész-
tett borju-intesztinalisfoszfatdzzal (Boehringer Mann-
heim) kezelt Aamp3-mal ligaltuk T, DNS-ligz segitsé-
gével (Boehringer Mannheim) 4 °C-on 16 o6ra hosszat.
I pg DNS-hez a végsé ligalasi térfogat 10 pl volt, és a
vektor és inszert ardnya 4: 1 volt. A Aamp3-at Kemp és
munkatarsai fejlesztették ki Agtl1-b6l (P. N. A. S. USA,
80: 3787, 1983). A fagot in vitro pakoltuk (Maniatis és
munkatarsai, Cold Spring Harbor Laboratory , Mole-
cular Cloning: A Laboratory Manual”, 1982), E. coli
Y1088 torzzsel inkubaltuk és X-gal (5-brém-4-klér-3-
indolil-B-D-galaktopiranozid) és IPTG (izopropil-B-D-
tiogalaktopiranozid) jelenlétében szélesztettiik. Ezt a
konyvtarat amplifikaltuk (Maniatis és munkatérsai, idé-
zett helyen) és meghatdroztuk a titerét az atvizsgalas
elott.

Genomidalis konyvtar immunologiai datvizsgdlasa és
antiszérum keszitése

Az eljaréast Clarke és munkatarsai idézett helyen is-
mertetett modszerével végeztik.

B) Eredmények

Az EtHL6 rekombinans bakteriofag egy E. tenella
DNS 722 bp hossziisagi EcoRI restrikcios fragmenst
tartalmaz. Lisd a 7. abrat is. Az EtHL6 éltal képzett
plakkok antitestpozitivnak bizonyultak a genomialis
DNS-kényvtar immun csirkeszérummal végzett 4tvizs-
galasa utan.

7. példa

EtHLG6 fuzios protein jellemzése

A) Modszerek

Antitestaffinitas elvalasztdsa

1 x 104 EtHL6 bakteriofagot 9 cm atmérdjii edények-
ben szélesztettiink E. coli Y1090 térzson, és 42 °C-on
harom 6ra hosszat inkubéltuk. Egy elGzetesen IPTG-vel
kezelt sziir6 mindkét oldalat 37 °C-on két éra hosszat
érintkeztettitk a lemez feliiletével. A sz{irSket szobahg-
mérsékleten egy Ora hosszat inkubaltuk immun csirke-
szérummal (E. coli-val preabszorbedlva és 1:20 arany-
ban higitva 1% BSA-t tartalmazé PBS-vel, pH=7,0).
Mosds utdn a megkotott antitestet 5 ml 0,2 mol/l-es
glicinnel eluéltuk (pH=2,8) 10 percig, majd semlegesi-
tettiik 650 pl kovetkezd Osszetételdl oldattal: 2 mol/l
Tris (80 pl), 10xPBS (500 pl), 2 mg/ml kldramfenikol
(50 pl) s 0,25 g BSA. A kivalasztott antitestet hasznal-
tuk tovébbi higitds nélkiil a sporozoita- és merozoita-
proteinek Western blot-vizsgalasara.

Fuzios proteinek

E. coli Y1089 torzset lizogenizaltunk a 6B. példdban
ismertetett faggal, és lizatumot készitettiink 1 ml log-
fazis tenyészetbSl (Coppel és munkatédrsai, Nature,
306: 751-756., 1983).

Poliakrilamidgél-elektroforézis (PAGE)

A mosott sporozoitaiiledéket vagy a faglizatumot
5 percig forralva feloldottuk a kévetkez6 Osszetételd ol-
datban: 2 tomeg/térfogat% nétrium-dodecil-szulfat,
6 mol/l karbamid, 5 térfogat% 2-merkapto-etanol,
0,49 mol/l Tris-HCl, pH=6,7. Ezutin 35 percig mikro-
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centrifugaban centrifugaltuk, majd a feliiliszohoz 0,1 t6-
meg/térfogat% brom-fenol-kéket tartalmazo S0 térfo-
gat%-os glicerint adtunk. Nem folytonos gélt hoztunk 1ét-
re, amely 3,6 tomeg/térfogat%-os akrilamid elvalaszto-
gelbdl (pH=6,7) és 6—14 tomeg/térfogat%-os akrilamid
gradiens gélbdl (pH=8,9, 16x0,1 cm) allt. Az elektro-
forézist 16 ora hosszat 50—70 V allandé fesziiltséggel vé-
geztik, és a csikokat a proteinre nézve 0,2 tdmeg/térfo-
gat% PAGE-kék 83 festéket (BDH Chemicals) tartal-
mazé 35 térfogat%-os metanol, 10 térfogat%-os ecetsav-
oldattal festettiik.

Polipeptid immunfoltvizsgdlata

Az SDS—-PAGE utén a géllapokat 30 percig 500 ml
kovetkezd Osszetételi oldatban egyenlitettiik ki:
25 mmoVl/] Tris, 192 mmol/l glicin, pH=8,3, 20 térfo-
gat% metanol (transzferpuffer). A gélben 1évé polipep-
tideket elektroforetikus titon nitro-celluléz-papirra
(Schleicher és Schull, BA85, 0,45 um) vittiik 4t (Towbin
és munkatarsai, PNAS, 76., 4350-4354., 1979) egy
Transblot transzfercellaban (Bio-Rad Laboratories). Az
elektroforézist transzferpufferben 4 °C-on, 16—22 éra
hosszat 30 V egyenletes fesziiltségnél végeztiik. Az atvi-
tel utdn a sporozoitamintdkat tartalmazé nitro-cellu-
16z-papirt 3 tomeg/térfogat% szarvasmarha-szérumalbu-
mint (BSA; Sigma A4503) tartalmazé PBS-vel blokkol-
tuk (pH=7,0). Az atvitt markerproteint tartalmazé
nitro-celluloz-csikokat Indian tintaval festettiik. A folto-
kat immun vagy normal csirkeszérummal reagiltattuk
(1:200 ardnyu higitas a kovetkez8 Gsszetételii oldattal:
1 tomeg/térfogat’ BSA, PBS, pH=7,0, 0,05 térfogat%
Tween—20), 1 éra hosszat szobah6mérsékleten. A folto-
kat 6tszor 5 percig mostuk 0,05% Tween—20-at tartalma-
z6 PBS-vel (pH=7,0), majd 1 6ra hosszat szobah6mér-
sékleten inkubaltuk affinitastisztitott nyal anti-csirke
IgG (H+L)-peroxidaz konjugitummal (Zymed Labora-
tories Inc.; 1:200 aranyban higitva a kovetkezd dsszeté-
teld oldattal: 1 tomeg/térfogat’% BSA, PBS, pH=7,0,
0,05% Tween—20). A foltokat ezutén Gjra 6tszér mostuk
a fenti moédon. A peroxiddzkonjugatum kétését a kovet-
kez6 oldattal végzett reakcidval detektaltuk: 0,5 mg/ml
diamino-benzidin, 50 mmol/l Tris-HCl, pH=74,
200 mmol/l NaCl és 0,03 térfogat% H,0,. A reakciot
0,0% Tween—20-at tartalmazé PBS-vel (pH=7,0) vég-
zett mosdssal allitottuk le.

B) Eredmények

Az EtHL6 4iltal termelt B-galaktoziddz flzios pro-
tein SDS—-PAGE és Western blot-analizisével kimutat-
tuk, hogy ez immunszérummal és egér anti-B-galak-
toziddz-szérummal reagal. Az Eimeria DNS altal ko-
dolt polipeptid méretét 35,5 kD-ben allapitottuk meg
(két leolvasas atlaga, az adatok nincsenek megadva).

Az EtHL6 antigénnek megfelelé nativ proteint
olyan antitestekkel azonositottuk, amelyeket vagy ege-
rekben vagy nyulakban képeztiink poliakrilamid gél-
csikok injektalasa Gtjan, amelyek EtHL6 fuzids prote-
int tartalmaztak, vagy immun csirkeszérumbél affinitas-
tisztitassal nyertiink. Ezek az antitestek erdsen reagil-
tak a 110,0+1,0 kD polipeptidduplettel (atlag+stan-
dard hiba, n=12) az E. tenella sporozoit4ibdl és maso-
dik generdci6s merozoitdibol izolalt proteinek Western
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blot-mintain (4. abra, egyszerii nyilak). A 4. 4bran meg-
jelent egy gyengébb reakcié (duplafeji nyil) egy har-
madik sporozoitapolipeptiddel, amelynek moltémege
94,0+1,0 kD (n=5). Egy hasonlé polipeptidet azonosi-
tottunk a merozoitakban is.

Az EtHL6 fizi6s protein elleni egérantiszérum-poli-
peptidek kisebb csoportjaival szintén reagalt az E. ma-
xima és E. acervulina sporozoitdk proteinjeinek Wes-
tern blot-mintdin (5. abra). A polipeptidek molekulats-
mege hasonld volt, mint az E. tenella proteinek Wes-
tern blot-mintain talalhatoké, azaz 108—92 kD E. ma-
xima esetén és 102—95 kD E. acervulina esetén.

8. példa

EtHL6-tal rokon DNS-szekvencidk jellemzése

A) Mddszerek

DNS analizise

Fagtorzseket hoztunk létre, és DNS-t extrahaltunk a
lemezlizatumokbol. Plazmid- és kozmid-DNS-t tiszti-
tottunk ismert modszerekkel (Maniatis és munkatarsai,
idézett helyen). 50 pg/ml RN-dz jelenlétében végzett
restrikcids enzimnukledzos emésztés utin a DNS-t
agarozgéleken frakcionaltuk a kovetkezd Osszetételd ol-
dattal: 40 mmol/l Tris-HCI, 20 mmol/l nitrium-acetat,
0,1 mmol/l EDTA (pH=8,3) (TAE-puffer).

DNS hibridizacioi

Genomialis, fag-, kozmid- és plazmid-DNS-t rest-
rikciés emésztéssel hasitottunk és 1%-os agarozgélen
frakcionaltunk, majd Genescreenre (New England
Nuclear) vittiikk at 25 mmol/l-es foszfatpufferben
(pH=6,5) Southern moédszerével (J. Mol. Biol., 98.,
503-517., 1975). A DNS-mintak hibridizaciojat 32P-
vel jelzett nick-transzlacios készlettel (Amersham gyart-
many) végeztik a gyarto cég elbirasai szerint 37 °C-on
16 6ra hosszat a kévetkezd dsszetételii oldatban: egy-
szer Denhardt-féle oldat, 0,1 tomeg/térfogat% SDS és
egyszer SSC. A koloniahibridizaciét Grunstein és
Hogness modszerével végeztiikk (P. N. A. S. USA, 72.,
3961-3965., 1975).

Az EtHL6 klon DNS-inszertjét elektroeliicioval
1%-0s agardzgélrdl tisztitottuk (Maniatis és munkatar-
sai, idézett helyen) a kovetkezd osszetételd oldat-
tal: 40 mmol/l Tris-HCI, 20 mmol/l natrium-acetat,
0,1 mmol/l EDTA, pH=38,3.

Az autoradiografiat —70 °C-on végeztik Dupont
intenzifikaloernydkkel és Fuji RX rontgenfilm segitsé-
gével.

E. tenella genomidlis DNS kozmidkényvtaranak ké-
szitése és atvizsgalasa

E. tenella genomialis DNS-t részben emésztettiink
Mbol-vel, ligaltuk BamHI-kal emésztett pHC79 kozmid-
dal, és Maniatis és munkatarsai idézett helyen ismertetett
modszerével pakoltuk. A nem amplifikalt konyvtarbol
korulbelil 500 koloniat vizsgaltunk at nick-transzlatalt,
tisztitott EtHL6 inszert segitségével. A 7.46 jeli kozmid-
klont (Etgl00 jeli inszert, lasd a 7. abrat is) kiilonb6zd
restrikcios endonukledzokkal emésztettiik, a fragmense-
ket agarozgélen elvalasztottuk, Southern blot-modszer-
rel nitro-cellulozra vittiik, és az EtHL6 szekvencidkat tar-
talmazo restrikcids fragmensek azonositasara vizsgaltuk.
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E. tenella cDNS-kényviar datvizsgdlasa Agtl0 fig-
ban

Spérazott E. tenella oociszta mRNS ¢DNS-klénjait
Agtl0-ben vizsgaltuk at nick-transzlatalt, tisztitott
EtHL6 inszert segitségével a fenti modon. Huszonegy
pozitiv fagot talaltunk. Ezek koziil egyet (¢cDNS 10 —
Etc100 jeldi inszert — lasd a 7. &brat is) valasztottunk ki
tovabbi tanulmanyozasra.

Klonok szekvenciameghatdrozdsa

Az EtHL6 inszertjeit és az EtHL6-tal rokon klonok
(Etc100 és Etg100 kozmid) inszertjeit M13mp, pUC13
és pAT153 plazmidba (kereskedelmileg hozzaférhetG:
Phabagen Collection, Utrecht) szubklonoztuk. A szek-
venciameghatarozast didezoximodszerrel végeztiik
[Bankier és Barrell, Techniques in the Life Sciences
(Biochemistry) 85., Techniques in Nucl. Acids. Bioc.,
1-34.,1983].

B) Eredmények

Az EtHL6-b6l szarmazé DNS fizikai feltérképezése
azt mutatta, hogy az EcoRI inszert mérete kériilbeliil
700 bp, és ez egyetlen HindIII helyet tartalmaz. Nukleo-
tidszekvencia-analizissel a pontos méret 722 bp-nek
adédott, es igazolddott a HindlIIl hely jelenléte kozel az
inszert egyik végéhez. A leolvasasi keretet a Aamp3 vek-
torban jelen 1évé EcoRI kldénozéhely ismert leolvasasi
keretére vonatkoztatva meghataroztuk, amely a fiiziés
protein termelését teszi lehetdvé. Az egyetlen meghata-
rozott nagy nyitott leolvasasi keret (ORF) olyan orienta-
cidji volt, amely a HindIII helyett az inszertnek a -
galaktoziddzgénnel ellentétes részébe helyezte. Az
EtHL6 bakteriofag DNS-restrikcios feltérképezése meg-
erdsitette, hogy valoban ez az aktiv orientécio.

Mivel az EtHL6 fragmens nem tartalmazza a teljes
gént, egy részlegesen emésztett E. tenella genomialis
DNS-kozmidkényvtarat atvizsgaltunk, és a 7.46 rekom-
binans kozmidot izolaltuk. Ennek a kozmidnak a kiilon-
boz8 restrikcios enzimekkel végzett emésztéssel kapott
fragmenseit Southern blot-elemzésnek vetettiik ald, igy
két HindIlI fragmenst talaltunk, amelyeknek hossza ko-
riibeliil 3 kb és 1,3 kb, amelyek hibridizéltak a mintédhoz.
Egy tovabbi 1,7 kb hosszsagn HindIIl fragmenst azono-
sitottunk, amely 3’-irdnyban helyezkedik el az 1,3 kb
HindIIl fragmenshez képest. A 3 kb hosszisdgh HindIII
(H3), 1,3 kb hossziisagu HindIIl (H3A), 1,35 EcoRI (ES)
és az 1,7 kb hosszisagi HindIIl (C4) fragmenst pUC13-
ba szubklénoztuk, és nukleotidszekvencidjukat meghata-
roztuk, igy 5990 bp hosszisagn Osszefliggl genomialis
szekvenciat kaptunk az EtHL6 fragmenssel, amely a
2359 és 3080 helyzetek kozott foglal helyet. Ezt a nuk-
leotidszekvenciat mutatja a 6. abra.

A genomialis szekvencia meghatirozasa mellett a
Agtl0 konyvtar egy cDNS-klonjanak a szekvenciajat is
meghatéroztuk, cDNS10 jellel jeloltik és az EtHL6 in-
szerthez valo hibridizalassal azonositottuk. Az inszert
3402 bp hosszisagl és a genomialis szekvencia
688-helyzeténél kezdddik és a 4993-helyzeténél végzs-
dik, és harom kozbensd, nem kodold tertiletet (intront)
tartalmaz, amelyeket a genomidlis szekvenciaban azo-
nositottunk. A genomialis szekvencia ezen cDNS-klén-
pérjainak szekvenciaadatait a 6. abra szemlélteti. Az
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Etc100 3’-végénél van egy tovabbi A(17) szekvencia,
amely az Etc100 poli—A farkat jelenti.

EtHL6-tal rokon szekvenciak csoportositisa

A 7. 4bran bemutatjuk az EtHL6, Etg100, Etc100 és
Et100 sorba rendezését.

Az Etcl100 végeinek helyzetét a 6. abran I jellel
megjeldltiikk, és megadtuk a megjésolt aminosav-
szekvencidt és a genomiélis intronokat is. Ugy tlinik,
hogy az Etc100 nem kédolja a teljes hosszisagot. Az 5°-
végeknél van egy egyediilallé terminaciés kodon, a
9—11. nukleotidoknal (TAG, a 6. abra genomialis szek-
vencidjanak 696—698. nukleotidjai), amelyet ugyanazon
leolvasési keretben kozvetleniil kovet a megjosolt ko-
doloszekvencia, amelynek az elsd potencidlis iniciacios
kodonja a 78—80. nukleotidoknal van (ATG, a 6. 4bra
genomialis szekvencidjanak 765-767. nukleotidjai), és
megszakitds nélkiil folytatddik a 2213. nukleotidig (a
6. dbra genomialis szekvencidjanak 3804. nukleotidja),
ahol egy, a leolvasasi keretben 1évg terminaciés kodon
(TAA) koveti. Ezt 1189 bp, nyilvanvaléan nem kédold
szekvencia koveti a 3’-terminus el6tt.

Az ebbdl a nyitott leolvasasi keretb6l megjosolt
polipeptid egy 712 aminosavhosszsagu, 74,8 kD mole-
kulatomegii polipeptid. A megjésolt aminosav-szekven-
ciat a 8. dbra mutatja egy, az Osszetételt mutatod tablazat-
tal egyiitt. Ezt a szekvenciat a lehetséges antitestepi-
topokra nézve analizaltuk Hopp és Woods (idézett he-
lyen), valamint Chou és Fassman (idézett helyen) algo-
ritmusaval, igy a kovetkezd epitopteriileteket kaptuk:
270-300. és 495-525.

9. példa

Et100-at kifejezé rekombindans szarnyashimlévirus

keészitése

A) Plazmid készitése

1 pg pl019 plazmidot, amely tartalmazza a teljes
Etc100-at a 3’-vég 362. nukleotidjanak kivételével,
BamHI és HindIll restrikcidos enzimekkel vagtuk. Az
Etc100 BamHI/HindIIl fragmense tartalmazza a
pUC13 polilinker BamHI—-EcoRI részét az 5° nem kodo-
16 szekvencidtdl folfelé, és a megjosolt nyitott leolvasasi
keretet és végeket a HindlII helynél, a 3° nem kodolo6 te-
riileten beliil (4309—-4314. helyzetek a 6. abran). A rest-
rikcios emésztéssel kapott elegyben a végeket 10 egység
T, DNS-polimerazzal és 10 egység E. coli DNS-poli-
merazzal (nagyobbik fragmens) helyredllitottuk, majd
klénoztuk egy szarnyashimlévirus rekombinéns plazmid-
ban a tompa végiivé tett beiktatasi helyre. Az Etc100 in-
szertet tartalmazé plazmidokat tartalmazé baktériumko-
l6nidkat 32P-vel jelzett Etc100-zal azonositottuk, és az in-
emésztésével hataroztuk meg. Azonositottunk egy plaz-
midot, amely az inszertet a szdrnyashiml8virus exp-
resszidjahoz helyes orientacioban tartalmazta. Az
Etc100 szekvencia és a szarnyashimlévirus rekombinans
plazmid kapcsolodasa szekvencidjanak meghatirozasa-
hoz primerként egy olyan oligonukleotidot hasznaltunk,
amely komplementer az Etc100 megjosolt nyilt leolvasa-
si kerettel rendelkezd teriiletére (788—802. nukleotidok a
6a. dbran). Ez a szekvenciameghatdrozas megerdsitette,
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10

hogy az Etc100 BamHI/HindIII fragmense szomszédos
és korrekt orienticidban helyezkedik el a vektor-szar-
nyashimlGvirus transzkripciés promoterével.

B) Rekombinalas szarnyashimldvirusba

A plazmidot standard kalcium-foszfatos modszerrel
csirkeembrio-fibroblasztba (CEFS) transzfektaltuk,
amely fertdzott volt FP9 szarnyashimldvirus-torzzsel.
A rekombinans virusokat izolaltuk és plakktisztitassal
tisztitottuk haromszor. Egy rekombinans virust, ame-
lyet E10 szarnyashiml8virus-jellel lattunk el, tovabb ta-
nulméanyoztunk. Az E10 tdrzs mintajat ugy allitottuk
el6, hogy egyetlen plakkrol beoltottunk egy 25 cm? felii-
letd palackot, és a kapott virusalikvotokat —20 °C-on
taroltuk. Ebb6Sl tovadbbi mintdkat ugy allitottunk el8,
hogy 20—-125 cm? felilletli palackot beoltottunk sejten-
ként 0,1 plakk-képz6 egységgel a torzsmintabol. A min-
tak titerét CEF-en plakk-képzéssel hataroztuk meg stan-
dard modszerekkel.

C) Et100 kifejezése szarnyashimlvirus E10-zel

25, illetve 125 cm? feliiletli palackok egybefiiggd
CEF-rétegét 0,1 pfu/sejt aranyban fertSztiik E10 szar-
nyashimlSvirussal. A fertGzott sejteket a fertzés utdn
kiilonb6zd id6kben Osszegyiijtottikk gy, hogy foszfat-
tal pufferolt sdoldatban (pH=7,0) eldorzséltiik és azo-
nos térfogatl, kétszeres Laemmli-puffer adagolasival
lizaltuk. Koriilbeliil 106 fert6zott sejt lizatumat 5 percig
forraltuk, majd 10%-os poliakrilamid gélre vittiik fel,
és egy ¢€jszakan at 100 V feszilltséggel elektroforézis-
nek vetettiik ala. Eredeti szarnyashiml8virussal fertd-
z0tt sejtek azonos mennyiségl lizdtumait hasonlokép-
pen kezeltiik. A gélekr8l ismert elektroblotmddszerrel
nitrocelluléz-masolatot készitettiink, és a nitro-cellu-
16z-membranokat Eimeria tenella antiszérummal vizs-
géltuk. Az E10 lizdtumaban egy koriilbeliil 100 kD mé-
retli polipeptid volt felismerhet6 nytlantisporozoita és
csirkeantiszérummal. Ez a polipeptid nem volt jelen ere-
deti szdmyashimlGvirussal fertdzott sejtek lizatuma-
ban. A 100 kD méretii polipeptidet két nappal a fertd-
zés utdn detektaltuk, amikor a fert6zést a 0,1 pfu tobb-
szOrdsével végeztiik és 7 napig folytattuk, amikor a sejt-
réteg teljesen elroncsolddott a virus citopatogén hata-
séra. A polipeptidet (Et100 jellel jeloltiik) mind redu-
kalo, mind nem redukald gélen detektattuk.

D) E10 szarnyashimidvirust kifejezd, Et100-zal vég-
zett vakcinalas

1. Haromhetes madarakat (Light Sussex) intravé-
nasan beoltottunk 3 x 107 pfu eredeti szarnyashimlgvi-
russal (I. csoport), illetve E10 rekombindns szarnyas-
himlévirussal (II. csoport) 500 ul 199 jeli szovette-
nyészt6 tapkozegben. A III. csoportot csak 199 jeld
(Gibco/Life Technology, katalogusszam: 21155) tap-
kozeggel oltottuk. A madarak Gthetes korban ugyan-
ilyen injekciot kaptak, és a provokalas utin 10 nappal
az allatokat elvéreztettiik. Meghatdroztuk a szarnyas-
himlSvirus és az Eimeria tenella dsszeziizott sporazott
oocisztai elleni ELISA-titert. A két virussal fertézott
csoport madarainak tobb, mint 90%-aban talaltunk szér-
nyashimldvirus elleni antitesteket 1:64000 titer folott,
mig a kontrollcsoport madarai elhanyagolhaté titert mu-
tattak. Az Eimeria tenella elleni titer nem emelkedett
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szignifikdnsan, de az 1:1000 ardnya higitasnal az
optikaistiriség-érték enyhén emelkedett az E10 cso-
portban. Az eredményeket a kovetkezGkben foglaljuk
Ossze.
ELISA-leolvasis az antiszérumok 1: 1000 higitisanal
Csoport  Szarnyashimlg- Eimeria tenella

virus elleni (atlag) elleni (atlag)
L 0,844 0,126
1L 0,855 0,161
I 0,016 0,070

Madarak tizes csoportjainak antiszérumit dsszegytj-
tottiik, és elektroforetikusan elvalasztott Eimeria tenella
sporozoiték, illetve masodik generaciés merozoitdk pro-
teinjeinek Western blot-analizisében hasznaltuk. Az
E10 rekombinans virussal oltott madarak antiszéruma
1:1000 aranyi higitasban felismerte az Et100 polipep-
tidet mind a sporozoitak, mind a merozoitdk esetén, mig
a tobbi csoport széruma nem.

Egyhetes madarakat a szarnyhértya bekarcolasaval
beoltottunk 3x 106 pfu eredeti, illetve rekombinans
E10 szdmyashimlévirussal 50 ul 199 jell szovette-
nyésztd tadpkozegben. Egy harmadik csoport madarat
csak 199 jelii tapkozeggel oltottunk be. Négyhetes kor-
ban a madarak egy masodik oltast kaptak, ekkor azon-
ban 3 x 107 pfu megfelel virust szintén 50 pul 199 jeld
tapkozegben. Ezutan négy héttel a madarakat egyhetes
1d6kozonként elvéreztettilk, és a szérumot Eimeria te-
nella sporozoita, illetve masodik genericids merozoita
elektroforetikusan elvélasziott proteinek Western blot-
analizisében alkalmaztuk. A negyedik hétmél nem volt
lathato reaktivitas, egy héttel késébb azonban (egy hét-
tel a masodik oltas utan) az E10-zel oltott madarak spe-
cifikusan felismerték az Et100-at mind a sporozoitak-
bol, mind a merozoitakbol.

SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljaras Eimeria tenella immunoldgiai tulajdonsa-
gaival rendelkezd protein vagy annak polipeptidfrag-
mense vagy immunogén ekvivalense elballitasara, az-
zal jellemezve, hogy az E. tenella sporocisztaextraktu-
mot Etl11P-2 monoklonalis antitestet tartalmazo osz-
lopon immunadszorbealjuk, az extraktum adszorbealt
frakciojat elvalasztjuk a nem adszorbealt frakciétol, és
az adszorbealt frakciot leoldjuk az oszloprol.

2. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy SDS—PAGE-mddszerrel 100+10 kD latszolagos
molekulatomegii terméket allitunk el8.

3. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy a 8. abran bemutatott aminosavszekvencidval ren-
delkez6 terméket vagy annak fragmensét allitjuk eld.

4. Eljaréas a 14. igénypont szerinti proteint vagy an-
nak polipeptidfragmensét vagy immunogén ekvivalen-
sét kodold polinukleotidszekvencia elBallitasara, azzal
Jjellemezve, hogy nativ Eimeria tenelld-bol izolaljuk
vagy rekombinans Oton eléallitjuk.

5. A 4. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy a 6. abran bemutatott k6dold nukleotidszekven-
ciat vagy annak szubszekvenciajat allitjuk eld.
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6. A 4. igénypont szerinti eljards, azzal jellemezve,
hogy a 6. abran bemutatott k6dolé nukleotidszekven-
ciat allitjuk el8.

7. Eljaras rekombinans vektor el8allitasara, azzal
Jellemezve, hogy a 4—6. igénypontok barmelyike szerin-
ti polinukleotidszekvenciat — a polinukleotidszekven-
cia kifejezését lehetGvé tevd kontrollszekvencidhoz ké-
pest megfeleld helyzetben — egy alkalmas vektorba be-
épitjik.

8. Eljaras gazdaszervezet el@allitdsara, azzal jelle-
mezve, hogy egy alkalmas gazdaszervezetet egy, a 7.
igénypont szerinti eljarassal eldallitott rekombinans
vektorral transzfektalunk.

9. A 4. igénypont szerinti eljaras Eimeria tenella faj
antigéntulajdonsagaival rendelkezé protein- vagy poli-
peptidfragmens eléallitdsara, azzal jellemezve, hogy
egy, 8. igénypont szerinti eljarassal elGallitott gazda-
szervezetet tenyésztiink.

10. Eljarés egy, az 1-3. igénypontok barmelyike
szerinti eljarassal elGallitott proteinnel vagy polipep-
tiddel immunreaktiv antitest vagy antiszérum el8allita-
sara, azzal jellemezve, hogy egy allatot immunizalunk
egy emlitett proteinnel vagy polipeptiddel, és dssze-
gyljtjiik az antitestet és/vagy antiszérumot.

11. Eljaras egy Eimeria faj immunologiai tulajdonsa-
gaival rendelkez8 protein vagy annak polipeptidfrag-
mense elballitasara, azzal jellemezve, hogy egy Eimeria
faj sporocisztdjanak extraktumat egy, a 10. igénypont
szerinti eljarassal elGallitott antiszérumot tartalmazo osz-
lopon immunadszorbealjuk, az extraktum adszorbealt
frakcidjat elvalasztjuk a nem adszorbealt frakciotol, és
az adszorbealt frakciot elualjuk az oszloprol.

12. Eljarés Eimeria-fert6zés ellen véd3 hatast vakci-
na elballitisira, azzal jellemezve, hogy egy, az 1-3.
vagy 11. igénypontok barmelyike szerinti eljarassal elgal-
litott proteint vagy polipeptidet vagy egy, a 4—6. igény-
pontok barmelyike szerinti eljarassal elGallitott poli-
nukleotidszekvenciat, vagy egy, a 7. igénypont szerinti
eljarassal eldallitott rekombinéns vektort, vagy egy, a 8.
igénypont szerinti eljarassal elallitott gazdaszervezetet,
vagy egy, a 10. igénypont szerinti eljarassal eléallitott an-
titestet a vakcinakészitésben szokdsos médszerrel vakci-
nava alakitunk.

13. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy a kdvetkez$ aminosavszekvencidk valamelyi-
kével rendelkez8 vagy ezek valamelyikét tartalmazo
polipeptideket allitunk el6:

— ISPQKPGSPPCPTCEAPRGRSCAEQPPGLTR,

- PVDEVVGDWEDWGQCSEQCGGGKRTRNR

GPS.

14. Eimeria tenella immunoloégiai tulajdonsagaival
rendelkezd protein — amely lényegében véve a kovetke-
z6 lépésekbdl allo elvalasztasi miivelettel nyerhetd:

a) E. tenella sporocisztaextraktum immunadszorp-
cioja Et11P—2 monoklonalis antitestet tartalmazd
oszlopszubsztraton;

az extraktum adszorbealt frakcidjanak elvélasztisa
a nem adszorbealt frakciotdl;

az adszorbealt frakci6 leoldasa az oszlopszubsztrat-
0l

b)

c)
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— vagy ennek polipeptidfragmense vagy ezek im-
munoldgiai ekvivalense.

15. A 14. igénypont szerinti protein, amelynek lat-
szblagos molekulatdmege SDS—PAGE-meghatarozas-
sal mintegy 100+ 10 kD.

16. A 14. igénypont szerinti protein vagy frag-
mense, amelyre jellemzd a 8. dbran bemutatott amino-
savszekvencia.

17. Polinukleotidszekvencia, amely egy, a 14. igény-
pont szerinti proteint vagy annak fragmensét kodolja.

18. A 17. igénypont szerinti polinukleotidszekven-
cia, amely a 6. 4bran bemutatott nukleotidszekvencid-
nak vagy szubszekvencidjanak felel meg.

19. A 17. igénypont szerinti polinukleotidszekven-
cia, amely a 6. abran bemutatott nukleotidszekvencia-
nak felel meg.

20. Rekombinans vektor, amely egy, a 17-19.
igénypontok barmelyike szerinti polinukleotidszekven-
cit tartalmaz a polinukleotidszekvencia kifejez6dését
lehetBvé tevd kontrollszekvencidhoz képest megfeleld
helyzetben.

21. Gazdaszervezet, amely a 20. igénypont szerinti
vektorral van transzfektalva.

22. Antitest vagy antiszérum, amely immunreaktiv
egy, a 14—17. igénypontok barmelyike szerinti protein-
nel vagy polipeptidfragmensével.
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23. Eimeria faj immunologiai tulajdonségaival ren-
delkezG protein — amely 1ényegében véve a kovetkezd
1épésekbdl allo elvalasztisi mivelettel nyerhetd:

a) egy Eimeria faj sporocisztaextraktum immunad-
szorpcidja egy, a 22. igénypont szerinti antiszéru-
mot tartalmazd oszlopszubsztraton;

az extraktum adszorbealt frakcidjanak elvalasztasa
a nem adszorbealt frakciotol;

¢) az adszorbedlt frakcid leolddsa az oszlopszubsztrat-

ol

— vagy ennek polipeptidfragmense.

24. Eimeria-fertézés ellen véd3 hatasi vakcina,
amely egy, a 14—17. vagy 23. igénypontok barmelyike
szerinti proteint vagy polipeptidet vagy egy, a 17-19.
igénypontok barmelyike szerinti polinukleotidszekven-
ciat, vagy egy, a 20. igénypont szerinti rekombinéns
vektort, vagy egy, a 21. igénypont szerinti gazdaszerve-
zetet, vagy egy, a 22. igénypont szerinti antitestet tar-
talmaz.

25. Polipeptidek, amelyek a kovetkezd aminosav-
szekvencidk valamelyikével rendelkeznek vagy tartal-
mazzak azt:

— ISPQKPGSPPCPTCEAPRGRSCAEQPPGLTR,

— PVDEVVGDWEDWGQCSEQCGGGKRTRNR

GPS.

b)
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6. abra
AAGCTTAAGCAAGACTACAGTGAACGOGTATACACATGATGAGTCTIGCCOGGAGCCTTG
CTAAAACAAACGAGTTCGCTACGTCGATTGCATCATATACACCTCATACTAACCAGTCOCA
GATAATGAACATTCGCAATCAAACTTACAACCAAACTTTTGAAGCATTGTGOGAACAAGA
ACTAATTTGCCTCTCGAAGGATCTGAATGCAAGCAAACATAACTATTCCTTCTGTGOGAA
TOGACATATGCACACAGOGCAGAGACOGTCACTTTAAACCATGCTTGGAGGAAACTTIGC
TTTTCCATGTCTAATGGCAAAAAGCAAGTTGGAATAACACTCCTCAATATCTAGCTACGG
ATATTCTACACTATCAGAGCOOGATACGTGTGTGAAGGOGAGOGAAGCTGTTCACTCGTG
GCTTCAGCTGGAAAAATAATOGACAATGOGCTAGACGOGGGAGTOGAAGOGTGTCTGTAT
GCTGTCOGTGAGTAAACCCACAGGAAATOGCTTAATAAGAGCTGAAGAAAGCAATAACAAT
ATACGTGATCTGCCIGACCTTGCAGATOCOCGGGAACTACCCAOGTCATTGOGOGGCCAG
CIEKIHKH3K]3:AC3?[K3gIyKXIHﬂIIXIH¥3J:AT(XXHMJPDCAAH(IHKHYHKBK?TA
GAAi1(H(xHT%GGTTTCAAAACATAT%3PTPR?HHKXHK?HTTTCHT%NHZKXH%HT

M A PL P
CTTCATCTTTTTACCCAGT TCOGCTTTCTTGCATCAT TCOCGCAATGGCGCOCCI TCCTC

R RRLAPCRALSTILTLVGILTULA AR AS
GGCGAAGGCTAGCGCOCTGCAGGGCATTATCAT TGCTGG TTCGTCTGCTTGOCGCAAGTT

F AF S S L Q P [-e—-mmmmmmmee ——
PTGCTTTTTCT TCTTTACAGCCAGTTOS TCATTCATGG TTATAATGGCAAGTGECTO0G

AGGTPHRIKHTCANKIIImGCNH3IH11E[CTO&JX?HCCRZIIH%AAGGDKIE

GCTTICTTATGTAACGGOG TIGACT TAGCAGGCTTCATGOGAACCTGOSATGTTIGTTAT

---]JG AT TS S GQDOQVCTSTILTLDUVHM
TCAGGOGCAACTACCAGCTCTGGCCAGGATCAGGTGTGCACAAGCCTCI TGGATG TCATG

L VVDESGSIOGCTSNTEFIRIEKVR RZQOQTF
TTGGTAGTIGATGAGTCGGGCTCCATTGGCACATCCAACTTCAGGAAGGTGOGGCAGTTC

I EDFVNISMPTISPETDVR RVGTLTI
ATCGAAGACTTCGTGAATTCTATCCOGATTTCTCCAGAGGACGTTOGTGTIGGGTTAATC
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T FATRSZ KV VRUWNILSUDGPI KA ATNP
ACTTTTGCAACCOGTTCCAAAGTTOGGTGGAACCTGAGTGATCCGAAGGCTACAAATCCT

S L AI SAARSLS SYSTGVTYTH
TCCTTGGCTATATCAGCAGCT AGATCTCTAAGCTATTCAACAGGOGTCACCTACACGCAT

Y GLQDAZKI KILILYUDTNA AGA ARNN
TACGGTCTTCAAGATGCGAAGAAGCTGCTCTACGACACCAATGCTGGAGCTAGAAATAAC

VPKXKLVLVMTDGASNTLZPSGQTR
GTACCCAAGTTGGTTTTGGTCATGACTGACGGOGCAAGCAATCTCCOGTCTCAAACGAGA

S S AAALRDAMGATIVVVLGVG S
TCTTCTGCTGCAGOCCTGCGTGATGCAGGAGCCATOGTAGT TGTCTTGGGAGTOGGCTCA

G VNSSEC CRSTIAGTCSTS SNTCZPR
GGAGTCAATTCGAGTGAGTGCAGGAGTATIGCTGGCTGTTCGACTTCAAATTGOCOCAGG

YL QS NWSNVTOQQVNGTITIZKHA AN-A
TACTTGCAGTCAAACTGGTCAAACGTCACGCAGCAGGTCAATGGTATCATCAAGGCTGCA

C KDLAZKDA AVCSEUWSEYGZPCUV
TGCAAAGATCTGGCAAAGGATGOGGTGTGTAGCGAATGGAGOGAATATGGACCTTGTGTG

G ECGI KEGVOQTSTRVETSTZPOQK
GGGGAATGTGGCAAAGAAGGOGTGCAGACGAGCACTCGAGTOGAGATATCTCOOGCAGAAG

P GS PPCPT CEA APRGRS ST CA AEQQ
COGAGGTCACCTCCTTGCCOGACATGTGAGGCACCGAGGAGCAGGTCTTGTGCOGAGCAG

P PGLTRTOQPCTMZPUVCIKTDAH
CCTCCOGGACTTACTOGGACGCAGCOGTGCACGATGCCAGTGTGCAAAAOGGATGCTCAT

C GEFGAWS SEWSTT T CGTA ATTRK
TGCGGGGAGTTTGGCOGCATGGTCTGAGTGGAGCACTACGTGOGGAACGGOGACGAGGAAA

R QREGYNSPPAAGGGTILSCME
AGGCAGAGGGAAGGCTACAACAGTCCACCTGCAGCCGGTGGTGGGCTTTCTTGCATGGAA

Q NP P KHETFEVETVOQIKSUPOCUPUV
CAAAATCCGOCTAAACATGAATTOGAGGTTGAAACGGTGCAGAAATCGCCGTGOCCAGTT

Q Q QP GPWSEWTETCSATC CGG GG

CAGCAACAACCGGGACCCTGGAGTGAATGGACAGAGTGCTCAGCAACCTGOGGAGGAGGT

T KHREREGLU®POQEGETLYGGQT
ACTAAGCATOGCGAGOGAGAGGGTTTGOCACAGGAAGGGGAACTGTACGGGGGACAGACT

L EQQGIAVRETA ASTCSENZ PCTP
TTGGAACAACAAGGCATTGCTGTGAGGGAAACTGCT TOGTGCAGCGAGAACOCGTGOCCT

I DATOCGEWTEUYSACS S RTT CGG
ATCGACGCAACGTGOGGAGAATGGACAGAGTACAGTGOGTGCTCCAGAACT TGOGGAGGC

G TQERI KT RTEZPWTLUDNAIQHGTGT R T
GGTACCCAAGAGNAGGAAGAGGGAGCCG IGGTTGGATAATGCGCAACAOGGGGGGOGCACC

CMEQY?PDGPTIOSVZRETC CNTT<GQZPC
TGCATGGAACAGTATCCTGATGGGCCCATATOGGTCAGGGAGTGCARCACCCAGCOGTGC

P VDEVV GDUWEUDUWOGOQOCSUEUOQTCG
CCIGTGGACGAAGTAGITGGICATTGGGAAGACTCCGCGCAATGCAGOGAACAGTGTGGT

G GKRTTRNZ RGPS KQFEA AMTFGG K
GGCGGCAAGOGGACTOG TAATCGOGGCCCAAGCAAGCAAGAGGCCATGTTCGGAGGCAAG
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6. 4bra (folytatas)

T VAQQNAETLTPETGETZ KTIEVUVYV Q E
ACAGTTGCTCAACAGAAOGCAGAGCTOOCTGAAGGOGAGAAGATTGAGGTGGTTCAGGAA

EGCNEV P C [emmommmmmmmc

AGAGCIFVUKI3H?PTAAT1HUKIKIJ3TATAAGCHKHKRHKIJJSACAITTTYHH(HKXKIZP

----------- 6 PCTLPPSEUWTTETCE S C §
T1KﬂXIIX3K3KIHKX3HKK3KIXH(IXIHHT3KIK}KIKIHKKXHV¥RRI§¥?RJ§H3:P

GHRTRESAVAFDYTD R M C S GG
CIIKIR3NTAGAACI3K1}3AATEIIKHM?TACI3¥PPH3ATT?KB“?DSACYKHU?H?DSCAGTG

DTHEVQSCETETYTCS Q NAGG G A
GR3K1CN3MX3KIHﬂCAAN3ZHIKHKKEATACR?EKIIEAANRIHGGNZZIXHG

G GDGGAGGGTGGSGE E E G K E
CTGGAGGAGAﬂ(IKIXIIK3KX3KI3¥333ACH(KHKIKHYH(KHKBMKBMJSAAGGAAAGG

ESSGFPTAAVAGG GV A G GV L A
AGGAATCEAGTGGATTTCﬁAACHIX3%R3HINMXIIIIKRIIIK}RZRXXIX%G1(IHCEB

CAN3IKHﬂ(CGANﬂGSEN3HKXXKHfmITGNSR33PRKIIH(%AATNTF3KKH(HG

—————————— ] S GG S AAAATEG AGA E VM
TC[HtH1%CAGGAGF33R}KHKKIRKZ33R33RRI3K3K¥UEZAGGTGCTGAAGTGATG

TEAGTSNA AAEUVTETKTE S LI S aAaAG
ACAGAN33KIH?KIHCCANP33R3IKBKIH%GAAANIH“?KIXB(%JCAGTGCNJ?P

EQSEMWA s *

GAACAATCAGAGATGTGGGCATCCTAAATGGAAN33HJKXIXIIXXXIHTTCGAAAAGG
T3XImTCTKKmTNﬂ3HIK3w(EAATENTFNKﬂ%ACNHJBKKHCCTRQMIﬂIKXE
TTGGCAAATCEHT?%CCAAGCAIfH(KGGCGCATAGCTTEETGAACAAGACAACEGAATC
T(IAACD3I2FVK3KXH%H%ﬂ1(KX3UK1K?KIBxHHYEAACCAGAAGAGAGCACAGCG
TCﬂﬂEH(H%JCH?YKKX?PH?J]JGCCH(IH1UKK13PTNPTTATCCCATTTC(H(IIKK?TT
CEHCHT?(IIXIH?(H(H(H(ﬂxXIX1IZDNPPPRJJ?R?TRNPRRIHKIHKIXIIH(ET
GAAAGAGAGATTGGOGPRNTPRRBKIXﬂKXXXHKKKKBWYKH?KIKHTGGATAACACTC
AﬂTGGTCAAGCGCAN3K3UKHKR1KIHKIHUT?(IHYIHIKHGGTCAATGGGGCAGHTG
GTn3H3H3YFR33PK}FK3RGPPHBMMKIIIKIKH%ATGGCCAGCAGAAGCTTC?GCCA

GCCACCACACAATCGAAGCAACAAATAAGGGAGGPRCR&CTAACANTK?HRIHFEHCAT
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6. abra (folytatas)

GATTGTAGGTAGGCTCOGTTTCGAAGATGAATGACOGGGAGCAGCCTGAATGAAACTTGA
CTCTCAAAGAAGGGAATTCAAGAAAATACGGTACACCATTCTCACTTTTTGAGGTGCAGC
TAACGAGGACTTTTTCTTAGTAACGGTATGGCATCGTGGGAGCAAGGAACAGTGTTIGTG
TTGCATTGTGAGCACCGGAGGTGTGGGTCCTCAGAATATAGTCTGOGAGTGGGAAGACAT
TAAGGACCCAAGAGCCTTTTATTGCTGGGTAGAATTCAATGTIGTTCIGGCATGTATCTT
CCTGEACTTTTTTGTCTGTTATATCTACTCTAAAGTGAGTGAF TGGTTGGAOGCATTAAA
AAGTAATTTGCCTTTCCOGTGAGGCAAATAT TTTCTGGTGCTGGAGGGGTGTGAGCTCTC
TTTTTGCOGTCGTGEGCTGACGGACTGGAATTAACGAAACAAAGAGGTGGATCAATCCCA
AAACAGTGCGACTAGCACCACTCGGCAGCACOGAAGGCCTTAACGCATGAAGTGCTTCTG
TCTTTTGAGAGOCCTAGOGTGGCGTTTTTCTTCAACTCACCCAATAGCTTTCCTTAAATT
CGﬂllﬂﬂﬂ?&KEEC%ﬂ?ﬂxﬂGGAACAGTACﬂJ}KNUKxxymﬂGTAOGNTNNKKETGA
TGCAGGATAGGCGAAGAAGTTGCGTTAATGCAGCAGACTGCTCAGTCAGGGTTCAGTCGA
GTAAAGGCCAGGGTCCTGTCOGAGTAAAGGTCAGTT TATTCTTCAGAGGATGCCTGGAAGC
GAACAGGACAAATGGTGTGTAGCAGGAACGGGATOGCACTCTGCTOOGGCAGGTACCTTT
CCCTTGTGGGGTGAAGCATAGAAACAATGGGGAAGGGCTTGTACAATTTTGOGATGAGAA
GGTGACTCCTTGCOGOGAGCCTTACTTAGTGGTGGGGGAATTGCAAGGAAGTGCAACTAG
AGGTCOGTGCAAGGTTTTGGTTAGAGGTCACCCAGAATCAAGACAGAATTCTCTGOGACG
TOGCTATOCCAGCAGAGTAACTATCTCTGCT T TG TIGTAGAAT TTGGACCAGAGGTTCA
GGOGTGOGTTCTGATTAAGGCACAATAACGACGTCGOGAGGGOGCATCCT I TTGCATGCT
TCCAGTTOGAAACTGTACTCTGGCTTCGCTGOCCAGAAGGGGCAATGCT TATTACT TAAG
ATAGAGGAGACTGTGACGATTAAATAAAACCGOGGTAACGAGCAGAAGCCACAAGCACCT
CTCOGAGCACGOGAGGGCAGACCAAGACTATTCGTGCOGCACCGAATTTCTACATTTIGT
GOCTTACTGTGGAAAGGTGGTGTGGGATTGGACGTTTGCTGCACACCGTTCOGACTCTCAC
TGTGCAGACTCCCAACGGACCAACCAGTGGCTOGCTGGCTACGGTTGCTTTTAOGTOGAA
ATGCAGAGATAGTGTTACTCTAAACTCTAATTTTCOCCCATTGCCAATGATGAAATGACC
CTAAAATTTAAGTATGACTTGGAGAAAAGAATGGCTAGGAGGGAGOOGCCATGGCGTGCA

ATCTGCGTAGAGCAACTCGACGACGTCCCOCGTGGCGOCCCCCAAAGCTT
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10
MAPLPRRRLA

70
IGTSNFRKVR

130
SLSYSTGVTY

190
AGA1VVVLGV

250
VCSEWSEYGP

310
PCTMPVCKTD

370
EVETVQKSPC

430
RETASCSENP

4390
PISVRECNTQ

5590
LPEGEKIEVV

610
EVQSCEEYCS
670
GAGAFYGLSG

20
PCRALSLLVG

80
QF IEDFVNSM

140
THYGLQODAKK

. 200
GSGVNSSECR

260
CVGECGKEGV

320
AHCGEFGAWS

380
PVQOQPGPWS

440
CPIDATCGEW

500
PCPVDEVVGD

560
QEEGCNEVPC

620
ONAGGGAGGD

680
GSAMAATEAG

HU
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8. abra

30
LLAASFAFSS

0
PISPEDVRVG
150
LLYDTNAGAR

210
SIAGCSTSNC

270
QTSTRVEISP

330
EWSTTCGTAT

390
EWTECSATCG

450
TEYSACSRTC

510
WEDWGQCSEQ

570
GPCTLPFSEW

630
GGAGGGTGGS

690
AEVMTEAGTS

40
LQPGATTSSG

100
LITFATRSKV
160
NNVPKLVLVM

220
PRYLQSRWSHN

280
QKPGSEPCPT

340
RKRQREGYNS

400
GGTKHREREG

460
GGGTQERKRE

520
CGGGKRTRNR

580
TECESCSGHR

640
GELEGKEESS

700
NAAEVEKESL

50
QDQVCTSLLD

110
RYINLSDPKAT

170
TDGASNLPSQ

. 230
VTQQVNGITK

290
CEAPRGRSCA

350

PPAAGGGLSC

410
LPQEGELYGG

470
PWLDNAQHGG

530
GPSKOEAMFG

590
TRESAVAFDY

650
GFPTAAVAGG

710
ISAGEQSEMW

Aminosuvtartalom statisztikai elemzése

A C S T P A

N 38. 68, 50. 44, 67.

* 5.3 9.6 7.0 6.2 9.4

W 3919, 5921, 5055, 4273. 4762. 4
A R K M I L

N 36. 23, 11. 16. 36.

% 5.1 3.2 1.5 2.2 5.1

W 5623, 2948. 1443. 1811, 4074. 4

G N
86. 23.
12.1 3.2
907. 2624.

v F
45. 13.

6.3 1.8
461, 1913,

teljes molekulatomeg = 74778

Kiadja a Magyar Szabadalmi Hivatal, Budapest

D
23.
3.2
2647.

E
64.
9.9
8263.

Y
13.
1.8
2121,

w
13.
1.8
2421,

60
VMLVVDESGS
. 120
NPSLAISAAR
180
TRSSAAALRD
240
AACKDLAKDA
300
EQPPGLTRTQ
360
MEQNPPKHEF
420
QTLEQOGIAV
480
RTCMEQYPDG
540
GK'TVAGQONAZ
600
TDRMCSGDTH
660
YAGGVLAIAA
720
AS
Q B
36. 0.
5.1 0.0
4613. C.
- X
0. 0.
0.0 0.0
0. 0.

A kiadésért felel: TorSesik Zsuzsanna osztalyvezetd
Windor Bt., Budapest
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