Pécs Miklds: Gyogyszer- €s orvosi biotechnoldgia

VAKCINAGYARTAS

A fert6z6 betegségek (bakterialis vagy virusos) elleni immun-

védekezésben részt vevé fehérjék eléallitasa.

Passziv immunizélas Aktiv immunizélas
antitest (antitoxin) bevitele antigén bevitele
idegen sejtek termelik az a szervezet maga termeli az
antitesteket antitesteket
terapia/gyégykezelés — fennalld profilaxis/megelézés — jovébeli
betegség esetén betegség ellen
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09. Vakcindk gyartdsa

PASSZIV IMMUNIZALAS

Az antitesteket régebben csak vérbdl le-
hetett kivonni. A kérokozéval (lehet viru-
lens, attenualt, csak antigén) éllatokat
fertéztek meg. Egy-két hét mulva a vér-
ben megjelennek az antitestek. A vért
levéve izolalhat6 bel6le az immunglobu-
lin frakcié. Kapacitasa korlatozott, em-
berben kéros immunvalaszt valthat ki,
és allatvédelem miatt csak laborban.

Emberi donorvérbdl is kinyerhet6é az an-
titest frakcié (anti-Rh+D, tetanusz, Covid
plazmaterapia, Id. Vérkészitmények).

Fio.4
“The production of an aniserum Bledin  amunized horse from the
sular vel
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VAKCINAGYARTAS

Ev Esemény
1796 vakcinazas tehénhimlé oltassal feketehimlé ellen (Jenner)
1879  EIS attenualt bakteridlis vakcina (csirke kolera ellen)
1884 Agyszovetben tenyésztett éI6 attenudlt virus vakcina (veszettség ellen)
1897  L6szérumbol készlilt vakcina (bubdpestis ellen)
1918 Teljes sejtes inaktivalt bakteridlis vakcina (szamarkdhogés/pertussis ellen)
1923  Inaktivalt bakterilis toxin (=toxoid) vakcina (torokgyik/diftéria ellen)
1931 Az elsé jovahagyott fagyasztva szaritott vakcina (himlé ellen)
1949  Kombinalt vakcina (diftéria, tetanusz, teljes sejtes pertussis = DiPerTe)

1949  Enders féle, nem neuralis emberi sejtekkel in vitro termelt vi 1a (gyermekbér
ellen)
1954 Collier javitotta a himl6 vakcina fagyasztva szaritasat (szallithatéva valt)
1955  Inaktivalt virus vakcina eldéllitasa in vitro elso majom ! énulds ellen)

1962 Emberi diploid sejtvonal (WI-38) létrehozasa (Hayflick)
1977 Az utols6 himl6 eset laboratériumon kiviil
1986  Elesztében eldaliitott rekombinans virusszer(i részecske (VLP) vakcina (hepatitis B)
1987 Konjugalt poliszacharid-fehérje vakcina (Haemophilus influenzae b)
1998 Nagy tisztasagu vakcinak eldallitasa (hepatitis A)
4 2005 plazmid DNS vakcina (nyugat-nilusi 1az)
E 2020  RNS vakcina (Covid-19)

BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék
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VAKCINAGYARTAS

Az immunvalaszt kivalté anyag jellege szerint a vakcina lehet:

1. EI6, attenualt (legyengitett, mar nem virulens) kérokozé

2. Elolt, inaktivalt kérokoz6. Nem szaporodd, nem fert6zéképes,
de fehérjéi immunogének maradtak.

3. Alegység- (subunit) vakcina: az egész kérokoz6 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

&5 Elelmi Tanszék

El6, attenualt kérokozo

Attenudlt: legyengitett, mar nem virulens kérokoz6

A kérokozé €él6, szaporodoképes, de laboratériumban legyengi-
tett, azaz betegséget nem okoz6 valtozatat tartalmazzak.

Veszély: reverzi6 patogénné

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

Virusok: MMR = mumpsz, kanyaré, rubeola kombinalt oltas

i BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomény Tanszék

El6lt, inaktivalt kdrokozé

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

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

Nem szaporodik, nem fert6zéképes, de fehérjéi immunogének
maradtak.

Veszély: maradhat tulél6é patogén a vakcinaban.

&5 Elelmi Tanszék
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Pécs Miklds: Gyogyszer- €s orvosi biotechnoldgia 09. Vakcindk gyartasa

Alegység vakcindk

Alegység- (subunit) vakcina: a teljes kérokoz6 helyett annak
csak egy jellegzetes, erbteljes immunreakciot kivaltd fehérjéjét,
egy epitopjat allitjak el6 és adjak be a megvédend6 személy-
nek. Biztonsagosabb.

Baktériumoknal: acellularis (sejtet nem tartalmazo) pertussis
(szamarkohogés) vakceinat, amely a B. pertussis sejteknek csak
egyes izolalt és tisztitott dsszetevéit tartalmazta.

Virusoknal: rekombinans fehérje vakcina, a virusnak egy tokfe-
hérjéjét termeltetik meg egy artalmatlan gazdaszervezettel.

Tanszék

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 kivalthat6 inaktivalt toxin =
toxoid beadasaval — aktivimmunizalas.

i BME Alkelmazott Biotechnologia és Elelmiszertudomény Tanszek

TOXIN - TOXOID

A toxin inaktivalasa kivalthatd kémiai reakciéval (formaldehid),
vagy hékezeléssel, esetleg genetikai modositassal.

Host cell Chemical detoxification

Formation of
st el

neutralizing antibody
receptor

Protective epitope
reserved

Chemical

“~ modification
Toxic subunit o eiminates
toxicity
‘Genetic detoxification
+— Neutralizing
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Tanszék
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Poliszacharid vakcinak

A fert6z6 baktériumok kiils6 felszinén, a sejtfalhoz kétve talal-
haté poliszacharidok is lehetnek epitépok — alegység vakcina-
ként alkalmazhatok.

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

Haemophilus influenzae kisgyermekeknél.

&5 Elelmi Tanszék

09. Vakcindk gyartasa

Nukleinsav vakcinak

A nem magat az antigén fehérjét visszik be a megvédendd
szervezetbe, hanem az azt kédold genetikai anyagot. A szer-
vezet sajat sejtjei ennek alapjan maguk allitjak el6é az antigént.

A DNS vakcindk a természetben megtalalhaté plazmidok ge-
netikai atalakitasaval jénnek létre. Ezeket vektorként hasznal-
juk. Vakcinaként az immunvalaszt kivaltd epitop fehérje génjét
épitjuk be, és ezt bejuttatva atirodik a testi sejtekben.

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

i BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomény Tanszék

MRNS vakcinak

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

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

Biotechnol &5 Elelmi Tanszék

Bakterialis vakcinak gyartasa

Baktériumok: attenualt térzsek, vagy utdlagos inaktivalasra kerd-
|6 patogének szaporitasa.

Klasszikus, szakaszos baktérium fermentacio. A feldolgozéasnal
a sejttdmegre van szikség. A fermentaciok és a fermentorok
gyakorlatilag azonosak az ipar mas tertletein hasznalatosakkal.

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

Kolera vakcina tizem

BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék 5
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Virusvakcinak gyartasa

Akar él6 attenualt, akar inaktivalt virusokbdl készitlink vakcinat,
mindenképpen sziikséges a virusok szaporitasa. A virusok tap-
talajon nem szaporithaték, mivel abszolut parazitak, sziikségik
van egy gazdaszervezet funkcidira és anyagaira.

Szaporithatok:
>EI6 allatokban (csak laboratériumi médszer)
> (Csirke)embriéban = el6keltetett tojasban

>Allati sejttenyészetben

09. Vakcindk gyartdsa

&3 Elelmi any Tanszék

Vakcinagyartas tojasban

A virusok csak élélényekben, vagy él6 szdvetekben szaporitha-
tok. Nagy attorés volt, amikor felfedezték, hogy szamos emberi

és éllati patogén virus jél szaporithat6 csirkeembrion is.

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

— Atojast elékeltetik (5-10 nap) - '
— Megfurjék, beoltjak virussal

— 2-4 napig marad a keltet6ben

— Leszivjak a virustartalmu levet

Az influenza oltbanyag eléallitasa-
hoz sokat hasznalnak

& iszertudomény Tanszek
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Influenza vakcina gyartasa tojasban

Y
Manufacturing Influvac* Monovalent bulk

=) =22

Distribution

Biotechnolégia és Elelmi Tanszék

Virusszaporitas allatisejt-tenyészetben

Két szakasz:

1. Sejtszaporitas (korabbi eléadasban)

2. Virus szaporitas. A virus lehet attenualt, vagy virulens,
ezesetben inaktivalasra kerdl.
Az infekcié szamara optimalis kértilmények beallitasa
(nem mindig azonos a sejtszaporitassal)
Virus raoltasa: ~1-2 virus/sejt = egy virus-generaciét
varunk ki.
A sejtek nagy része szétesett > sejttérmelék elvalasz-
tésa, szlirés, centrifugalas (még fert6zé! containment!)

Az attenualt virusoknal maga a virus a termék.

h
B By almsron siowhnslogi 6 Helmiserloniny Tansek

Virusszaporitas allatisejt-tenyészetben

A tébb Iépésben elszaporitott sejttenyészetre (lehet kitapado
vagy szuszpenziés) visszik ra az él6 virustenyészetet.

seale-up in microcarriersystem downstream
roller bottles in bioreactor processing

MDCK-cell virus
growth production
g —

clarification

p—

—_—

inactivation

cross-flow
filtration
&

chromatography

Biotechnolégia és Elelmi Tanszék
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Inaktivalt virusvakcinak gyartasa

A DNS-t kell inaktivalni, a fehérjét meg-

kimélni - alkilezészerekkel (etilénimin,
bis-etilénimin - rakkelték)
Reakci6idé: 2-24 h —
A felesleget Na-tioszulfattal elbontjak.

[ virusszaporités |
[ centritugatés |
Ellenérzik, hogy nem maradt-e benne [T
még él6 virus.
[ evensmes |
[ Formuszss |

Ezalatt +4 °C-on taroljak (1-2 hét). Elsrints
A negativ eredmény utan lehet a tételt
felszabaditani. [ Kissewes |

&5 Elelmi Tanszék

Alegység vakcinak

Rekombinans fehérjeként allitjak el6. A K+F [épései:
1. lzolalni, esetleg szintetizalni az antigén fehérjét kodold
gént.
2. Génmanipulaciéval bevinni egy j6l kezelheté gazdaszerve-
zetbe, expresszalni.
3. Fermentécioéval el6allitani a fehérjét.
4. Feldolgozas: extracellularis — intracellularis esetben
- kiméletes sejtelvalasztas
- zarvanytest esetén: sejtfeltaras, szolubilizalas, folding
- tisztitasi [épések

Esettanulmany: hepatitis B vakcina

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

Vilagszinten a lakossag 5%-a fert6z6tt ~ 350 milli6 ember
Fert6zés atvitele: vérrel, tlvel, szexualis Gton

Lappangasi idé: 1,5 — 3 honap, ezalatt is virusgazda

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

&5 Elelmi Tanszék
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HEPATITIS B VAKCINA

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

e —endo (belsd),
¢ —core (,mag”)

+aDNS és a ‘*
DNS-polimeraz

HBs Protein

( HBsAg)
HBe Protein
(HBeAg)

0
— HBC Protein

(HBcAg)

Partially double
stranded DNA
(HBV DNA)

HBV DNA
Polymerase

&5 Elelmi Tanszék

HEPATITIS B VAKCINA

A HBV DNS két széla nem egy-

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

csak 55-75%-a.

A HBsAg fehérje 226 aminosav,
lipoprotein, ezt klonoztak.

HEPATITIS B VAKCINA

A fellileti antigén génjét elészor E. coli plazmidba klénoztak,
termelte is, de: - nem glikozilalt forma

- nem alakult ki az aktiv folding

Bevitték
— éleszt6be (intracellularis, glikozilalt)
— eml6s sejtbe (extracellularis, glikozilalt)

Mindkettd forgalomban van, az éleszt6s technolégia olcsébb
és biztonsagosabb (nincsenek onkogének, virusok)

&5 Elelmi Tanszék
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HEPATITIS B VAKCINA

Az éleszt6be bevitt ingazd vektor (kettés plazmid) szerkezete:

Kétféle marker gén: ADHA terminator
- ampicillin rezisztencia Hepatts B Suriecs
. 2 2 L ntigen gene
- leucin-2 gén (az éleszt6
Leu™ mutans) GAPDH promoter

(veast)

PBR322 plasmid/

Expressziés kazetta:

- konstitutiv prométer o s
- az S fehérje génje S plisid
- terminator 7 e \
Két replikacios origd: Yeast leucine-2 gene
- egyik a coliban, a masik 4
az élesztében miikddik Ono

gia és Elelmi Tanszék

09. Vakcindk gyartasa

HEPATITIS B VAKCINA

Technoldgia: kétszakaszos fermentacio
Szaporitas: Leu-mentes tapoldaton - nagyobb
plazmidtartalom

Termelés: komplex tapoldaton

Feldolgozas:

Centrifugalas vagy mikrosziirés

Sejtfeltaras (nagynyomasu homogenizatorral)
Mikrosz(irés (sejttérmelékek eltavolitasa)
Ultraszlirés (koncentralds és a kis molekulak
eltavolitasa)

Adszorpci6 szilikagélen (Aerosil), eltcié borat
pufferrel

Hidroféb kromatografia (butil-agaréz tolteten)
Diszulfid hidak kialakitasa K-tiocianattal
Adjuvalas, konzervélas -

sefttares
XAD-4 gyanta

Boré puffer

Adszorpci6
szilikagélen

Hidrofob
kromatografia

Adjuvalis

HEPATITIS B VAKCINA

A termék vizsgélata:

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

— DNS tartalom: max 10 pikogram/I

— Hatékonysdg: allatokban (egér, tengerimalac)

— Pirogének: LAL teszt

— Mikrobidlis tisztasag

— Stabilitas: 2-3 év +4 fokon

i BME Alkal B haolégia &5 Elelmi Tanszék
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Adjuvalas

Adiuvat — segiteni (- adjutans, adjunktus)

Olyan, 6nmagukban nem immunogén anyagok, amelyek a fe-
liletikén megkdtik az oltéanyag fehérjéket és ezzel erésebb/
tartésabb immunvalaszt valtanak ki (2-3-szoros névekedés!).

Tipusaik:

Szilard: aluminium-hidroxid és -foszfat kolloid szemcsék
Folyadék: asvanyi és névényi olajok, + emulzi6-stabilizatorok
(emulzi6 képzés: nagynyomasu homogenizatorral)

BME Alkelmazott Biotechnolégia és Elelmi Tanszék

Adjuvalas
PRODUCT ACTIVE COMPONENT HUMAN VETERTNARY EXP.IMM
MINER AL ADJUVANTS
Alhydrogel 1.3% aluminium hydroxide - - +
Alhydrogel 2.0% aluminium hydroxide + + +
Alhydrogel 185" aluminium hydroxide + + +
Adju-Phos 2% aluminium phosphate + + +
Calcium phosphate adjwvant calcium phosphate + + +
SAPONIN ADTUVANTS
Quil-A saponin adjuvant  triterpenoid glycoside E + +
OIL EMULSION ADJUVANTS
Freund'sincomplete Minerd oil + emulsifier - + +
adjuvant
Freunds cemplete adyant Mo sl + emnlifies +10 . ) .
tuberculosis
32
HER BME Alkelmazott Biotechnolégia és Flelmiszertudomany Tanszék

Rekombinans fehérje vakcina : SZKF

VP
SZKF = sz&j- és kdromfajas virus, protein
kérédzbékre patogén L Viral RNA

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

Viral

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

disease virus

BME Alkelmazott Biotechnolégia és Elelmi Tanszék
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SZKF vakcina

Az SZKF burokfehérje gén klénozasa E. coli plazmidba:

% Plasmid

vPyi

protein 1 Restnction
cn2yiie
Viral RNA Viral RNA
o 8 for vP#1 g% Cieaved
Reverse = & plasmia
transcription &>
_ —_— T
Viral DNA with l
" VP#1 gene
Viral 9 § 2. Recombinant
proteins % 5 plasmid
Foot-and-mouth
disease virus l Transtormation of
E.coii

Tanszék

ﬂ Recombinant
B o=t
SZKF vakcina | prsommens
@ B ~romanme
Az SZKF burokfehérje gén kl6- paen O
nozasa E. coli -ba:
Kifejezodik, de intracellularis, és N\
zarvanytestet képez - T’_’vptu
A
— Sejtfeltaras _ /
— Szolubilizalas i iy
— Folding
utan johet csak a szokasos tisz-
titas, feldolgozas
oo ©
e ©
e s
VP41 protein from recombinant bacteria £
i BME Alkalmazott Biotechno for use in vacsine production

Konjugalt vakcindk gyartasa

A konjugalt vakcinak két egységeét kilon allitjak eld.

A kapszularis poliszacharidot a patogén térzs (Haemophilus

A poliszacharidokat az ionerésség ndvelésével levalasztiak a
sejttormelékrél.

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

A szénhidrat és fehérje egységeket kémiai reakcioval, pl. karbo-
diimiddel kapcsoljak 6ssze.

Tanszék
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Nukleinsav vakcinak

A DNS- és az RNS-vakcinak sejten beliili Gtvonala kilénbdzik.
Az elején és a végén vannak kdzos lépések, a sejtbe vald belé-
pés és a riboszomalis fehérjeszintézis, valamint a termelt anti-
gén bemutatasa a sejt felszinén azonos. De a DNS-nek be kell
|épnie sejtmag membranon, at kell irédnia a mRNS-re, ennek
vissza kell térnie a citoplazmaba, és csak ezutan megy végbe a
transzlaci6. Ekdzben a DNS ki van téve a sejt nukledz enzimei-
nek. Kockazat: az idegen DNS beépiil a gazda genomba, meg-
zavarva annak mikodését.

Az RNS molekuldknal ezek a gondok nem jelentkeznek, emiatt
sok fejlesztés indult meg a profilaxis (vakcinék) és terapia (tu-
morellenes szerek) terliletén.

&3 Elelmi y Tanszék

09. Vakcindk gyartdsa

Nukleinsav vakcinak
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DNS vakcinak

A DNS-vakcindk lényegében DNS-alapu ingazé vektorok, ame-
lyek a gazdasejt helyett kdzvetlenll 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 kor alaku kettés szali DNS plazmidok al-
kalmasak a vakcinazasra.

DNS-vakcinékat is adjuvaljak. A ,csupasz” DNS nem mkédik.
A plazmid DNS stabil, hiités nélkil is tarolhato.

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

&3 Elelmi y Tanszék
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Pécs Miklds: Gyogyszer- €s orvosi biotechnoldgia 09. Vakcindk gyartasa

DNS vakcinak
DNA - Vaccine
B Ampicilin W hu GMV.
 Neomycin  Selectable marker Promotor  mRSV
¥ etc. resistance / 0 etc.
Bacterial origin 1 Full-length

of replication <— Antigen(s) ¥ Truncated

N5-GACGT-3  cpG-motits—

0 5-AGCGCT-3 B Proteosome-
~ ¥ Ubiquitin  Targeted
¥ Termination ~ poly-A \ Immunmodulators ¥ IL-2
B Processing B IFN-G
u Stability § GM-CSF
)
B: és El Tanszék
.
mRNS vakcinak

Az RNS vakcinaknak két f6 tipusa létezik, a (passziv) mRNS
és az bnmagat amplifikald6 RNS (saRNS) vakcinak.

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

Onreprodukalé mRNS vakcina

Az RNS reverz transzkriptédzzal sokszorozédik, a sok moleku-
larol sok fehérje szintetizalodik.

i
:iﬁ BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszek

A kétféle mRNS vakcina mikodésének
0sszehasonlitasa

e /V\N\/,V\’
® \0® " \0o 4
1 ’g&’gﬁ ?

mRNA constructs Delivery Expression Presentation
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Pécs Miklds: Gyogyszer- €s orvosi biotechnoldgia

Passziv mRNS vakcina

Az epitép fehérie mRNS-ét (egyszall) viszik be a
szervezetbe. (COVID: a tiskefehérje mRNS-e)

Gyartéas: szintézissel (nincs sejt, fermentacio, csak enzimek)
Lipid nanorészecskékbe csomagoljak, ez beoldédik a sejt-
membranba és igy bejut a citoplazmaba.

A kébor mRNS eljut a riboszémara és beindul a fehérje
termelése. Ez kijut a sejtbdl és beinditja az immunvélaszt.

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.

&3 Elelmi y Tanszék

09. Vakcindk gyartdsa

Onreprodukalé mRNS vakcina

A mRNS gyors elbomlasa miatt alkalmazzak az énreproduka-
16 RNS vakcinakat. Ehhez RNS virusokat alakitanak at. A
replikaz egységet megtartjak (ez tartalmazza a reverz transz-
kriptaz enzimet is) és a tokfehérjék génjének helyére illesztik
be az epitop génjét.

Az RNS szerelvény sok példanyban legyartjia 6nmagat, RNS-t
is, és fehérjét is termel. De az epitép fehérjék nem tudnak
tokka 6sszeallni, nem alakul ki Uj virus.

A tok nélklli RNS a sejten kivil életképtelen, de az Uj RNS-
rél tovabbi fehérjék szintetizalédnak.

A tokfehérjék helyett keletkezé epitop fehérje viszont kivaltja
az immunvalaszt.

& iszertudoma ny Tanszék

Az RNS vakcinak gyartasa

Mindkét RNS vakcina tipus gyartasi technolégidja azonos

|épésekbdl all.

1. A folyamat els6 lépése az mRNS vakcinat sablonként ké-
dolé linearizalt plazmid DNS elééllitasa. A molekula végé-
re egy természetes vagy analég szintetikus sapkaszer-
kezetet kapcsolnak. A lanc masik végére poli(A) termina-
tort épitenek.

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

&3 Elelmi y Tanszék
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Pécs Miklds: Gyogyszer- €s orvosi biotechnoldgia 09. Vakcindk gyartasa

Az mRNS vakcinak gyartasa
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length, are important for
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production. ‘ innate sensing promoting expression.

Az mRNS vakcinak gyartasa

3. A harmadik |épésben a linearizalt pPDNS-templatot, rekom-
bindns 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 elemésztik (37 °C, 0,5 ¢ra).

5. A reakcidelegy azonban szennyez6 RNS fajtékat tartal-
maz, révidebb és hosszabb transzkriptumokat. Ezeket mé-
ret szerinti elvalasztassal, ultrasziiréssel és/vagy kroma-
tografiaval kilonitik el.

Az mRNS vakcinak formulazasa

A tiszta RNS trehaldzzal liofilizalva 20 °C-on stabil egy évig is.
Ez viszont nagyon rossz hatasfokkal jut be a sejtbe. Deter-
gensekkel lipid nanorészecskébe formulazva viszont kénnyen
0sszeolvad a citoplazmamembrannal, belép a sejtbe. Ez a
forma viszont nagyon bomlékony, egyes gyartmanyokat -70-
75 °C-on kell tarolni.
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Pécs Miklds: Gyogyszer- €s orvosi biotechnoldgia

A SARS-Covid-19 vakcinak 6sszehasonlitasa

Pfizer/
BioNTech

Moderna

Viral vector Oxford/

f@ummﬂuéﬁ

A sejtekbe bejuté mRNS
hatasara a sejtjeink termelni
kezdik a SARS-CoV-2 virus

immunvalaszt valt ki

Adenovirus vektor
A sejtekbe bejuto, artalmatlan
adenovirus tartalmazza a

kédold gént, ami atirédva elindit-
ja a tuskefehérje termelédését -
ez valtja kiazimmunvalaszt

Inaktivalt virus

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

09. Vakcindk gyartdsa

Az mRNS vakcina mikodése

A Kariké Katalin és munkatarsai altal kifejlesztett, a Pfizer-BioN-
tech altal gyartott mRNS vakcina nukleotid anal6gokat tartalmaz,
igy nem aktivalja a veleszlletett immunrendszert.

Ttiskefehérjét
Lipid kodolé mRNS
nanorészecske

megtermelik az #

tiiskefehérjét

i@ummﬂar:

immunvalasz A
livaltasahoz a

20\

A virus tiiskefehérjéje
“bemutatésra” keriil
az immunrendszer
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