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Kasveissa tuotettu rokote porsaiden vieroitusripuliin
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Johdanto

Porsailla esiintyy yleisesti ripulia vieroitusvaiheessa (3-5 viikon idssd). Vieroituksen aikana terni-
maidosta saadut vasta-aineet alkavat viahentyd ja porsaiden oma vasta-aineiden tuotto on vasta alka-
massa. Talloin haitalliset suolistobakteerit pédsevét helposti kolonisoimaan ohutsuolen ja aiheutta-
maan ripulin. Yleisimpié vieroitusripulin aiheuttajia ovat enterotoksiineja tuottavat Escherichia coli
(ETEC) kannat.

ETEC kantojen tuottamat enterotoksiinit hiiritsevét nesteiden ja elektrolyyttien normaalia
imeymistd suolenseindmén lépi ja aiheuttavat ripulin (Bertschinger ja Fairbrother 1999). Avainase-
massa taudin puhkeamisessa enterotoksiinien lisdksi on ETEC-bakteerien kyky tarttua suoliston lima-
kalvoepiteeliin (Cowart 1995). ETEC-bakteerit tarttuvat limakalvoepiteelin reseptoreihin pintansa
hiusmaisten proteiinirakenteiden avulla. N&itd antigeenisié proteiinirakenteita kutsutaan fimbrioiksi.
ETEC-bakteerien pinnalta on l0ydetty useita erilaisia fimbriatyyppejd, mutta yleisin Suomessa vieroi-
tusripulia aiheuttavista ETEC kannoissa tavattava fimbriatyyppi on F4 (Bertschinger ja Fairbrother
1999). F4-fimbria muodostuu sadoista yhteenketjuttuneista FaeG-alayksikkoproteiineista. F4-fimbrian
sekd adhesiivisten ettd antigeenisten ominaisuuksien on todettu johtuvan FaeG-proteiinin rakenteesta
(Bakker 1992, Van den Broek ym. 2000).

Ripuli aiheuttaa paitsi turhaa kirsimystéd porsaille, my06s tuotannon heikkenemistd kasvun hi-
dastuessa ja déritapauksissa porsaskuolemia. Hygienian ja kasvatusolosuhteiden korkea taso ovat ensi-
sijaisen tdrkeitd pyrittdessd ehkdisemiin ripulisairauksien puhkeaminen, mutta usein joudutaan myos
turvautumaan antibiootteihin ja yksittdisten eldinten rokottamiseen. Lisdksi tavanomainen rokottami-
nen ripulisairauksia vastaan on melko tehotonta, koska se aktivoi limakalvovilitteisen vasta-
ainetuotannon sijasta ldhinnd verenkiertojirjestelmin vasta-ainetuotannon (Van den Broek ym. 2000).

Kun porsaat immunisoidaan oraalisesti puhdistetulla F4-fimbrialla, aktivoituu myds limakal-
vovilitteinen immuunijéarjestelmi. Suoleen erittyvit IgA vasta-aineet sitoutuvat F4 ETEC-bakteerien
pintarakenteisiin ja estévét kiinnittymisen ohutsuolen limakalvon reseptoreihin ehkédisten néin ripulin
puhkeamisen (Van den Broek ym. 1999 b,c).

Tamén projektin tarkoituksena on kehittdd uusi tapa porsasripulin ehkdisemiseksi. Ideana on
kehittdd FaeG-proteiinia tuottavia siirtogeenisié viljelykasveja, joista valmistettua rehua voidaan suo-
raan kéyttad *syotdvana rokotteena’.

Tassd tutkimuksessa testattiin kasvissa tuotetun F4-fimbrian padalayksikkoproteiinin (FaeG)
kestidvyyttd porsaiden ruuansulatuskanavaa simuloivissa proteolyyttisissd olosuhteissa. Kasvissa tuo-
tettu FaeG-proteiini kesti 120 minuuttia ankarissa maha- ja suolinesteolosuhteissa. Tyossé tutkittiin
my6s FaeG-proteiinin adhesiivisid ominaisuuksia. Tulokset osoittivat, ettd kasvissa tuotettu FaeG-
proteiini pystyy kiinnittyméén porsaiden ohutsuolesta eristettyjen nukkalisdkkeiden harjareunuksessa
esiintyviin F4-reseptoreihin ja samalla ehkédisemédén F4 ETEC-bakteerien kiinnittymistd suoliepitee-
liin.

Aineisto ja menetelmiéit
FaeG-proteiinin tuottajina téssd tutkimuksessa kdytettiin agrobakteerilla transformoituja tupakkakas-
veja (helposti transformoituva mallikasvi). Lehtimateriaali homogenoitiin mekaanisesti puskuriliuok-
sessa (200mM Hepes-KOH, pH 7.0, 10mM DTT).

Kasvissa tuotetun alayksikkoproteiinin kestdvyyttd porsaiden ruoansulatusolosuhteissa tutkit-
tiin kasviuutteelle suoritetuilla in vifro maha- ja suolinestesimulaatioilla. Simulaatiotestit tehtiin sovel-
taen Astwoodin ym. 1996 ja Fuchsin ym. 1993 kiyttdmia in vitro-testimenetelmid. Maha (pepsiini)- ja
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suolisimulaationesteet (pankreatiini) valmistettiin ohjeen (The United States of Pharmacopeia, 1990)
mukaan ja olosuhteet sdddettiin vastaamaan porsaiden ruoansulatusolosuhteita (Snoeck ym. 2003).
Simulaationesteiden aktiivisuus testattiin ennen varsinaisia simulaatioita erillisilld testimenetelmilla
(Ryle 1984, Twining 1984). Simulaationestettd ja kasviuutetta sekoitettiin keskenédédn yhtd suuret tila-
vuudet. Simulaatioista otettiin aikapistendytteet 0, 10, 30, 60, 90 ja 120 minuutin kohdalla. Aikapiste-
ndytteet eroteltiin 10% SDS-page geeleissd ja proteiinit siirrettiin geeleiltd nitroselluloosakalvoille
vasta-ainedetektiota varten. Vasta-ainedetektio tehtiin FaeG-proteiinia vastaan tuotetulla kanin an-
tiseerumilla. Aikapistendytteiden kokonaisproteiinit mééritettiin samoista néytteistd Coomassie-
varjayksella.

Adheesiotestausta varten FaeG-proteiini eristettiin kasviuutteesta seuraavasti. Kasviuute sent-
rifugoitiin ja liukoinen kasviproteiinifraktio altistettiin viideksi minuutiksi pepsiinidigestiolle ma-
hasimulaationesteessd, jolloin suurin osa kasviproteiineista hajosi. FaeG-proteiini puhdistettiin jiljelle
jédneestd liuoksesta anioninvaihtokromatografian ja 2.5M ammoniumsulfaattisaostuksen avulla. Ad-
heesiotestaus tehtiin Van den Broekin ym. 1999a mukaan. Lyhyesti, porsaiden (2kpl) suolista eristetyt
nukkalisdkkeet esikisiteltiin FaeG-proteiininaytteilld (konsentraatiot 12.5-200ug/ml), jonka jilkeen F4
ETEC-bakteerit lisdttiin liuokseen. Enterosyyttien harjareunukseen kiinnittyvien F4 ETEC-bakteerien
lukuméérad laskettiin kustakin ndytteestd 40 kohdasta 50um matkalta ja keskiarvona mééritettiin eri
FaeG konsentraatioden kyky ehkiisti F4 ETEC-bakteerien sitoutumista harjareunukseen. Ad-
heesiotestin spesifisyys varmistettiin Van den Broekin ym. 1999a mukaan.

Tulokset ja tulosten tarkastelu

Tuottaakseen hyvén limakalvovilitteisen immunologisen vasteen antigeenisten proteiinien tulee kestdd
ruoansulatuselimiston vahvat proteolyyttiset ja happamat olosuhteet muuttumattomina. Porsaiden ruo-
ansulatusolosuhteita jéljitteleviat maha- ja suolinestesimulaatiot osoittivat kasvissa tuotetun FaeG- pro-
teiinin kestdvan ruoansulatuskanavan ankarissa proteolyyttisissd olosuhteissa vahintddn kaksi tuntia.
Porsaan mahanestettid simuloivissa olosuhteissa suurin osa kasviproteiineista hajotettiin nopeasti muu-
tamassa minuutissa. Timéa osoittaa, etti testissd kdytetyt proteolyyttiset olosuhteet olivat hyvin anka-
rat. My0s suolinestettid simuloivissa olosuhteissa monet kasviproteiinit pilkkoutuvat ja osoittavat testin
proteolyyttisyyden. Molempien testimenetelmien toimivuus varmistettiin my0s erilliselld testimene-
telmalla.

Saadakseen aikaan paikallisen limakalvovilitteisen immuunivasteen FaeG-proteiinin on pys-
tyttidvé tarttumaan porsaiden nukkalisdkkeiden reseptoreihin. Suolessa vapaana oleva fimbrian alayk-
sikkoproteiini kilpailee myos suoraan F4 ETEC-bakteerien kanssa reseptoripaikoista ja nédin ehkéisee
F4 ETEC-bakteerien reseptoreihin kiinnittymistd (antikolonisaatio). Porsaiden nukkalisidkkeilld suori-
tettu adheesiotesti osoitti, ettd kasvista eristetty FaeG-proteiini pystyy tarttumaan harjareunusten re-
septoreihin ja samalla ehkédiseméén F4 ETEC-bakteerien kiinnittymistd. FaeG-proteiinin kyky ehkaisti
F4 ETEC sitoutumista osoittautui my0s konsentraatioriippuvaiseksi. 34-71% F4 ETEC bakteerien si-
toutumisesta pystyttiin ehkdisemédn, kun nukkalisdkkeet kisiteltiin 12.5-200pg/ml FaeG proteiinilla
ennen F4 ETEC-bakteerien lisddmistd. Kasvissa tuotetun FaeG-proteiinin inhibiitiokyky osoittiin
myds spesifiseksi, koska testissd kaytettyjen FaeG-naytteiden esikisittely F4-spesifiselld vasta-aineella
teki nukkalisdkkeet jélleen alttiiksi F4 ETEC bakteerien sitoutumiselle.

Edelld esitettyjen tulosten ansiosta on todennékdisté, ettéd kasvissa tuotettu FaeG-proteiini la-
pdisee porsaiden mahalaukun, pystyy kiinnittyméén porsaiden ohutsuolen nukkalisikkeiden harja-
reunuksessa esiintyviin F4-reseptoreihin ja nédin todennikdisesti myos kdynnistdmiéin ripulilta suojaa-
vien IgA-molekyylien tuoton ja erityksen ohutsuoleen.

Olemme mallikasvina kdytetyn tupakan lisdksi tuottaneet siirtogeenisiéd ohralinjoja, joissa
FaeG-proteiinia tuotetaan jyvin endospermissé, sekd sinimailaslinjoja, joissa alayksikkdproteiinia tuo-
tetaan kaikissa kasvisolukoissa. Koska suun kautta annetun bakteeriperdisen F4-fimbrian on jo aiem-
min todettu estdvan F4 ETEC-bakteerien kiinnittymisti ohutsuoleen ja aktivoivan limakalvovilitteisen
immuunivasteen ripulia aiheuttavia F4 ETEC-bakteereita vastaan (Van den Broeck ym. 1999 b,c), seu-
raava askel projektissamme onkin testata, aiheuttaako myds rehukasveissa tuotettu F4-fimbrian alayk-
sikkOproteiini suojaavan immuunivasteen synnyn porsailla suun kautta annettuna. Vieroitusripulin eh-
kdisemisen lisdksi projektimme tutkimustuloksia voidaan tulevaisuudessa hyodyntdd laajemminkin
kehiteltdessd uusia kasviperdisii tuotteita niin ihmisten kuin kotieldintenkin rokottamiseen.



SUOMEN MAATALOUSTIETEELLISEN SEURAN TIEDOTE NRO 19

Kirjallisuus

Astwood, J. D., Leach J. N. and Fuchs R. L. 1996. Stability of food allergens to digestion in vitro. Nat Biotech
13:1269-1273.

Bakker D., Willemsen P.T.J., Simons L.H., van Zijderveld F.G. and de Graaf F.K. 1992. Characterization
of the antigenic and adhesive properties of FaeG, the major subunit of K88 fimbriae. Mol Microbiol 6: 247-255
Bertschinger H.U. and Fairbrother J.M. 1999. Escherichia coli infections. In B.E. Straw, S. D’Allaire, W.L.
Mengeling and D.J. Taylor, (eds), Diseases of Swine, Ed 8. lowa State University Press, lowa, pp 431-454
Cowart R.P. 1995. An Outline of Swine Diseases: a Handbook, pp 54-56

Fuchs R.L., Ream J.E., Hammond B.G., Naylor M.W., Leimgruber R.M. and Berberich S.A. 1993. Safety
assessment of the neomycin phosphotransferase 11 (NPTII) protein. Bio/Technology 11: 1543-1547

Ryle, A. P. 1984. Pepsins, gastricsins and their zymogens, pp. 228-233 in Methods of Enzymatic Analysis.
Bergmeyer, H. U. (ed.) Verlag Chemie, Deerfield Beach, FL.

Snoeck V., Cox E., Verdonck F., Joensuu J.J. and Goddeeris B.M. 2003. Influence of pH and gastric digesti-
on on antigenicity of F4 fimbriae for oral immunization. Veterinary Microbiology, in press

Twining S.S. 1984. Fluorescein isothiocyanate-labeled casein assay for proteolytic enzymes. Anal Biochem
143:30-34

The United States of Pharmacopeia. 1990. Vol. XXII, p. 1788-1789. United States Pharmacopeial Convention,
Inc, Rockville, MD.

Van den Broeck W.V., Cox E. and Goddeeris B.M. 1999a. Receptor-specific binding of purified F4 to iso-
lated villi. Vet Microbiol 68: 255-263

Van den Broeck W.V., Cox E. and Goddeeris B.M. 1999b. Induction of immune responses in pigs following
oral administration of purified F4 fimbriae. Vaccine 17: 2020-2029

Van den Broeck W.V., Cox E. and Goddeeris B.M. 1999c. Receptor-dependent immune responses in pigs
after oral immunization with F4 fimbriae. Infect Immun 2: 520-526

Van den Broeck W.V., Cox E., Oudega B. and Goddeeris B.M. 2000. The F4 fimbrial antigen of Escherichia
coli and its receptors. Vet Microbiol 71: 223-244





