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Osszefoglalas. A fert6z6 betegségek megelézésének alapvetd eszkdze az allatorvosi
gyakorlatban a specifikus vakcinak kiterjedt és célzott hasznalata. A vakcinafejlesztés
az elmult évtizedekben latvanyosan megujult, és ennek a folyamatnak egy lehetséges
fejlédési iranyat jelenti a névényekben el6allitott antigének vakcinazasi célu felhasz-
nalasa. A szerz6k attekintést nyajtanak a sziikebb teriilet eddigi eredményeirél, a mar
megvalositott és varhaté kutatasi és fejlesztési iranyokrol. A novényekkel torténéd
antigén-el6allitas egyik igéretes lehetésége az alegységvakcindk gyartasanak. Mara
szamos, allat-egészségiigyi szempontbol jelentés immunogén fehérje expresszidja
tértént meg transzgenikus névényekben vagy névényeket fert6z6 virusvektorok fel-
hasznalasaval. A névényi expresszids rendszerek elénye a gazdasagossag, valamint
az, hogy alkalmasak lehetnek szajon at alkalmazhato vakcinak eléallitasara is.

Summary. Widespread and targeted use of specific vaccines is an essential tool of
the prevention and control of infectious diseases in the veterinary practice. Vaccine
development went through a spectacular reform during the last decades and one
potential direction of this progress is the use of antigens produced in plants for
vaccination purposes. The authors provide a summary of the results of this field,
about the already accomplished and the expected research and development courses.
Antigen expression in plants is a promising possibility for subunit vaccine production.
To date, many immunogenic proteins of veterinary importance have been expressed
in transgenic plants or using plant virus vectors. Among the advantages of plant
expression systems are the possibility of inexpensive production and the potential of
oral vaccine application, as well.

A fert6z6 betegségek korfejlédésében és az ellentk valé védekezésben is meg-
hatarozé tényez6 a kérokozd bejutasi modja. A bemeneti kapu gyakran valame-
lyik nydlkahartya felszine, vagyis a legtébb kérokozé a légutak, az emésztécsd
vagy ritkdbban a hugy-nemi szervek nyélkahartydin keresztul fertézi az allati
szervezetet. Ahhoz, hogy ezeket a felszineket specifikus védelemben részesithes-
suk, el kell érni azt, hogy a vakcinazas eredményeképpen a bemeneti kapukban
is megjelenjenek az aktiv immunvalasz termékei (ellenanyagok, aktivalt sejtek).
llyen tipust immunvalaszra a parenteralisan adott, ezek kozll is kiléndsen az
elolt vakcinak esetében nincs mod vagy csak korlatozott védelem varhaté (32).
Mindez azt jelenti, hogy a szisztémasan szaporodd kérokozd ugyan nem vagy
csak csokkent mértékben képes klinikai tiineteket kivaltani, de a fertézést, a helyi
szaporodast és ennek kovetkeztében a kérokozo Uritését, terjedését a vakcina
nem tudja teljes mértékben megakadalyozni. J6 védelem csak azokban az esetek-
ben varhatd, amikor a vakcina lokalisan, a nyalkahartyan indukal immunvalaszt,
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amihez tarsul a szervezet egészét védo szisztémas immunitds. A nyalkahartya-
immunitas kivaltasa azokban az esetekben lehetséges, amikor az antigénként
alkalmazott vakcina eljut a nyalkahdrtyara és ott az immunvalasz felépllésének
valamennyi feltételét teljesiti. Ezek a feltételek gyakorlatilag hdrom f6 részbdl
tevddnek Ossze: a) veszélyjelzések szabadulnak ki sérilt sejtekbdl; b) olyan mo-
lekuldris mintdzatokat hordoz az antigén, ami a nem specifikus védekezési rend-
szer szaméara patogén mintazatként ismerhetd fel; c) az antigén felismerésére
képes receptorokkal rendelkeznek a B- és T-lymphocytak. Ahhoz, hogy mindez
teljestljon, az antigénnek lehet6leg intakt allapotban kell elérnie azt a nyalka-
hartya-teriletet, ahol a védelmi rendszer elemei és az antigén kdlcsdnhatasba
léphetnek. A hagyomanyos vakcinak kézul az él6 kérokozét tartalmazok azok,
amelyek erre képesek, és amennyiben a természetes bemeneti kapujuk a nyalka-
hartya valamely része, akkor ezt a tulajdonsagot kihasznalva, helyi immunizalasra
(is) alkalmasak lehetnek. A nem él6 (inaktivalt, alegység-) vakcinak esetén az an-
tigén dnmagaban rendszerint nem indukal veszélyjelzéseket, és j6 eséllyel csak
akkor jut el a megfelel§ helyszinre, ha kelléen nagy adagban van jelen és a nyal-
kahartyan zajlé lebontasi folyamatoknak kell6képpen ellendll. Kiléndsen igaz ez
a szajon at (ivovizben vagy takarmanyban) adott antigénekre, vagyis az un. eheté
vakcinakra vonatkozoan. A folyamatosan megujuld és fejlédé allatorvosi vakcina
kutatasanak egyik célja az oralisan adhaté antigének fejlesztése (50), legyen sz6
mez&gazdasagi haszonallatok vagy vadon él8 allatok immunizalasarol.

A nyalkahartyan alkalmazott vakcinak nem csak a beadas helyén, hanem mas
szervrendszerekhez tartozé nyalkahartyakon is kivaltjak a mucosalis immunitast.
Elénydk, hogy a vakcina beadasa etetéssel vagy itatassal lényegesen kevésbé
munka- és eszkdzigényes, mint az egyedi parenteralis oltas. Az ehet6 vakci-
nak hatranya viszont az, hogy a bevitt antigén lebontdédhat, megemésztddhet,
miel6tt hatasat kifejthetné. Ennek elkerllésére szdmos lehet6ség kinalkozik, igy
novelni lehet az antigén mennyiségét vagy védett, kapszuldzott formaban kell
beadni, mindezek azonban jelentésen névelhetik a mddszer kéltségeit (49). A
koltséghatékony el6allitasra és a lebomlas kivédésére egyarant lehetéséget ki-
nal a vakcinaantigének novényekkel torténé eléallitasa. Az ehetd névényekben
termelt antigének ugyanis a névényi sejtekben részben védve vannak a bélcsa-
tornaban torténd lebontastdl, ill. kis koltségek mellett alkalmasak az antigének
tdmeges el6allitasara.

Az antigén-eléallitas lehetséges maédjai novényekben

Az antigének eldallitasara a ndvények két rutinszerlien igénybe vehet6 lehetéséget
is kindlnak. Ezek egyike az idegen antigént kddold génnek a névényi genomba
épitése, és az arrdl torténd fehérje-el6allitds, vagyis genetikailag modositott,
avagy transzgenikus névények létrehozasa. A masik médszer nem jar a névényi
genom megvdltoztatasaval, ilyenkor egy, a névényt fertézni képes virus hordozza
a kivant antigén kodjat, és a gén a fertdzés soran jut a virussal a névényi sejtek-
be. Ez utébbi egy atmeneti (tranziens) expressziét jelent, tehat amig a virus a
szintetizalja. Mindkét valtozatnak vannak természetesen elényei és hatranyai is,
de abban mindketté megegyezik, hogy nagy témegben képes rendkivil olcson
az antigének szintézisére.

Vakcinak eldallitasara alkalmas novényi rendszerek

A genetikailag transzformdlt, a kivant antigént kédold génrdl vakcinafehérjét
el6allitd novények nem csak fehérje el6allitdséara hasznalhatdk, hanem a
vakcinabevitel Uj médjanak is tekintheték. Megfeleld szabalyozd genetikai elemek
felhasznéldséval a vakcinaantigének a novények bizonyos részeiben, pl. a mag-
vakban, gumokban termeltethetdk, sét, fel is halmozhatok. A vakcina-el6allitas
igényei stabil transzforméacié utdn megegyeznek a mezdgazdasagi novényter-
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mesztés igényeivel, nagyon leegyszer(sitve, a termelés csak terméfoldet, vizet
és napfényt igényel. A megfelel6 antigént (fehérjét) termel& ndvény termesztése
raadasul helyben is lehetséges, ott, ahol az adott vakcinara igény mutatkozik,
példaul az iparilag kevéssé fejlett orszagokban is, igy a vakcina el&allitasi és szal-
litasi koltségei jelentésen csokkenthetéek (61). A ndvényekben termelt antigének
a sejtekben védve vannak a kérnyezet hatasaitdl, helyes tarolas esetén az antigén
a gabonamagvakban példaul évekig stabil marad.

Vakcinakutatasi és -fejlesztési célokbdl szamos ndvényfajt tanulmanyoztak.
A dohanyndévény (Nicotiana-fajok) az elséként transzformalt novények kozé tarto-
zik, toxikus alkaloidoktdl mentes valtozata hasznalhaté allatok szajon at térténd
immunizélasara. Gyakran transzformalt névények a pillangdsvirdguak (Fabaceae
csalad) tagjai, mert nagy fehérjetartalmu leveleik vagy termésiik miatt egyébként
is elterjedten hasznalt takarmany- vagy élelmiszernévények. Ebbe a csalddba tar-
tozik a lucerna (Medicago sativa), a fehér here (Trifolium repens), a galambbor-
s6 (Cajanus cajan), a tehénborsé (Vigna unquiculata), a féldimogyoré (Arachis
hypogaea). A gabonandvények magvainak altaldban nagy a fehérjetartalma
és ipari feldolgozasukra kialakult gyakorlat all rendelkezésre, valamint hosszu
ideig tarolhatok. Hatranyuk ezeknek a ndévényeknek, hogy termesztésik nagy
terlletet igényel, és ezért nehéz azoknak a szigoru szabalyoknak a betartasa,
amelyek megakadalyozzak, hogy a transzgenikus névények az élelmiszer- vagy
takarmany-el&allitasra hasznalt novényekkel keveredjenek, keresztez&djenek.
A burgonyaval (Solanum tuberosum) kapcsolatban rendelkezésre allnak haté-
kony transzformalérendszerek, valamint olyan gumdspecifikus genetikai elemek
(promoterek), amelyek segitségével a transzgén terméke a gumdéban felhalmoz-
hatd. A zoldség- és gyimolcsfélék (paradicsom, banan) elénye emberi alkalma-
zasok soran az, hogy nyersen is fogyaszthatok, ezért emberek immunizaldsara
is alkalmas vakcinajeldltek. A paradicsom (Solanum lycopersicum) esetén rendel-
kezésre all termésspecifikus promoter, hatranya azonban, hogy savas kémhatdasa
egyes antigéneket karosithat. A banant (Musa paradisiaca) a fejl6édé orszagok-
ban kiterjedten termesztik, és mivel vegetativ mddon szaporitjak, a transzgén
elveszitésének a veszélye elhanyagolhatd. Gyumalcsspecifikus promoterek még
nem eléggé ismertek és a gylUmolcstermesztés is drdga a gabonatermesztéshez
képest (61). A ludf(i (Arabidopsis thaliana) az élettudomanyokon beldl sokféle te-
rUleten elterjedten hasznalt modellnévény, igy a gyakran transzformalt névények
kozé tartozik. A libatop nemzetségbe tartozd quinoa (Chenopodium quinoa) a
gabonak helyettesitésére egyre inkabb el6térbe kertl a human taplalkozasban,
nagy fehérjetartalma miatt alkalmas jel6lt antigének gyartasdra, hatranya, hogy
a ceredlidkhoz hasonldan fogyasztas el6tt ezt is hékezelni kell.

Transzgenikus expresszids rendszerek

A vakcinaként hasznalni kivant transzgenikus névények eléallitasanak fébb lé-
pései ma mar egy kiforrott technoldgia részei. Legel6szor az erés immunva-
laszt kivaltd antigént kell kivalasztani. Ezek az antigének a legtdbb allat-egész-
séglgyi jelent6ségl koérokozd esetében mar ismertek. Az antigén kivalasztasa
utan meg kell tervezni azt a gént, amely tartalmazza az el&allitani kivant antigén
genetikai kédjat, valamint olyan promoterszekvenciat, amelynek segitségével a
fehérjeantigén ndvényekben nagy mennyiségben szintetizalhatd. A megfelel
promoter kivalasztasa soran figyelembe kell venni a transzformalni kivant névény
fajat/fajtajat, valamint azt, hogy a fehérjét a ndvényi szervezet mely részében ki-
vanjuk felnalmozni (példaul az egész névényben, a levelekben vagy a termésben).
A promoter azt is meghatarozza, hogy a névény fejlédésének mely szakaszaban
varhatd a legnagyobb mennyiségi fehérjetermel&dés. El6nyds, ha az adott no-
vény fehérjében gazdag részére (mag, gyokérgumo) specifikus promotert hasz-
nalnak, mert az el6allitott transzgenikus fehérje altaldban az dsszfehérje meny-
nyiségének csak tdredéke. Széles kdrben hasznalt promoter a karfiolmozaik-virus
35S (cauliflower mosaic virus 355 — CaMV35S) promoter, mert erés és tartds
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expressziot tesz lehetévé a levélben és a gyodkérszdvetekben, ugyanakkor ezek
a szovetek viszonylag szegények fehérjékben (tomegik 2-5%-a fehérje), ipari
mérték( felhasznalasuk (vakcinagyartasra) nem gazdasagos (52).

A transzformacio stabil, eredményeképpen a transzgén a sejtmag vagy a
kloroplaszt genomjaba integralddik, 6roklédése a ndvény ivaros szaporoda-
sa Utjan a mendeli genetikdnak megfeleléen alakul, ami magdban hordozza a
kikeresztez6dés veszélyét, ez hosszu tavon elkertlheté homozigdta névények
fenntartdsa révén. A transzformacié egyetlen sejtben torténik, majd ebbdl a
transzformalt sejtbdl fejlédik ki a transzgenikus, 6nallo, teljes novény. A névények
egyes sejtjei ugyanis képesek arra, hogy megfeleld bioldgiai és biokémiai kdrnye-
zetben visszanyerjék totipotencidjukat, , dedifferencidlddjanak” és kornyezetiik
tovabbi alakitasaval bizonyos névényi szervek vagy egész névény is kifejlédhet
bel6lik. Ezt a tulajdonsagot hasznaljak ki a nbvények vegetativ szaporitasa soran
is. Az eredeti sejtbdl kialakult valamennyi sejt hordozza a kiinduld sejt genetikai
allomanyat. A sejtek transzformalasara, vagyis a transzgén genomba illesztésére
szamtalan lehet&ség all rendelkezésre, torténhet kdzvetett vagy kdzvetlen mod-
szerekkel.

Kézvetett transzformacio

Kozvetett moddszer az Agrobacterium-kdzvetitette  transzforméciod. Az
Agrobacterium baktériumfajok, példaul az A. tumefaciens vagy az A. rhizogenes
a novények golyvasodasanak koérokozoi, daganatszer(i képzédmények meg-
jelenésével jaré betegséget valtanak ki. A tumorszer( képz&dmények kialaku-
ldsdért a baktérium Ti- (tumorindukal®) plazmidja a felelés (68). A baktérium
virulenciagénjeit a Ti-plazmid T-DNS nev( szakasza hordozza. A golyvasodas
korfejlédése sordn a T-DNS a novénysejtek genomijaba épil (7), errél szintetizalja
a novény a tumorképzddést okozd fehérjéket és a baktérium szdmdara fontos
nitrogén- és energiaforrasként szolgald opinok szintéziséhez sziikséges enzime-
ket. A manapsag vektorként hasznalt plazmidok olyan T-DNS-t tartalmaznak,
amelyek mar nem kédoljak a daganatos transzformacioért felelés fehérjéket, az
opinszintézis génjeinek promoterei pedig antibiotikum-rezisztencia gének (pl.
kanamicin) expresszidjat iranyitjak, lehetévé téve a transzformalt sejtek szelekcio-
jat. A termelni kivant fehérje génje, megfelelé promoter mogott, a T-DNS-be in-
tegralhato (3). A Ti-plazmid olyan virulencia- (vir) géneket hordoz, amelyek a vek-
torbdl a T-DNS-t a fert6zott ndvényi sejt genomjaba integraljak. A vir gént hordozd
plazmidok t6lik fuggetlen plazmidokrél is képesek a T-DNS-t a gazda genomjaba
integralni, ha azok jelen vannak a baktériumban. A vir plazmid és a T-DNS plazmid
kilonvalasztasaval jonnek létre a binaris vektorok, hasznalatuk és manipulaciojuk
egyszerlbb, mint a meglehetésen nagyméretl teljes Ti-plazmid esetében (18).
A binaris vektor plazmidokat tartalmazd Agrobacteriummal fert6zott totipotens
novénysejtbdél stabilan transzformdlt, a transzgént a genomjaban hordozo tel-
jes novény képes regeneralddni. A jol tervezett, ismert restrikcios endonukleaz
hasitohelyeket és erés promotereket tartalmazo, meghatarozott szelekciés rend-
szerekkel rendelkezd binaris vektorok széles kore all rendelkezésre (42).

Kézvetlen transzformacio

Az Agrobacteium-medialt kozvetett transzformacid6 ma mar sok egyszikl és
kétszik(i ndvény esetében is megoldott, és ez a leggyakrabban hasznélt transzfor-
maéciés mddszer napjainkban. Kordbban az egyszikliek kbzvetett transzformacioja
nem mikodott megfelel6 hatékonysaggal, ezért fejlesztettek ki kdzvetlen transz-
formdacios modszereket is. A kdzvetlen transzformdcié esetében nem vesznek
igénybe baktériumsejtet a genetikai informacié genomba torténé beépitéséhez
(42). A leggyakoribb kozvetlen transzformaciés modszer a részecskebombazas
vagy biolisztikus transzformacio, amelyet Sanrorp és Kiein fejlesztett ki a ndvények
sejtfalan torténd athatolasra (25, 44). Elénye, hogy genotipustdl flggetlen, és
egyszerre tobb transzgén is bevihetd a novényi sejtbe. A folyamat soran a DNS-t
kis (0,5-5 um) atmérgjii hordozorészecskékre, un. microcarrierekre viszik fel.
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Ezek anyaga leggyakrabban arany vagy wolfram, mely biztositja, hogy az 6rokité
anyaggal nem lépnek kémiai kdlcsdnhatasba. A hordozok sejtbe juttatasa gén-
puskaval torténik. A részecskék felgyorsitasara hélium- vagy nitrogéntilnyomast
alkalmaznak (gondoljunk a légpuskakra). A nagy sebességre felgyorsitott részecs-
kék képesek a novényi sejtek sejtfalan athatolni, igy a sejtbe jutni (55).

Az elektroporalas, mas él6lények sejtjeinez hasonldan, a névényi sejtekben is
alkalmazhato a DNS sejtbe juttatasara. Az eljaras soran egy erds, de révid ideig
tarto elektromos impulzus pérusokat nyit a sejtmembranon, ahol a nagyobb mo-
lekuldk (plazmidok, fehérjék) bejutnak a sejtekbe. Az elektroporalast kezdetben
csak protoplasztokon (leemésztett sejtfalu névénysejt) tudtdk elvégezni, méara
azonban intakt sejteken és novényi szdveteken is alkalmazhaténak bizonyult.
Elénye, hogy eszkdzigénye kicsi és tobb sejt éli tul, mint a részecskebombazast
(47). A modszer egyszer(isége és viszonylagos hatékonysaga ellenére kevésbé
terjedt el.

A kozvetlen transzforméaciora mas modszerekkel is torténtek probalkozasok,
de ezek egyike sem hozott atuté sikereket. llyen mdédszerek az imbibicio, ké-
miai modszerek, a pollencsé modszer, liposzoémak alkalmazasa, szilikon-karbin
medialt transzformacio és az elektroforézis (42).

Az egész ndvényi sejthez hasonldan, a zold szintestek (kloroplasztok) is transz-
formalhatoék. Ennek elénye, hogy a kloroplaszt DNS-e nagy képiaszamban van
jelen (100/szintest, a zold levél egy sejtjeben pedig akar 100 kloroplaszt is lehet),
valamint, hogy kizarélag anyai 6roklédése révén a pollenben nem taldlhaté meg
a transzgén, igy az ilyen névények esetén a transzgén terjedésének kisebb az esé-
lye. Hatranya, hogy a transzgénrél termelt fehérjék zarvanyokban akkumulalod-
nak és ilyenkor térszerkezetiik is megvaltozhat, valamint, hogy a poszttranszlacios
maodositasok (13) ritkan jatszodnak le, feltehetéen a kloroplasztiszok prokariéta
eredete miatt.

A legfontosabb, allatokat megbetegité virus- vagy baktériumantigénekkel sta-
bilan transzformalt rendszereket az 1. tablazat mutatja be.

No6vényi virusvektorok alkalmazasa

Novényeket fertézé virusok felhasznaldsa soran a névényi szervezetbe, sziszte-
matikus fert6zés soran, genetikailag moédositott virus viszi be az antigén kodjat,
errél allitodik eld a termelni kivant fehérje (26). A médszer elénye, hogy nem
kell transzgenikus névényt el6allitani, ezaltal egy adott rendszer kifejlesztésének
ideje jelent6sen lerdvidil. Az igy termelheté fehérje mennyisége tobb és kisebb
az esélye a géncsendesités jelenség kialakulasanak (61). Az atmeneti expresszid
lehet&ségeit korlatozza, hogy a virusgenomba épitheté idegen gének mérete
véges (26). Akar transzgenikus névényi expressziorol, akar pedig egy névényi
alegységvakcina el6allitasa lehetséges. Az alegységvakcinara jellemz6, hogy
ellentétben a hagyomanyos attenudlt vagy inaktivalt vakcinakkal, nem tartal-
mazza a korokozé teljes antigénkészletét, hanem annak csak egy részét (alegy-
ségét), természetesen éppen azt, ami a protektiv immunitas kivaltasaért felel.
Ez az alegység lehet egy teljes fehérje az eredeti kdrokozobdl, lehet azonban
annak egy révidebb szakasza, antigéndeterminansa (epitépja) is. Vakcinazasra
az antigéndeterminans természetesen csak akkor alkalmas, ha a bevezetében
felsorolt harom feltétel teljesul, réadasul nem elegend6 az, hogy immunvalaszt
indukaljon, az is elengedhetetlen, hogy ez az eredeti kérokozéhoz mérten rend-
kival szlk szakasz olyan immunvalaszt indukaljon, ami a kérokozéval szemben
megfelel§ védelmet nyujt. A virusvektorok alkalmazasa esetén elényos, ha sike-
rul egy kérokozoé elleni protektiv immunitast ilyen expresszalandé epitép(ok)ra
leszlkiteni. A virusvektorok estén ugyanis, bar megoldhato, hogy a virusgenom
eqgy teljes idegen gént tartalmazzon, ennek a stabilitdsa a genomon beltl nem
minden esetben tokéletes, a virus replikacioja soran megszabadulhat a bevitt
géntdl (30). A stabilitds szempontjabdl elénydsebb a helyzet, ha nem a tel-
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1. tablazat. Allat-egészséqgiigyileq jelentds, stabilan eléallitott antigének
Table 1. Stable expressed antigens of veterinary importance

Kérokozo Antigén NoOvény, névényi rész  Transzforma- Hivat-
las médja kozas
Szarvasmarha virusos hasmenése virusa  tE2 fehérje dohanylevél 36
Szarvasmarha rotavirusa VP6 burgonyagumo, -levél 33
eBRV4 lucernalevél 63
Veszettség virusa veszettség glukoprotein paradicsomlevél, -termés 34
(rabies glycoprotein —
RGP)
veszettség nukleoprotein  paradicsomlevél, -termés 39
(rabies nucleoprotein —
RNP)
Baromfipestis virusa fuzios fehérje (F-protein) rizslevél, -szem 66
Keleti marhavész virusa hemagglutinin dohanylevél 22
féldimogyoroé-levél e 23
galambborsoélevél medialt 45
Sertések transzmisszibilis gastroenteritis  spike-protein ludfdlevél 14
XirTUéE\(/t)ransmissible gastroenteritis virus burgonyagumé 15
dohéanylevél 54
Ragados szaj- és koromfajas virusa (foot  VP1 fehérje ludflevél 4
and mouth disease virus — FMDV) ezrelad 9
Nyulak vérzéses betegségének virusa VP60 fehérje burgonyalevél, -gumo 5
(rabbit haemorrhagic disease virus —
RHDV)
Mannheimia haemolytica A1 leukotoxin (Lkt) fehérherelevél 28
Bacillus anthracis protektiv antigén dohanylevél 2
protektiv antigén epitop ~ dohanylevél 16
dohany z6ld szintestje biolisztikus
Clostridium tetani TetC antigén dohdny z6ld szintestje 53
Bluetongue-virus VP2 fehérje foldimogyord embrionalis  biolisztikus 1
sejtkulturaja
Kiskérédzék pestise virus hemagglutinin- galambborso 41
neuraminidaz-komplex Agrobacterium-
Japan encephalitis virusa envelope protein rizsszem medialt 60
Fert6z6 bronchitis virusa spike-protein burgonyagumo 69
Sertések légzészervi és reprodukcids matrixfehérje kukoricakallusz 19

szindrémadja virusa (porcine respiratory
and reproduction syndrome virus —
PRRSV)

biolisztikus

jes idegen gén, hanem csak a fontos epitop kédja kerdl inszerciéra. llyenkor
lehet&ség nyilik arra is, hogy ezt az epitdépot a névényi virus a felszinén va-
lamelyik fehérjében jelenitse meg, pl. egy, a névényvirus életciklusa szamara
nélkilozhetd epitdp idegen epitdpra torténd cseréjével vagy, az eredeti fehér-
jeszerkezet meg6rzése mellett, megfelel® pozicidba illesztjik a beépiteni kivant
epitopot (abra).

Ismert, hogy a ragadds szdj- és koromfajas virusanak (foot and mouth
disease virus — FMDV) kapszidja négyféle fehérjébdl épul fel. Ezek kozul az
egyes szamu (viral protein 1 — VP1) hordozza a protektiv immunitas kialakula-
saért felel6s legfontosabb epitépokat, ezért az FMDV alegységvakcina-kuta-
tasok kozéppontjdban leggyakrabban ez a fehérje all (65). A teljes VP1 fehér-
jét dohdnymozaikvirus-vektor segitségével expresszaltdk. A virussal fert6zott
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Abra. Az uborkamozaik-virus (cucumber mosaic virus — CMV) virionjanak molekuléris felszine
(A) és részleges keresztmetszeti képe (B)

Piros golydkkal jeloltik azokat az aminosavakat (58), amelyek helyére idegen eredet(

virus epitop szekvencidkat lehet ugy beépiteni, hogy kdzben a CMV fert6z6képes marad a
gazdanovényen. A keresztmetszeti (B) abran jél latszik, hogy kétféle, hatékonynak bizonyuld
beépitési pont létezik: az egyik a virion kilsé, mig a masik a virion belsé felszinén helyezkedik
el

Figure. Molecular surface (A) and partial cross-section (B) illustrations of the Cucumber
mosaic virus (CMV) virion

Red orbs indicate amino acids (58) which can be replaced by viral epitopes of foreign origin,
without loss of CMV infectivity on host plants. Two effective insertion points are clearly visible
on the cross-section figure (B), one on the outer and one on the inner surface

dohanynévény kivonataval immunizalt egerek ellenalltak a kisérleti FMDV-
fertézésnek (62). A VP1 fehérje egy 37 aminosav hosszUsagu szakaszat, ame-
lyen megtalalhaté a virus sejtbe jutasat eléseqité epitdp, bambuszmozaik-virus
(bamboo mosaic virus — BaMV) vektor segitségével expresszaltak dohanyban és
libatopban. A fehérjével sertéseket immunizaltak és a termel6dé ellenanyagok
hatékonysagat rafertézéses kisérletben igazoltak (65). Ezek alapjan ugy tlinik,
hogy e koérokozd esetében nincs szikség a teljes VP1 fehérjére a megfeleld
védelem kialakitasoz, elegendének bizonyulhat a révidebb, de megfeleléen
kivalasztott epitop is. Ez nem csak a rekombinans virus stabilitdsa szempont-
jabol lehet jelentds, hanem tébb hely maradhat a vektoron egyéb, akar mas
kérokozokbol szarmazéd epitdpok vagy adjuvans hatasu fehérjék egylttes
expresszidjara, bi- vagy polivalens alegységvakcinak eléallitasahoz.

Ugyanabbdl a koérokozébdl szarmazd, de két kuldonbdzd epitdop ko-
expresszidjanak is lehet gyakorlati jelentésége, példaul a veszettség elleni véde-
kezés esetében. A haziallatok vakcinazasara inaktivalt veszettségvirust tartalmazo
vakcindkat hasznalnak, a vadon éI6 allatok oralis immunizalasara pedig helyen-
ként rekombinans, vacciniavirus alapu, él6, csalétkekben kihelyezett vakcinakat
alkalmaznak. A veszettség virusa ellen kialakulé immunitasban két antigén jatssza
a legfontosabb szerepet: a G-protein (rabies glycoprotein — RGP), amely ellen a
neutralizal6 ellenanyagok termel6dnek, és a nukleoprotein (rabies nucleoprotein
— RNP), ami a T-sejtek aktivaciéjaért felel6s. Az inaktivalt vakcindk mindkét anti-
gént tartalmazzak, a rekombinans vakcina csak az RGP-fehérjét. Dohany- és lu-
cernamozaik-virusokban olyan kimérikus fehérjét allitottak el6, ami az RGP és az
RNP egyes, immunogenitas szempontjabdl jelentés, 22 és 14 aminosav hosszu-
s&gu szakaszaibdl all. A fertdzott novények kivonataival etetett egerek ellendlltak
a veszettségvirussal torténd kisérleti fertézésnek (67).

A kettes tipusu sertéscircovirus (porcine circovirus type 2 — PCV2) nagy gazda-
sagi jelent6séqd, vilagszerte el6forduld kérokozd, Magyarorszagon szinte a teljes
sertésallomanyban jelen van. A PCV2 elleni védekezés jelenlegi moddszere a kocak
vagy a suldék vakcinazasa. Sejttenyészeteken nehezen szaporithatod virus, ezért
az inaktivalt vakcinak gyartasa koltséges, igy gazdasagosabb alternativat jelent
az alegységvakcinak el6allitasa. Szamitégépes modellezés alapjan kivalasztott, a
protektiv immunitas kialakitasaért feltehetéen felel6s, 10 aminosav hosszisagu
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PCV2 epitép uborkamozaik-virus vektor alapu expresszidjaval olyan vakcinajelolt
készilt, ami egér- és sertésoltasi kisérletben PCV2-specifikus ellenanyag ter-
melését valtotta ki. A vakcina tervezése soran még nem volt ismert a PCV2
kapszidfehérje térszerkezete. Ezért el6szor fehérjeszerkezet-predikcids médsze-
rekkel el@allitottdk a PCV2 kapszidfehérje modelljét. Ezen a modellen kénnyen
azonosithatéva valtak azok a peptidszekvencia-részek, amelyek potencidlian ké-
pesek lehetnek az immunvdélasz kivaltasara. Id6kdzben a PDB fehérjeszerkeze-
ti adatbazisban megjelent a PCV2 virion térszerkezete, amit rontgendiffrakcios
maodszerrel hataroztak meg (24). A predikcid helyességét jol igazolja az, hogy a
kivalasztott hatékony epitdp valdban a kisérletileg meghatarozott virion felszinén
helyezkedik el. A ndvényivirus-vektorok felhasznalasaval elddllitott, allatorvosi
szempontbdl jelentés antigéneket a 2. tablazat mutatja be.

Tovabbi expresszios lehetéségek és fejlesztési iranyok

A novényvirusokkal torténd transzfekcid mellett mas lehet6ség is rendelkezés-
re all az dtmeneti expresszi6 létrehozasara: ez az agroinfiltraciéd. Hasonléan az
Agrobacterium-medialt stabil transzformacidhoz, itt is a baktériumban lévé bi-
naris plazmidba Ultetett transzgénrdl torténik az expresszid. A baktériummal
nem egy sejtet fertéznek, amibél aztan késébb egy teljes névény alakul ki, ha-
nem egy névény mar differencialt részét, leggyakrabban a levelét. Ennek soran
a T-DNS a novenysejt citoplazmajaba jut, de nem épul be annak genomjaba,
fehérjeatiras viszont dtmenetileg igy is torténik réla. Igy az dtmeneti expresszidra
jellemzéen gyorsan kifejleszthet® a rendszer és a transzformaciéhoz viszonyitva,
nagy fehérjehozam érhetd el, révidebb ideig. Az agroinfiltracié soran a leveleket
Agrobacterium szuszpenzidjaval infiltréljak vakuum vagy nyomas segitségével (21).
A modszer még nem alkalmas ipari mérték( rekombinans fehérje elédllitasara,

2. tablazat. Kulénféle névényivirus-vektorok seqgitségével eléallitott korokozo alegységantigének

Table 2. Antigens expressed

by plant virus vectors

Kérokozo Antigén Novény Vektor Hivatkozas
Ragados szaj- és koromfajas VP1 fehérje frag-  tehénborsoélevél tehénborsomozaik-virus (cowpea 56
virusa (foot and mouth disease mentum mosaic virus — CPMV)

virus — FMDV)

teljes VP1 fehérje dohdnylevél dohanymozaik-virus (tobacco 62

mosaic virus — TMV)

bambuszmozaik-virus (bamboo 65
mosaic virus — BaMV)

libatop, dohanylevél

Veszettségvirus

Sertések jarvanyos hasme-
nése virus (porcine epidemic
diarrhea virus — PEDV)

Kutyaparvovirus

Nyércenteritis-virus
RHDV
Bacillus anthracis

Szarvasmarha-herpeszvirus 1
(bovine herpes virus 1 — BHV1)

Klasszikus sertéspestis virusa

RGP és RNP dohanylevél, spenét- TMV 35
kimérafehérje levél

dohdnylevél, spenét-  lucernamozaik-virus (alfalfa 67

levél mosaic virus — AIMV)
COE dohanylevél TMV 20
VP2 epitop dohdnylevél szilvahiml6virus (plum pox 10

potyvirus — PPV)
tehénborsolevél CPMV 27
37

VP2 epitép tehénborsoélevél CPMV 8
VP60 dohanylevél PPV 11
lethalis faktor dohanylevél T™MV 6
1-és doménje
glikoprotein D dohanylevél T™MV 40
E2 protein dohanylevél potato virus X 31
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am ez az Uj eljaras folyamatos fejlesztés alatt 4ll, példaul egyes géncsendesités-
szupresszorok ko-expresszidjaval a hozam dtvenszeresére volt névelhetd (59).

Féleg a mucosalis vakcindk immunogenitasat képes ndvelni, ha fuziés fehérje-
ként az antigénhez kapcsolva, attél egy révid 6sszekdtd szakasszal elvalasztva, a
Vibrio cholerae baktérium choleratoxinjanak B alegységét (CTB) is expresszaljak.
Ez az alegység felelés ugyanis a toxin specifikus kétédéséért és a toxin bélhamsej-
tekbe jutasaért, viszont Gnmagaban nem valtja ki a teljes toxinra jellemzé hatast
(48). Hasonlo felépitésti és miikodést az Escherichia coli hélabilis enterotoxinjanak
B alegysége (LTB) (57). CTB-hez kapcsolva sikeresen expresszaltak veszettségvirus-
glukoproteint stabil transzformacié segitségével, dohanyban (51). LTB-vel egydtt
expresszaltak a sertések jarvanyos hasmenése virusanak (porcine epidemic diarrhea
virus — PEDV) egy neutralizaciés epitdpjat transzgenikus rizsszemekben. A fuzids
fehérje képes volt a bélnyalkahartyara jellemzé GM1 gangliozidreceptorokhoz vald
kotddésre (38). Alkalmasnak bizonyulhat még a nyalkahartya immunvalaszanak
erésitésére a Bacillus thuringiensis Cry1A toxinja is, ugyanis a toxin N-termindlisan
olyan alfa-helikalis szerkezet(i domén talalhato, amely nagy affinitassal rendelkezik
a sejtmembrénok irdnt. Az alfa-hélixek egyes aminosavainak diftériatoxin-epitopra
cserélése jelent6sen nem valtoztatta meg a toxin biokémiai tulajdonsagait, viszont
képes volt egér orrnyalkahartydjara oltva, a diftériatoxinra specifikus ellenanyag
termelését indukalni (17).

A flagellin antigének meglehetésen konzervalt molekuldk a Gram-negativ
baktériumok korében. Olyan, patogénasszocialt molekularis mintazatokkal ren-
delkeznek, amelyeket az epithelidlis sejtek és a dendritikus sejtek membranjan
lévé toll-like receptorok (TLR) képesek felismerni. A TLR aktivacidja végul a nem
specifikus és kdzvetett modon az adaptiv immunvélasz beinduldsahoz vezet.
Salmonella typhimuriumbdl szarmazé flagellint expresszaltak dohanyban, és az
igy el6allitott flagellinnel keverve, adjuvalni lehetett a szajon 4t adott ovalbumin
altal kivaltott immunvalaszt egerekben (12).

A ndvényekben torténd vakcina-eldallitas egyik elénye, hogy nem feltétlendl
szikséges kulon adjuvald molekulakat szintetizalni, hiszen szamos névény termel
olyan immunmodulalé hatasu anyagcseretermékeket, amelyek adjuvalé hatasu-
ak lehetnek a szajon at alkalmazott vakcinakra. llyen molekuldk az egyes névényi
poliszacharidok, szaponinok, flavonoidok, alkaloidok, fenolok (29).

Amennyiben mégis szikséges az immunvalasz segitése vagy az irdnyanak a
kijeldlése, ugy méd van az immunogén epitopok citokinekkel egydtt torténd
expresszidjara. Egyes interleukineket mar sikeresen expresszaltak noévényekben
Ugy, hogy azok funkciojukat megtartottak. Ez felveti annak a lehetéségét, hogy
az antigéneket citokinekkel egyltt expresszalva, az immunvalasz erésitheté vagy
akar a Th1-sejtes valasz irdnyaba eltolhato (46).

A novényekben eléallithatd, gyogyaszati célra hasznalhatd molekuldk nem
csak antigének vagy adjuvansok lehetnek, az expresszids rendszereket alkalmaz-
ni lehet mas bioldgiai funkcidju fehérjék gazdasagos eldallitasara is. Ezek lehet-
nek példaul monoklondlis ellenanyagok, terapias célra hasznalt enzimek, egyes
vérfehérjék, ndvekedési faktorok és hormonok (64).

A novényi szervezetekben, termd&féldon megvaldsuld antigéngyartds az
expresszids rendszerek és az epitdpazonositas fejlédésével napjainkban mar
megvalosithatd, azonban a termesztés—termelés gyakorlati beinduldsa még,
elsésorban technolégiai nehézségek miatt, varat magara. A névény szerveze-
tében 1évé antigénnek felhasznalas el6tt még szdmos tovabbi folyamaton kell
keresztilmennie, mire a célallatban vakcinaként felhasznalhatd lesz. Kozelebbi
célnak tlinik a fehérjék nagy mennyiségi termelése nagy fehérjetartalmu, egész
novényekben, majd kivonds, tisztitds és megfelel gydgyszerformara alakitas
utdn az oltéanyagként torténd felhasznalds. Ehhez képest tavolabbi lehetdség,
mire a nyersen fogyaszthaté termésekben, gyimolcsokben, levelekben, gyokér-
gumaokban annyira szigortan iranyithatd expresszié kidolgozotta valik, hogy ki-
vonas és tisztitas nélkdl olyan allando és szabalyozott mennyiségben legyen jelen
az antigén, ami megfelel& immunvalaszt indukal (43).
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Mindezekbdl kitlinik, hogy a névények vakcinagyartasi célra térténd alkalma-
zasa technikai akadalyokat ma mar nem jelent. Tébb megfeleléen kidolgozott
madszer is rendelkezésre all az antigének iranyitott szintézisére, és ha sztkséges,
akkor az antigén megfelel6 modon kiegészithetd az immunvalasz szadmara szik-

séges jelzésekkel is. Kisérletek bizonyitjak ezeknek a rendszereknek az életképes-
ségét, az igy készult vakcinak hatékonysagat és versenyképességét a hagyoma-
nyos vagy a mas rendszerekre épild Uj generacios vakcinakkal.
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Rohamosan terjed a schmallenbergvirus.
El6szor 2011 novemberében izolalték a virust Német-
orszagban. Azoéta 11 eurdpai allamban terjedt el. Né-
metorszagban mar minden tartomanyban jelentkezett
a fertézés, dsszesen 1844 allomanyban allapitottak
meg. A fert6zottség a szarvasmarha-allomanyokban
gyakoribb, mint juhallomanyokban. Svéjcban csak 2012
juniusaban allapitottdk meg az elsd esetet, azdta a 138
vizsgalt allomanybdl 135-ben taldltak ellenanyagokat.
Az osztrak monitoring vizsgalat a szarvasmarha-alloma-
nyok 89%-at taldlta fert6zottnek. A robbanasszer( ter-
jedés oka ugyanaz, mint a kéknyelvbetegség esetében:
a virust vérszivd szinyogok terjesztik. A fertézottség
mar kordbban Eurépaban lehetett, de a nem specifi-
kus tlnetek (tejcsdkkenés, 1dz, hasmenés) miatt rejtve
maradt. A viraemia révid ideig (1-6 napig) tart csak, a
klinikai tinetek is gyorsan elmulnak. A tineteket eddig
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szarvasmarhakon allapitottak meg, a kiskérédzék nem
mutatnak tlneteket a heveny fert6zés idején. Magzat-
karosodas vagy vetélés csak akkor kovetkezik be, ha
a juhok a vemhesség 4-8., a szarvasmarhak a 8-14.
hetében fertézédnek. A viruskimutatas (real-time PCR)
a heveny szakban a szérumbdl vagy EDTA-prébaval
lehetséges, vetélt magzatok esetében leginkabb az
agyvel6bdl vagy az amnionfolyadékbol vett mintabdl
lehet sikeres. Az ellenanyagok kimutatasara vérszé-
rumbol az immunfluoreszcens vagy az ELISA-préba
hasznalatos, az EDTA-proba kevéssé sikeres. Hatékony
gyogykezelés nem ismeretes és nincs vakcina sem.
Megel6zésre javasoljdk a szunyogirtast és az allatok
repellens szerrel torténd kezelését. A magzatkarositas
megel6zésére a vektormentes idében torténd termé-
kenyités is szoba johet. [VETimpulse, 2012. 21. (20.) 7.
=Vil-]



