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Bevezetés

Biologiai jelentdségiik és sokoldalti alkalmazhatésaguk okan az ellenanyagok maér
hosszu ideje intenziv tudomanyos vizsgalatok targyat képezik, igy napjainkig gazdag
ismeretanyag gyult Ossze szekvencidjukrol, szerkezetiikrél, affinitdsukrol és transzgénikus
kifejez0désiikrél. Mindmaig nem létezik azonban egy altalanosan alkalmazhatd stratégia,
melynek kovetésével a novényi illetve allati szervezetek tetszdleges sejtalkotdiban aktiv
antitesteket lehetne kifejezni. Bioldgiai szempontbol kiilonosen érdekes, ellenanyag

expresszid szempontjabol viszont kiilondsen problematikus a citoplazmaban torténd kifejezés.

Lukéacs Noémi csoportjaban végzett korabbi kutatasok soran szamos RNS-specifikus
egér monoklondlis antitestet allitottak eld, melyek koziil a benyujtott disszertaciod keretében
négy ellenanyag, a J2, KI, K2 és P6 génsebészetével ill. ndvényi expresszidjaval
foglalkoztam. A J2, K1 és K2 antitestek szigortan duplaszala RNS- (dsRNS)-specifikusak,
de nem reagdlnak DNS-sel, RNS-DNS hibridekkel és egyszala RNS-ekkel (Schonborn,
1991). A P6 antitest az el6zdektdl abban kiilonbozik, hogy nemcsak dsRNS-ekhez, hanem
viroid-, riboszomalis- és mas ssRNS-ekhez is kotddik. Koztudott, hogy a dsRNS-ek szamos
alapvetd biologiai folyamatban fontos szerepet jatszanak, igy az egyszalu-RNS virusok
replikaciojaban ill. a dsRNS-kozvetitett géncsendesités folyamataban is. Mivel a ndévényi
virusok tobb mint 90 %-a RNS-virus, a virusreplikdci6 soran sziikségképp keletkezd dsRNS-
ek olyan potencidlis célmolekuldaknak tekinthetOk, amelyeken keresztiil a legtobb ndvényi
virus multiplikacidja befolyasolhat6. A ndvények antivirdlis védekezési mechanizmusaban

fontos szerepet jatszo géncsendesités is ezen célszerkezeten keresztiil torténik.

Feltételeztiik, hogy ha sikeriil aktiv dsRNS-specifikus ellenanyagokat kifejezniink a
megfeleld sejtkompartimentumban, akkor az antitestek befolydsolhatjdk a virusreplikaciot
¢s/vagy a gazdanOovény géncsendesitési reakcioit. Csoportunk korabbi kisérleteiben
kimutattak, hogy a lucerna mozaikvirus in vitro replikacios rendszerben a J2 ellenanyag

gatolja a parcialisan duplaszali RNS-templaton torténd replikaciot (de Graaf et al., 1995).

Célkitizések

Mivel a dsRNS-specifikus ellenanyagok potencialisan minden dsRNS-re alapulo6 viralis vagy

novényi folyamatot befolyasolhatnak, novényi kifejezésiik mind tudomanyos, mind gyakorlati



szempontbol igéretesnek tinik. Ezen megfontolasokbdl a jelen doktori munka keretében az

alabbi célokat tiztik ki:

(1) Olyan expresszios stratégidk kidolgozasa, amelyek segitségével dohanyban (M.
tabacum cv. Xanthi) mind a citoplazmaban, mind mas sejtalkotokban célzottan nativ

szerkezetli dSRNS-specifikus antitesteket és antitest fragmentumokat lehet kifejezni;

(1) Olyan ellenanyag vazszerkezet azonositasa, amely a novényi citoszolban stabil

kifejezddést biztosit;

(iii))  Egyszalu Fv (scFv) antitest-fragmentumok eléallitdsa monoklonalis ellenanyagokbol a

"fag-display" modszer segitségével;

(iv)  dsRNS-specifikus IgG ¢és scFv-k fiziologiai hatasanak vizsgélata transzgenikus

dohany névényekben.

Eredmények és megvitatasuk

Elészor a citoszolban kifejezett intakt J2 (IgG2a) cDNS-ek fehérjetermékeinek
stabilitdsat és az alegységek Osszerendezddését vizsgaltuk korabban eldallitott transzgenikus
ndvényekben. Megallapitottuk, hogy mig a citoplazméban termelddott nehézlanc (H) kdnnyen
kimutathaté ELISA-val, addig a konnyiilanc (L) koncentracioja alig éri el a kimutatasi hatart.
A lancok igen eltér0 stabilitasat mutatja, hogy a vizsgalt novényekben a H:L ardny nem vagy
alig éri el a 10:1 értéket, mig a hibridéma sejtekben eldallitott J2 antitestekben az antitestekre
jellemzd 1:1 arany figyelhetd meg. Protein A affinitaskromatografiaval tisztitott frakciokban
kisfokti dsRNS-kotést mutattunk ki, de CMV és PVY virussal fert6zott transzgénikus

dohanyokban in vivo nem alakult ki sem védettség, sem tolerancia a fertdzésekkel szemben.

Ezek az eredmények arra késztettek benniinket, hogy egyszeriibb szerkezetli egyszalu
antitest fragmentumokat (scFv) fejeztessiink ki novényben. A "fag-display" technika
felhasznalasaval négy dsRNS-specifikus scFv fragmentet allitottunk eld és expresszaltattunk
E. coli periplazmaban. A J2- és K1-scFv-ket klonozott IgG ¢cDNS-bdl, mig a P6- é¢s K2-scFv-
ket a megfeleld hibridoma vonalak polyA” mRNS-ébél kiindulva szintetizaltuk. Mind a négy
scFv protein stabilan expresszalodott. Az scFv-k aktivitdsat ELISA tesztekkel mutattuk ki: A
J2-, K1- és K2-scFv-k specifikus dsRNS-kotést mutattak, a P6-scFv azonban preferencialisan

a riboszomalis RNS-hez ko6tédott. Ugyanazon klonbdl szarmazd kiilonbozd izolatumokat



Osszehasonlitva nagy eltéréseket figyeltiink meg a fehérjék aktivitdsaban, aminek okat

feltételezésiink szerint az scFv-szerkezet instabilitdsaban kell keresni.

Tovabbi kisérleteinkben a legaktivabbnak taldlt klonokat (J2.104, K1.21, P6.84)
hasznaltuk fel. A novényi expressziot a J2- és P6-scFv-knél analizaltuk teljes kortien. E két
scFv Vi doménje csak néhany aminosavban tér el egymadstdl, a Vi domének azonban
kiilonbozok. Mindkét scFv-vel 6t konstrukciot készitettiink el, hogy a citoszolba (két
konstrukcio), az endoplazmatikus retikulum (ER) belsejébe vagy az apoplasztba irdnyitsuk a
fehérjéket, ill. hogy lehorgonyozzuk Oket a plazmamembran citoplazma fel6li oldalan. A
konstrukciokat E. coli-ban Allitottuk eldé, majd a kointegrativ pGEJAE vektor ¢s
Agrobacterium tumefaciens felhasznalasaval Nicotiana tabacum cv. Xanthi levélkorongokat

transzformalva transzgenikus novényeket allitottunk eld.

Mind a 10-féle transzformansban sikerrel kimutattuk a megfelelé scFv-t kodolo
mRNS-ek szintézisét. A citoszolban a P6-scFv viszonylag magas koncentracidban
expresszalodott, de a J2-scFv-t egyetlen transzformansban sem tudtuk detektalni. Hogy az
scFv-k stabilitasat a citoplazméaban fokozzuk, ¢és védjiik Oket a fehérjebontd folyamatoktol, a
fehérje C-terminalis végét a KDEL ER-retencids szignal hozzdadasaval mddositottuk. Ez a
szekvencia irodalmi adatok szerint egyes, ndvényekben expresszalt scFv-knél stabilizald
hatast mutat (Schouten et al., 1996), kisérleteink soran azonban egyik scFv-nél sem figyeltiink
meg valtozast az expresszalt fehérje mennyiségében. Azt a lehetdséget is megvizsgaltuk, hogy
a J2-scFv-ket a Fyn kindz zsirsav-acilalasi szignaljaval N-termindlisan modositva a
plazmamemranhoz (€s mads intracellularis membranokhoz) horgonyozva stabilizaljuk, s
egyben a virusreplikdcio helyén feldusitsuk. Ez a megkozelités sem eredményezett
kimutathatd J2-scFv felhalmozodast. Mindazonaltal kisérleteink a citoszolban torténd scFv-
kifejezés szempontjabol pozitiv eredményt hoztak, mert azonositottuk a stabilan kifejez6do
P6 scFv-szekvenciat, amely tovabbi kisérletekben fehérjevazként szolgalhat mas
ellenanyagokb6l szarmazd antigénkotd hurkok atiiltetésére ("CDR-grafting"). Ezt a
technologiat allati eredeti ellenanyagok "humanizéalasanal" széles korben alkalmazzak.
Megemlitendd még, hogy ha a Fyn kinaz mirisztilat és palmitilalat horgonyszekvenciak
kapcsolodasat lehetové tevo szignaljat nem J2-scFv-hez, hanem a "Green Florescent Protein"-
hez (GFP) kapcsoltuk, akkor a riporter protein membranokkal vald asszocidcidja kimutathato

volt, tehat maga a szignal alkalmas arra, hogy dohanyban in vivo a fehérje vart

crer



Az endoplazmatikus retikulumban uralkodd oxidativ milié kedvez a diszulfid-hidak
kialakulasadnak, ezért optimalis az scFv-k korrekt Osszerendezddése és felhalmozodasa
szempontjabol. A J2- és P6-scFv-ket a J2 antitest eredeti egér N-terminalis szignalpeptidjének
segitségével iranyitottuk az ER-be, ahol a fenn leirt C-terminalis ER-retencids szignal
(KDEL) hatasara valtak rezidenssé. Mindkét scFv-nél ezzel a stratégiaval értiikk el a
legmagasabb expresszios szinteket €s a legnagyobb fajlagos dsRNS-kotd képességet. Ha a
tegylik, mindkét ellenanyag koncentracidja a kimutathatdésagi hatar ald csokkent. Az
eredmény arra utal, hogy bar az scFv-k minden jel szerint nativ szerkezetet vesznek fel az ER-

ben, az intercellularisokban nem stabilak és hamar degradal6dnak.

A J2- és P6-scFv-k fiziologiai hatdsat {iveghazba kiiiltetett transzgenikus dohany
novényeken vizsgaltuk. A ndvényeket burgonya Y virussal (Potato Virus Y, PVY) fertdztiik.
A PVY egy viszonylag lassu virus, amely jol meghatarozott szimptomakat okoz. A virus
multiplikdciojat a gazdandvény a fert6zés soran indukalodd dsRNS-kozvetitett
géncsendesitéssel  gatolja. Bar nem minden transzformansunkndl —detektaltunk
fehérjekifejez6dést, minden transzforméns tipust inokuldltunk harom kiilonboz6 PVY-
koncentracional. Az irodalomban ugyanis tobb példat is talalunk arra, hogy a transzgén
bioldgiai hatdsa olyan esetekben is fellép, amelyekben a fehérjekoncentraci6 a

kimutathat6sagi hatar alatt marad.

A transzgenikus dohdny genotipusok egyike sem mutatott rezisztenciat vagy
toleranciat a PVY virussal szemben. Egy szignifikdns kiilonbséget azonban megfigyeltiink: A
fertézés a J2-scFv-t az ER-ben kifejezd ndvények kivételével minden genotipusnal a
kontrollal azonos szimptomak kialakuldsahoz vezetett. Az ER-rezidens J2-t expresszald
novényeken azonban sulyos nekrotikus szimptomdak jelentek meg, amelyek egyes levelek
lankadasahoz, majd pusztulasahoz vezettek. Hasonld szimptomak esetenként felléptek ugyan
a tobbi genotipusnal is, de mindig sokkal kevésbé sulyosan. Az apoplasztban magas
koncentracioban kifejezett intakt J2-IgG nem vezetett a szimptomak megvaltozasahoz, s a
sulyos nekrotikus tiineteket az ER-rezidens P6-scFv-t expresszaldo novényeknél sem figyeltiik
meg. Emlékeztetlink arra, hogy mig a J2 antitest dSRNS-specifikus, a P6 antitestek a dsRNS-
eken kiviil ssRNS-ekhez is nagy affinitassal kdtddnek.

A leirt megfigyelések legkézenfekvobb magyardzatanak az tiinik, hogy bar az ER
lumenjében felhalmozddd dsRNS-specifikus scFv-k nem képesek a virusmultiplikaciot

meggatolni, a ndvény dsRNS-fiiggd géncsendesitését befolyadsolni tudjak pl. a viralis dsRNS-



ek lefedésével. A dsRNS-hez kotott scFv-k védelmet nyujthatnak a dicer enzimmel torténd
feldarabolas ellen, azaz gatolhatjak a géncsendesitési folyamat megindulasat. Felvetddik a
kérdés, hogy hogyan keriil az ER lumenjében lokalizalt fehérje kapcsolatba a viralis dsRNS-
ekkel. A potyvirusok az endoplazmatikus retikulumbol szarmazo6 kiterjedt vezikularis
struktirakhoz kapcsolddva replikalodnak. A potyvirusokhoz tartozdé dohany csikoltsag
virusrél (Tobacco Etch Virus, TEV) tudjuk, hogy a TEV-fertézés, valosziniileg a 6 kDa
virusfehérjének az ER-hez torténd kotddése kovetkeztében, az ER-hélozat kollapszusat €s
aggregalt struktirdk kialakulast okozza (Hull, 2002). Feltételezziik, hogy az ER-rel
asszocialtan replikdlodd PVY esetében fennall a lehetdség, hogy a virdlis RNS az ott magas
koncentracioban jelenlévo scFv-kkel kapcsolatba keriil, ill. hogy az ER fragmentalodéasa soran
scFv-k valnak szabadd4 s kotddnek az ER-en kiviil eléforduldé dsRNS-ekhez. Barmelyik
magyarazat is bizonyul helyesnek, eredményeink mindenesetre azt mutatjdk, hogy nemcsak
haptén- és fehérje-specifikus antitestek, hanem nukleinsav-specifikus ellenanyagok is képesek

biologiai egyensulyok megvaltoztatasara in vivo.

A benyujtott disszertacid legfontosabb eredményei tehat a kovetkezOk: Monoklonalis
ellenanyagokbdl kiindulva sikerrel expresszaltunk aktiv dsRNS-kotd scFv-ket E. coli
periplazmaban. Két eltéré szekvencidju és specifitasu scFv-fragmentumot (J2 és P6) otféle
konstrukcid segitségével kiséreltink meg transzgenikus dohanyndvények kiilonbozo
sejtkompartimentumaiban kifejezni, s minden esetben sikerrel bizonyitottuk a megfeleld
mRNS-ek szintézisét. scFv-proteinek felhalmozodasat a citoplazmaban kifejezett P6- ill. az
ER-rezidens J2- ¢és P6-scFv-k esetében mutattuk ki. A dsRNS-specifikus ellenanyagok
virusreplikéacidra gyakorolt in vivo hatésat analizalva megallapitottuk, hogy az scFv-k nem
gatoljak a PVY virus multiplikdciojat, soét, az ER-rezidens J2-scFv sulyosbitja a

virusszimptomakat.

Kovetkeztetések

1. Megvizsgaltuk a N. tabacum cv. Xanthi citoplazmdjaban kifejezett J2 (IgG2a) ellenanyag
komplett H- és L-lancainak Osszerendezddését és aktivitasat, és megallapitottuk, hogy a
két fehérjelanc igen eltérd koncentracioban fordul eld. ELISA-tesztekben - ill. x-

------

detektaltuk, de novényi kivonatainkbdl akkor sem sikeriilt eziistfestéssel kimutathatd



mennyiségii L-lancot kinyerniink, ha a nehézlancokat és rajtuk keresztiil a veliik asszocialt
konnytilancokat Protein A affinitdskromatografiaval koncentraltuk. Becsléseink szerint a
dohany citoplazmaban a koénnylildncok tobb mint tizszer alacsonyabb moldaris
koncentracioban vannak jelen, mint a H-lancok, mig természetes ellenagyagok esetén a
H:L ardny 1:1-nek felel meg. Mivel a megfelel6 mRNS-eknél ezt a kiilonbséget nem
figyeltik meg, arra kovetkeztetiink, hogy a H- és L-alegységek 0Osszerendezddése a
citoplazmaban rendkiviil alacsony hatékonysagli, s a nehézlancok stabilabbak a
citoszolban, mint a konnyiilancok. Az alacsony steady-state koncentracidban
expresszalodo és nem-nativ J2 lancok jelenléte nem befolyasolta a PVY és a CMV virus
replikaciojat, tehat a szeparalt H- és L-lancok citoszolban torténd kifejezése nem
bizonyult eredményesnek a fiziologiai valtozas eldidézésére.

A nativ antigén kotShely hatékonyabb kialakitdsdra négy dsRNS-k6td monoklonalis
ellenanyag szekvencidbodl kiindulva a "fag-display" modszer segitségével egylancu Fv
fragmentumokat (single-chain Fv, scFv) allitottunk eld. Az scFv-k a H- és L-lanc antigén
kotéhelyet alkotd varidbilis doménjeibdl tevédnek Ossze, amelyek kozott egy rovid
flexibilis peptid létesit kovalens kapcsolatot. Mind a négy antitest scFv-i hatékonyan
kifejezédtek E. coli-ban és AN-ELISA-ban RNS-ko6té aktivitdst mutattak. Néhany
ellenanyag, kiilonosen a K1- és K2-scFv-k esetén a fehérjemennyiségre vonatkoztatott
aktivitds az egyes preparatumok kozott igen nagy kiilonbségeket mutatott, és ez a
variabilitds a baktériumtenyésztés, a fehérjekivonds és az ELISA-eljaras szigort
standardizalasaval sem volt kikiiszobolhetd. Véleménylink szerint a specifikus
aktivitasban megfigyelt kiilonbségek a baktériumokban kifejezett scFv-k inherens
szerkezeti instabilitdsara vezethetok vissza. A P6-scFv-nél a finom specifitisban
figyeltink meg valtozast: j0 rRNS-kotd képességet detektaltunk, de a dsRNS-kotés
messze alatta maradt a kiindulési P6-IgG aktivitasanak. Feltételezziik, hogy itt is bizonyos
instabilitasra, a nativ szerkezettél vald eltérésre vezethetd vissza az effektus. Az
eredmények alapjan az scFv-k alkalmasnak tlintek a novényben torténd expressziora.
Dohény transzformansok eldallitdsara elészor kivalasztottuk azokat az E. coli klonokat,
amelyek az eredeti szekvencidhoz képest a legkevesebb mutaciot tartalmaztak és a
legnagyobb RNS-kot6 aktivitast mutattak, azaz a J2.104, a K1.21 és a P6.84 klonokat.
Otféle génkonstrukciot allitottunk el8, hogy a fehérjéket a citoszolban, az
endoplazmatikus retikulumban vagy az apoplaszban egy egér N-termindlis
szignalszekvencia, a C-terminalis KDEL ER-retenciés szignal ill. a Fyn- ¢és Src-

kindzokbol szarmazd zsirsav-acilalo szignalok megfeleld kombinacidjat felhasznalva



kifejezziik. A transzformaciot a névényi kointegrativ pGEJAE1 vektort és A. tumefacienst
felhasznalva N. tabacum cv. Xanthi levélkorongokon végeztiik.

4. A J2- ¢és a Po6-scFv-k expresszigjat és fiziologiai hatdsat részletesen analizaltuk
transzgenikus dohdny névényekben. A két scFv koziil a P6-protein fejez6dott ki stabilan a
citoplazmaban, a J2 mindkét alkalmazott konstrukcié esetén csak mRNS-szinten volt
detektalhat6. A P6-scFv stabil kifejez6dése lehetdséget kinal arra, hogy a jovOben
génsebészeti modszerekkel ebbe a fehérjevazba iiltessiik 4t mas ellenanyagok antigénkotd
hurkait ("CDR-grafting"), s igy tetszéleges specifitasii scFv-ket sikerrel kifejezziink a
citoplazmaban. Mindkét scFv-nél akkor figyeltiik meg a legmagasabb szintli expressziot
¢s aktivitast, ha a fehérjéket ER-rezidenssé tettiik, mert ez a kompartimentum segiti el
leghatékonyabban a szerkezetstabilizalashoz sziikséges diszulfid hidak létrejottét. Ha az
ER-retenciot el6idéz6 KDEL-szignalt eltavolitottuk, aminek elvarasaink szerint az
apoplasztba torténd szelekciot kell eredményeznie, akkor mindkét scFv szintje a
kimutathatdsagi hatar alad csokkent. Ez a megfigyelés is az scFv-k instabilitdsat timasztja
ala, mert korabbi kisérleteinkben intakt J2-IgG molekuldkat igen magas koncentracioban
sikeriilt kifejezniink az apoplaszban. A Fyn kindz 4llati eredetli, mirisztilalast ¢és
palmitilalast eldsegitd szignalja dohany ndvényekben is hatékonynak bizonyult, de csak a
GFP riporter fehérje, és nem a J2-scFv esetében idézte eld a fehérje
expresszioja tehat a megfeleld szigndlszekvencian tul komplex moédon fiigg a proteinnek
az adott kompartimentumban val6 sszerendez6désétdl €s stabilitasatol.

5. A dsRNS-specifikus scFv-k kifejezése nem vezetett a burgonya Y virussal (PVY)
fert6zott transzgenikus novények gazdasagilag hasznosithatd tolerancidjahoz vagy
rezisztencidhoz. Az ER-ben J2-scFv-ket kifejezd novényekben azonban fellépett egy
tudomanyosan érdekes hatds, a virusszimptomak drasztikus fokozddasa. A nekrotikus
szimptomak fokozott megjelenését a fertdzés késdi stddiumaban feltehetdleg a J2-scFv
dsRNS-sel valo kolcsonhatasa és a dsRNS-fliggd géncsendesités befolyasolasa okozza.
Csoportunk leglijabb eredményei arra utalnak, hogy a dsRNS-specifikus antitestek a
ndvény morfogenetikai folyamatait is befolyasolhatjdk. Transzgenikus ndvényeink 14-20
%-anal jellegzetes morfologiai valtozasok lépnek fel, s e valtozasok eldidézésében a

géncsendesités befolydsoldsa szintén szerepet jatszhat.

A szerzo szeretné kifejezni Oszinte kdszonetét mindazoknak, akik segitségiikkel, tudasukkal és

anyagi hozzdjarulasukkal segitették munkajat.
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