18. VAKCINAGYARTAS

A vakcindk vagy mds néven az oltéanyagok arra szolgdlnak, hogy az immunrendszert
tdmogatva megvédje a szervezetet a korokozokkal szemben. Az oltéanyagok segitségével a
molekuldris immunrendszer hatékonyabban mikodik, a szervezet konnyebben lekiizdi a
fertozéseket. Az immunizédldsnak alapvetden két modja van, az aktiv és a passziv immunizalas.
Az aktiv immunizalas sordn antigéneket visznek be a szervezetbe, ezaltal kivaltva az antitest
termelést. Ezt a moddszert &ltaldban megelézésre (profilaxisra) hasznaljak. Passziv
immunizalas sordn mas él6lény altal megtermelt kész antitesteket juttatnak be a szervezetbe,
ezek helyettesithetik a fertdzott személy sajit antitesteit. Ez tehdt nem megeldzés, hanem
fennall6 fert6zés kezelése (terdpia).

18.1. A passziv immunizalas oltbanyagai

Az antitesteket régebben csak vérbdl lehetett
kivonni. Ehhez az antigénnel (lehet virulens vagy
attenudlt korokozd, vagy csak egy fehérje) kontrolllt
kortilmények kozott dllatokat fertoznek meg. Beindul az
ellenanyag termelés, a vérben egy-két hét mulva
megjelennek az antitestek. A vérplazmat levéve
izoldlhat6 beldle az immunglobulin frakcié. Kapacitdsa
korlatozott, idegen fehérjeként emberben immunvalaszt
vélthatnak ki és dllatvédelmi okok miatt is kiszorult a
gyakorlatbol.

Masik forras a véradasbdl szarmazo donorvér,
aminél megvizsgaljak az adott ellenanyag jelenlétét, €s a
kivalasztott tételekbdl izoldljadk az antitest frakcidt (anti-
RhD+, tetanusz, HBV, Varicella, Covid = plazmaterdpia).
Ez a folyamat a Vérkészitmények fejezethez tartozik.

Antitesteket elddllithatunk rekombinans fehérje-
ként is. De ezek alkalmazédsa nem szoritkozik a passziv. Y

. s 12 , e e . The production of an antiserum blleed;g nmunized horse from the
immunizdldsra, ezért egy kiilon fejezetben, a Monoklo- o
ndlis antitestek kozott targyaljuk. 1. dbra Vérvétel immunizdlt 16161

18.2. Az oltbanyagok torténete

Sziikebb értelemben az aktiv immunizdlds céljara készitett oltéanyagokat nevezik
vakcindnak. A feladat ebben az esetben az, hogy olyan készitménnyel oltsuk be az embereket,
ami kivaltja az immunvalaszt, de ugyanakkor nem okoz fert6zést. A vakcindk evoliciéja sordn
megfigyelhetd az a tendencia, hogy a vad tipusi teljes koérokozoktdl indulva egyre
kifinomultabban mdédositott €16 egységek egyre kisebb részegységeit hasznaltak fel.

Az els6 vakcindkban egész €10 virust vittek at emberrdl emberre vagy allatrél emberre,
mint példdul Edward Jenner tehénhiml6 oltdsa (1796), ami azon a felfedezésen alapult, hogy a
tehenek himlgjével fertdzott tehenészek nem kapjak meg az emberi himlot. Az olt4ssal az enyhe
lefolyast tehénhimlével immunizalta az embereket a sokkal sulyosabb fekete himl6 ellen. A
vakcina elnevezés is innen szarmazik (latinul vacca = tehén, vaccinus = tehénnel kapcsolatos).

Ezutan a kovetkezd termelési mddszer az €10 attenualt (legyengitett) virusok in vivo vagy
in ovo szaporitdsa volt. Attenualt baktériumokat tartalmazé vakcindkat hozott 1étre Louis
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Pasteur a 1880-as években a csirke kolera és a 1épfene (anthrax) ellen. Hisz évvel késobb
Calmette és Guerin szintén legyengitett Mycobacterium torzzsel készitettek tuberkul6zis (TBC)
elleni vakcinat (Bacillus Calmette-Guérin, BCG).

Az 1918-ban engedélyezett szamarkohogés (pertussis) elleni vakcina volt az elsé teljes
sejtes inaktivalt bakteridlis vakcina. Ezt kovetden diftéria €s tetanusz toxoidokkal kombinalték,
igy jott létre az els6 kombinalt diftéria, pertusszisz €s tetanusz vakcina (DiPerTe). A pertussis
komponenst késobb felvaltotta az acelluldris alegység vakcina, igy ez a vakcina mar csak
bakterialis fehérjékbdl 4all.

Idével kifinomultabb modszereket vezettek be, mint példaul a toxinfehérjék
formaldehides inaktivaldsaval toxoidot képeztek (pl. tetanusz, diftéria).

In vitro elséként a polio virust szaporitottdk, elobb nem idegi emberi sejtekben (Enders,
1949), majd els6dleges majom vesesejtekben (Salk, 1955). Ez jelentette a modern ipari
sejttenyésztés kezdetét.

A virusok szaporitdsa még attenudlt esetben is specidlis biztonsdgot igényelt, ezért a
tudésok az egyedi koérokozo antigéneken alapulé vakcindkat kezdtek létrehozni. Ezek az
alegység vakcindk potencidlisan biztonsdgosabbak, de gyakran kevésbé immunogének.

A poliszacharid vakcindk jellemzden bakteridlis kapszid felszinér6l szarmazoé
immunogén poliszacharidokat tartalmaznak (tifusz, pneumococcus, meningococcus).

Onmagukban gyakran nem viltanak ki megfeleld hatdst, ezért gyakran konjugdljdk
fehérjével.

Ev Esemény

1796 | vakcinazas tehénhiml6 oltassal feketehiml6 ellen (Jenner)

1879 | EI§ attenudlt bakteridlis vakcina (csirke kolera ellen)

1884 | Agyszovetben tenyésztett €10 attenudlt virus vakcina (veszettség ellen)

1897 | Loszérumbdl késziilt vakcina (bubdpestis ellen)

1918 | Teljes sejtes inaktivalt bakteridlis vakcina (szamdrkohogés/pertussis ellen)

1923 | Inaktivalt bakteridlis toxin (=toxoid) vakcina (torokgyik/diftéria ellen)

1931 | Az elsd jévahagyott fagyasztva szdritott vakcina (himld ellen)

1949 | Kombindlt vakcina (diftéria, tetanusz, teljes sejtes pertussis = DiPerTe)

1949 | Enders féle, nem neurdlis emberi sejtekkel in vitro termelt virusvakcina (gyermek-
bénulds/poliomielitis ellen)

1954 | Collier javitotta a himld vakcina fagyasztva szdritdsat (szdllithatéva valt)

1955 | Inaktivdlt virus vakcina elddllitdsa in vitro els6dleges majom vesesejteken
(gyermekbénulés ellen)

1962 | Emberi diploid sejtvonal (WI-38) 1étrehozdsa (Hayflick)

1977 | Az utols6 himlg eset laboratériumon kiviil

1986 | Eleszt6ben eléallitott rekombinans virusszerti részecske (VLP) vakcina (hepatitis B)
1987 | Konjugalt poliszacharid-fehérje vakcina (Haemophilus influenzae b)

1998 | Nagy tisztasdgu vakcindk elddllitdsa (hepatitis A)

2005 | plazmid DNS vakcina (nyugat-nilusi 14z)

2020 | RNS vakcina (Covid-19)

1. tdbldzat A vakcinagydrtds torténete

18.3. A vakcinak tipusai

A vakcinagyartas klasszikus paradigmaja a koérokozo izolédlasa, néha inaktivalasa, és a
kérokoz6 vagy korokozd osszetevd bevitele az emberi szervezetbe. Ezt az elvet még ma is
eredményesen haszndljak az egész vildgon.



A Licensed for use

Vaccine type PAMP Examples Adjuvant Booster
(route if not IM/ID)
Live attenuated Endogenous Measles None Yes
Mumps None Yes
Rubella None Yes
rVN‘J Rotavirus (oral) None Yes
Yellow Fever None No
Chicken pox None Yes
Polio Sabin (oral) None Yes
Live zoster None No
BCG None No
Influenza None Annual
(nasal: FluMist)
Killed Intrinsic Whole cell pertussis None Yes
Polio Salk None Yes
Intrinsic Seasonal influenza None Annual
r‘_l\,,rf Fluad for > 65 yr. MF59 Annual
Incorporated* HPV Guardasil 9 Alum Yes
HPV Cervarix AS04 Yes
Toxoid None Diphtheria Alum Yes
Tetanus Alum Yes
Recombinant None Hep A Havrix Alum Yes
subunit Hep A Vagta Alum Yes
Hep B Engerix-B Alum Yes
Hep B Recombivax  Alum Yes
HepA/Hep B Twinrix Alum Yes
‘ r Hep B Heplisav-B CpG Yes
Acellular pertussis Alum Yes
Zoster Shingrix AS01B Yes
Influenza Flublock None Annual
Conjugate None MenB Bexsero Alum Yes
MenB Trumenba Alum Yes
Pneumococcal Alum Yes
Prevnar 13
HiB Alum Yes
Polysaccharide None Pneumococcal None Yes
polysaccharide
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Az immunogén hatédst hordoz6 egység nagyon sokféle lehet, a teljes kérokozotdl az
egyetlen epitépot tartalmazé makromolekuldig (2. dbra).

A vakcindk fejlesztésénél egyszerre van jelen egyfajta konzervativizmus és az Uj
megolddsok keresése. Példaul toxoidon alapulé modern diftéria vagy tetanusz bakteridlis
vakcindk ma is az 1930-as években kifejlesztett eljards javitott valtozataval késziilnek. A
kanyaré, mumpsz és rubeola (MMR) vakcindt tobb mint 30 évvel ezeldtt alakitottdk ki. A
tovabbi folyamatfejlesztés a gyartasi problémak elharitasara, 4j kombindciok kialakitasara (pl.
ProQuad = Varicella + MMR) vagy a formuldzas javitdsdra iranyult. Ezeket fejlesztéseket
altaldban nem védik szabadalmak, de a gyartds bonyolultsdga és a kritikus pontok titkossdga
megneheziti a versenytdrsak piacra lépését. Mas vakcindk esetében Uj megkozelitéseket
alkalmaztak a biztonsdgosabb és olcsbb gyartds érdekében. Példdul a polio vakcindkndl a Salk
féle inaktivalt vad tipusu virust tartalmazoé oltdanyag mellett megjelent a szajon at adhat6 és
olcsébb, attenudlt Sabin oltéanyag is. Jelenleg mind a kettd része a gyermekek oltasi
protokolljdnak. A vakcinatipusok fejlédésével a gyartasi folyamatok is fejlodtek.

A hagyomdnyos vakcindk a koérokozd egészét tartalmazzdk, de ezek nem okoznak
betegséget, mivel legyengitett vagy inaktivalt formakat hoznak létre. Sok éltalanosan hasznalt
vakcina ezekbe a klasszikus kategdridkba tartozik. Az ilyen teljes kérokozé vakcindk erds
immunvalaszt vélthatnak ki, mivel a kérokozo 6sszes epitopjat tartalmazza. Ez az elv azonban
nem minden kérokozé esetében mitkddik és biztonsagi kockdzatok is felmeriilnek.

18.3.1.1 Inaktivdlt vakcindk

Az inaktivalt kérokoz6k immunitdst indukalé hatdsat mér a 19. szdzadban leirtdk. Ennek
alapjan fejlesztették ki az inaktivalt vakcindkat, amelyeknél a korokozot vegyi anyagokkal,
hovel vagy sugarzéssal elpusztitjak, de kapott anyag immunogén tulajdonsdga megmarad.

Ezesetben probléma lehet, hogy akadhat kis szdmu olyan mikroba, ami nem pusztult el,
igy fertézést okoz. Az inaktivalas torténhet példaul hdvel, de ezt ritkan alkalmazzdk, mivel
ekkor az antigén tulajdonsagért felelOs fehérjék is denaturdlédhatnak. Ehelyett inkdbb kémiai
reagenseket haszndlnak. Olyan szerek johetnek szamitasba, amelyek szelektiven kérositjak a
DNS-t, ugyanakkor az epitdp fehérjék nem kdrosodnak. Jellemzden formaldehidet, vagy
alkilezd szereket, mint az etilénimint és szarmazékait valasztjak.

18.3.1.2 Elé, attenudlt vakcindk

A tenyésztési technikék fejlodése lehetdvé tette az €10, attenualt ("legyengitett") vakcindk
kifejlesztését, amelyek a kérokozo €16, szaporodoképes, de laboratériumban legyengitett, azaz
betegséget nem okozo véltozatat tartalmazzdk. Ilyen tipusu vakcindkat viszonylag egyszeriien
l1étre lehet hozni bizonyos virusokbdl, de joval nehezebb eldéllitani az Gsszetettebb kérokozok,
példaul baktériumok és parazitdk esetében.

Ilyen vakcindnak tekinthetd a Jenner altal empirikusan haszndlt tehénhimld virus
(Vaccinia bovis) is, de ez nem mesterséges fejlesztés eredménye, hanem az evolticiéban spontdn
jott 1étre. A mintegy szdzéves BCG oltds (BCG = Bacillus Calmette-Guérin) az emberben és
tehénben egyardnt tuberkuldzist okozd Mycobacterium bovis torzs tizennégy éves
laboratériumi tenyésztéssel 1étrejott attenudlt valtozata. E vakcina hatékonysdga és az
immuniz4icid tartéssdga valtozo, de a keresztimmunitads révén mas Mycobacterium fajok ellen
is véd.

Az attenudlt virusvakcindk kozott j6 példa a kanyard, mumpsz €s rubeola elleni kombinalt
oltds (MMR). Ezek a vakcindk mar egy vagy két adag utdn erds immunvélaszt valtanak ki, és
élethosszig tarté immunitdst adnak.




Az attenualt torzsek veszélye, hogy reverziok torténhetnek, ami betegség kialakuldsahoz
vezethet. Ezért a vakcindkat gyakran ellendrizni kell. Az eljards elOnye viszont, hogy er0sen
ragdlyos betegség esetén a legyengitett kérokoz6 spontdn szérédhat a populdcidban, s
immunizédlhatja az oltdsban nem részesiilteket is. (Ugyanakkor a spontdn szorédas kdzben is
lehet reverzid!).

A teljes koérokozot tartalmazd oltéanyagok kozé tartoznak a modern géntechnoldgiai
eljarasokkal 1étrehozott kiméravirusok is. Ezek két vagy tobb virus génjeit tartalmazzak,
példaul egy artalmatlan virus tokfehérjéit a patogén viruséra cserélik ki.

Toxoid vakcindk

Mais bakteridlis betegségeknél, mint példaul a diftéria és a tetanusz, nem is maga a
baktérium okoz kért, hanem altala szekretélt, betegséget okozé fehérjék (toxinok). A védekezd
emberi szervezet ezek ellen is termel semlegesitd antitesteket. A vakcina célja ilyen antitestek
generdldsa az epitdppal rendelkezd, de nem mérgezd fehérjékkel. Ezek a toxoid vakcindk a
baktérium altal termelt toxinok kémiai mdodositasaval, inaktivalasaval hozhatok 1étre.

18.3.1.3 Alegység vakcindk

A teljes kérokozo helyett annak csak egy jellegzetes, erdteljes immunreakciot kivaltd
feliileti fehérjéjét, egy epitopjat allitjak eld és adjdk be a megvédendd személynek. Ezt a
molekuldt rekombindns fehérjeként egy drtalmatlan gazdaszervezet felhaszndldsdval
termeltetik. A gyartas €s a termék biztonsagosabb és egyszeriibb, mert a kérokozé egyaltalan
nincs jelen. Az igy kapott egy-epitopos antigének viszont nem mindig véltanak ki hosszu tava
immunitést.

Ha a vakcina csak a legfontosabb antigén(eke)t tartalmazza, akkor sokkal kevesebb lesz
a mellékhatds is. Ezt jol szemlélteti az j generdcids pertussis (szamarkohogés) vakcinak
kifejlesztése. Az 1940-es években bevezetett elsd pertussis vakcindk inaktivalt Bordatella
pertussis baktériumokbdl dlltak. Bar hatékonyak voltak, az egész sejtes pertussis vakcina
gyakran okozott kisebb mellékhatdsokat, 14zat, illetve az oltds helyének megduzzadasat. Emiatt
sokan nem olttattdk be magukat. Az 1970-es évekre a csokkend oltdsi ardny a fertdézések
gyakorisdganak novekedését eredményezte. Ekkor fejlesztették ki az acellularis (sejtet nem
tartalmazo) pertussis vakcinat, amely a B. pertussis sejteknek csak egyes izolalt és tisztitott
OsszetevOit tartalmazta. Ezek az oltéanyagok hasonléan hatékonyak, mint a teljes sejtes
vakcinak, de sokkal ritkabban okoznak mellékhatasokat.

A géntechnoldgia korszaka az 1970-es években kezdddott. Egy évtizeddel késébb a
rekombinans DNS-technol6giat mar az els6 rekombindns fehérje vakcina, a hepatitis B vakcina
kifejlesztésére hasznéltdk. A vakcina antigén a hepatitis B virus egyik fehérjéje, amit a virus
génszakasz €lesztd sejtekbe iiltetésével termeltetnek.

18.3.1.4 Virusszerii részecskék (virus-like particle, VLP)

A virusok burokfehérjéinek "onosszeszerelése" a kristdlyképzodéshez hasonléan spontan
végbemend, energiacsokkenéssel jaré folyamat. A virus rekombinans fehérjeként megtermelt
tokanyagai a gazdasejtben vagy akdr in vitro is képesek Osszedllni, egy ,,iires”, nukleinsav
nélkiili tokot formalni. Ezek a virusszerii részecskék (virus-like particle, VLP) a természetes
virus 4ltal kivaltotthoz hasonlé immunvdlaszt valtanak ki, de a nem tudnak szaporodni, mert
nem tartalmaznak informdaciét hordozé nukleinsavat. Enélkiill pedig nem milkodik a
virusreplikaci6.

Az 1990-es évek elején felfedezték, hogy a human papilloma virus (HPV) kiilsd héjabél
szarmazd fehérjék olyan részecskéket képezhetnek, amelyek nagyon hasonlitanak a kész
virusra. A tokfehérjét rekombindns tdton elddllitva a spontdn létrejott VLPk vakcinaként
hasznalhat6 fehérje antigének.




18.3.1.5 Poliszacharid vakcindk, konjugdlt vakcindk

Az immunreakciot kivaltd epitopok nem mindig fehérje mintdzatok, részben vagy
teljesen poliszacharidokbdl allhatnak. Jellemzden egyes fert6zd baktériumok kiilso felszinén, a
sejtfalhoz kotve taldlhatok. Kézenfekvd, hogy ezeket a molekuldkat is fel lehet hasznélni a
védooltasokban. Az elsé engedélyezett ilyen oltéanyag a Haemophilus influenzae B tipusa
(Hib) elleni poliszacharid vakcina volt. Hasznalhatésaga azonban korlatozott volt, mivel nem
valtott ki elég erds immunvadlaszt a kisgyermekeknél — éppen abban a korcsoportban, ahol a
leggyakoribb a Hib-fert6zés. Ez vezetett az ugynevezett konjugdlt vakcindk kifejlesztéséhez,
amelyben a Hib-poliszacharidhoz egy fehérje antigént csatoltak, ez kisgyermekeknél erdsebb
immunvalaszt és jobb védelmet biztositott. Ma a Hib-en kiviill konjugdlt vakcindkat
alkalmaznak a pneumococcus és meningococcus fertdzések elleni védelemre is.

18.3.1.5 Nukleinsav vakcindk
A vakcindzds egy masik megkozelitése, hogy nem magét az antigént vagy antigéneket
vissziik be a megvédendd szervezetbe, hanem az azt kddol6 genetikai anyagot. A szervezet sajat
sejtjei ennek alapjan maguk 4llitjak el6 az antigént. Az immunvalasz ugyanolyan erds és tartos,
mint az el6zéeknél, viszont a vakcina stabilitdsa kival6 (a nukleinsavak stabilabb vegyiiletek,
mint a fehérjék) és a nagyiizemi gyartds is egyszeriibb.

A DNS vakcindk a természetben megtaldlhaté plazmidok genetikai 4talakitdsaval jonnek
l1étre. Ezeket a prokariotdk genetikai manipuldciéjandl vektorként hasznéljuk, szinte tetszdleges
fehérje génjének bevitelére €s kifejezésére, expresszidjara alkalmasak. Vakcinaként az
immunvalaszt kivaltod epitdp fehérje génjét épitjiik be a plazmidba, €s ezt bejuttatva atirédik a
testi sejtekben. A plazmidok szabds-varrdsa és gyartdsa jol ismert, bejaratott technika, emiatt
viszonylag gyorsan lehet vakcinat fejleszteni a kialakuléban 1év6 vagy tjra felbukkané fert6z6
betegségek ellen. Ilyen elven mikodé vakcindkat fejlesztettek ki elészor 2003-ban, majd a
H5N1 madérinfluenza ellen 2005-ben, a HIN1 pandémids influenza ellen 2009-ben €s a Zika-
virus ellen 2016-ban. A vakcindba bevonand¢ virus gének kivalasztasatol az embereken végzett
klinikai vizsgdlatok megkezdéséig eltelt id6 ezalatt 20 honaprél mintegy harom hdénapra
rovidiilt.

A DNS mellett a messenger RNS (mRNS) is alkalmazhat6 vakcinaként. Elonye a DNS-
hez képest, hogy a fehérje legyartdsaban a két 1épés (transzkripcid, transzlacid) koziil csak a
masodikat kell végrehajtani. A molekula gyorsan (1-2 nap alatt) elbomlik, nem marad a sejtben,
igy nem zavarja meg annak miikodését.

A nukleinsavak bevitelének megvan az a hatranya, hogy aktivaljak a velesziiletett (innate)
immunrendszert, nem-specifikus, gyulladasszerli folyamatok indulnak meg. Ez a mellékhatas
nagyrészt elmarad, ha az uridin helyett mddositott bazisokat épitenek be az RNS lancba. Két
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3. dbra Az uridin analdgok szerkezete



szerkezetanalog johet szdmitdsba, a pszeudo-uridin és az NI-metil-pszeudo-uridin. Ezek
alkalmazdasédval a fehérjeszintézisben betoltott szerep csak kis mértékben valtozik, viszont a
velesziiletett immunrendszer szenzorai nem érzékelik az RNS molekuldt. Kariké Katalin
legnagyobb felismerése abban all, hogy az anal6gok alkalmazdsdval lehetové tette a mRNS
human alkalmazaséit.

Ezenkiviil a mRNS-ek potencidlisan sem integrdlédhatnak a gazdaszervezet genomjéba,
és az antigén expresszié folyamata sordn természetes uton lebomlanak. Ezek a jellemzdk azt
mutatjdk, hogy az mRNS-vakcindk sokkal biztonsdgosabbak lehetnek, mint mds vakcindk

Mas, a génmanipulacidban hasznélatos vektorokat is alkalmazhatunk a vakcindk
kialakitdsanal. Egyes vakcindk artalmatlan virust vagy baktériumot hasznédlnak vektorként vagy
hordozéként, hogy a genetikai anyagot bevigyék a sejtekbe. Ezek a rekombindns vektor
vakcindk el0bb az éllategészségiigyben jelentek meg, késdbb alkalmaztik humdn célokra is.

Tovéabbi érdekes lehetdség: az emberre 4artalmatlan Vaccinia virus genomjaba is
beiiltethetd a Hepatitis B virus tokfehérje génje, igy ezzel a rekombindns virussal a Hepatitis B
ellen lehet oltani az embereket.

A fehérje alegység antigének bevitelére, az immunrendszer szamdra torténd bemutatasara
egy Uj stratégia a nanorészecskék (nanoparticles) felépitése. Ehhez megfeleld lehet a példaul
ferritin molekula, amely az emberi szervezet vérben keringd sajat anyaga. EbbOl akér 24
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molekula is képes 0sszekapcsolddni €s a komplex mérete eléri a 8-12 nm-t. Ebbe lehet beépiteni
az antigén fehérjéket. Ilyen tipusu vakcindkat az influenza, a MERS virus és az Epstein-Barr
virus ellen fejlesztenek.

A vakcina hatékonysdga és biztonsdgossdga sokszor forditott kapcsolatban van
egymassal. Amig az egész kérokozdé van jelen inaktivalt vagy legyengitett formédban, addig
megvan az esély a reverziora, a betegség létrejottére. Ha a korokozonak csak egy alkotdjat
haszndljuk oltéanyagként, akkor ez a vesz€ly nem dall fenn, de az egyetlen epitép miatt a
hatékonysag gyakran gyengébb (4.abra).

18.4. Technologiak

Legelsd, Osrégi mddszer: “testrdl testre”, Jenner modszerével. a tehénhimld €s a fekete
himld kozotti keresztimmunitést kihasznélva a tehén testén képzddott holyag valadékat, benne
a virusokat az emberi boron ejtett karcoldsba dorzsolve vitték be az antigént. Ehhez nem kellett
gyartdsi technoldgia, a vakcina, mint termék csak addig a néhany percig 1étezett, amig a
valadékot atvitték egyik testrdl a masikra.

A feladat végrehajtdsa szempontjabol érdemes kettéosztani a vakcina gyartasi
technoldgidjat a baktériumok elleni €s a virusok elleni oltéanyagokra.

A baktériumokat hagyomdnyos fermentacios technoldgiaval elszaporitjak azzal a
kiillonbséggel, hogy igen szigori biztonsagi eldirdasokat kell betartani a gyartds sordn. Az
attenualt torzsekkel kevesebb a gond, hiszen azok méar nem okoznak megbetegedést. Azoknal
a patogén torzseknél viszont, amelyekbdl késobb inaktivalassal késziil a vakcina, a teljes
zartsdgot térben és idoben mindaddig fenn kell tartani, amig €l6 kérokozo el6fordulhat. A
containment fenntartdsa a fermentacié sordn altaldaban nem iitkozik nagy nehézségekbe, a fo
gondot inkabb a feldolgozasi technoldgia okozza. A feldolgozas sordn minden csOvezetéket,
szerelvényt, berendezést, szabdlyoz6 elemet gy kell kialakitani, hogy onnan semmiféle €16
mikroba nem keriilhet ki a rendszerbdl. Id0ben a containment-et egy késziilékre vagy szakaszra
akkor lehet feloldani, ha a belsd teret igazolhat6an megtisztitottak és fertOtlenitették. A helyben
tisztitasra (CIP = cleaning in place) altaldban natrium-hidroxidos vagy formaldehides mosast
vagy hosszabb dztatist irnak eld. Az eljards program szerint végrehajtott mosési és Oblitési
ciklusok sorozata. A késziiléket szétszerelni, pl. szlirbetétet cserélni csak ilyen tisztitds utdn
lehet. A mosdvizeket sokszor nem engedik egyenesen a szennyviz rendszerbe, hanem egy
gyljt6 tartdlyban felfogjak és csak artalmatlanitds utdn engedik tovabb.

A baktérium sejttomeg inaktivalasat rendszerint vegyszeres kezeléssel (formaldehid,
etilénimin) hajtjdk végre.

Minden gydgyszerkészitménynél fontos mindségi kovetelmény az endotoxin-mentesség.
A baktérium alapu termékeknél ez hatvanyozottan igaz, mivel ezek termelik az endotoxinokat.
Ezek kis méretli lipoproteinek amelyek a magasabb rendt szervezetekre karosak. Noveli a
veszElyt az, hogy stabil anyagok, a hdsterilezés vagy vegyszeres kezelés sordn nem bomlanak
el, st a sejtek pusztuldsa sordn kiszabadulva hatdsuk még fokozddhat is. Az endotoxinok egy
csoportja a pirogének, avagy lazkeltd toxinok. Ezek elimindldsara, illetve mérésére kiilon
modszereket irhatnak eld.

Meéretiik szerint nehéz elkiiloniteni ket a szamunkra hasznos fehérjéktdl, ezért 4ltalaban
adszorpcios megkotést alkalmaznak.



A toxintermeld baktériumok altal okozott betegségek egy részénél nem is a baktérium
okozza a sulyos tiineteket, hanem a toxin. A szervezet a toxinok ellen termelt ellenanyagokkal
veszi fel a kiizdelmet, ugyanolyan mechanizmussal, mint a sejtes epitopok esetén. Az ilyen
megbetegedések esetén a vakcindlas célja nem a kérokozok, hanem a toxin elleni antitestek
termelésének kivaltasa. A legismertebb toxintermeld mikroorganizmusok €és a kivéltott
betegség:

Clostridium tetani — ,,merevgorcs”, ,,nyakszirtmerevedés”
Clostridium botulinum —izombénulas, ,,botulizmus”
Corynebacterium diphteriae — ,torokgyik”

5. dbra Tetanuszos izomgorcsben elhunyt beteg

Erdekességek: a C. botulinum mérgezés legtobbszor a rosszul hékezelt élelmiszereknél fordult eld. A
Clostridiumok anaerobok, tehdt a légmentesen lezdrt konzervekben is tudnak szaporodni és toxint termelni.
Rdaddsul a konzerv kibontdsa utdn hidba fozik meg iijra az ételt, a hodllo toxin mérgezé marad. Manapsdg a toxint
botox néven a szépségipar haszndlja a mimikai izmok bénitdsdra.

A torokgyik, mint betegség onnan kapta a nevét, hogy a torokban okoz gyulladdst, duzzanatot, és a
nydlkahdrtya nagyobb feliileten egyben levdlik. Ezt a beteg felkohogi és az dosszepondorodott hdartya alakja gyikhoz
hasonlithato.

A védettség kialakitdsdhoz nem alkalmazhatunk valédi toxint, ehelyett ennek is a
,legyengitett”, modositott formdjaval valtjdk ki az immunvélaszt. A mddositott, inaktivalt
toxint toxoidnak nevezik. A mikroba altal termeltetett toxin inaktivdldsa megoldhat6é kémiai
reakcioval (tipikusan formaldehiddel) vagy hokezeléssel.

Misik megoldés a torzs genetikai médositdsa, a toxin génjét ugy valtoztatjdk meg, hogy
az ne valtson ki tiineteket, de az epitop ne véltozzon.
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6. dbra Toxin és toxoid

Akar €10 attenudlt, akar inaktivalt virusokbdl készitiink vakcinat, mindenképpen sziiksé-
ges a virusok szaporitdsa. A virusok viszont tdptalajon vagy fermentacioval nem szaporithatok,
mivel abszolut parazitdk, sziikségiik van egy gazdaszervezet funkcidira és anyagaira. Szapori-
tasukhoz tehat €10 és specifikus sejtek kellenek. A specifitds itt azt jelenti, hogy a virusok csak
bizonyos fajok bizonyos szoveteit fertdzik meg. Az emberre veszélyes virusok altalaban sza-
porithatok majmokban, némelyik ragcsalokban, sertésben is. A COVID-19 virus példdul meg-
betegiti a menyétféléket (nyérc, vaddszgorény) is. A virusok szaporitdsa gerinces éllatokban
laboratériumi szinten bevett gyakorlat, de ipari 1€ptékii technoldgiaként nem alkalmazhat6 rész-
ben bioldgiai, technikai, részben dllatvédelmi okok miatt. A specializdlatlan sejtek viszont szé-
leskortien haszndlhaté a virus szaporitdsra. Ilyen sejteket az embridkban taldlhatunk. Ipari
szempontbdl a leginkabb elérhetd embrid a csirkeembrid, vagyis az el0keltetett tojas. A tojas
tovabbi eldnye, hogy kis egység 1évén befert6zddése esetén kisebb lesz a kar, tovabba nincs
benne immunvaélasz. Gydgyszeripari célra csak csiramentes tojds hasznalhat6 fel, igy ezt egy
specidlis tojodllomany segitségével allitjak eld. Ezek a tyikok sziiletésiiktol kezdve steril koriil-
mények kozott élnek, véddoltast sem kapnak, hogy az immunrendszeriik minél intaktabb le-
gyen. Az ilyen tyuikokat SPF (specific pathogen free) dllomanynak nevezik és az &ltaluk

eléallitott tojas az SPF tojas.
Erdekesség: Magyarorszdg jelentos exportor az SPF tojdsok piacdn. Ez jo iizlet, a tojdsok dra akdr hiisszo-
rosa is lehet a normdl, étkezési tojdsnak.

10



18.4.3.1 Vakcina gydrtds tojdasban
Az SPF tojést keltetdgépben eldkeltetik 8-11 napig, majd steril koriilmények kozott
fogaszati firéhoz hasonld eszkozokkel kilyukasztjdk és meghatdrozott helyre, példaul az
amnion hértyara fecskendezik a virust. A nyildst aszeptikusan lezarjak, és a tojist 2-3 napra
visszateszik a keltetdgépbe. Ezutdn a tojast megnyitjdk és az kiszivjdk a virustartalmu
folyadékot. Ez a mddszer sajnos eléggé koriilményes és sok kézi munkat igényel.

L

7. dbra SPF tojdsok megnyitdsa virus aratdshoz
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Esettanulmdny: hagyomanyos influenza vakcina
gydrtdsa csirkeembriéban

A legnagyobb tomegben tojdsokban készi-
tett vakcina az évi rendszeres influenza elleni vé-
dooltas. Az influenza virus nagyon valtozékony,
legaldbb negyven altorzse van jelen az emberi
populédcidoban. A WHO évente szakértdi elOrejel-
z€st készit arrdl, hogy a kovetkez6 évben melyik
harom altorzs jarvanyos elterjedése varhatd. A
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9. dbra Trivalens influenza Distribution

vakcina termelése tojdsban

18.4.3.2 Vakcinagydrtds sejttenyészetekben

Nagyobb Iéptékben és rugalmasabban alkalmazhat6 a sejttenyészetekben torténd virus
tenyésztés. Az egész gazdaszervezet helyett csak szoveti vagy dedifferenciélt sejtvonalon
szaporitjuk a virust. Az éllati sejtek tenyésztésérdl részletesebb leirds a rekombindns fehérjék
gyartasandl olvashatd.

A technoldgia ebben az esetben is két szakaszra oszthaté. Elébb a sejteket kell
elszaporitani, utdna kovetkezhet a virussal torténd fertdz€s. A sejt szaporitds mddja szintén a
rekombinans fehérjék gyartasanal talalhato, itt csak annyit jegyziink meg, hogy méas késziilékek
sziikségesek a kitapadd (anchorage-dependent) sejtek és a szuszpenzidban novekedd sejtek
esetén. A tenyésztés célja ebben az esetben a nagy sejtkoncentracio, nem egy termelt fehérje.
Megfeleld sejtszam elérésénél kovetkezik a virusok rdoltasa. A virusokat is egyfajta working
»cell” bankban taroljdk, innen veszik el az oltéanyagot. Ennél a 1épésnél fontos paraméter a
virusok szdma. Ha kis szamu virussal oltanak (pl. a virus szdm két nagysdgrenddel kisebb, mint
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10. dbra Inaktivdlt virusvakcina gydrtdsa

a sejtek szama), akkor két generaciot, két virusszaporodasi ciklust kell kivarni. Ha viszont a két
szdm egy nagysagrendben van (pl. ~2 virus/sejt), akkor egy ciklusban elérheté a maximalis
virus titer. A fertdzés utdn 10-36 6rdn keresztiil tart a virusok szaporodédsa. A tenyésztési
paraméterek, pl. a tdpoldat optimdlis Osszetétele, pH-ja, homérséklete eltérd lehet a
sejtszaporodési szakaszhoz képest.

A kapott virus szuszpenzié feldolgozasa a szaporitdas kozegétdl fiiggetleniil hasonléan
torténik. A virusok hatdséra a sejtek a sejtek lizalnak, a sejttormeléket nagy g-vel, csOcentrifu-
dval valasztjdk el. Az attenudlt virusok
mehetnek a tisztitds és formuldzas irdnyéba,
az patogén virusok viszont inaktivdldsra | Vizeldkészités |
keriilnek. Az inaktivadlasndl az a nehézség,
hogy a virusok nukleinsav alloményéat kell | Tépoldat készités | | Sejt inokulum |
haszndlhatatlanna tenni ugy, hogy kozben az | T
epitopokat alkotd, lényegesen érzékenyebb | Sejllent'észtés | Viras inoKalum
fehérje molekuldk ne vdéltozzanak meg. |—y—|
Leginkdbb szelektiv kémiai reagenseket,
alkilez6 szereket hasznalnak (etilénimin, bis- |
etilénimin). Ezek nagyon reaktiv vegyiiletek, l

ezért rendszerint az alkalmazis elOtt, a | Centrifugalas |

helyszinen allitjdk el6. Mivel a DNS-sel [«
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reagalnak, er0sen rakkeltdek, emiatt minden | Inaktivalas | | Tioszulfat |
1épést elszivo fiilkében, kiilonleges védo- ” |
eszkozokkel végeznek. Az inaktivalé oldat | K6z6mbosités |

bevitele utdn a reakci6 virustdl fiiggden 2-24 l

oran keresztiil folyik. Ekkor feleslegben | Ellenérzés |
natrium-tioszulfat oldatot adnak az oldathoz, l

ez elbontja a maradék etilénimint. A tételbdl —
s 4 po. Formulazas |

mintdt vesznek és ellendrzik, hogy nem

maradt-e benne még €16 virus. Ez a vizsgélat l
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szigordan lezdrva a hidegszobdban +4 °C-on

taroljak. A negativ eredmény utdn lehet a

tételt felszabaditani €s tovabbi feldolgozdsra

atadni. Az €16, patogén virusokndl a contain-

ment-et eddig a pontig fenn kell tartani. Tehét

11. dbra Inaktivdlt virusvakcina gydrtdsdnak
blokksémdja
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a virus beaddsitdl a felszabaditdsig minden berendezést, szerelvényt és csdvezetéket végig
hermetikusan zartan kell kezelni, tilos megbontani mindaddig, amig az adott részt nem
fertétlenitik, szanitizaljak.

Az eddigi 1épések eredménye mind az attenuélt, mind az inaktivélt virusok esetében egy
artalmatlan virus szuszpenzid. Ennek koncentraciéjat sziikség esetén mikrosziréssel lehet
novelni, de altaldban a készitményt inkabb higitani kell a megfeleld hatés beallitdsa érdekében.
A formuldzds soran puffercserével, stabilizitorok hozzdadasdval jon létre a vakcina, amit
felhasznalasi tételekbe szerelnek ki. A teljes technoldgia blokkvézlata a 11. dbran l4thato.

18.4.3.3 Alegység vakcina gydrtds

A teljes kérokozé helyett annak csak egy jellegzetes, erdteljes immunreakciét kivaltd
feliileti fehérjéjét, egy epitdpjat allitjak eld és adjdk be a megvédendd személynek. Ezt a
molekuldt rekombindns fehérjeként egy artalmatlan gazdaszervezet felhaszndldsaval
termeltetik. A gyartds és a termék biztonsagosabb és egyszeriibb, mert a kérokozé egyaltalan
nincs jelen. A K+F folyamat 1épései ugyanazok, mint barmely mds rekombinédns fehérje
esetében:
az antigén fehérjét kodolo gén izoldldsa, esetleg szintetizalasa
bevitel egy j6l kezelhetd gazdaszervezetbe, expresszalas.
A fehérje eldallitasa fermentacidval.
Feldolgozas, tisztitds
Adjuvalas

ARl

Adjuvdlds

A fehérjéket tartalmazé (toxoid, alegység, konjugdlt, VLP) vakcindk gyartasi
technolégidjanak utolsé miivelete mindig az adjuvdlds. (Az elnevezés a latin adiuvo, adiuvat =
segit, tamogat, elO0mozdit szobol szdrmazik, mivel a miivelet felerésiti az antigén
tulajdonsagot). Az adjuvansok olyan anyagok, amelyek nem specifikus immunvélaszt véaltanak

PEODUCT ACTIVE COMPCIENT HUMAN VETEETINAR Y EXP Ihihd

MINER AT, ADTUVANTS

Alhydrogel 1.3% aluminium hydrozide + + +
Alhydrogel 2.0% aluminium hydroxide + + +
Alhydrogel "85" aluminium hydroxide + + +
Adu-Phos 2% aluminium phosphate + + +
Calcium phosphate adjuvant cal dum phosphate + + +
Cmil-4A saponin adjuvant thterpencdd glycoside - + +
Frgund Sttt plete Minera o1l + emulsifier - + +
adjuvant

teunilbomeplibe dilinmant Minera cil + emulsifier + WD ) ) n

tuberculosis

2. tabldzat Kiilonbdzé adjuvdns anyagok (katalogus részlet)
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ki, mintegy el0készitik a terepet a specifikus hatdsu antigének elleni immunreakcié eldtt. Az
adjuvdnsok ©onmagukban gyulladdsszerli 4llapotot hoznak létre a kezelés helyén, ezzel
felkészitik az immunrendszert. Ett0l erOsebb/tartésabb immunvalasz alakul ki (2-3-szoros
novekedés!), azaz kevesebb vakcinat kell alkalmazni és tovabb eltarthaté a készitmény. A teljes
(attenudlt vagy inaktivalt) vakcindk esetében nem sziikséges az adjuvalds, mert a szilard
részecskék onmaguk is adjuvans hatdsiak.

A hasznélt anyagok ko6zott vannak szilard (kolloid méretii aluminium-hidroxid és -foszfat
szemcsék) és folyékony (dsvédnyi és novényi olajok) halmazéllapotiak is. A folyadékokndl a
vakcindt steril olajjal és emulgedlé anyagokkal keverik, majd nagy nyomdssal keresztiil

nyomjdk egy homogenizator szelepen €s ezaltal finom, stabil emulziét hoznak 1étre.
Erdekesség: ugyanezt a berendezést haszndljdk a tartés tej zsircseppeinek apritdsdra (homogenizdlt tej) és
sejtfeltdrdsra is.

18.4.3.4. Esettanulmdny: a hepatitis B virus (HBV) vakcina gydrtdsa

A fert6z6 majgyulladast tobbféle virus okozhatja. A sok kozos tiinet ellenére a kiilonb6z6
virustorzsek joOl elkiilonithetok. Megjelolésiikre az ABC betliit hasznéljdk, A-t6l E-ig. A
hepatitisz-A viszonylag enyhe lefolydsu betegség, nagy eséllyel spontan gydgyul. Jarvanyt a
rossz higiéniai koriilmények kozott €16 populacié korében okoz, mivel a széklettel terjed. A
hepatitisz B sdlyosabb betegség, a virus hatdsdra a mdjsejtek pusztulnak, majgyulladas,
majelégtelenség, sargasag alakul ki. A spontdn gydgyulds a gyermekkori fertdzéseknél ritka, a
felnotteknél viszont ez a jellemz6. Kronikus formdban az évek alatt majzsugor, és az esetek
néhiny szdzalékdban carcinoma johet l1étre. A beteg mindvégig fert6z6, a virus vérrel,
testnedvekkel, szexudlis uton és kozos tithaszndlattal terjed. Lappangési ideje 1,5-3 honap, a
beteg ezalatt is virusgazda, megfertdzhet masokat. A fert6zé€s terjedésének megakadélyozasa
érdekében a vératomlesztéshez levett vért mar hisz éve hepatitisz B és C virusra is tesztelik.

A WHO adatai szerint vildgszinten az emberiség mintegy 5%-a fertézott, ez kb. 350
millié embert jelent. Ez természetesen egy atlagérték, a fejlettebb egészségiiggyel rendelkezd
orszagokban ez az ardny lényegesen alacsonyabb, hazdnkban 1% alatti.

A virus a méjsejtekben szaporodik, az dj virusok a madjsejtek szétesésével a vérbe
keriilnek. Ez a betegek vérébdl kimutathatd, sot izoldlhat6. A virus tokfehérjéi nagy
mennyiségben képzddnek, a monomer, félkész vagy iires tokok is megjelennek a vérben.
Ezekbdl késziilt a legelsd vakcina, de ez egyrészt korldtozott mennyiségben volt elérhetd,
masrészt fenndllt a virusatvitel vesz€élye (nem csak a HBV, de mas vérrel terjedd virusok, pl. a
HIV is!), ezért attértek a rekombindns alegység vakcindra.

HBs Protein

—~ HBc Protein
o, (HBcAg)

- Partially double
stranded DNA
- (HBV DNA)
' HBV DNA

¥ Polymerase

12. dbra A hepatitis B virus felépitése
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A virus 42 nm atmérdé;ji, kiviilrél kozel gomb alaku. Két 6sszefiiggd fehérjeburok boritja.
A Kkiilso réteget a hepatitisz-B surface (feliileti) antigén (HBsAg) alkotja, a bels6 ikozaéderes
elrendezésti ,,core” antigénekbdl (HBcAg) éll. A harmadik, ,,endo” antigén nem alkot Ossze-
fliggd réteget. A szerkezet legbelsejében taldlhaté a DNS és a virus sajat DNS-polimerdz
enzime.

A HBV DNS szerkezete rendhagyd, nem végig kettds szald. A (+) szl hidnyos. A (-) szél
~3200 nukleotid hosszisagud, a + szdl ennek csak 55-75%-a. A kdédold szakaszok atfednek,
»héma” szakasz alig van, hét ,,open reading frame” kiilonithetd el. A virus replikacidja specidlis.
A DNS-16l el6szor egy RNS kopia (pregenom) késziil, errdl reverz transzkriptdzzal irédik at az
Uj DNS (-) széla. Erre épiil rd a (+) szal. Ha a sziikséges nukleotidok elfogynak, ez a szél csonka
marad. De az 0sszeépiilés igy is megtorténik, a hidnyos virus is fert6zo és szaporodoképes.

13. dbra A HBV genom felépitése

Mindegyik antigén fehérje képes immunreakcid kivaltasara. A vakcindhoz célszerlien a
surface (feliileti) antigént valasztottdk, mivel virusfert6zésnél ezt észleli elsoként a szervezet.

A HBsAg fehérje val6jaban harom doménbdl all, amelyek 55, 108 és 226 aminosavbél
allnak. Ez utébbit nevezik kicsi (S, small) ldncnak. 55 aminosavval hosszabb a kozepes (M,
medium) forma, és tjabb 108 tagu lanc kapcsoldddsaval alakul ki a nagy (L, large) fehérje.

Ezek hajlamosak a szétesésre, kiilon is kimutathaték a szervezetben. A molekuldban két
N-glikozilaciés hely taldlhat6. A kodolé génszakaszok a DNS-ben egymds mellett
helyezkednek el (PreS1, PreS2, S), a vakcindhoz elégséges az S génszakasz termelése.

A feliileti antigén génjét el6szor E. coli-ba vitték be egy plazmiddal. A fehérje sikeresen
expresszalddott, de glikozilaci6 hidnyaban nem volt hatékony. A cukormintdzatot eukaridtdkkal
kellett kialakitani. Két technolégia is eljutott az engedélyezésig. Elesztével aktiv fehérjét
kaptak, de az a sejten beliil maradt, kinyeréséhez sejtfeltarast kellett végezni. Emlds sejtek
tenyésztésével extracelluléris, hatékony fehérjét kaptak, de ez az 1t koltségesebb.

Az élesztd torzs manipuldldsdhoz hasznalt ingdzé (shuttle) vektor kialakitdsa azért
érdekes, mert hatdssal van a fermentacids technoldgidra is. Az ilyen vektorok egyes elemeit
meg kell duplazni, hogy prokariétdkban (tipikusan E. coli-ban) és a kivélasztott eukaridta
szervezetben egyardnt miikodOképesek legyenek. A 14. dbran bemutatott vektor két plazmidbdl
all, a coliban miikodoé pBR 322-t és az pékéleszté PC1 plazmidjat kapcsoltdk ossze. Ebben mar
benne van a kétféle replikacids origd, és az ampicillin rezisztencia. Az élesztonél markerként a
leucin bioszintézis masodik enzimének génjét épitették be. A sikeres szelekcidhoz a hasznalt
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éleszttorzsben ezt a gént kiitotték. Igy
leucin-mentes tdpoldaton csak a sikeresen
transzfektalt sejtek nonek ki. A célgén a coli
szakaszon taldlhat6, a kazetta -elejére
konstitutiv prométert kapcsoltak, a végén
termindtorral zartdk le. Csak az S fehérje
génszakaszat épitették be, ez is megfeleld
immunogenitést biztositott.

A gyartdsban kétfazisi szakaszos
fermentdcids technolodgiat alkalmaznak. Az
els6, sejtszaporitdsi szakaszban leucin-
mentes tdpoldaton nevelik az élesztot. Ennek
az a célja, hogy a nagy plazmid tartalmu
sejtek keriiljenek tdlsilyba. A masodik,
virusszaporitdsi szakaszban mar komplex
tdpoldatot adnak, hogy semmi ne limitdlja a
szintézist.

A feldolgozas elso 1€pése a sejttomeg
elvadlasztasa. Az élesztOsejteket centrifuga-
lassal és mikrosziiréssel egyarant el lehet ta-
volitani. A sejtekben 1év6 még aktiv fehérje-
bonté enzimek hatdsanak kivédésére protedz
inhibitorokat adnak. Az S-fehérje a sejtekben
taldlhatd, ezért sejtfeltarast kell alkalmazni.
Mechanikai feltar6 berendezéssel, példaul
nagynyomasu homogenizatorral detergens je-
lenlétében roncsoljak a sejteket. A sejttorme-
1éket Ujabb mikrosziiréssel valasztjdk el, az
antigén fehérje a sziirletbe keriil. A bevitt de-
tergenst apolaris feliileti adszorbens gyanta-
val tavolitjak el. A kovetkezd 1épésben a fe-
hérjét kotik meg szilikagélen (pl. Aerosil),
majd meleg borat pufferrel eludljak. A tovab-
biakban hidroféb kolcsonhatas kromatogréfi-
aval (HIC, butil-agardz tolteten) tisztitjdk. A
diszulfid hidak megfeleld kialakitdsara oxi-
dativ kozeget hoznak létre kédlium-tiocianat-
tal. A vakcinafehérjét aluminium vegyiilettel
adjuvaljak.

A végterméket sokféle ellendrzd

vizsgalat utdn hozzak forgalomba:

ADH-1 terminator

Hepatitis B Surface
Antigen gene

GAPDH promoter
(yeast)

pBR322 plasmid/

(E. coli)

[ ampicillin resistant

pC1/1 plasmid
o
Yeast leucine-2 gene

\

Ooo

14. dbra Az élesztobe bevitt ingdzo vektor (kettds
plazmid) szerkezete

Eleszt6 fermentacio
Mikrosziirés Proteaz inhibitor
I
A
Sejtfeltaras Triton X-100
|
A
Mikrosziirés XAD-4 gyanta
< [
A

A(:Js_zorpcm Borét puffer
szilikagélen
»i

<
A

Hidrofob —
B
kromatografia
v
Adjuvalas
A
Kiszerelés

15. dbra HBV vakcina felfolgozdsi lépéssora

— Fehérje tisztasdg: max 1-5% HCP (host cell protein = élesztd fehérje)

— Azonositas: MADb (epitép analitika)

— DNS tartalom: max 10 pikogram/1 (!)

— Hatékonysag: dllatkisérletekben (egér, tengerimalac)

— Pirogének: LAL teszt
— Mikrobidlis tisztasag
— Stabilitas: 2-3 év +4 fokon
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18.4.3.5 Konjugdlt vakcindk gydrtdsa

A konjugalt vakcindk két egységét kiilon allitjak eld, majd kémiai reakcidval kapcsoljak
Ossze.

A kapszularis poliszacharidot (pl. a Haemophilus influenzae esetében poliribozil-ribitol-
foszfatot) a patogén torzs fermentacidjaval allitjak eld. A sejteket kationos detergenssel kezelik
és centrifugdldssal valasztjdk el. A feltart pasztit pufferrel djra szuszpendédljak és a
poliszacharidokat az ionerdsség novelésével levdlasztjdk a sejttormelékrdl. A tovabbiakban
ultrasziiréssel, alkoholos kicsapdssal tisztitjdk, vakuumban szaritjak, és -35 °C-on taroljak
tovabbi feldolgozésig.

A fehérjerészt kiilon fermentacidval termelik. A klasszikus moédszer a tetanusz toxoid
alkalmazdasa volt, amit a jol bevalt gyartasi technoldgidval éllitottak eld. Gyorsabb és egysze-
riibb médszer a toxoidhoz nagyon hasonlé rekombindns fehérje (P16) termelése E. coli torzzsel.
A P16 célfehérje a sejtek periplazmaés terében lokalizalédik. A sejteket csOcentrifugdval beto-
ményitik, nagynyomast homogenizatorral feltarjak. A sejtfeltaras soran keletkez6 sejttormelék
eltdvolitdsa is csOcentrifugdval torténik, de a nagy viszkozitds csokkentésére elobb DNazt kell
adagolni. A kinyert fehérjét harom kromatografias 1épésben tisztitjak.

A szénhidrat és a fehérje egységeket kémiai reakcidval, pl. karbodiimiddel kapcsoljdk
0ssze. A maradék egységeket elvalasztjak a nagy molekuldji terméktol.

18.4.3.6 Nukleinsav vakcindk
A nukleinsav vakcindk bevitele utdnozza az €16 mikroorganizmusokkal valé fert6zés,
illetve immunreakcié folyamatat.
Ezek gyartasa gyorsabb és biztonsagosabb, mivel nem kell patogén szervezeteket nagy

SRRV -I- ﬁ AAARY -|—
Plasmid DNA mMRNA
Llposome
g@%’ﬁ

= :-*q_aav_‘.\'\s_"‘
“..mmii ..\;\.,,' 24 e 1 . '.. -'a < ::’.4_;. o _§ .'*“’ 24 & K 1424

viembrane
>2. ‘o

cytoplasma

LR R P RL

Endosome
mRNA

gl T e : = >
mMRNA

Memhrane

)
Peptide
16. dbra A DNS és mRNS vakcindk mitkodésének osszehasonlitdsa
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1éptékben szaporitani. A gyorsabb gyartds pedig lehetdvé teszi, hogy jarvanyos betegség
megjelenése esetén rovidebb idon beliil lehessen nagy tomegeket dtoltani. A DNS- és az RNS-
vakcindk sejten beliili itvonala kiilonbozik. Az elején és a végén vannak kozos 1épések, a sejtbe
valo belépés és a riboszomalis fehérjeszintézis, valamint a termelt antigén bemutatdsa a sejt
felszinén azonos. De kézben a DNS molekuldnak be kell 1épnie sejtmag membranjan, 4t kell
irddnia a mRNS-re, ennek vissza kell térnie a citoplazmdba, és csak ezutdn megy végbe a
transzlacié. Ekozben a DNS ki van téve a sejt nukledz enzimeinek, amelyek az idegen 6rokito
anyag lebontasaval védik a sejt normalis mitkodését. Ugyanakkor felmeriil annak kockazata is,
hogy az idegen DNS beépiil a gazda genomba, megzavarva annak miikodését.

Az RNS molekuldkndl ezek a gondok nem jelentkeznek, emiatt sok fejlesztés indult meg
a profilaxis (vakcindk) és terdpia (tumorellenes szerek) teriiletén.

Gondot jelentett ugyanakkor az, hogy mindkét tipus aktivalja a velesziiletett (innate) im-
munrendszert, ami problémdkat okozhat.

DNS vakcindk

A DNS-vakcindk Iényegében DNS-alapi vektorok, amelyek gazdasejt helyett
kozvetleniil az emberi szervezetbe viszik be és expresszdljadk a patogén fehérje antigén
szekvencidjat. A vektorba az antigén mellett mas immunmoduldtorok génjét is be lehet épiteni.
Ezeket a plazmidokat baktériumokban (pl. E. coli-ban) termelik, kinyerik és tisztitjak. A kor
alaka kettds szald DNS plazmidok alkalmasak a vakcindzdsra. Mivel a fehérjéket a
megvédendd szervezet maga dllitja eld, a poszttranszlaciés médositasok, igy a glikozildlas is
megfeleld lesz.Az alegység vakcindkhoz hasonléan a DNS-vakcindkat is adjuvéaljak. A
»csupasz” DNS nem miikodik.

A DNS-vakcinak hatasukban utanozzak az él0, attenualt vakcinakat, de a reverzio
kockédzata nélkiil. A DNS-vakcindk a teljes, humordlis és sejtes immunvdlaszt képesek
stimuldlni. A plazmid DNS stabil, hiités nélkiil is tarolhatd. A vakcindzashoz hasznalt plazmid
DNS-konstrukciok jellemzo részei (17. dbra):

DNA - Vaccine
B Ampicilin i hu CMV
B Neomycin Selectable marker Promotor ERSV
B etc. resistance \ / —
Bacterial origin é 2 Fullength

. . ——\_b .
of replication Antigen(s) o Gt

B 5-GACGT-8'  cpG-motifs—

1 5-AGCGCT-8 B Proteosome-
/, ——— ubiquitin  Targeted
B Termination poly-A \ IFimionmodiilatore M L2
B Processing B IFN-G
B Stability B GM-CSF

17. dbra A DNS vakcina (plazmid) jellemzo részei
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Erés promoter/enhancer szekvencia a beépitett idegen gén kiirdsdhoz
Megfeleld klénozasi hely idegen gének behelyezéséhez

A replikéciés origd (a baktérium torzshoz)

PoliA/terminétor szakasz

antibiotikumrezisztencia marker a szelekcidhoz

Immunmodulatorok (pl. CPG-k, interleukinok, ubiquitin stb.)

VVVVYVYY

A DNS-vakcindknak tobb bioldgiai barrieren is 4t kell 1épni a sejtmag felé vezetd uton.
Ahogy a plazmid DNS-t a célszovetbe, példaul a vazizomba beadjdk, a szoveti nukledzok
megtamadjdk és elbontjak a bevitt DNS nagy részét. A maradéknak is csak kb. 1%-a tud atlépni
a sejtmembranon fagocitozissal vagy pinocitézissal. A sejten beliil is ki van téve az exo- és
endonukledzok hatdsdnak, igy csak 0,1% (becsiilt érték) keriil be a sejtmagba. A kisebb
molekuldk (<~40 kDa) passziv diffiziéval képesek atjutni a magmembran pérusain, a nagyobb
részecskék viszont csak hordozofehérjék tamogatdsdval tudnak belépni. A rossz hatdsfok
teljesen érthetd, hiszen minden sejt nukledzokkal védekezik az idegen DNS-sel szemben. A
plazmidok megvédésére tobbféle mddszert is alkalmaznak, igy példaul a liposzomdba vald
bedgyazast vagy a DNS kotését dendrimerekhez.

A DNS vakcindkat elébb tobbféle dllati betegség megelézésére fejlesztették ki, csak
ezutdn kertilt sor a humén vakcindkra.

RNS vakcindk

Az RNS vakcindknak két o tipusa 1étezik, a (passziv) mRNS és az 6nmagat amplifikdlé
RNS (saRNS) vakcinak.

Passziv mRNS vakcina

A hagyomanyos vagy passziv mRNS-vakcindk egy genetikai egységet tartalmaznak, a
célantigén mRNS-€t, mas fehérjét kodolo génszakaszt viszont nem.
A mRNS maximum két nap alatt elbomlik, igy nem marad a szervezetben. Templat hijdn a
fehérje termelés is ledll.

Onreprodukdlé mRNS vakcina

A mRNS gyors elbomldsa miatt fejlesztették ki az onreprodukalé RNS vakcindkat. Ehhez
RNS virusokat alakitanak &at. A replikdz egységet megtartjdk (ez tartalmazza a reverz
transzkriptdz enzimet) és a tokfehérjék génjének helyére illesztik be az epitép génjét. Az igy
kapott genomokat replikonoknak nevezik. Az emberi sejtekben masolédni kezdenek, mint az
eredeti virus. A genom sok példanyban elkésziil, és errdl rengeteg fehérje is szintetizalodik. De
ez idegen antigén fehérje, nem tud a nukleinsavval érett virussd dsszedllni. A tok nélkiili virus
RNS életképtelen, nem képes mas sejteket megfertdzni. A tokfehérjék helyett keletkezd epitop
fehérje viszont bemutatasra kertiil a sejt feliiletén és kivaltja a mind a humoralis, mind a sejtes
immunvalaszt.

A sokszorozédasnak koszonhetden dézisonként kisebb mennyiségii oltéanyagra (saRNS-
re) van sziikség, mint a nem replikalodé6 mRNS-vakcindk esetében, ami koltségmegtakaritast
és nagyobb termelékenységet eredményezhet.
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18. dbra A kétféle mRNS vakcina mitkddésének dsszehasonlitdsa

18.4.3.7 Nukleinsav vakcindk gydrtdsa

Mindkét RNS vakcina tipus gyértdsi technoldgidja azonos 1€pésekbdl all.

Az mRNS sejtmentes enzimes transzkripcidval in vitro is eldéllithat. Ehhez sziikség van
az mRNS vakcinat sablonként kodol6 linearizalt plazmid DNS-re, egy rekombinans RNS-
polimerdz enzimre és a nukleozid-trifoszfatok keverékére. A molekula végére egy természetes
vagy analog szintetikus sapkaszerkezetet kapcsolnak. A lanc mésik végére poli(A) termindtort
épitenek.

Az eukariéta mRNS éltaldnos felépitésének megfelelden (19. dbra) kozépen 4ll a kédold
szekvencia (CDS - coding sequence), kifelé haladva nem transzl4l6dé régidk, a 3 poly-A-farok

o 3’ Poly-A-tail: properties such as
length, are important for
translation and protection of the

a UTR’s: translational efficiency is BN moloculs

regulated by their length,
structures and regulatory l 3
elements.

CDS

Cap UTR e CDS (Coding Sequence):
/ Modification of sequence, such as
o ; — codon optimization, have
5’ Cap: The efficiency of contributed to improved expression.

capping and the cap
structure impact innate
sensing and protein
production.

Purity: removal of impurities reduces
innate sensing promoting expression.

19. dbra Az érett, transzldciora kész mRNS felépitése
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és 5°Cap anal6ég. A CDS hordozza a transzlacidhoz sziikséges informdaciét, valamint a START
és STOP kodonokat. Mind a pro-, mind az eukariota mRNS-ek rendelkez-
nek S’UTR és 3’UTR (untranslated, nem transzlal6do) régidkkal. Ezek, ahogy a neviik is jelzi,
nem Kkeriilnek transzlaciora, hanem az transzlacié inicidlasdhoz, a riboszéma kotodéshez
sziikségesek.

Az RNS tipusu vakcina gyartasara a mar ismert DNS-templatos, enzimes RNS-szintézist
alkalmazzdk. A gyartds cDNS-templaton, tipikusan plazmid DNS-en (pDNS) in vitro
transzkripcidval torténik, ezért a folyamat elsé 1épése a pDNS elddllitdsa. A szintetizalt
plazmidot E. coli fermentaciéval szaporitjdk el. A sejtfeltards utdn a tisztitatlan pDNS
tartalmazza baktérium genom DNS nyomait és a pDNS hdrom formdjat (szuper tekercselt,
relaxalt kor és linedris) is. Emiatt a tiszta és invaridans pDNS reprodukélhaté eldallitdsa - ami
egy vakcindhoz elengedhetetlen - meglehetdsen nehéz feladat.

A masodik 1épésben a linearizalt pDNS-templatot, rekombindns RNS-polimerazt (T7, T3
vagy SP6) és nukleozid-trifoszfatokat tartalmazé oldatban irjdk 4 mRNS-re (37 °C, 2-4 6ra).

Alternativ megoldasként a cap, illetve a poli(A) utdlag is rakapcsolhaté az mRNS ldncra.

A bakteridlis DNS maradvéanyok és a pDNS heterogenitdsa azonban nem okoz gondot, ha
a linearizalt pDNS-t mar atirtdk, mert a kovetkezd l1épésben a szennyezd baktérium-DNS,
valamint a pDNS-templat DNz enzim segitségével elemészthetd (37 °C, 0,5 ora).

A reakcidelegy azonban szennyezd RNS fajtakat tartalmaz, rovidebb €s hosszabb transz-
kriptumokat. Ezeket méret szerinti elvdlasztdssal, ultrasziiréssel és/vagy kromatogrifidval
kiilonitik el.

A kész RNS stabilitasa fiigg a formuldzas modjatol. A tiszta RNS trehaldzzal liofilizélva
szilard allapotban szobahdmérsékleten is eldll egy évig. Ez a forma viszont nagyon rossz
hatdsfokkal éri el a sejtmagot. Ha viszont a kész RNS hatéanyagot specidlis detergensekkel
lipid nanorészecskébe formuldzzak, az megkonnyiti a biolégiai membranokba valé beoldodast,
a citoplazmamembrdnon, illetve a sejtmagmembranon val6 atjutist. Ez a gyogyszerforma vi-
szont nagyon bomlékony, egyes gyartmanyokat -70-75 °C-on kell tarolni.
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20. dbra mRNS vakcina lipid nanorészecskékbe zdrva

22



A terméket steril koriilmények kozott ampulldkba toltik és lezarjdk. Az oltéanyagot
felhasznalasig az el6irt hOmérsékleten kell tartani.

18.4.3.8 A SARS-Covid-19 vakcindk dsszehasonlitdsa

A Covid jarvany hirtelen megjelenése €s rohamos terjedése hihetetlen mértékben
folporgette és intenzifikdlta a vakcinakutatdst és gydrtast. A kiillonboz6 kutatohelyek sokféle
elven miikodo vakceindk kifejlesztésébe fogtak, a klasszikus inaktivélt virustdl a legmodernebb
RNS vakcindkig. A tucatnyi fejlesztés koziil versenyelOnye volt az RNS vakcindknak, mivel az
egyszerlibb gyartasi eljards megroviditette a K+F folyamatot, a rekombindns tiiskefehérje alapi
oltéanyagok lassabb jutnak el az engedélyezésig.

Magyarorszagon jelenleg hatféle vakcinat engedélyeztek (21.4bra).

mRNA Pfizer/ A sejtekbe bejutéo mRNS
BioNTech hatasara a sejtjeink termelni
kezdik a SARS-CoV-2 virus
Moderna

immunvalaszt valt ki

Viral vector Oxford/ Adenovirus vektor
AstraZeneca A sejtekbe bejuto, artalmatlan

) adenovirus tartalmazza a
Sputnik V SARS-CoV-2 virus tiiskefehérjéjét
Johnson kodolo gént, ami atirodva elindit-

& ja a tUskefehérje termelodéset -
Johnson ez valtja ki azimmunvalaszt

Inactivated Sinopharm  Inaktivalt virus

Inaktivalt (azaz nem fert6z6-
képes) SARS-CoV-2 virus -
megbetegedést nem okoz, de
kivaltja az immunvalaszt

21. dbra A Magyarorszdgon engedélyezett vakcindk miikodési
elve

A Kariké Katalin és munkatdrsai dltal kifejlesztett, a Pfizer-BioNtech dltal gyartott mRNS
vakcina nukleotid analégokat tartalmaz, igy nem aktivdlja a velesziiletett immunrendszert. A
készitmény hatdsmechanizmusa a 22. dbran lathatd.

Az RNS molekuldkat specidlis 0sszetételli (harom komponensii) lipid burokba formulédz-
zak. A készitmény Osszetevoi:

» aSARS-CoV-2 spike glikoproteint (S) kodolé nukleozid-mddositott hirvivé RNS
» polietilénglikol 2000-dimirisztoil glicerin

» koleszterin

» 1,2-disztearoil-sn-glicero-3-foszfo-kolin

» Trisz-(hidroximetil)-amino-metan = Trisz bazis

» trometamin-hidroklorid = Trisz-HCI

» ecetsav

» natrium-acetat

» szachar6z

A termék kétféle pufferrendszert is tartalmaz (Tris és acetét puffer). Az ozmézisnyomdst
szachardzzal allitjak be. Az oltéanyagot -75 °C-on taroljdk, felolvasztds utdn 24 6réan beliil fel
kell haszndlni.
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22. dbra A Pfizer-BioNtech mRNS vakcina hatdsmechanizmusa

18.5. Az magyar egészségligy oltasi rendszere

Az oltassal megszerezhetd védettség idOtartama valtoz6, ugyanis vannak olyan
betegségek, amellyel szemben az oltasok €letre sz616 védettséget adnak (pl. mumpsz, kanyaro),
mads betegségek esetén rendszeresen ismétlodo oltasi program sziikséges akkor, ha életre sz616
védettséget akarunk elérni.

Magyarorszagon a lakossag egészének érdekeit figyelembe véve ingyenes oltasi rendszert
alakitottak ki. Az altaldnos megel6z06 jellegli oltdsokat életkorhoz kototten, kotelezd jelleggel
mindenki megkapja:

BCG, tuberkuldzis ellen, minden csecsemd megkapja harom napos koritdl hat hetes
kordig. A védettség idOtartam egyénenként valtozd, de minimum 5-10 évig fenndll. (Ez
ellendrizhetd szubkutdn tuberkulin prébaval, vagy tuberkulin tapasszal. Ha borpir alakul ki,
akkor a védettség fenndll.)

DPT (DiPerTe), diftéria (torokgyik), pertusszisz (szamarkohogés), tetanusz
(merevgorcs) ellen, harom részletben adjak négy, harminchat hénapos és hatéves korban.

SABIN cseppek (OPV: orailis poliovakcina)

SALK vakcina (IPV: inaktivalt poliovakcina), jarvianyos gyermekbénulds
(poliomyelitis) ellen. A Sabin cseppet szdjon at (ordlisan) adjdk, a Salk vakcinét injekcidban.
Héarom hénaposndl idésebb csecsemdk kapjak, harom alkalommal, hat hetes idokozonként,
majd haroméves korig évente megismétlik.

MMR mumpsz, morbilli (kanyard), rubeola (r6zsahimld) ellen j6, 1992 6ta kotelezd
jelleggel 15 hénapos korban minden tjsziilott megkapja.
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Az oltdsok egy masik csoportjat csak kozvetlen fertdzési veszély esetén adjak, bizonyos
esetekben kotelezd jelleggel. Kotelezd pl. a hastifuszos beteg vagy krénikus hordozé
kornyezetében €loket elolt vagy attenudlt Salmonella typhit tartalmazd vakcindval oltani,
tovabba a kanyaros beteggel érintkezett 15 honaposnal fiatalabb csecsemot (aki még nem kapott
MMR-t!) attenudlt morbillivirussal immunizdlni. Passziv véddoltisban kell részesiteni a
hepatitis-A-virus okozta majgyulladdsos beteggel. Tetanus ellen emlékeztetd toxoidos oltdsban
kell részesiteni azokat, akik fert6zési veszélynek vannak kitéve (pl. folddel szennyezett sériilés
esetén); viszont azoknak, akik tetanus alapimmunizaldsban nem részesiiltek (hazankban ilyenek
az 1941 eldtt sziiletettek), antitoxint is kell adni (az aktiv és passziv oltds “egyiittes” alkal-
mazasat szimultan oltasnak nevezziik).

Adhaté a védboltds a lakossdg egyes veszélyeztett rétegeinek. Igy az influenza vakcina
az 1doseknek és egészségiigyi dolgozdknak, ezt évente célszerli megujitani. Kullancs-
encephalitis elleni aktiv oltdst adnak erdészeknek, favdgoknak, illetve azoknak, akik sokat
kirdndulnak. Az egészségiigyi dolgozok kérhetik a hepatitisz B elleni véddoltast. A hepatitisz
elleni oltds minden orvostanhallgaténak a beiratkozaskor kotelezo.

Léteznek még a kiilfoldi utakkal kapcsolatos véddoltasok is, ilyenek pl. a kolera és a
sargaldz elleni aktiv vakcindk, melyekkel a fert6zott teriiletre utazokat oltjak utjuk eldtt. A
Covid jarvany megjelenése Ota az egyes orszdgokban eltérd, idében is gyakran valtozé
szabalyok érvényesek a beutazok oltottsdgara. Emiatt utazds elott célszerl errdl érdeklddni.

Az oltdsok sordn felléphetnek oltdsi reakcidk, szovodmények, balesetek vagy
szérumbetegségek is. Az oltasi reakcid enyhe betegségtiineteket (pl. 1dz, borpir) jelent, amelyek
bizonyos aktiv vakcindkndl természetes velejar6i az oltdsnak és épp annak eredményességét
jelzik. Az oltasi szovoddmény mar koéros folyamat, amit az egyénnek az atlagosnal erésebb
reakciokészsége vilt ki. Az oltdsi baleset azt jelenti, hogy az oltbanyag rossz mindsége
kovetkeztében 1ép fel valamilyen kéros folyamat (pl. az attenudlt torzsek reverzidja vagy a toxin
nem kielégitd inaktivdlasa); tovdbba ide sorolandé az is, ha az orvos hibdsan alkalmazza az
oltast (pl. téves technika vagy rossz dozis). A szérumbetegség a fajidegen fehérjét tartalmazo
passziv oltéanyagoktol johet létre: a tiinetek az oltds helyén keletkezé enyhe duzzanattdl az
anafilaxids sokkig sokfélék lehetnek.
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