Pécs Miklos: BIOTERMEK

és gy6gyszeripari bioTECHNOLOGIA

VAKCINAGYARTAS

A fert6z6 betegségek (bakteridlis vagy virusos) elleni immun-
védekezésben részt vevd fehérjék elééllitasa.

Passziv immunizalas

Aktiv immunizalas

antitest (antitoxin) bevitele

antigén bevitele

idegen sejtek termelik az
antitesteket

a szervezet maga termeli az
antitesteket

terapia/gyégykezelés — fennalld
betegség esetén

profilaxis/megel6zés — jovobeli
betegség ellen
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PASSZIV IMMUNIZALAS

Az antitesteket régebben csak vérbdl le-
hetett kivonni. A kérokozoval (lehet viru-
lens, attenudlt, csak antigén) allatokat
fertéztek meg. Egy-két hét mualva a vér-
ben megjelennek az antitestek. A vért
levéve izolalhat6é bel6le az immunglobu-
lin frakcié. Kapacitasa korlatozott, em-
berben kéros immunvalaszt valthat ki,
és allatvédelem miatt csak laborban.

Emberi donorvérbdl is kinyerheté az an-
titest frakcié (anti-Rh+D, tetanusz, Covid
plazmaterapia, Id. Vérkészitmények).
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The production of an anti
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VAKCINAGYARTAS

Esemény
vakcinazas tehénhimlé oltassal feketehimlé ellen (Jenner)

El5 attenudlt bakteridlis vakcina (csirke kolera ellen)

Agyszdvetben tenyésztett él6 attenudlt virus vakcina (veszettség ellen)
Lészérumbdl készilt vakcina (bubdpestis ellen)

Teljes sejtes inaktivalt bakteridlis vakcina (szamarkéhdgés/pertussis ellen)
Inaktivalt bakteridlis toxin (=toxoid) vakcina (torokgyik/diftéria ellen)

Az elsé jovahagyott fagyasztva szaritott vakcina (himlé ellen)

Kombinalt vakcina (diftéria, tetanusz, teljes sejtes pertussis = DiPerTe)

Enders féle, nem neurdlis emberi sejtekkel in vitro termelt virusvakcina (gyermekbénulds/poliomielitis
ellen)
Collier javitotta a himlé vakcina fagyasztva szaritasat (szallithatéva valt)

Inaktivalt virus vakcina el6allitasa in vitro elsédleges majom vesesejteken (gyermekbénulas ellen)
Emberi diploid sejtvonal (WI-38) Iétrehozasa (Hayflick)

Az utolsé himlé eset laboratériumon kiviil

Elesztében elballitott rekombinans virusszerii részecske (VLP) vakcina (hepatitis B)

Konjugalt poliszacharid-fehérje vakcina (Haemophilus influenzae b)

Nagy tisztasagu vakcinak eléallitasa (hepatitis A)

plazmid DNS vakcina (nyugat-nilusi 14z)

RNS vakcina (Covid-19)

VAKCINAGYARTAS

Az immunvalaszt kivalté anyag jellege szerint a vakcina lehet:

1. El8, attenualt (legyengitett, mar nem virulens) kérokozd

2. EIblt, inaktivalt krokoz6. Nem szaporodd, nem fertézéképes,
de fehérjéi immunogének maradtak.

3. Alegység- (subunit) vakcina: az egész kérokozo helyett csak
egy-két jellegzetes immunogén fehérjét visziink be.

4. Toxoidok (inaktivalt toxinok)

5. Poliszacharid és konjugalt vakcinak: (részben) szénhidratok
alkotjak az epitopot

6. Nukleinsav vakcinak
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Pécs Miklés: BIOTERMEK és gyégyszeripari bioTECHNOLOGIA 13. Vakcindk gyértdsa

Vd

El6, attenualt kdrokozd

Attenudlt: legyengitett, mar nem virulens kérokozé

A koérokozo6 él6, szaporodokepes, de laboratériumban legyengi-
tett, azaz betegséget nem okoz6 valtozatat tartalmazzak.

Veszély: reverzié patogénné

Baktérium: pl. BCG = bacille Calmette Guérin, a Mycobacterium
bovis avirulens, immunogén torzse, 14 éves tenyésztés utan

Virusok: MMR = mumpsz, kanyaro, rubeola kombinalt oltas

iits BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék

El6lt, inaktivalt korokozo

A kérokozd tenyészetét vegyi anyagokkal (formaldehid, etilén-
imin), hével vagy sugarzassal elpusztitjak, de az anyag immuno-
gén tulajdonsaga megmarad.

A DNS-t kell inaktivalni, ugy, hogy a fehérjék ne valtozzanak.

Nem szaporodik, nem fert6zéképes, de fehérjéi immunogének
maradtak.

Veszély: maradhat tulélé patogén a vakcinaban.

BME Alkalmazott Biotechnolagia és Elelmiszertudomany Tanszék
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Alegyseg vakcinak

Alegység- (subunit) vakcina: a teljes korokoz6 helyett annak

yays

egy epitépjat allitjak el6 és adjak be a megvédendd személy-
nek. Biztonsagosabb.

Baktériumoknal: acellularis (sejtet nem tartalmazd) pertussis
(szamarkdhdgés) vakcinat, amely a B. pertussis sejteknek csak
egyes izolalt és tisztitott sszetevdit tartalmazta.

Virusoknal: rekombinans fehérje vakcina, a virusnak egy tokfe-

Toxin - Toxoid

Egyes fert6zéseknél nem a baktérium sejtek jelenléte veszé-
lyes, hanem az altaluk termelt toxinok.

Clostridium tetani — ,merevgorcs”
Clostridium botulinum — izombénulas
Corynebacterium diphteriae — ,torokgyik” §

A toxinok (glikozilalt) fehérjék, ezek ellen is termel a szervezet
antitesteket. Az ellenanyagtermelés kivalthat6é inaktivalt toxin =
toxoid beadasaval — aktivimmunizalas.

it i o b 5
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TOXIN - TOXOID

A toxin inaktivalasa kivalthaté kémiai reakcioval (formaldehid),
vagy hokezeléssel, esetleg genetikai modositassal.

Host cell Chemical detoxification

\ Host cell

Formation of
neutralizing antibody

Protective epitope

receptor preserved
Chemical
. mo_dlﬁcatlon
Toxic subunit / eliminates
toxicity

Genetic detoxification
<+— Neutralizing )
antibody <+——— Formation of

neutralizing antibody

Receptor Protective epitope
binding preserved
region
rotective .

(pepitope) G_epetlg
modification

N eliminates

toxicity
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Poliszacharid vakcinak

A fert6z6 baktéeriumok kilsé felszinén, a sejtfalhoz kétve talal-
hat6 poliszacharidok is lehetnek epitopok — alegység vakcina-
ként alkalmazhatok.

Onmagukban gyenge immunreakciét valtanak ki, ezért a poli-
szacharidhoz egy fehérje antigént csatoltak = konjugalt vakci-
nak.

Haemophilus influenzae kisgyermekeknél.
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Nukleinsav vakcinak

A nem magat az antigén fehérjét visszilk be a megvédendd
szervezetbe, hanem az azt kédol6 genetikai anyagot. A szer-
vezet sajat sejtjei ennek alapjan maguk allitjak elé az antigént.

A DNS vakcinak a természetben megtalalhaté plazmidok ge-
netikai atalakitasaval jonnek létre. Ezeket vektorként hasznal-
juk. Vakcinaként az immunvalaszt kivalté epitop fehérje génjét
épitjik be, és ezt bejuttatva atirodik a testi sejtekben.

mRNS vakcinak. El6nye a DNS-hez képest, hogy a fehérje le-
gyartasaban a két lépés (transzkripcio, transzlacio) kdzil csak
a masodikat kell végrehajtani. A molekula gyorsan (1-2 nap
alatt) elbomlik, nem marad a sejtben.

MRBNS vakcinak

A nukleinsavak bevitelének megvan az a hatranya, hogy akti-
valjak a velesziletett (innate) immunrendszert (gyulladas).

Ez elmarad, ha az uridin helyett médositott bazisokat épitenek
be (Karik6 Katalin):

HO. ‘\’ H H
o — o
Pseudouridylase Nep1

o —_—
OH OH OH OH OH OH
Uridine Pseudouridine N1-methyl-Pseudouridine
(U) (L J) (N1-methyl-¥)
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TECHNOLOGIAK

Bakterialis vakcinak gyartasa

Baktériumok: attenualt térzsek, vagy utélagos inaktivalasra keri-
|6 patogének szaporitasa.

Klasszikus, szakaszos baktérium fermentacié. A feldolgozasnal
a sejttdmegre van szilkség. A fermentacidk és a fermentorok
gyakorlatilag azonosak az ipar mas terilletein hasznalatosakkal.

Veszély: a virulens térzseknél a teljes zartsagot (containment)
fenn kell tartani a teljes technoldgiai lancban, térben és idében a
fermentacié inditasatol az inaktivalas hatasossaganak bizonyita-
saig.

BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék 7



Pécs Miklés: BIOTERMEK és gyégyszeripari bioTECHNOLOGIA 13. Vakcinak gyartasa

Kolera vakcina lizem

Virusvakcinak gyartasa

Akar él6 attenualt, akar inaktivalt virusokbdl készitlink vakcinat,
mindenképpen szilkséges a virusok szaporitasa. A virusok tap-
talajon nem szaporithatdk, mivel abszolut parazitak, szikségik
van egy gazdaszervezet funkcibira és anyagaira.

Szaporithatok:
> EI5 allatokban (csak laboratériumi médszer)
> (Csirke)embriéban = el6keltetett tojasban

> Allati sejttenyészetben

BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék 8
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Vakcinagyartas tojasban

A virusok csak élélényekben, vagy él6 szévetekben szaporitha-
tok. Nagy attérés volt, amikor felfedezték, hogy szamos emberi
és allati patogén virus jél szaporithat6 csirkeembridn is.

A szaporitashoz steril (SPF) tojast hasznalnak (~tizszeres ar)

— A tojast el6keltetik (5-10 nap)
— Megfurjak, beoltjak virussal

— 2-4 napig marad a keltetében
— Leszivjak a virustartalmu levet

Az influenza oltbanyag el6allitasa-
hoz sokat hasznalnak

BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék
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Influenza vakcina gyartasa tojasban

\
Manufacturing Influvac* Monovalent bulk

HiINT I[ H3NZ L

¥

Trivalent Bulk L—

=

I

HE i

Virusszaporitas allatisejt-tenyészetben

Két szakasz:

1. Sejtszaporitas (korabbi el6adasban)

2. Virus szaporitas. A virus lehet attenualt, vagy virulens,
ezesetben inaktivalasra kerul.
Az infekcié szamara optimalis kérilmények beallitdsa
(nem mindig azonos a sejtszaporitassal)
Virus raoltasa: ~1-2 virus/sejt = egy virus-generaciot
varunk Kki.
A sejtek nagy része szétesett — sejttérmelék elvalasz-
tasa, szlirés, centrifugalas (még fert6z6! containment!)

Az attenualt virusoknal maga a virus a termék.

20
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Virusszaporitas allatisejt-tenyészetben

A tébb Iépésben elszaporitott sejttenyészetre (lehet kitapadd
vagy szuszpenzios) visszik ra az él6 virustenyészetet.

scale-up in microcarrier-system downstream
rolier bottles in bioreactor processing
MDCH-cell virus
growth production

change of —_—

medium — <
clarification

&8 infection

inactivation

cross-flow
filtration
&
chromatography

21

Inaktivalt virusvakcinak gyartasa

A DNS-t kell inaktivalni, a fehérjét meg- | ===

kimélni - alkilez6szerekkel (etilénimin, | [Tt | [ sotiooun]
I o = i i A A j y |V|’rusin0kulum|

bis-etilénimin - rakkelt6k)

Reakcioidd: 2-24 h

A felesleget Na-tioszulfattal elbontjak. Centrifugala [_Evenimn_]

Ellenérzik, hogy nem maradt-e benne [ naithge ] [ Toszrar |

még él6 virus.
Ezalatt +4 °C-on taroljak (1-2 hét).
A negativ eredmény utan lehet a tételt
felszabaditani.

22
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Alegyseg vakcinak

Rekombinans fehérjeként allitjak elé. A K+F lepései:
1. lzolalni, esetleg szintetizalni az antigén fehérjét kédold
gént.
2. Génmanipulaciéval bevinni egy jol kezelheté gazdaszerve-
zetbe, expresszalni.
3. Fermentacidval eléallitani a fehérjét.
4. Feldolgozés: extracellularis « intracellularis esetben
- kiméletes sejtelvalasztas
- zarvanytest esetén: sejtfeltaras, szolubilizalas, folding
- tisztitasi 1épések

23
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Esettanulmany: hepatitis B vakcina

HBV - hepatitis B virus - hatasara a majsejtek pusztulnak, maj-
gyulladas, elégtelenség, sargasag, akut vagy kronikus maj-
zsugor, esetleg carcinoma.

Vilagszinten a lakossag 5%-a fert6zétt ~ 350 millio ember
Fert6zés atvitele: vérrel, tlvel, szexualis Uton
Lappangasi id6: 1,5 — 3 hdnap, ezalatt is virusgazda

A virus egységek a majsejtekben szintetizalodnak, a majsejtek
szétesésével a vérbe kerlilnek. A betegek vérébdl kimutathatd
s6t izolalhaté — ez volt az elsé vakcina = korlatozott mennyi-
ség és veszélyes (virusatvitel: HBV, és HIV is!)

24
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HEPATITIS B VAKCINA

HBV — hepatitis B virus — 42 nm-es, haromféle antigénje van:
s — surface (fellleti),

e —endo (belsd),
c — core (,mag”)
+aDNS ésa
DNS-polimeraz

HBs Protein
( HBsAg)

(HBcAg)
Partially double
stranded DNA
(HBV DNA)

HBV DNA
Polymerase

25

HEPATITIS B VAKCINA

A HBV DNS két szala nem egy-

forma hosszu: a - szal (kodogén)
~3200 nukleotid, a + szal ennek

csak 55-75%-a.

A HBsAg fehérje 226 aminosav,
lipoprotein, ezt klonoztak.

26

BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék 13



Pécs Miklés: BIOTERMEK és gyégyszeripari bioTECHNOLOGIA

HEPATITIS B VAKCINA

A fellleti antigén génjét el6szoér E. coli plazmidba klonoztak,

termelte is, de:

- nem glikozilalt forma

- nem alakult ki az aktiv folding

Bevitték

— élesztébe (intracellularis, glikozilalt)
— eml6s sejtbe (extracellularis, glikozilalt)

Mindkett6 forgalomban van, az élesztés technoldgia olcsébb
és biztonsagosabb (nincsenek onkogének, virusok)

27
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HEPATITIS B VAKCINA

Az éleszt6be bevitt ingazé vektor (kettds plazmid) szerkezete:

Kétféle marker gén:

- ampicillin rezisztencia

- leucin-2 gén (az éleszt6
Leu™ mutans)

Expresszids kazetta:
- konstitutiv promoter
- az S fehérje génje

- terminator

Két replikacidés origo:
- egyik a coliban, a masik
az éleszt6ben mikoddik

ADH-1 terminator

Hepatitis B Surface
Antigen gene

GAPDH promoter
(yeast)

pBR322 plasmid/

(E. coli)

/ ampicillin resistant

pC1/1 plasmid

/ (yeast)
Yeast leucine-2 gene

OpC

28
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HEPATITIS B VAKCINA

Technoldgia: kétszakaszos fermentacio —— -

Szaporitas: Leu-mentes tapoldaton - nagyobb —
plazmidtartalom | Mikroszires | [ Proteaz mhivitor|
Termelés: komplex tapoldaton

Feldolgozas: | seitfettaras | [ Trionx100 |
Centrifugalas vagy mikroszirés [ Wikroszirss | [ aosayanm |
Sejtfeltaras (nagynyomasu homogenizatorral)

Mikrosz(irés (sejttérmelékek eltavolitasa) AdszZorncio _
Ultrasziirés (koncentralas és a kis molekulak sailkagel s
eltavolitasa)

Adszorpci6 szilikagélen (Aerosil), ellcié borét o Kctogiana
pufferrel

Hidroféb kromatografia (butil-agar6z tolteten)

Diszulfid hidak kialakitasa K-tiocianattal

Adjuvalas, konzervalas -

it ﬁﬁ; BME Alkalmazott Biotechnologia és ﬁieimiszertudomény Tanszek
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HEPATITIS B VAKCINA

A termék vizsgalata:

— Azonositas: MAB (immunanalitika)

— DNS tartalom: max 10 pikogram/I

— Hatékonysag: allatokban (egér, tengerimalac)
— Pirogének: LAL teszt

— Mikrobialis tisztasag

— Stabilitas: 2-3 év +4 fokon

= Hii‘& BME Alkalmazott Biotechnolagia és Elelmiszertudomany Tanszék

— Fehérje tisztasag: max 1-5% HCP (host cell protein),

30
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Adjuvalas

Adiuvat — segiteni (- adjutans, adjunktus)

Olyan, 6nmagukban nem immunogén anyagok, amelyek a fe-
lUletikén megkodtik az oltdéanyag fehérjéket és ezzel erésebb/
tartésabb immunvalaszt valtanak ki (2-3-szoros névekedeés!).

Tipusaik:

Szilard: aluminium-hidroxid és -foszfat kolloid szemcsék
Folyadék: asvanyi és névényi olajok, + emulzié-stabilizatorok
(emulzié képzés: nagynyomasu homogenizatorral)

31
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Adjuvalas

PRODTUCT ACTIVE COMPOMENT HUMAN VETEEIMNART EXP IMDM

Alhydrogel 1.3% aluminium hydrosxide + + +
Alhydrogel 2.0% aluminium hydrom de + + —+
Alhydrogel "85" alurninium hydrozxi de + + +
Adp-Phos 2% aluminium phosphate + + +
Calcium phosphate adjuvant cal mum phosphate + + +

Cuil-4 saponin adjuvant triterpenoid glycoside - + —+

Freund's incomplete

; Mhinera o1l + emulsifier - + —+
adjuvant

Minera el + emulsifier + ML
tuberculosis

Freund's complete adjuvant

32
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Rekombinans fehérje vakcina : SZKF

VP#1

s 2 — L , tei
SZKF = szaj- és kéromfajas virus, proterm
kérédzbkre patogén Viral RNA

e
RNS virus (reverz transzkriptaz)
Alegység (subunit) vakcina
Viral

Az elsé rek vakcina az allategész- proteins
Sequyben' Foot-and-mouth

disease virus

33
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SZKF vakcina

Az SZKF burokfehérje gén klénozéasa E. coli plazmidba:

% Plasmid

VP#1

protein l lj:?s;:\c:icn
Sy
Viral RNA Viral RNA
e for VP#1 = Cieaved
Reverse = & plasmid
transcription &
— ———— i :
Viral DNA with l
i VP#1 gene @
Viral . & Recombinant
protains —% 5 plasmid
Foot-and-mouth
disease virus l Transtormation of
E. coli

34
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Pécs Miklés: BIOTERMEK és gyégyszeripari bioTECHNOLOGIA 13. Vakcindk gyértdsa
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Konjugalt vakcinak gyartasa

A konjugalt vakcinak két egysegét kulon allitjak eld.
A kapszularis poliszacharidot a patogén térzs (Haemophilus

Ve

A poliszacharidokat az ioner6sség ndvelésével levalasztjak a
sejttérmelékrél.

A fehérjerészt kiilon fermentacioval termelik, vagy tetanusz toxo-
id, vagy hasonlé rekombinans fehérje (P16) E. coli-val. Intracel-
lularis, sejtfeltaras kell.

A szénhidrat és fehérje egységeket kémiai reakcidéval, pl. karbo-
diimiddel kapcsoljak éssze.

36
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Nukleinsav vakcinak

A DNS- és az RNS-vakcinak sejten bellli utvonala kilénbdzik.
Az elején és a végén vannak kbzds lépések, a sejtbe valo belé-
pés és a riboszomalis fehérjeszintézis, valamint a termelt anti-
gén bemutatdsa a sejt felszinén azonos. De a DNS-nek be kell
lépnie sejtmag membranon, at kell irédnia a mRNS-re, ennek
vissza kell térnie a citoplazmaba, és csak ezutan megy végbe a
transzlacié. Ekézben a DNS ki van téve a sejt nukleaz enzimei-
nek. Kockazat: az idegen DNS beépll a gazda genomba, meg-
zavarva annak mikoédeését.

Az RNS molekulaknal ezek a gondok nem jelentkeznek, emiatt
sok fejlesztés indult meg a profilaxis (vakcinak) és terapia (tu-
morellenes szerek) terlletén.

37
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Nukleinsav vakcinak
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DNS vakcinak

A DNS-vakcindk lenyegében DNS-alapu ingaz6 vektorok, ame-
lyek a gazdasejt helyett kézvetlenll az emberi szervezetbe vi-
szik be és expresszaljak az antigén fehérjét. A vektorba az anti-
gén mellett mas immunmodulatorok génjét is be lehet épiteni.
Ezeket a plazmidokat baktériumokban (pl. E. coli-ban) termelik,
kinyerik és tisztitjak. A koér alaku kettés szalu DNS plazmidok al-
kalmasak a vakcinazasra.

DNS-vakcinakat is adjuvaljak. A ,csupasz” DNS nem mikddik.
A plazmid DNS stabil, hités nélkil is tarolhaté.

A nukledz enzimek miatt igen rossz hatasfokkal jutnak el a
sejtmagig (~0,1%)

39

W 5
1 ﬁﬁ BME Alkalmazott Biotechnoléogia és Elelmiszertudomany Tanszék

DNS vakcinak
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MRBNS vakcinak

Az RNS vakcinaknak két f6 tipusa létezik, a (passziv) mMRNS
és az 6nmagat amplifikal6 RNS (saRNS) vakcinak.

Passziv mRNS vakcina
A hagyomanyos vagy passziv mRNS-vakcinak egy genetikai
egyseéget tartalmaznak, a célantigén mRNS-ét. A mRNS egy-
két nap alatt elbomlik, igy nem marad a szervezetben.

Onreprodukalé mRNS vakcina

Az RNS reverz transzkriptazzal sokszorozodik, a sok moleku-
larél sok fehérje szintetizalédik.

41
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A kétféle mRNS vakcina mikodésének
0sszehasonlitasa
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Passziv mMRNS vakcina

Az epitbp fehérje mRNS-ét (egyszalu) viszik be a
szervezetbe. (COVID: a tiskefehérje mRNS-e)
Gyartas: szintézissel (nincs sejt, fermentacid, csak enzimek)

Lipid nanorészecskékbe csomagoljak, ez beoldddik a sejt-
membranba és igy bejut a citoplazmaba.

A kobor mRNS eljut a riboszomara és beindul a fehérje
termelése. Ez kijut a sejtbél és beinditja az immunvalaszt.

A mRNS max két nap alatt elbomlik, és nem marad a
szervezetben. A fehérje termelés is leall.

Célszerli megismételni, a masodik immunvalasz mindig
erésebb, mint az elsé.
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Onreprodukalé mRNS vakcina

A mRNS gyors elbomldsa miatt alkalmazzdk az énreproduka-
I6 RNS vakcinakat. Ehhez RNS virusokat alakitanak at. A
replikaz egységet megtartjak (ez tartalmazza a reverz transz-
kriptdz enzimet is) és a tokfehérjek génjének helyére illesztik
be az epitdp génjét.

Az RNS szerelvény sok példanyban legyartja 6nmagat, RNS-t
is, s feherjét is termel. De az epitdép fehérjék nem tudnak
tokké 6sszeallni, nem alakul ki 0j virus.

A tok nélkuli RNS a sejten kivll életképtelen, de az uj RNS-
rél tovabbi fehérjék szintetizalédnak.

A tokfehérjék helyett keletkezé epitop fehérje viszont kivaltja
az immunvalaszt.

44
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Az RNS vakcinak gyartasa

Mindkét RNS vakcina tipus gyartasi technoldgiaja azonos

|épésekbdl all.

1. A folyamat elsd Iépése az mRNS vakcinat sablonként ko-
dold linearizalt plazmid DNS eléallitdsa. A molekula vége-
re egy természetes vagy analdég szintetikus sapkaszer-
kezetet kapcsolnak. A lanc masik végére poli(A) termina-
tort épitenek.

2. A szintetizalt plazmidot E. coli fermentaciéval szaporitjak
el. A sejtfeltaras utan a tisztitatlan pDNS tartalmazza bak-
térium genom DNS nyomait és a pDNS harom formajat
(szuper tekercselt, relaxalt kér és linearis) is, ezek szét
kell valasztani.

45
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Az mRNS vakcinak gyartasa

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

e UTR’s: translational efficiency is mRNA molecule

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

Cap UTR e CDS (Coding Sequence):
/ Modification of sequence, such as
codon optimization, have
e 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.
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Az mRNS vakcinak gyartasa

3. A harmadik Iépésben a linearizalt pDNS-templatot, rekom-
binans RNS-polimerazt (T7, T3 vagy SP6) és nukleozidtri-
foszfatokat tartalmazé oldatban irjak at RNS-re (37 °C, 2-4
ora).

4. Ezutan a szennyez6 baktérium-DNS-t, és a pDNS-templa-
tot DNaz enzim segitségével elemeésztik (37 °C, 0,5 6ra).

5. A reakcidelegy azonban szennyezd RNS fajtakat tartal-
maz, révidebb és hosszabb transzkriptumokat. Ezeket mé-
ret szerinti elvalasztassal, ultrasziréssel és/vagy kroma-
togréafiaval kilénitik el.

BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudoman y Tanszék
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Az mMRNS vakcinak formulazasa

A tiszta RNS trehal6zzal liofilizalva 20 °C-on stabil egy évig is.
Ez viszont nagyon rossz hatasfokkal jut be a sejtbe. Deter-
gensekkel lipid nanorészecskébe formulazva viszont kénnyen
dsszeolvad a citoplazmamembrannal, belép a sejtbe. Ez a
forma viszont nagyon bomlékony, egyes gyartmanyokat -70-
75 °C-on kell tarolni.

o £n
L -

szek

48

BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék

13. Vakcinak gyartasa

24



Pécs Miklés: BIOTERMEK és gyégyszeripari bioTECHNOLOGIA 13. Vakcinak gyartasa

A SARS-Covid-19 vakcinak 6sszehasonlitasa

mRNA Pfizer/ A sejtekbe bejuté 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 tiskefehérjéjét
Johnson kodol6 gént, ami atirédva elindit-

& ja a tiskefehérje termelédését -
ez valtja ki azimmunvalaszt

Inactivated inopharm Inaktivalt virus

Inaktivalt (azaz nem fert6z6-

képes) SARS-CoV-2 virus -
megbetegedést nem okoz, de

kivaltja az immunvalaszt
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Az mRNS vakcina mikoddése

A Kariké Katalin és munkatarsai altal kifejlesztett, a Pfizer-BioN-
tech altal gyartott mRNS vakcina nukleotid analégokat tartalmaz,
igy nem aktivélja a velesziletett immunrendszert.
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