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OSSZEFOGLALAS

A populacidok természetes és antropogén eredetl behatasok altali kitettsége
egyre jelentésebb. A kdrnyezetterheld anyagok, igy a mikotoxinok is, felhalmo-
z6dhatnak az é16 organizmusokban, fiziologias és viselkedésre gyakorolt hatast
kivaltva. A zearalenon (ZEA) mikotoxin, egy 6sztrogén-szer(i, endokrin diszruptor,
a szennyezett takarmanyok fogyasztasaval deponalédhat. Hasonldan az expozi-
cios forrasok felismeréséhez, a ZEA akkumulacidojanak mérése kozos érdekiink.
A tanulmany elsésorban az alkalmazhatd csirke immunglobulin és immunoassay
fejlesztéseket gyljti 6ssze; klilon kiemelve a munkacsoport fokuszaban levs ZEA
detektaldshoz kapcsolddd lehetSségeket.

SUMMARY

The exposure of animal or even human populations in contact with natural and/
or anthropogenic impacts is becoming more and more frequent and significant.
These environmentally harmful substances, such as mycotoxins, are able to
accumulate in living organisms and then trigger a number of physiological and/
or behavioral effects. Because of their structure, mycotoxins even get into the
nucleus, where they modificate different molecular pathways, also causing
significant economic damage in the case of wildlife or domestic animals.
The mycotoxin zearalenone (ZEA), today’s relevant estrogen-like, endocrine
disrupting agent, can be deposited by consuming contaminated cereals and
feed. Similar to the identification of exposure sources, the detection and
measurement of the accumulation of ZEA (and other similar mycotoxin agents)
as soon as possible is (would be) in our common interest. One possibility of
measurement is an immunoassay that specifically recognizes the agent, and
the use of immunoglobulins as binding agents in the assay. However, the
development of binding agents (especially mammalian, monoclonal antibodies)
can be an expensive, long-lasting and complex process. As an alternative
solution, polyclonal poultry antibody (IgY), which can be easily, cheaply and
quickly produced from eggs, is increasingly used for the above purpose. The study
primarily collects IgY and immunoassay developments applicable to mycotoxin
measurement; highlighting the related possibilities of ZEA detection, which is in
the focus of our group. IgY is an effective perspective, but at the same time, it
can also present developers with many challenges, of which the most important
are also demonstrated by the authors through the example of ZEA.



BAROMFI MIKOTOXINKIMUTATAS CSIRKEANTITESTESTEK FELHASZNALASAVAL

Napjainkban a vadallomany, hazi- és haszonallatok vagy akar az érintkezé emberi
populacidk természetes vagy antropogén eredetll behatasok altali kitettsége

egyre jelentdsebb [1]. A tarsadalmi evollcid gyorsulasa, a természetes él6helyek Az allatok és az
csbkkenése, a megmlvelt, hasznositott terlletek noévekedése, klimavaltozas és emberek egyardnt
kapcsolddd természeti valtozdsok a behatasok, vagy masnéven expozicidk Ujabb egyre fokoz6dé

és Ujabb mintazatait generaljak [2]. Az expozicidk rovid (par nap), de akar hosszU kérnyezeti terhelésnek
tavl folyamatos kitettséget is jelenthetnek, és legtobbszor az organizmusokra vannak kitéve

egylttes-0sszetett mddon hatnak. A behatasok tér,- és idébeni ,dinamikaja” is
folyamatosan valtozik; az él51ények Gj, eddig ,nem jelentkezett” expoziciéval,
koncentracios szintekkel talalkozhatnak, vagy eddig nem érintett organizmusok
is az adott expozicid ald kerllhetnek [3].

A kérnyezetterhelb A kornyezetterhel§ anyagok jelentds része nagy stabilitasl vegyllet és szer-
anyagok jelentds kezetiket tekintve gyakran Un. szemipermeabilisak [4, 5]. Apolaris jelleglknek
része képes atjutni a koszbnhetben képesek atjutni a sejthartyan, a sejtbe, sejtmagba kerlilhetnek és
sejthdrtydn, a sejtbe, felhalmozddhatnak. Felhalmozddva mdbdosithatnak szamos molekularis folyama-
sejtmagba keriilhetnek tot, jeldtviteli utat, és/vagy a nukleinsav alloméanyhoz kétédve, génexpresszids
és felhalmozdédhatnak valtozast, expresszidt vagy represszidt is kivalthatnak. A fizioldgids hatasukat

tekintve sok esetben endokrin folyamatokat is befolyasolnak, és viselkedésmin-
tazat-valtozasokat is eldidézhetnek [6-8].

A mikotoxinok természetes eredetl, szerves, sok esetben a hormonrendszert
zavarni képes kornyezetterheld anyagok, egyes penészgombak masodlagos anyag-
cseretermékei [8]. A taplaléklanc minden szintjén torténé megjelenésik, és az é16
organizmusokban térténd felhalmozddasuk szazadunk egyik legégetébb probléma-
jat jelenti, amelynek megoldasara folyamatosan torekedni kell [9]. A klimavaltozas
kedvez egyes termelS gombak elterjedésének, ami az érintett allati és human
populaciok gyakoribb, akar betegségekben megnyilvanulé (multi)mikotoxikézisaihoz
vezethet [10, 11]. Perzisztensek, és permeabilisek, ami a kialakulé mikotoxin-bioak-
kumulacié 6 oka is egyben. A termeld penészgombak szaporodasa és toxinterme-
|ése dontben fligg a kornyezeti hdmérséklettdl és a csapadék mennyiségétdl, ezért
napjainkban mar valészinlsithetd akar egy lokalis (mikro)kdrnyezet mikotoxinprofil/
eloszlas valtozéasa is [12]. A tobbszords behatas, a szinte altaldnosan tapasztalhatd
multimikotoxin-szennyezettség felveti az expozicidk-interakcidk jelentdségének
és vizsgalatanak kérdését is. Tobb toxin egylttes hatdsa nem mindig becsllhetd
elbre az egyes toxinok 6nallé hatasai alapjan, mivel azok egymast maédosithatjak,
szinergista vagy antagonista mdodon hathatnak [8, 10, 11]. A behatasok és idealis
esetben a kivaltott hatasok felismerése, detektalasa és mérése esszencialis a szUk-
séges cselekvési megoldasok meghatarozasahoz. A megeldzés és felismerés (mint
sleghatékonyabb” cselekvés) fontos eleme lehet a haté mikotoxinszintek alkalmas,
kellGen érzékeny, gyors, egyszer(, kéltséghatékony és célzott monitorozasa [13, 14].

Napjainkban a tébb Napjainkban a tobb szaz ismert mikotoxin kozUl csak néhany, ténylegesen
szdz ismert mikotoxin relevans, gyakori, jelentés gazdasagi és egészségligyi kockazatot képviseld miko-
kéziil csak néhdnyat toxinok kaptak mar publicitast, ill. kivaltott hatdsaik miatt valtak a torvény altal
szabdlyoznak térvények szabalyozottd [4, 13, 15]. Az expozitorok és igy a mikotoxinok egy részének is a

maximalisan elfogadhatd, és tolerdlhatd szintjei (egy adott expoziciés forras-
ban, pl. gabonafélékben, élelmiszerekben vagy takarméanyban) meghatarozot-
tak, torvényi szabalyozas altal (pl. a Bizottsdg 1881/2006/EK rendelete). Fontos
azonban megemliteni, hogy a torvényi hatarérték alatti szintek is elérhetnek
a felhalmozodasukkal egy olyan kiszobértéket (treshold), amely a behatas(ok)
nak kitett organizmusra akar komoly egészséglgyi kockazatot jelent [4, 14, 16].
A torvényi szabalyozas, bar orszagonként, régionként eltérd lehet, de altalaban
kiterjed az aflatoxinok, a zearalenon (ZEA), a trichotecének (pl. a dezoxinivalenol,
a T-2 és HT-2 toxinok) a fumonizinek, az Ochratoxin A, a citrinin vagy a patulin
meghatarozasara [17].
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A zearalenon (ZEA) egy gyakori, endokrin diszruptor mikotoxin. A ZEA 6sztrogén-
szer( jellegével, a szaporodasbioldgiai, a fizioldgias folyamatokra és a viselke-
désre gyakorolt karos hatasaval szUkségszerlien a kotelezGen mérendd toxinok
kozé tartozik, igy jelentdsége vitathatatlan [18]. Az EU-ban, igy hazankban is a
feldolgozatlan gabonafélékben a ZEA megengedett maximalis értéke 100 ppb
(parts per billion), kukoricdban 200 ppb, ugyanakkor az emberi fogyasztasra szant
gabonaban vagy késztermékben, terméktdl fiuggSen 50-75 ppb [1881/2006/EK].
Az alacsonyabb szintek, valamint a felhnalmozddas problémakore a torvény altal
nincs szabalyozva.

A kereskedelemben szamos, ZEA (és mas mikotoxin) mérésre alkalmas, kémiai-
analitikai vagy akarimmunoassay-alapl eljaras (mérési szolgaltatas vagy mérés-
hez szikséges, Kit-jellegl termék) érhetd el. Az immunoassay-eljarasok alta-
laban joval egyszerlibbek, gyorsabbak és kéltséghatékonyabbak, mint a ,gold
standardként” jelenleg elfogadott, ,akkreditalt” eredményt biztositd, Gn. nagy
hatékonysagl, analitikai eljards folyadékkromatogréfia (high-pressure liquid
chromatography, HPLC); ugyanakkor hasonlé érzékenységliek és validaltak [19,
20]. AHPLC-mérés miiszerezettséget, szaktudast igényel, és az ateresztéképes-
ségeis limitalt. Az immunoassay-alapu eljarasok sok esetben akar kdzvetlen ott,
ahol szikséges a felhasznalds, igy a mez8gazdasagi terileteken (terméfoldon
pl. a betakaritaskor, termel8knél pl. termény tarolasakor, eladasakor, feldolgoz6-
iparban, kereskedelemben stb.) szakképzetlen felhasznalékkal, minimalis vagy
nulla laboratériumi hattérrel, eszkozokkel, mérémszerek nélkil is alkalmazhatdk.
Az eredmények segithetnek a terménnyel, termékkel kapcsolatos-szUkséges
dontések, beavatkozasok elrendelésére és/vagy az ar, vagy akar az eladhatdésag
képzésében vagy kérdésében.

Ezek a moddszerek altaldban Un. enzimhez kotott immunszorbens proba
(enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA) kitek vagy lateralis aramlasd
gyorstesztek (lateral flow device, LFD) [21-23]. Az emlitettek tdbbsége azonban
csak az érintett novényi vagy a szarmaztatott matrixok (termények, termékek,
mint expoziciés forrasok) mikotoxin-tartalmat képesek mérni. Az eljardsok a
torvényi szabalyozasnak megfelel6en miikdodnek, a hatarértékek detektalasa
(pl. ZEA esetében az 50-200 ppb) megbizhatd, akar kvantitativ médon kivi-
telezhetd. Az érzékenységik valtozd lehet, de a legtobb esetben a diszkrét
(hatarérték alatti joval kisebb, pl. a ppt /parts per trillion/ nagysagrend() dézisok
mar nem mindig mérhetdk.

Kevés rendelkezésre all6, piaci eljaras validalt az akkumulalédott ZEA-szintek
mérésére vérbdl vagy vizeletbdl, és gyakorlatilag nincs jelenleg piaci megoldas
az allati szervekbdl (vagy akar human testfolyadékokbdl) extrahalt mikotoxinok,
pl. a ZEA mérésére.

Az ELISA vagy LFD eljardsok legfontosabb komponense a mérendd vegyiletet (pl.
a ZEA-t) a matrixban, megfeleld érzékenységben, specifikusan felismerni képes,
altaldban immunglobulin (Ig) fehérjekots agensek (ellenanyagok). Legtdbb esetben
emléseredetl (monoklonélis és/vagy poliklonalis egér, nyll, kecske 19G vagy M)
ellenanyagokat fejlesztenek és alkalmaznak mérési célokra. Az eml8s (kilondsen a
monoklonalis) Ig-k fejlesztési és termelési kdltsége azonban nagyon nagy lehet, és
sok esetben akar invaziv eljarassal megvalosulé, allatetikai szempontbdl vitathaté
folyamat. Elmondhaté, hogy a kivant mindség elérése és fenntartasa emldsel-
lenanyagokkal igen koltséges. Ezért, mint lehetséges alternativa, egyre inkadbb
elGtérbe kerul a tojasbdl, kénnyen, olcsdn, nagy mennyiségben és akar hosszu
ideig folyamatosan kinyerhetd poliklonalis madar- (legtébb esetben baromfi) Ig
(IgY) mérési eljarasi céli alkalmazasra (1. dbra).
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1. ABRA. TETRA-SL tojétytikok
IgY-termelés céljabdl

FIGURE 1. TETRA-SL chickens )
housed for IgY production L

Az 1gY felhasznaldsa egy igen széles skalaju spektrumon mozog, amelynek
okai kozé sorolhatd, hogy az antitestet a tojassargajabdl ki lehet nyerni, ezaltal
az allat kivéreztetése, elpusztitasa nem szlUkséges [24], a technika kevésbé

A tojdsbdl kinyerheté invaziv [25]; a kinyerhet$ antitest mennyisége hasonld nagysagrend(, mint
csirke-1gY elédllitasa emldsok esetében [26] és a felndtt csirkék altal termelt IgY koncentracidja a
kénnyebb, olcsébb, szérumban elérheti akdr az 5-7 mg/ml értéket [24]. Egy-egy tojé megkdze-
allatvédelmi |it8leg 240-280 tojast rak éves szinten [27], mig egy tojas akar 100-150 mg
szempontbél is IgY-t tartalmazhat [24]. Masik fontos elénye a madarak és az emI&sok kuldn-
elénydsebb b6z3sége a filogenetikai tavolsag és genetikai hattér tekintetében, amelyek

révén immunvalasz keletkezik olyan antigének és epitépok ellen is, amelyek
eml8sokben ,mar” nem immunogének [28]. Az evollcibs tavolsagnak koszon-
hetSen az IgY tobb epitépot ismer(het) fel, ill. lehet8ség nyilik olyan antitestek
fejlesztésére, amelyek erésen konzervalt eml8sproteinek ellen hatnak [24].
Az IgY termeltethetd baktériumok, gombak, novények és allati eredetl proteinek
vagy szénhidrat komponensek, peptidek, lipid hormonok vagy virusok ellen [29].
Fontos jellemzGje még az IgY-nek, hogy felhasznaldsa immunoldgiai-szeroldgiai
tesztekben igen kedvezd, mivel az IgG-vel ellentétben nem okoz interferenciat
[24]. Az IgG-hez hasonlitva az IgY antigénkotd specificitdsa kdzel azonos, mégis
néhany egyedi tulajdonsaganak révén jobban felhasznéalhatd a diagnosztikaban.

Az IgG-hez hasonlitva Az IgY nagy kotési er6sségét a konzervalt emldsproteinek ellen az evollcids
az IgY antigénkété valtozasainak kdoszonheti [30]. Az IgY képes az emldskomplement-aktivacid
specificitdsa kézel altal 1étrejovd interferencia csdokkentésére immunoldgiai assay-ben [24]. Az IgY

azonos, mégis jobban human esetben nem aktivalja a komplementrendszert, igy az interferenciat

felhaszndlhaté a csokkenti/eliminalja [31]. A human szérum rheumatoid faktort (RF) és human
diagnosztikaban antiegér IgG antitestet (human anti-mouse antibody, HAMA) is tartalmazhat,
amely tényez8k szintén az immunoldgiai-assayben fellépd fals pozitiv ered-
mények okozdi lehetnek [32], ill. IgG hasznalataval interferencia alakulhat ki

kozottlk [33]. IgY esetében nem jon létre interferencia [31] és alkalmazasaval
a fals pozitiv eredmények is minimalizalhatok [34]. A tdbldzatban az IgG és IgY
fontosabb tulajdonagait hangsulyoztuk.
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TABLAZAT. I9G és IgY fontosabb paraméterei és ésszehasonlitdsa

TABLE. Comparison and main parameters of 1gG and IgY

Paraméterek ‘

Fajok

1gG ‘ IgY

EmI&sok (néhany faj kivételével) Madarak, hill8k, kétéltliek és tuddshalak

Antitest gyljtése

Invaziv Nem-invaziv

Koncentracié (mg/mL)

10-12 (szérum) 8-10 (szérum), 15-25 (tojassargaja)

Molekula saly (kDa) Kb. 150 Kb. 180
Konstans domének szama 4 3
Kapocs (Hinge) régié igen Nem
Interferencia az emlds .
igen Nem
lgG-vel
Fc-receptorkotés igen Nem
Komplenrje,nt‘—/kotes/ igen Nem
aktivacio
Rheumatoid faktor kotés igen Nem
Protein A/G vagy L kétédés igen Nem

Alkalmazas

Szeroldgia, Diagnosztika, Vakcinacio,
Immunterapia, Kutatas és fejlesztés

Szerolbgia, Diagnosztika, Vakcinacio,
Immunterapia, Kutatas és fejlesztés
Ritka immunoassay-komponens
(pl. LFD, ELISA eljarasokban)

Gyakori immunoassay-komponens
(pl. LFD, ELISA eljarasokban)

Az evolucié sordn
a madarakndl valt
szét az adaptiv
immunrendszerhez
tartozé T- és
B-lymphocytdk
keletkezési helye

A BAROMFI IMMUNRENDSZERE, IMMUNGLOBULINOK Es SAJATOSSAGAIK
A madarak immunrendszere hasonld altalanos elveken mikodik, mint az emlI&-
sOk immunrendszere, beleértve a felépitést és a funkcionalitast. Az antigén-
stimulacié olyan immunvalaszt indit el, amely a cellularis elemek, mint a mac-
rophagok, a B-lymphocytak és a T-lymphocytak kozotti szoros egyuttmikoédést
foglalja magéaban [35]. EgyszerUsitve a folyamatot, az antigén-prezentald sejtek
(pl. macrophagok és dendritikus sejtek) feldolgozzak az antigént, és azt a lym-
phocytaknak mutatjak be. A B-lymphocytak, a humoralis immunitast kozvetitd 6
sejtek, az immunvalasz soran antitest termelé plazmasejtekké, mig a cellularis
immunitas szempontjabél legfontosabb T-lymphocytak funkcionéalisan valtozatos
alpopulaciék iranyaba differencialédnak [36].

Az evollcié soran a madaraknal valt szét az adaptivimmunrendszerhez tartozd
T- és B-lymphocytak keletkezési helye (a Fabricius-toml&/bursa Fabricii megje-
lenésével), és alakultak ki olyan lymphoid sejthalmazok, amelyek az emI&sdk
nyirokcsomédinak az elddeiként tarthatok szamon. Emlitésre mélté még, hogy a
madar B-sejtprekurzorok olyan Gssejtekbdl szarmaznak, amelyek a tojassarga-
burokban és a csontvel8ben taldlhatdak. Ezek a B-sejtprekurzorok a csontvel3bdl
a Fabricius-tomlIdbe kerllnek [36, 37], ahol a sejtek negativ szelekcidn esnek at.
A negativ szelekcidt kovetbéen a megmaradt, nem apoptizalt B-sejtek a sajat
antigénekkel nem, vagy csak nagyon gyengén reagalnak, igy pozitiv szelekcio altal
proliferalddnak. A szelekcidt kovetben ezek a sejtek a masodlagos immunszervekbe
(pl. Iép, bél-asszocialt nyirokszdvetek stb.) vadndorolnak, ahol az antigénbehatas
kovetkeztében antitest-szekretald sejtekké valnak [35, 38].

Az adaptiv immunrendszer humoralis részéhez kapcsolhatd antitestek vagy
Ig-k olyan glikoproteinek, amelyek az 6sszes allkapcsos gerincesnél megtalal-
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hatdak. Altalanos szerkezetlikben erésen konzervativnak tekinthet8ek (4 peptid-
lanc, amelyet 2 nehéz és 2 kdnny( lanc alkot), de kilonbségek is fellelhetdk [38].
A lg-génatrendezddés folyamatait szabalyozd enzimeket kédold rekombinacio-
aktivaldé géneknek (RAG) kdszdénhet8en az adaptivimmunreceptorok diverzitasa a
madarak esetén is jelent8s. A madarak IgM, IgA és IgG (IgY) osztalyba sorolhat6/
izotipusU Ig-kal rendelkeznek [38, 39]. Hasonldan az emI3sdkhdz, az IgM, IgA és
IgY eloszlasa a testnedvekben tikrozi a klilonb6z8 szerepliket a szervezet integ-
ritdsanak fenntartasa soran. Az immunvalasz kialakuldsakor elséként az IgM ala-
kul ki. Pentamer szerkezete, és tulajdonsagai tekintetében (antigén megkotése,
komplementaktivacié, immunregulacié és -tolerancia) hasonlé az eml8s IgM-hez.
A baromfi IgA-t elsGsorban az epehdlyagban és a bélben talalhatd lymphoid sz6-
vetek termelik, a legnagyobb szekretalt koncentracidoban is az epében, bélben
és a tojasfehérjében taldlhatd [38, 40-42]. Az IgY legnagyobb mennyiségben a
vérszérumban és a tojassargajaban (oda transzlokaldédva) van jelen [38]. Madarak
esetében az IgY az IgG/IgE funkcionalis megfeleldje [38, 39, 43], azonban szdmos
kildonbség fellelhetd. Pl. 6sszehasonlitva az 1gG-vel az IgY a nehézlanc esetén
a tobb konstans régié miatt hosszabb, igy a molekula témege is nagyobb [38].
Megfigyelhetd még a nehézlanc alegységeinek az erlteljes glikozilaltsaga, az
alacsonyabb izoelektromos pont, és a s6fliggd polarizacié is. Az IgY er8sebben
hidroféb, mint az IgG és szerkezeti tulajdonsagai miatt ellenalldbb a fragmen-
tacioval és a degradacidval szemben. Az IgY a hinge régié tekintetében hianyt
szenved, igy nem aktivalja a human komplementrendszert és nem kotédik RF-hoz
sem [38, 40, 44, 45]. Tovabba az IgG effektor funkcidival sem rendelkezik és nem
targetalhatd/tisztithatd bakteridlis immunglobulinkotd receptorfehérjékkel, mint
pl. a protein A-val, protein G-vel vagy protein L-lel [38, 46].

Osszességében elmondhatjuk, hogy a baromfi IgY-ok elényds szerkezeti és funk-
cionalis tulajdonsagainak, és altalaban a termeltetés nem-invaziv, kdltséghatékony
jellege és hosszU tavon is folyamataban gazdasagos fenntarthatésdga miatt egyre
szélesebb kdrben hasznaltak az orvosbioldgia és agrarium terlletén [47, 48].

AZ |gY LEHETSEGES FELHASZNALASI TERULETEI

Az IgY 8 alkalmazéasi csoportjai (a mérési eljdrasokban, kotéagensként vald fel-
hasznaldsa mellett) a kdvetkezd8k: passzivimmunizalds - betegségek akut gyors
kezelése és a konvencionalis antibiotikum kivaltasa, antibiotikumrezisztencia
kialakuldsanak csodkkentése. Passziv immunizalds soran egy masik élélénnyel,
jelen esetben baromfival termeltetik a (pl. beteg) gazdaszervezetnek szikséges
antitesteket, és azokat ,azonnal”, még a sajat immunvalasz kialakulasa el&tt
alkalmazzak. Néhany példa a teljesség igénye nélkll; IgY-kezelést alkalmaztak pl.
a Pseudomonas aeruginosa, Helicobacter pylori; Escherichia coli; Salmonella spp.;
rotavirus-fert6zés[30]; Candida albicans [49-51] ellen; Staphylococcus aureus fertd-
zés és toxikus sokk szindréma kezelésére; veszettségvirus-fertézés megeldzésére;
ill. a xenotranszplantacié esetében fellépd hiperakut rejekcié megelézésére [30].
Az IgY-kezelés hatékonynak bizonyult a Gumboro-betegség [52, 53] ellen; az Eimeria
spp. altal okozott madarcoccidiosis [54, 55] megelbzésében; a kutya parvovirus-2
[56] ellen; vagy garnélarakok esetében a ,White spot” betegség virusa ellen [57].
Ismert tovabba, hogy akut kezelésként IgY-terapiat alkalmaztak afrikai [6betegség
virusa [58], vagy pl. a Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis altal kival-
tott paratuberkulézis ellen, amely baktérium a kérddzd allatokra veszélyes [59].
Sikeres volt a szarvasmarha leukaemiavirusa [60], a ragadds szaj- és koromfajas
virusanak szerotipizalasa [61], tovabba Yersinia ruckeri okozta vorosszaj-betegsége
kezelésében [62]. Szisztémasan méregkdzombdsités céljabdl [63] kigydméreg
kezelésére is alkalmaztak [64, 65]. Az anti-venom IgY nagyobb bioaktivitassal
rendelkezik, mint a pl. lovakkal termeltetett ellenméreg [66], ezaltal kivételes
reagensek nyerhet8ek [28].
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Napjainkban az antibiotikumrezisztens térzsek egyre nagyobb térnyerése hatal-
mas kihivast jelent. Egy lehetséges megoldas a probléma csdokkentésére az
anti-kérokozé (specifikus) IgY antibiotikus hatasu, terépias célt alkalmazasa.
Ismeretes, hogy pl. a Mycobacterium tuberculosis [67, 68] vagy Edwardsiella tarda
ellen is fejlesztettek mar IgY antitesteket. Sok esetben a mérési eljaras célbdl
fejlesztett IgY antitestek is alkalmazhatdk lennének a fenti célokra, azonban ilyen
iranyl felhasznalas eddig kevés tortént (pl. az Escherichia coli 0157:H7 [69], Listeria
spp. [70], Campylobacter jejuni [71]).

A 2. dbrdn tojétylUkok immunizéalasa lathatd IgY (mint assaykomponens) fej-
lesztés céljabol

MIKOTOXIN-ELLENES IgY-FEJLESZTESEK ES ALKALMAZASUK MERESI
ELJARASOKBAN

Ismereteink szerint mostanaig kevés IgY-fejlesztés célzott mikotoxinokat. Sok
esetben csak a fejlesztési folyamat dokumentéalt, az antitestek tényleges, alkal-
mazasokban torténd felhasznalasat nem publikaltak [71, 72].

Aflatoxinok: Mar a 90-es évek elején fejlesztettek poliklonalis IgY-t Aflatoxin B1
(AFB1) és M1 (AFM1) mikotoxinok ellen Leghorn tyUkokban (a szerz8k szerint ez
volt az els8 publikalt anti-aflatoxin IgY-fejlesztés a vildgon) [73]. AFB1-BSA (szar-
vasmarha szérum albumin) vagy AFM1-BSA konjugatum/immunogén adjuvanssal
torténd im. oltasokkal immunizaltak az allatokat. Az ellenanyagot a szérumbal
és tojasbdl is aspecifikusan tisztitottak, precipitdltak majd indirekt kompetitiv
ELISA-eljarasban tesztelték azt az alkalmazott immunogének bevonasaval.
Az antitestek a legnagyobb affinitdst a hapténnel (AFB1 vagy AFM1) szem-
ben mutattak, azonban kereszt-reagaltak az egyéb aflatoxin mikotoxinokkal is.
A szerzB8k az antitestek tovabbi felhasznalasardl a publikacioban nem szamoltak
be, esetleges targetmatrixban torténd mikotoxin-kimutatast (pl. az AFM1 nyers
tejben) nem igazoltak. Pufferkdrnyezetben az alkalmazott ELISA-eljarassal és
fejlesztett IgY antitestekkel 0,5-5 ng/ml (ppb) ZEA kimutatasa volt lehetsé-
ges. A kutatdk az anti-AFB1 IgY-fejlesztést és az antitestek tovabbi lehetséges
felhasznalasat is leirtak [74]. AFB1-BSA immunogénnel oltottak hossz( ideig,
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20 hétig, 15 napos emlékeztetd oltasokkal fehér Leghorn tylUkokat, majd a
tojasbdl az alaptisztitast kdvetden nyert IgY-t tovabbi, immunaffinitdson ala-
puld tisztitasnak, funkcionalis ,bekoncentralasnak” vetették alad. Az ELISA-alapl
funkcionalis karakterizalast kdvetben az IgY antitestet arany nanopartikulummal
konjugaltak és hasznaltdk fel méréseikben nagy érzékenységd, (akar 5 pikog-
ram aflatoxin/minta) fluoreszcens spektralis analizis alapl AFB1 detektlasara.
A fenti eljards a munkacsoport kutatasainak a tamogatésat, és egy lehetséges
bioszenzor fejlesztését szolgalta.

T-2 és HT-2 mikotoxin: Anti-T-2 IgY-t fejlesztett egy munkacsoport, amit az altaluk
bedllitott indirekt kompetitiv immunoassay-ben teszteltek (de a fejlesztett IgY
antitestek késdbbi felhasznalasrol mar nem tesznek emlitést). Kilonboz8 T-2-KLH
(keyhole limpet hemocyanin) és HT-2-KLH konjugatumokat hasznaltak immuni-
zalashoz. A poliklonalis anti-T-2 antitesteket szérumbdl és tojassargajabdl teljes
IgY frakcioként nyerték ki affinitdskromatografia segitségével. Bizonyitottak, hogy
a tojassargajabdl kinyert IgY hasonldan jél hasznalhatd, mint a szérumbdl nyert
IgY, igy az invaziv véreztetésre egyaltalan nincs szikség [19].

Fumonizinek: Egy munkacsoport [75] mar egy specifikus, anti-T-2 mikotoxin IgY
ellenanyagot (fejlesztést) és azt felhasznald, LFD-alapl immunoassay-eljarast
fejlesztettek, amivel a kukorica fumonizin B1- (FB1) szennyezettségét lehetett
kimutatni. FB1-KLH immunogénnel oltottak Fayoumi tyldkokat adjuvanssal im.,
majd a tojassargabdl standard technikaval elallitottak, precipitaltak az IgY-t.
Az antitestek tesztelése kdzvetlen a felhasznélas alapjan tortént, a fejlesztett
LFD-eljarasban. Az antitestek konjugaltak arany nanopartikulummal, amit a teszt-
csikon megvaldsulé indirekt kompetitiv eljarasban alkalmaztak. A tesztcsik FB1-
BSA volt, a kontroll csik pedig egy anti-csirke masodlagos ellenanyag. Az eljarast
nem csak pufferkdrnyezetben, hanem matrixon is alkalmaztak, kukoricaextrak-
tumban mind az FB1 és FB2 szennyezettségét ki tudtak mutatni azd LFD eljarasra
altaldnosan jellemz& assay-korilményekben, -paraméterek mellett (gyors, olcsé,
érzékeny, on-site felhasznalasban).

Egyéb mikotoxinok: A citrinin, egy kevésbé gyakori mikotoxin ellen is fejlesztettek
mar IgY ellenanyagot [76], amit indirekt kompetitiv ELISA-eljardsban (spike-olt)
novényi matrixokon (blzaliszt, zab) is sikeresen alkalmaztak.

ANTI-ZEA IgY-FEJLESZTESEK ES KAPCSOLODO ALKALMAZASOK

Habar a ZEA relevanciaja vitathatatlan, ahogy azt fentebb részleteztlk, kevés
publikacié foglalkozik a ZEA detektalashoz tarsuld IgY és az IgY-t koté agens-
ként hasznald immunoassay fejlesztéssel [77-82]. Munkacsoportunk kutatasainak
fokuszaban a ZEA all, azonban ezek az eredmények mostanaig még nem keriltek
kozlésre.

Egy munkacsoport felismerte [77], hogy a poliklonalis IgY technoldgia elényei,
IgY alapl kotéagensek jol, valamint praktikusan alkalmazhatdk a ZEA immunoas-
say alapl mérésére is. Csirkéket immunizéaltak ZEA-BSA immunogénnel, majd az
immunvalasz soran képz8dd, és a tojasba transzlokalédd IgY-t izolaltak (polieti-
|én-glikol precipitaciéval) majd alkalmaztak egy altaluk fejlesztett indirekt, kom-
petitiv ELISA-eljarasban. Habar az eljaras érzékenységét gyengébbnek talaltak,
mint egy monoklonalis eml8s anti-ZEA alkalmazassal elérhetd mérésben, min-
denképpen alkalmasnak bizonyult az IgY elényds sajatsagai figyelembevételével,
ill. az eljaras tovabbi érzékenyitésének lehetdségével. Az assay novényi matrixon
(bGza, kukorica) valé alkalmazéasa is lehetséges.

Anti-ZEA IgY-fejlesztésekrdl, és az IgY-felhasznalasi lehetdségekrdl inkabb kilon-
b6z8 szabadalmakban olvashatunk (pl. CN103880952A patent). A szabadalmak
részletezik tobbek kdzott a ZEA-konjugatumok eldallitasat, tesztelését majd
alkalmazasat az oltdsokban és a tesztrendszerekben, ill. az IgY tisztitdsat (3. dbra)
és karakterizalasat, ami alapja a targyat képezsd hasznosulasoknak.
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FIGURE 3. Column chromatography purification on IgY samples
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A ,,KISI\IIOLEKULA/HAPTEN”-SPECIFIKUS (PL. ANTI-ZEA)
IgY-FEJLESZTESEK ALTALANOS KIHIVASAI

A szakirodalom és fSleg a szerz8k személyes tapasztalata szerint a kivant/alkalmas
min&ségl IgY- (kiilondsen a kismolekuldk ellen fejlesztett) el8allitds megkdvetel
szamos (esetenként publikaciéban kevésbé hangsllyozott vagy emlitett) szem-
pont gondos mérlegelését, ill. jarulékos technoldgidk alkalmazasat. A fontosab-
bakat az kovetkezdkben 6sszegezzik.

Az oltdsokhoz szikséges immunogén elkészitése sordn hordozé (karrier) fehérjét
kell alkalmazni és a célmolekuldhoz kapcsolni. A ZEA vagy mas hasonlé mikotoxin
(vagy egyéb expozitor) a kis mérete (a ZEA 318.36 Da) miatt Snmagaban haptén,
azaz immunvalaszt nem indukal. A haptén-karrier konjugatummal (immunogén)
vald oltas soran a keletkezd tényleges hapténellenes antitestek szelekcidjara és
jellemzésére mar komplex tesztrendszer alkalmazasa szUkséges. A keletkezett
ellenanyagok (mivel az IgY-fejlesztés soran lényegében poliklonalis ellenanyagke-
verék keletkezik és kerll a tojassargajabol begyl(jtésre, tisztitasra) elméletileg a
hapténrészt, vagy a hordozé részt (pl. BSA) vagy a hordozd-haptén kapcsol6dasi
részt (pl. a konjugdtumban esetlegesen alkalmazott linker) felismer8k lehet-
nek. ,Bazalis” szinten az IgY-keverék tartalmazhat a fejlesztés szempontjabal
irrelevans, »ismeretlen” ellenanyagokat is (az oltott allatot az oltastdl fliggetlen
behatdsok kdvetkeztében), azonban az immunvalasz felépllése soran iddvel
remélhet8leg az immunizalds-kapcsolt keletkezett ellenanyagok kezdenek/fognak
dominalni az oltasokat kovetden [77, 78, 80].

Célszerli megoldas, hogy a teszteléshez az immunogéntdl eltéré haptén-karrier
konjugatumot hasznalunk (pl. KLH fehérjével), hiszen igy kizarhatd (vagy csok-
kenthet8) az immunogén-karrierével szembeni pozitivitds. A KLH egy kagylé-
(Megathura crenulata) eredet(i fehérje, eredete, szerkezete jelent8sen eltér az
emlds BSA-t6l.

Fontos, hogy a teszteléshez hasznalt konjugatumban a hordozé fehérjén a kap-
csolt haptén hasonlé struktlraval rendelkezzen a konjugéacid ,eredményeképp”,
mint az immunogénen (hasonlé konjugaciés eljarés, azonos linkerek, azonos
célzott haptén-molekularészlet vélasztasa), tovabba a konjugatumon levd hap-
tén tartalmazzon szerkezetileg azonos részeket a nativ targettel (az antitest ne
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csak a konjugalt haptén felismerésére legyen alkalmas). A haptén karrierhez vald
kapcsoladsanak folyamata, a kémiai konjugalds médosit(hat)ja az elérhetd majd
felismerhetd hapténepitépokat, azaz a nativ hapténtdl mar eltérd struktdrak (kar-
rieren 1év8 linkelt haptén) felismerésére lesz ,csak” képes a konjugatummal (jelen
példaban ZEA-BSA) fejlesztett ellenanyag (azaz az intakt ZEA-t mar nem képes
felismerni, nem lehet felhasznalni egyszerlien a raépuld fejlesztésekben). Ezért is
szukséges a funkcionélis tesztek sordn Un. gatlast is vizsgalni intakt target (ZEA)
reagéltatassal (amihez gyari, min8ségében igazolt ZEA referenciaanyagot hasz-
nalunk). Mar az antitestfejlesztés/tesztelés soran szikséges igazolni, hogy a nativ
target (pl. ZEA) a mérendd matrixbdl (pl. gabona és/vagy szdvet vagy testfolyadék)
detektalhatd, felismerhetd legyen. Lehetdség szerint érdemes az ellenanyagot
mar a fejlesztési fazisban is relevans természetes (szennyezett) mintan és/vagy
Un. ismert koncentracidban mesterségesen ,szennyezett” Un. spike-olt mintan
is tesztelni. Célszer( a tesztrendszer(ek) kivalasztasa, tervezése sordn a késébbi-
ekben felhasznalni kivant assay mUkodésére is gondolni, a tesztrendszer hasonld
legyen majd a mérési rendszerhez. Szerencsés, ha tobb, kiildnb6z6 platformon
alapulé tesztrendszert is alkalmazhatunk (pl. ELISA- és immunoblot-alapl). A példa
alapjan egy Dot-blot technikdban az els8dleges target (pl. a ZEA-KLH-konjuga-
tum) nem immobilizalt egy mlanyag felszinre (egy nitrocelluldz membranban, a
membran pdérusaiban helyezkedik el), a térszerkezete igy kevésbé méddosul, ami
feltehetéleg jotékonyan hat az antitest hapténfelismerésére is.

Idedlis immunizalads esetén mindkét konjugatum (pl. ZEA-BSA és ZEA-KLH)
fel van hasznélva immunizalasi és tesztelési célra (kUlon-kilén csoportokban),
majd teljes kereszttesztelést kell megvaldsitani (pl. ZEA-BSA allatok és min-
tak tesztelése ZEA-KLH alapU tesztrendszereken). Az ellenanyagok tisztitasa
kilonosen fontos. A funkcionalitas (pl. a ZEA felismerés) fokozhatd az altalanos
kinyerési technikan (pl. polietilén-glikol precipitacio, vizhigitasos tisztitas, vagy
anionikus poliszacharid precipitacié [72, 80]) felll alkalmazott targetspecifikus,
Un. immunaffinitds-technikdk [83] alkalmazasaval és/vagy az IgY-keverék tény-
leges IgY-tartalméanak a koncentralasaval (pl. tiofiles abszorpcié alkalmazésa),
valamint az egyéb fehérje és lipid szennyezddések eltavolitasaval. Felhasznalas
elétt (akdr a tesztelésben, akar a késébbi felnasznalasban) csokkenthetjik a nem
hapténspecifikus antitestek funkcionalitasat az Un. telitéssel, vagy depletalassal.
A folyamat soran telitjik a karrier fehérje részre specifikus ellenanyagok kdétéhe-
lyeit a nagy feleslegben hozzaadott karrier fehérjékkel (pl. BSA vagy KLH), igy a
fenti ellenanyagok mar ,semlegesitésre kerlltek” a tényleges felhasznalas eldtt.

MEGVITATAS

Az lgY-technoldgia alkalmazasa igéretes lehet a kdrnyezetterhelS anyagok, igy
mikotoxinok, pl. a ZEA expozicidinak, de a mar akkumulalédott koncentracidok
immunoassay-alapu kelléen gyakorlatias méréséhez, kimutatasahoz. A baromfi
IgY-kotd dgensként vald alkalmazasa hatékony perspektiva, ugyanakkor (kil6no-
sen kismolekulds targetek, mint pl. a mikotoxinok esetén) szamos kihivas elé is
allithatja a fejleszt8ket.
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