A biotechnolégia természettudomanyi alapjai 4. lpari termelés génmanipulalt mikroorganizmusokkal

4.3. Rekombinans fehérjék eloallitasa génmanipulalt mikroorganizmusokkal

Az els6dleges és masodlagos anyagcserctermékek elballitasa utan a rekombinans fehérjéek
gyartasarol lesz sz6. Ezek olyan fehérjék, melyeket a sejt eredeti genomja nem tartalmaz, ha-

nem a fehérjék génjét a biotechnoldgusok vitték be kiilonbdzd vektorokkal a sejtbe.

Inzulin

Els6ként az inzulin eldallitasaval foglalkozunk, mert ez egy viszonylag egyszer(ibb fehérje,

masrészt idérendben, tudomanytorténetileg is ez volt az elsé rekombinans termék.

Mi is az inzulin?

Az inzulin maga egy fehérje tipusi hormon, tehéat
szabalyoz¢ jellegli anyag, ami nem a mennyiségével, hanem
a szabalyozdson keresztul hat. Pardnyi mennyiségben is

4

hatékony, mert a sejtek feliiletén 1évo receptorokhoz kot és a
receptorokhoz val6é kotddés anyagesere valtozasokat okoz.
Mar egy-két inzulin molekula a sejt fellletén receptorhoz
kotédve meg tudja valtoztatni a sejtek cukorfelvételét.

Hol termelédik az inzulin a szervezetiinkben?

A hasnyalmirigyben, de ennek is csak bizonyos sejtjeiben un.
Langerhans-szigeteken. Az inzulin antagonista hormonparja,

a glikkagon szintén itt termelddik. Ez a két hormon egyiittesen
biztositja a vércukorszint szabalyozasat. Az inzulin csokkenti
a vércukor szintet, a glikagon emeli, a két ellentétes hatasu
hormon arénya alakitja ki a kozel allandd vércukorszintet.

15. &bra: A hasnyalmirigy Langerhans-szigete

Az inzulinnal kapcsolatos betegség a diabetes, koznapi
néven cukorbetegség, ami a vércukor szint szabalyozasanak zavarat jelenti. Tobbféle tipusa
van:

Fiatalkori cukorbetegség: Ez ténylegesen az inzulin hianyan alapszik. A sejtek nem
képesek elegend6 inzulint termelni, és emiatt a vercukor szint allandéan magas a szervezetben.
A fiatalkori cukorbetegség egy autoimmun betegség, melyet abszolut inzulinhiany okoz.
Hatterében az all, hogy a szervezet immunrendszere idegenként ismeri fel a sajat sejtek egy

részét, és autoimmun gyulladas kovetkeztében elpusztulnak a hasnyalmirigy inzulint termeld
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béta-sejtjei. A fiatal kori cukorbetegség inzulinos kezelés nélkil sulyos karosodassal, és egy-
két éven belil halallal jar.
Idéskori_cukorbetegség: A betegek tulnyomo tobbsége ebben szenved. Itt nem az

inzulintermelés hianya a probléma, hanem a sejtek feliiletén 1€v6 inzulin receptorok kérosodésa.

Az idéskori cukorbetegség egyfajta civilizacids artalom, amit a magas glikémias indexi
szénhidratok fogyasztasa (cukor, fehér liszt stb.) idéz el6. A glikémias index azt fejezi ki, hogy
egy szenhidrat milyen gyorsan szivadik fel, és jut a vérbe. Minél nagyobb ez az érték, az
élelmiszer annal nagyobb inzulintermelésre serkenti a szervezetet. Az éveken &t tartdsan magas
inzulinszint, pontosabban az étkezéseknél fellépd hatalmas inzulinhulldim miatt a sejtek
védekezni kezdenek a beléjiik pumpalt tal sok cukor ellen, és kialakul az inzulinrezisztencia,
vagyis a sejtek ellenallnak az inzulin hatasanak - a receptorok érzéketlenné valnak az inzulinra.
Am mivel az agy érzékeli, hogy a vérben ott a sok cukor, utasitja a hasnyalmirigyet, hogy még
tobb inzulint termeljen, a sejtek viszont egyre jobban ellenallnak. Egy ponton azonban a
hasnyalmirigy feladja a kiizdelmet, és a kialakuld tartdsan magas vércukorszint karositja a
szervezetet. Rontja a keringést a hajszalerekben, és ennek sokféle kovetkezménye lehet (pl.
vaksag, labszérfekély, infarktus).

Mind ket tipusndl inzulin bevitellel lehet a betegen segiteni. Ez a bevitel szajon at (tablettaban,
kapszuldban) nem oldhatd meg, mert az inzulin az egy fehérje molekula, ami az
emésztOcsatornaban lebomlik. Ezért az inzulint legtobbszor injekcid forméjaban adjak, bar sok
prébalkozas tortént ennek elkeriilésére, pl. a nydlkahartyan keresztil felszivodd preparatumok
kifejlesztésére.

Az inzulin molekula szerkezete:

16. abra: Az inzulin szerkezete
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Két peptid lanchol ( A és B lanc) épiil fel. Az egyik 21 a méasik 30 aminosavbdl all. A két lancot
diszulfid hidak (két kénatombdl allg, -S-S- felépitésii keresztkotesek) tartjak dssze. A diszulfid
hidak a fehérjében 1év6 cisztein aminosavak k6zott johetnek 1étre. Ezekben az oldallanc végén
egy SH csoport talalhato, két ilyen SH csoport képes 6sszekapcsolodni.
-SH + HS- — -S-S-

(a hidrogéneket valamilyen molekula, pl. NAD veszi fel). Harom ilyen kotés talalhato az in-
zulin molekulaban, ketté az A és B lanc kozott, a harmadik az A lancon beliil hoz 1étre egy
hurkot, ezaltal stabilizalja a szerkezetét.

A sertés és a marha szervezete szintén termel inzulint. Ezek az emberi inzulintol csak néhany

aminosavban kiilonboznek. E kiilonbségekbdl az evoliciods elagazasok torténete is kiolvashato.

Aminosav
S. 10. 30.
Marha m Al |
Sertés Thr ILeu
Ember Thr ILeu Thr
A lane B lanc

17. abra: Eltérések a human, marha és sertés inzulin kozott
Ha nagyobbak a kilonbségek, mert tobb mutécid lépett fel, akkor a fajok korabban valtak el
egymastol. A sertés inzulin csak egyetlen aminosavban tér el az emberétdl, a marha pedig ha-
romban (a képen zolddel, a tablazatban pirossal jelolve). Ebbdl latszik, hogy a sertés kozelebb
rokona az embernek, mint a szarvasmarha.
A cukorbetegek kezelésére évtizedekig a sertés inzulint alkalmaztak. A vagohidakon &ssze-

gyljtotték a hasnyalmirigyeket, €s ebbdl vontak ki a sertés inzulint.

Az inzulin bioszintézise:
Az inzulin két fehérjelanchol all, de csak egy inzulin gén van. Ennek atirasaval - az intronok
kivagasa utan - egy fehérjelanc keletkezik (pre-pro Arg inzulin), és ebb6l harom hasitassal és

két Arg eltavolitasaval alakul ki a végsd, aktiv szerkezet.
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18. &bra: Pre-pro Arg inzulin
A pre az egy bevezetd szakaszt jelent (zolddel jel6lve). A bioszintézis soran ezt az enzimek
eltavolitjak. Marad a proinzulin, ez egy fehérjelanc, amin beliil harom szakaszt ismerhetink fel.
A mar ismert A és B lanc kozott helyezkedik el a C lancnak nevezett szakasz. Tovabbi hasi-
tasokkal a C lanc kivagasra ker(l. A C lancnak a tovabbiakban nincs szerepe, elbomlik.

Az inzulin eloallitasi lehetoségei

1. Szerves vegyészek megoldottak, hogy kémiai szintézissel, aminosavakbol allitsak el6 az
inzulint. Ez nem gazdasagos eljaras, a gyakorlatban, ezért nem is alkalmazzak.

2. Sertés hasnyalmirigybdl valéd kivonas &s atalakitds human inzulinna. A nagy mennyiségl
inzulin el6allitasahoz korabban a vagohidakra vitt allatok hasnyalmirigyeit kezdték feldolgozni,
de egy 1d6 utan ez nem fedezte az igényeket.

3. Fermentacié génmanipulalt mikroorganizmusokkal

Ezzel az eljarassal nagyon sok gydgyszergyarto cég foglalkozott és foglalkozik. Kildnféle
utakat jartak ezek a cégek, és kulonféle megoldasokat talaltak ki.

Az elsé ilyen gondolat az volt, hogy minél egyszeriibb legyen a folyamat, minél rovidebb
fehérjéket kelljen eldallitani, ezért kiilon-kulon termeltették meg az A és a B lancot.

Ez utan:

- a pro inzulin fermentacidja Escherichia colival, majd atalakitasa

- a pre-pro-inzulin fermentécioja Escherichia colival, hasitasok

- a pro inzulin fermentécié Saccharomyces cerevisiae-vel (= pékéleszt)

Kivonas hasnyalmirigybél, atalakitas
Ezt nevezik klasszikus eljarasnak is. Az inzulint el6szor Frederick Bantingnak és Charles H.
Bestnek sikeriil kivonnia a hasnyalmirigybdl a XX. szazad elején. (Erdekesség: Az els6szor
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kutyakat vizsgaltak, eltavolitottak a hasnyalmirigylket és megfigyelték, hogy mi torténik. Ku-
16nb6z6 enzimekkel probaltdk meg poétolni a hasnyalmirigy emésztd enzimeit. Véletleniil fi-
gyelték meg, hogy a kutyék vizeletére odagytiltek a legyek. Az okot keresve allapitottak meg,
hogy a kutyak vizeletében sokkal tobb cukor volt, mint az el6tt. Ebbdl kdvetkeztettek a has-
nyalmirigy szerepére a vércukorszint alakuldsaban, és ez vezetett el végll az inzulin felfedeze-
séhez.) A kutyak vizsgalata utan atalltak a sertések alkalmazdsira. A nagyobb mennyiségii
inzulin eldallitasahoz a tudosok ekkor a vagohidakrol szerzett allati hasnyalmirigyet kezdték
hasznélni. A kisérletek sikeresek voltak; folyamatos adagolassal hossz( idén at életben tudtak
tartani a beteg allatokat. Cukorbeteg ember el6szor 1922. januar 11-én kapott a kivonatbdl; a
maér haldokl6 14 éves fiatalember néhany nap mulva elhagyhatta a korhéazat, béar tovabbra is
részorult az injekciokra. Az inzulingyartads 60 évig a torontdi felfedezOk (Banting, Best és
Collip) elvei alapjan tortént. Az inzulint sertés, illetve szarvasmarha hasnyalmirigyébdl vontak
ki savas-alkoholos moddszerrel. Az allatok levagasat kovetéen a hasnyalmirigyet azonnal
lefagyasztottak. Darabolés, 6rlés utan savanyl kdzegben alkoholos kivonatot készitettek. Ezt
semlegesitették, €s eltavolitottak a kicsapddo fehérjéket, az alkoholt és a zsirnemii anyagokat.
Véglil semleges kdzegben konyhasé (NaCl) hozzaadasaval az inzulin kicsapodott. Az igy nyert
készitmény 80-90 szézalék kristalyos inzulint tartalmazott, ez a klasszikus "gyors" hatésu
inzulin. A mindennapi gyogyitasban jol alkalmazhato kristalyos inzulint el6szor Abel allitott
eld 1926-ban.

A felfedezésért a kutatok 1923-ban Nobel dijat kaptak.

A nyolcvanas évek kozep€ig a sertés hasnyalmirigybdl vald inzulin kinyerés volt az egyediili
technologia, de korlatozo tényezdét jelentett, hogy az alapanyag mennyisége véges (nem vagnak
le annyi sertést, mint amennyi hasnyalmirigyre sziikség lenne). Masrészr6l kiderilt, hogy a
sertés inzulinban 1év0 egy aminosav kiilonbség a kezelt paciensek egy részénél allergiat okoz.
A szervezetlk idegen fehérjének tekintette az inzulint és allergias reakcio alakult ki. Az allergia
rdadasul ismételt bevitelnél fokozadik, tehat a folyamatos inzulin adasnal egyre erésebb lesz.
A kiilonbség a sertés és az emberi inzulin kdzott egyetlen aminosav. Ezt kellene lecserélni, és
az allergia probléma megoldddna.

Hogyan lehetne ezt az aminosavat lecserélni?

Ismét egy biotechnoldgiai [épés kovetkezik: egy enzimet hasznalunk az atalakitasra. Ez az en-
zim a tripszin, a hasnyalmirigy altal termelt emésztd enzim. (Kitekintés: A hasnyalmirigy hor-
monok mellett nagyon sokféle emészté enzimet is termel. Ezt a sokféleséget fejezi ki a hasnyal-
mirigy latin neve is: pancreas, leforditva: pan = minden, teljes; creas = teremt, létrehoz, pan-
creas = minden(félé)t termeld).

Ez egy nagyon specifikus peptidaz, mivel nem akarhol hasitja el a fehérje molekulakat, hanem
a bazikus aminosavak mellett. Két féele bazikus aminosav van az arginin (Arg) és a lizin (Lys).
Az oldallancuk végén egy aminocsoport van, ezt ismeri fel a tripszin. Ahol a fehérje lancbhan

egy ilyen aminosavat talal, odakotddik, és mellette elvagja a peptidkotést.
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19. &bra: Az alanin levagéasa
Lathat6 a B lancon, hogy az utolsé el6tti aminosav az egy lizin, tehat bazikus aminosav. A lizin
melletti vagassal a tripszin éppen egyetlen aminosavat, az eltavolitandé alanint hasitja le. Sajnos
az inzulinban van még egy bazikus aminosav is, az abran sargaval jelélt arginin. Ahhoz, hogy
csak a lizin mellett menjen végbe a reakcid, pontosan be kell allitani kortlményeket (+6 fok,
szerves oldoszert adni a vizes oldathoz).
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20. abra: A threonin beéplilése az alanin helyére

Az alanint treoninra (lilaval jel6lve) kell cserélni. A cserénél azt hasznaljak ki, hogy ezek a
reakciok megfordithato, egyensulyi reakciok. A kémiai reakciék megfordithaték akkor, ha
valamelyik reakciopartnerbdl nagyon sokat adunk hozza. Ez esetben treoninbol kell nagyon
sokat hozzéadni az alaninhoz képest. gy az eredetileg bontasi reakcio visszafordul, és szintézis,
azaz aminosav rakotés is végbemegy. Ha pedig nagysagrenddel tébb treonin van jelen, mint
alanin, akkor a 1étrejové inzulin molekulak kozott is nagysagrenddel tobb lesz az treoninos,
mint az alaninos.
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De van még egy probléma, a treonin karbonsav csoportja. Ez a csoport mellékrekciokba Iéphet,
¢és szennyezO melléktermékeket hozhat 1étre. Ennek kivédésére a savcsoportra egy védo cso-
portot tesznek, treonin észtert visznek be a rendszerbe. Az R betii azt jelenti, hogy valamilyen,
pontosan meg nem hatarozott alkohollal észterezik a treonint. Igy el lehet keriilni a mel-
l¢kreakcidkat, nem képzddnek melléktermékek. De ez egyuttal azt is jelenti, hogy legvégiil ezt
az észterez6 alkoholt is el kell tvolitani az inzulinrol.

_“.—cmo! %’_ @ —COOH

21. abra: Az észter csoport elbontasa

Az inzulin fermentacios eléallitasa rekombinans fehérjeként

A rekombinans fehérjék eldallitasat prokaridtakkal és eukaridtakkal is meg lehet oldani. A két-
féle fehérjeszintézis kozott azonban kilonbség van. Az eukaridtak képesek szenhidratrészekkel
kiegészitett fehérjéket 1étrehozni, mig a prokariotak csak az ,,alap” fehérjemolekulat tudjak
eléallitani. Ha tehat olyan fehérjét akarunk termeltetni, amire nem kell cukrokat rékotni
(szakkifejezéssel: glikozilalni), akkor ezt a feladatot prokariotakkal is meg lehet oldani a fo-
lyamatot. Ha viszont a termeltetni kivant fehérje csak glikozilalt formaban aktiv, akkor eukari-
otakkal kell dolgoznunk. Az inzulin nem tartalmaz szénhidratokat, tehat rekombinans fehér-
jeként baktériumokkal is eléallithato.

Kettos fermentacio

Az inzulin A és B lancanak megfelelé génszakaszt megfelelé vektorokkal két kiilon E. coli
torzsbe viszik be. Két kiilon fermentacioval elballitjak a két fehérjelancot. Ezek a fehérjék
intracellularis (sejten beliil maradd) termékek, igy a tovabbi feldolgozashoz egy kiilon miive-
lettel fel kell tarni a sejteket. A feltaras és tobb 1épéses tisztitas utan kapjak meg az inzulin
komponenseit. A két lanc kdzott a diszulfid hidakat kémiai reakcidval hozzak létre, majd to-
vabbi tisztitas utan hozzéak forgalomba.

Hallgatdi eldaddsjegyzet. 77



A biotechnolégia természettudomanyi alapjai 4. lpari termelés génmanipulalt mikroorganizmusokkal

E. cali E. coli
plasmid Zq}‘ o plasmid ?.&_‘._(\_;
\__J—QJJ _ e ')
gene for A-chain ﬁ“‘- gene for B-chain
protein
production
separatlcr: separalron
| |
hd v
purification purification
| |
v v
trypLE-met-A-chain trypLE-met-B-chain

| CNBR-cleavage |

b J v

A-chain B-chain
oxidative
| sulfitolysis |
Y Y
A-(5-507), B-(8-507),
~ -
. -~
. ~
v

crude insulin

¥

e

human insulin

22. abra: Két kulon fermentacid, aztan dsszekapcsolas
A pre-pro-inzulin eléallitasa rekombinéns fehérjeként

Az egész fehérjelanc eldallitdsa génmanipulacid szempontjabol nem nehezebb, mert a teljes
inzulin gén (pre-pro-inzulin) belefér egy Escherichia coli plazmidba. A génbevitel és a fer-
mentacio E. coli-val az el6bbiekkel analdg modon torténik, de utana a lanc hasitasa bonyolul-
tabb, két enzimes lépés.

Els6 1épés: a bioszintézissel analog modon, harom helyen kell felhasitani a fehérjét. Szerencsére
mindegyik vagasi helynél, illetve kdzelében talalhatd egy-egy arginin a fehérjében (az abran
zolddel jelolve). Lathatjuk, hogy a pre inzulin egy argininnel végzédik, majd a B lancndl is a
threonin utan két arginin jon. A tripszinrél mar tudjuk, hogy képes a bazikus aminosavak
melletti bontésra, tehat ezzel majdnem pontosan meg tudjuk csinalni a hasitasokat. A vagasok
az arginin ,,jobb” (karbonsav) oldalan torténnek. Két helyen pontosan a megfeleld helyen
szakad meg a fehérje lanc, a harmadikon viszont, a B lanc végén két arginin ott marad.
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23. abra: A pre-pro inzulin enzimes hasitasai
Masodik lépés: A két arginin mar képes befolyasolni a molekula hatasat. Lehet, hogy hatékony
lenne igy is, de allergias reakciokat valthat ki egyes betegeknél. A két aminosav eltavolitasara
egy maésik enzimet, egy exopeptidazt alkalmaznak, amely a fehérje karbonsav lancvégérol
egyesevel hidrolizalja le az aminosavakat.

Inzulin tisztitasa

Lépései:

Els6 1épés: Gélsziirés (kis molekulak kisziirése)
Masodik Iépés: loncsere kromatografia

Harmadik 1épés: Kristalyositas

A fehérjek altalaban nagyon nehezen kristalyosit-
haték, de az inzulin kivétel. 55 fokrol lehiitve, Zn
ion jelenlétében szép szabalyos kristalyok forma-
jaban valik ki. A kristalyos cink-inzulin stabil, jol
tarolhato.

24. abra: Inzulin kristalyok

Eddig a rekombinans fehérjék koziil egy hormon, az inzulin eléallitasat targyaltuk. A
rekombinans fehérjék kozott azonban vannak mas funkcidji hatéanyagok is.
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Az immunrendszer és a vakcina gyartas

A vakcina (véddoltas) fogalmaval mindenki talalkozott mar, hiszen a kotelezd véddoltasokkal
mindenki megkapta. A vakcina gyartas az oltéanyagok eldallitasat jelenti. A véddoltasok célja
a szervezet fert6zo betegségek elleni védekezését eldsegiteni.

Ez torténhet aktiv vagy passziv immunizalassal. Az aktiv immunizalas az immunrendszer
“Osztonzése” egy adott korokozora specifikus immunsejtek és immunfehérjék termelésére. A
passziv immunizélas sordn kozvetlenil az adott korokozora specifikus immunfehérjéket
juttatjak be a szervezetbe.

Hogyan tudjak a fert6z6 betegségek elleni védekezést a vakcinak eldsegiteni? Ehhez azt
célszeri attekinteni, hogy hogyan is mikodik az immunrendszer és hogyan épiil fel az
immunreakcid, vagyis a szervezet valasza egy idegenként azonositott struktura (6rias molekula,
virus, sejt) szervezeten beltli megjelenésekor.

Az immunrendszer: a szervezet védekezo rendszere. “Kiilonbséget tud tenni sajat és nem sajat,
illetve a szervezetre &rtalmatlan és veszélyes struktirak kozott, és ezekre eltéré modon reagél.
Felismer6, informéciot tovabbito és végrehajto rendszer” [1].

Antigénnek nevezik mindazokat a struktdrakat (molekula komplexeket), amiket az
immunrendszer nem sajatjaként, tehat idegen anyagként ismer fel [1]. A koérokozok
(baktériumok, virusok, eukariota egysejtli parazitik, férgek) mind antigének a szervezet
szdmara. Ugyanakkor nem minden antigén korokozd vagy annak “szarmazéka” (pl. a
viragpollenek, ételben el6forduld allergén molekuldk nem fert6zd anyagok, mégis képesek
lehetnek immunvalaszt kivaltani a rajuk érzékeny egyénekben).

Antitestnek nevezik azokat az antigén specifikus felismerd képességgel rendelkezd
immunfehérjéket, amiket az immunrendszer erre alkalmas sejtjei (B sejtek) egy adott idegen
strukturaval (antigénnel) valo els6 talalkozast kovetéen termelhetnek.

Az immunrendszernek léteznek sejtes (cellularis) és oldékony (humoralis, molekuléris) elemei.
A sejtes elemeket dsszefoglaléan fehérvérsejteknek nevezik. Az oldékony elemek kozé
kiilonbozd fehérje természetli anyagok, példaul az el6z6 bekezdésben emlitett immunfehérjék
(antitestek, immunglobulinok) tartoznak.

A gerinces allatok immunrendszere két, egymasra €piilé és egymdassal kommunikal6 részre, a
velesziletett és a szerzett (adaptiv) immunrendszerre oszlik. A velesziletett immunrendszer
szolgal elsddleges védelmi vonalként a szervezetbe jutd antigénekkel (idegenként felismert
strukturakkal) szemben. A szervezetbe bejuto korokozdk eldszor a velesziiletett immunrendszer
elemeivel talalkoznak, az adaptiv immunrendszer aktivalodasa csak napokkal késébb indul meg
[1]. Az adaptiv immunrendszer ,tanithatd”, antigén felismeré és pusztitd képessége a
velesziiletett immunrendszerrel vald kolcsonhatas révén fejlodik ki és valik egy-egy antigénre
specifikussa.
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A velesziletett immunrendszer sejtes elemei a faldsejtek (fagocitak). A faldsejteknek tobb
tipusa is van. K6z0s bennik, hogy az antigénként felismert struktdrakat bekebelezik, és ezaltal
probaljak meg elpusztitani. Olyan szerkezeti elemeket, molekularis mintazatokat ismernek fel,
amelyek csak a korokozokon jelennek meg, a magasabb rendli szervezet sejtjein nem. Ez
biztositja azt, hogy az azonnal mikddésbe 1ép6 védekezési mechanizmusok kizérolag a
korokozok ellen irdnyuljanak [1]. Példaul képesek felismerni a baktériumok sejtfalanak
felépitésében részt vevd, a szervezet sajat sejtjeinek felszinén ugyanakkor nem el6forduld
molekulakat.

Ugyanakkor ennél tobbet is tesznek: rendelkeznek olyan sejtfelszini fehérje komplexekkel,
amelyeken be tudjak mutatni a bekebelezett antigénre jellemzé fehérje struktirékat az adaptiv
immunrendszer sejtjei szdmara. Ezért szoktak a faldsejtekre, mint antigén prezental sejtekre is
hivatkozni.

A faldsejtek az antigén prezentalas (tehat a bekebelezett antigén kisebb szerkezeti egységeinek
a sejtfelszinen vald bemutatéasa) révén kommunikalnak az adaptiv immunrendszerrel.

Az adaptiv immunrendszer sejtes elemei kdzé a T-sejtek és a B-sejtek (T-limfocitadk és B-
limfocitdk) tartoznak. A T-sejtek egy csoportja (,.killer” T-sejtek) képes az antigént a
sejtfelszinén bemutato (fald)sejteket elpusztitani. (A fald jelz6 itt azért keriilt zardjelbe, mert a
vorosvértesteket kivéve a szervezet barmelyik sejtje képes az ,,0t” megfert6zé antigéneket
kisebb-nagyobb mértékben a sejtfelszinén megjeleniteni, és ezaltal a ,killer” T-sejteket
aktivalni.)

Az immunfehérjék, mas néven antitestek termeléséért az adaptiv immunrendszer B-sejtjei
feleldsek. Az antitestek az immunrendszer oldékony (molekularis) elemei koz¢ tartoznak.

Ha a szervezetbe bekeriil valamiféle fert6z6 agens, virus vagy baktérium stb. ennek a fellleti
fehérjéje (ez az antigén) védekezd reakciot, immunreakciot valt ki. Ennek egyik fajtaja az Gn.
molekularis immunvalasz, ami részben az antitestek (immunfehérjék) termelését és véraramba
juttatasat jelenti.

A B-sejtek érésiik soran egy, a sejtmembran felszinéhez kotoétt immunfehérje molekulat
fejeznek ki. Az immunfehérjék képesek az antigének specifikus felismeresére, vagyis képesek
egy adott antigént nagyon szelektiven megkdtni. Az viszont, hogy egy adott, érésben 1évd B-
sejt felszinén milyen antigén felismerésére alkalmas immunfehérje fejlédik ki, egy teljesen
véletlenszerli folyamat eredménye. Minden B-sejt csak egyetlen féle antigénfelismerd hellyel
rendelkezd immunfehérjét tud a sejtmembranjan kifejezni. Azok a B sejtek, amik nem
talalkoznak olyan antigennel, amit képesek lennének megkotni, hamarosan elpusztulnak. Azok
a B-sejtek viszont, amelyek talalkoznak olyan antigénnel a szervezetben, amit képesek
megkdtni, osztodni kezdenek.
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Az osztodas eredményeképpen egyrészt olyan B-sejtek (plazma sejtek) jonnek létre, amik
képesek az eredeti sejt membranjan kifejezett immunfehérjét nagy mennyiségben megtermelni
és a vér- és nyirokkeringésbe juttatni. Ezek a nem membranhoz kétott immunfehérjék az
antitestek. Az osztodasok soran a plazma B-sejtek mellett memoria B-sejtek is létrejonnek.
Ezek tovabbra is a sejtmembranjuk felszinén fejezik ki ugyanazt az immunfehérjét, amivel az
antigént eredetileg felismerni képes sejt rendelkezett, és amit a plazma sejtek antitestként a vér-
és nyirokkeringésbe juttatnak. Az antitestet termel6 plazmasejtek élettartama korlatozott, de a
memoria B-sejtek nagyon hosszu életiiek lehetnek. A fert6zés sikeres legy6zését kovetden még
sokdig ,készenlétben dallhatnak”. Az antigén ismételt megjelenésekor gyors osztdédasba
kezdenek, aminek eredményeképpen rovid id6 alatt Gjra plazma sejtek és tovabbi memoria B

rrrrr

ezt a ,,tanulasi” folyamatot igyekeznek eldsegiteni az aktiv immunizalast célz6 véddoltasok.

A fehérvérsejtek kozé tartozd plazma B-sejtek tehat antitesteket (immunfehérjéket,
immunglobulinokat) termelnek, és az, amelyik éppen pont réilleszkedik a tdmadodra, az
rakotodik, és hatastalanitja. A hatastalanitasnak egyik modja az, hogy beboritja a felliletét és
ezzel akaddlyozza a mikodését. A masik védekezési mod az, hogy a rakétddo antitest egy
,cimkeként” szolgal, ami a sejtes immunvalasz sejtjei szamara azt az informaciét hordozza,
hogy ezt a megjeldlt objektumot (sejt, stb.) kell bekebelezni (fagocitozis), elpusztitani.

Az immunreakcionak tehat két fehérje szerepldje van, az antigének €s az antitestek. E kétféle
fehérje alkalmazéasa szerint kiilonithetjik el az aktiv és passziv immunizalast.

Passziv immunizalas Aktiv immunizalas

antitest (antitoxin)

bevitele antigén bevitele

mas sejtek termelik az
antitesteket

a szervezet maga termeli
az antitesteket

terapia/gydgykezelés —
fennall6 betegség esetén

profilaxis/megel6zés —
jovobeli betegség ellen

25. abra: Az aktiv és a passziv immunzalas

Passziv immunizalas esetén az antitesteket adjuk be a szervezetbe. Akkor alkalmazzuk, ha a

fertdzés mar megtortént, illetve valoszintisithetd, hogy megtortént. llyenkor nincs i1d6 arra, hogy
kivaltsuk a szervezet sajat immunreakciojat, ekkor olyan ellenanyagokat kell bevinni,

amelyeket a szervezet maga is termelne, ha lenne ideje ra. A kiviilrél bevitt ellenanyagok védik
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meg a szervezetet. Ez nem megeldzés (profilaxis), hanem kezelés (terapia). Alkalmanként,
egyénenként adjak, ezt nem kapja meg mindenki.
Az aktiv immunizaldsnal nem az antitestet visszik be a szervezetbe, hanem az antitest terme-

1ését kivaltd antigént. Ennek hatasara a szervezet maga termeli az antitesteket, még a fert6zés
fellépése elott. Ezzel felkészitjiik a szervezetet, €s nem betegszik meg a fert6z6 agens megje-
lenésekor. Ez megeldzés (profilaxis), €s nem kezelés (terapia).

Fejlett egészségiliggyel rendelkezd tarsadalmakban a kiilonboz6 véddoltasok rendszerét vezetik
be, egy mindenkire kételezd oltasi programot, ami megvédi a tarsadalmat a jarvanyos fert6zo
betegségektdl. Ezt dokumentalja az oltasi konyvecske, ami végig kiséri mindenki gyerekkorat.
Mindkét fehérjét (antigén és antitest) eldallithatjuk rekombinans fehérjeként, de itt az eléadas-
ban az aktiv immunizélasra hasznalatos antigén fehérjék gyartasarol lesz szo.

Az immunvalaszt kivalté vakcina jellege szerint lehet:
1. El6, attenudlt (legyengitett, mar nem virulens) korokozé baktérium bevitele a szervezet-
be.

Edward Jenner is ugyanezt csindlta, aki a véddoltasok atyjanak tekinthetd. Fogalma sem volt

az immunreakciokrdl, de az véddoltasok atyja volt, mert azt ismerte fel, hogy a tehénhiml6 az
sokkal enyhébb lefolydsu, mint az emberi himld, viszont védettséget ad a fekete himld ellen.
Onnan jott r4, hogy a tehénhimlo a tehén tégyén talalhatd himlds sebekrdl ismerheto fel és azok
a fejondk, akik ezekkel a tehenekkel foglalkoztak, azok védettek lettek a himld ellen. Az 6
eljarasa az volt, hogy a tehén tégyén lévé himlds varokat lekaparta és ezt dorzsdlte bele az
emberen mesterségesen létrehozott sebbe. Igy az ember megfert6z6dott a tehénhimldvel. Ettél
keletkezett egy-két himlés folt ott az emberen, de ezek az emberek védettek lettek a himlGvel
szemben. Ez az 1800 kordili években tortént. Edward Jenner is egy gyengébb kérokozot hasz-
nalt. A kilonbség csak az, hogy nem egy szandékosan legyengitett kdrokozérdl beszélhetiink,
hanem egy természetben el6forduld korokozorol. Manapsag is hasznalnak ilyent. Ilyen pl.:
BCG oltas (a Bacillus Calmette-Guérin elnevezés roviditése) A két francia kutato évekig la-
borban tenyésztette TBC (tuberkul6zis) kérokozojat, €s az mar nem fert6z6képes, csak védett-
séget hoz létre a vele valo fert6z6dés, betegséget nem. A toérzs a Mycobacterium tuberculosis
avirulens, immunogén valtozata.

2.  EI6lt, inaktivalt kérokozo hasznalata. A betegséget okozo torzset hasznaljak, de elpusz-

titjak, inaktivaljak. Szaporodni, igy fertézni nem tud, de a fehérjéi alkalmasak az immunvalasz
kivaltasara. Baktériumoknal és virusoknal is alkalmazott technika. Célszerti szelektiven a DNS-
t elreagaltatni valamilyen szelektiv reagenssel, (gy, hogy a fehérjék épen maradjanak.

3. Fehérje alegység- (subunit) vakcina: Az egész kérokozo helyett csak egy-két jellegzetes
immunogeén fehérjét visznek be. Ezeket rekombinans fehérjeként més, biztonsagos torzzsel

termeltetik meg. Biztonsagosabb eljaras, mivel maga a mikroba sem el6lt, sem €16 formaban

nincs jelen, igy garantaltan nem okozhat fert6zést.
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4. Nukleinsav alegység vakcina: virus RNS egy szakaszat, vagy virus DNS egy vektorba
agyazott részletét tartalmazzak. A vakcinaban talalhatd RNS vagy DNS szakasz a virusnak csak
egy bizonyos fehérjéjét vagy fehérje alegysegét kddolja, ami a beoltani kivant személy
szervezetében fog atmenetileg kifejezOdni. Kisérleti fazisban vannak, els6ként az “Qj

koronavirus” vakcina fejlesztés keretében keriilhetnek human gydgyaszati engedélyezésre.

A vakcina gyartas technologiai lehetéségei:

1.

Emlésallatokban (lovak, kutyak, diszndk, lovak). Nem csak torténelem, még ma is el6for-
dul, hogy bizonyos allatokat megfertéznek korokozokkal, és a vériikben pedig termelddik
az ellenanyag. Ezzel a modszerrel passziv immunizalésra alkalmas oltéanyagokat lehet
eléallitani, hiszen a megfert6zott emldsallatok immunrendszere antitesteket termel az adott
korokozo antigénjei ellen.

Csirkeembridban (tojasban). Az influenza vakcinak eldallitasanak gyakori mddja ez. Kii-
l6nlegesen steril tojasokban szaporitjak a virusokat, majd leszivjak a megfelelé folyadéko-
kat, és a benniik 1év6 virusokat inaktivaljak. Ezzel a modszerrel el6lt kdrokoz6t tartalmazo,
aktiv immunizalasra szolgald vakcinakat lehet eldallitani.

Attenualt baktérium fermentacioval. Az attenudlt sz6 azt jelenti, hogy legyengitett bakté-
riumok fermentacidja, amelyek csokkent fert6z6 képességgel rendelkeznek, az
immunrendszertnket viszont még igy is képesek aktivalni, és tobbek kozott antitest
termelésre késztetni. Aktiv immunizalasra szolgal6 maodszer.

Rekombinéns fehérjék eldallitisa baktérium fermentacioval. Azonos a korabban emlitett
alegység vakcina gyartassal.

Virus szaporitas allati sejtek tenyésztésével. Ez az eddigiekhez képest teljesen uj forma.
Eddig nem volt sz6 arrdl, hogy allati sejteket is lehet szaporitani. Ez egy kilon terilete a
biotechnol6gianak, eltér a normal fermentéaciotol. A kovetkezd eléadason részletesen tar-
gyaljuk

Rekombinans fehérjek eldallitasa allati sejtek tenyésztésével.

Ezek az éltalanos eldallitasi lehetdségek voltak, ezek koziil részletesen a rekombinans fehérje
vakcinakat targyaljuk.

A fehérje alegyseg vakcinak

Eldallitasuk 1épései a kdvetkezok:
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1. A korokozobol ki kell szedni vagy mesterségesen el6 kell allitani azt a gént, amelyik a
vakcinaban antigénként hasznalni kivant fellleti fehérjét kddolja.

2. Az antigént kodolo gént egy megfeleld vektorba iiltetni.

3. Génmanipulacioval bevinni a vektoron kddolt gént egy jol kezelhetd gazdasejt kultiraba
vagy gazdaszervezetbe.

4. A vektort felvett gazdasejt kultarat fermentécidval szaporitani, majd a fermentécid
maésodik lépéseben a fehérjét a gazdasejtekkel megtermeltetni (kifejeztetni).

5. Feldolgozas: Eldszor el kell donteni, hogy a fehérje az extracellularis vagy intracellularis.
- sejtek elvalasztasa
- Intracelluléris esetben sejtfeltaras
- Fehérje tisztitasi 1épések

A nukleinsav alegység vakcinak

Nukleinsavaknak 6sszefoglalo néven az RNS-t és a DNS-t nevezik. Eléallitasuk 1épései a
kovetkezok:

1. A korokozobdl ki kell szedni vagy mesterségesen el kell allitani azt a gént, amelyik a
vakcinaban antigénként hasznalni kivant fellleti fehérjét kddolja.

2A. Az antigént kddold gént egy megfeleld vektorba iiltetni, majd ezt a vektort nagy
mennyiségben eldallitani.

2B. Az antigént kodolé6 mRNS szakszt ,.kémcsOben” nagy mennyiségben eléallitani, majd
valamilyen biokompatibilis hordoz6 anyagba csomagolni.

3. Nukleinsav tisztitasi 1épéseket kovetden beadni a véddoltast.

Tehat itt kimarad az antigén fehérje gazdaszervezettel val6 megtermeltetése, hiszen maga az
immunizalni kivant emberi szervezet lesz az a ,,gazda”, aki a virus alegység fehérjét kodolo
RNS vagy DNS szakaszrdl az antigénként szolgald korokozo fehérjét elé fogja allitani.
Hatalmas eldny lehet, hogy ezaltal lerdvidiil egy 0j vakcina kifejlesztésének €s gyartasanak
ideje is, hiszen a gyértéasi folyamatot kevesebb valtozoval, kevesebb Iépésben meg lehet
valositani. De kockézata is van minden djonnan alkalmazni kivant modszernek, hiszen még
nem volt mdd az RNS technoldgiat kordbbi vakcinak alkalmazésan keresztil kiprobalni.

Esettanulmany-1: Az ,,uj koronavirus” (SARS-CoV-2) elleni vakcina fejlesztések
Az “0j koronavirus” egy egyszali RNS-virus. A sejtplazmaba jutd virus RNS-rél a gazdase;jt
riboszomékon (fehérje 6sszeszerelés helye) a virus fehérjék is 6sszeszerelddnek.

A fertézéshez a virusnak fel kell ismernie a gazdasejtjeit. Ezek egy bizonyos sejtfelszini
molekulaval, az angiotensin-11 (ACE 1II) receptorral rendelkez6 (also) léguti sejtek.
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Az angiotensin-II receptort a virus felszinén talalhato “tiiske fehérjék™ (spike protein vagy S
protein, voroses szinnel a 26. dbran) “ismerik fel”, és ezek kapcsolddnak a célsejthez.

A fejlesztés alatt all6 vakcinak talmyomd tobbsége ezt a fehérjét kivanja kozvetlendl vagy
kdzvetve az immunizalni kivant emberbe juttatni, és ezaltal az immunrendszert az esetleges
fertézésre felkésziteni. (Itt tehat aktiv immunizalasrol van sz0).

De van egy vakcina, ami egy, a virust felismerd antitestet (immunglobulint) k6dol6 DNS
szakaszt probal egy plazmid vektorban a szervezetbe juttatni. Ez kdzvetve ugyan, de passziv
immunizalast jelent.

Passziv immunizalés a betegek gyogyult emberekbdl szarmazo vérplazmaval vald beoltasa is
(vérplazma terapia).

| covip-19 |

26. abra. A ,,coronavirus disease 2019 névre elkeresztelt jarvanyt okozo SARS-Cov-2
(Severe Acute Respiratory Syindrome Coronavirus 2) kiilsé fehérjeburkanak modellje [2]

Nézzlink néhany konkrét példat a fejlesztés alatt all6 ,,4j koronavirus™ elleni vakcinakra.

Fejlesztés alatt all legalabb két RNS vakcina (nukleinsav alegység vakcina), melyek az “aj
tartalmazzak lipid nanorészecskékbe csomagolva. A vakcindval az izomszdvetbe juttatott
MRNS-t a faldsejtek bekebelezik, és riboszomaikon atirjak az mRNS-rél a tiiske fehérjét. Ezt
kovetden a tiiske fehérjét, mint antigént a felsziniikon bemutatjak az adaptiv immunrendszer
részét képezo T sejteknek, ezzel elinditva a specifikus immunvélasz folyamatét.

A modszer eldnye, hogy nincs sziikség semmilyen €l6lényre a vakcina eldallitasahoz, mert az
MRNS-t a sejten kivil is meg lehet szintetizalni. Ebbdl kifolyolag gyorsabb a jelenleg zajld
tesztelés és jovobeni gyartas folyamata is.

A nukleinsav alegység vakcindk masik “altipusat”, DNS vakcinat is fejlesztenek az “Uj

koronavirus” ellen. Ezek a vakcinak a tiiske feherje DNS-re atirt genetikai kodjat tartalmazzak.
A tiske fehérjét kodold RNS szakaszt egyrészt mesterségesen, reverz transzkriptaz enzim
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alkalmazaséaval at lehet irni DNS szakaszra. Masrészt, mivel az ,,1j koronavirus” teljes RNS
szekvencidja ismert, ezért az ennek megfelel6 DNS-t ,kémcsdben”, mesterséges DNS
szintézissel is eld lehet allitani. A tiiske fehérjét kodold génszakaszrol ezt kdvetéen PCR
reakcioval tetszéleges szamu masolatot lehet késziteni. (A koronavirus RNS virus ugyan, de
nem retrovirus. Nem tartalmaz reverz transzkriptazt és igy nem is képes a megfertdzott sejtben
DNS-re &tirni az orokitéanyagat. A virus RNS nem jut be a sejtmagba, hanem a sejtplazmaban
marad, ahol a riboszomak felszinéhez kapcsolddva késziilnek el rola a virus fehérjéi.) A tuske
fehérjét kodold génszakaszt ezutan egy vektorral juttatjdk be a szervezetbe. A DNS vakcinédk
hatranya lehet az RNS vakcinakhoz képest, hogy nemcsak a sejtbe, hanem a sejtmagba is be
kell jutniuk, tehat két bioldgiai membrant (sejthartya és sejtmaghartya) kell “atszelniiik” ahhoz,
hogy megkezdédhessen roluk a beoltott személy sejtjeiben a virus tliske fehérje mRNS-ének
atirasa.

Legyengitett virus vakcina fejlesztések is folynak az ,,uj koronavirus” ellen, de ezek nem magéat
a koronavirust tartalmazzék legyengitett formaban, hanem legyengitett adenovirus torzsek
genetikai kddjaba vitték be a koronavirus tiiske fehérjét kddolé RNS szakaszanak reverz
transzkriptdz segitségével DNS-re atirt megfeleldjét. Az adenovirusok kettds szali DNS
virusok, melyek elsdsorban a felsé légutakat tudjak megfertézni. A vakcinaként gyartott
legyengitett, genetikailag madositott (tehat rekombinans) adenovirus térzs DNS-ébe bejuttattak
az ,,uj koronavirus” tiiske fehérjéjének génjét. A koronavirus tiiske fehérje igy kifejezodik a
vakcinaval beadott adenovirus kiilsd felszinén is, ezzel eldokészitve az immunrendszert egy

esetleges késobbi 1j koronavirus fertézésre.

Uj koronavirus fehérje alegység vakcina fejlesztésére is akad tobb példa. Ezek a vakcinak a
koronavirus tiiske fehérjéjét kozvetlenil (azaz nem nukleinsavon kodolva) fogjak majd az
immunizalni kivant személy szervezetébe juttatni. Ehhez viszont gazdasejt kultGrara van
sziikség. (Fehérjét is lehetne elméletileg sejten kiviil, ,,.kémcsOben” szintetizélni, de ez egyrészt
sokkal koltségesebb, masrészt sok fehérje ugy nyeri el funkcioképes formajat, hogy az €16
sejtben a polipeptid 1anc még atesik kisebb-nagyobb kémiai mdédositasokon. Ezeket poszt-
transzlacidos modositasoknak nevezik, €s sokkal egyszeriibb 6ket €16 sejtekre bizni, mint szerves
kémiai uton reprodukalni.)

A Sanofi példaul rovarsejt fermentécioval szeretne koronavirus elleni vakcinat gyartani. Ehhez
a tiiske fehérje kodjanak megfeleld6 DNS szakaszt egy rovarsejteket fertézni képes virus
vektorba, baculovirus vektorba juttatjak be. A rovarsejteket ezutan a genetikailag modositott
baculovirussal kell megfertézni ahhoz, hogy a koronavirus tliske fehérjét meg lehessen velik
termeltetni. A British American Tobacco pedig bejelentette, hogy dohanyndvények
segitségével szeretne Uj koronavirus elleni vakcinat gyartani.
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Inaktivalt ,,uj koronavirusokat” tartalmaz egy kinai cég vakcinaja, amely a sikeresen védte meg
a betegség kialakulasatol a vakcina tesztelésének preklinikai fazisaban ,,alkalmazott” rhesus
majmokat.

A fentebb felsorolt kutatds-fejlesztési iranyvonalak mind az aktiv immunizalast tizik ki célul,
de futnak a passziv immunizalést célzo fejlesztési programok is. Passziv immunizalasnak akkor
van létjogosultsaga, ha az aktiv immunizalasra mar nincs id6 (2-3 hétre volna sziikség), mert
az illetd mar fertézott vagy nagy a fertdzddés rovid idon beliili bekodvetkezésének
valdsziniisége.

Egy amerikai gyogyszercég a virust felismerd antitestet (immunglobulint) kddolé DNS
szakaszt szeretne egy plazmid vektorban a szervezetbe juttatni. Errdl a beoltott személyben
irodna at az “0j koronavirus” valamelyik antigénjét felismerni képes antitest fehérje. Ez
kdzvetve ugyan, de passziv immunizalést jelent majd. A gyartd hangsulyozza, hogy a
plazmidban kddolt immunoglobulin fehérje DNS-e nem épil be a beteg sajat (genomi,
kromoszémalis) DNS-ébe.

Végiil a passziv immunizélasra kézenfekvd lehetdséget nyujt a fertézésbdl mar felgydgyult
személyek vérplazmaéja (a vér sejtes elemeket nem tartalmazé fazisa), ami tartalmazza a virus
leklizdéséhez sziikséges antitest fehérjéket. A modszert jelenleg is alkalmazzak mér sulyos
tlineteket mutatd betegek kezelésére Magyarorszagon és kilfoldon is.

Az alabbi két esettanulmany 2020 el6tt az 6ran leadott tananyag részét képezte. Az aldbb
felsorolt esettanulméanyok helyett az idén a koronavirus elleni vakcinafejlesztés
témakorébol hoztam fel példakat. Amennyiben az alabbi két esettanulmany a majus 4-i
oran sem hangzik el, sem a 3. zarthelyin, sem a pot és pét-pét alkalmon nem fogom
szamonkérni ezeket.

Esettanulmany-2: Hepatitis B virusbetegseg vakcinaja

A hepatitis azt jelenti, hogy méajgyulladas. Virusos majgyulladas, melynek kiilonb6z6 tipusai
vannak (A, B,C, E, F, G), de az A B C azok, melyek a leggyakoribbak. Mindegyik
majgyulladast okoz, de masok. A hepatitis A az széklettel terjed. A hepatitis A egy gyors
lefolyasu betegség, hamar gyogyithatd, nagyon legyengiilt szervezeteknél okoz problémat. Az
egészséges ember 1 honap alatt kiilondsebb kovetkezmények nélkiil meggydgyul beldle.

A hepatitis B ennél kemenyebb, ezen is tul lehet lenni, de ez hdnapokig tart. Krdnikus is lehet,
évekig is elhuzodhat és az esetek bizonyos szédzalékaban tartds majkarosodast okoz. Kis
szazalékban majrakot is okozhat.

Ez a betegség ez testnedvekkel terjed, vérrel, és egyéb valadékokkal. Személyes érintkezéssel.
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A virus lappangasi ideje tobb hénapig tart. A méajat pusztitja el. A méajsejteket tamadja meg. A
megtamadas utan a majsejtekbol kiszabadult virusok a vérbe keriilnek és igy vérrel terjed a
betegség.

Amikor a virusszaporodasrdl volt szé, elhangzott, hogy a virusok 0sszeépiilésénél sok a selejt,
a tokfehérjék egy része ,.kimarad”. Amikor szétesik a majsejt akkor nagyon sok tokfehérje,
burokfehérje is kiszabadul és kering a vérben. Ezek a mérete Iényegesen kisebb, mint a teljes
virusé, tehat megfelel6 sztiréssel ezeket ki lehet valogatni a vérbdl. A fehérjék a betegek vérébol
kimutathatok és izolalhatok, igy késziiltek a legelsd hepatitis B vakcinak is.

HepatitisB e antigen

HepatitisB core _ B
antigen (HBcAg) Hepauus B

Partially double-stranded DNA

26. abra: A Hepatitis B virus felépitése
Ismét azt a felépitést lathatjuk, hogy k6zepen van a nukleinsav és korildtte valamilyen burok,
tok, borités alakul ki. Tulajdonképpen dsszesen 3 fele fehérjérél van sz6. Ami a feliiletén van
pirossal jelolve az a HBs (s=surface). A kovetekezd, ami mar kristalyos szerkezetet mutat a
HBc (c=core). A HBe (e= endo). Tehat 3 féle antigénje van a virusnak: a feliileti, a belsd €s az
endo.
A Hepatitis B virusban a DNS csak részben kettdés szala, van ahol szimpla szala. A ,,—,, szal
(kodogén) 3200 nukleotid a ,,+ szal ennek csak 55-75%-a.

27. abra: A Hepatitis DNS-e
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Hepatitis B virus genome organisation

A képen kékkel lathatjuk a core antigént, pirossal a surface antigént. A HBV DNS két
szala nem egyforma hosszu. Itt is lathatjuk a két Pre, azaz bevezet szakasz, ami a késébbiekben
lehasad rola. A HBsAg fehérje az 226 aminosav, lipoprotein, ez a kivant termék.

A feliileti antigén génjét eldszor E. coli-ba plazmiddal klonoztak, termelte is, de nem-
glikolizalt formaban ( a coli nem tudta rarakni a cukrokat), nem alakult ki az aktiv folding, ez
azt jelenti, hogy nem alakult ki a molekula aktiv harmadlagos szerkezete.

Tovabbi megoldasokat, eukariota gazdaszervezeteket kellett keresni. Sikeresen klonoz-
tak a gént eldszor €lesztébe, majd emlds sejtekbe. Az €lesztd glikozilalta, de a sejten beliil
tartotta a fehérjet (intacellularis termék), mig az emlds sejtek kivalasztottak a lébe a
megfelelden glikozilalt fehérjét (extracellularis termék).

Mindkeét fehérje engedélyezett, aktiv vakcina, piaci termék. Az élesztOs technoldgia ol-
csObb és biztonsagosabb (onkogének, virusok el6fordulasa kizart). Az emlds sejttenyészetek-
ben minden ellenérzés utan is eléfordulhatnak olyan lappango virusok, melyek az emberekre is
veszelyesek lehetnek.

Maga a gen az E. coli pPBR322-es antibiotikum rezisztens plazmidjaba volt beépitve (az
abran a zolddel jelolt felsé rész). A célgént promoter €s terminator szakasz (egylittesen: ex-
presszios kazetta) fogja kozre. Ez igy nem miikodik az éleszt6ben, ezért egy ingazo vektort
kellett kialakitani, ami a coli-ban és élesztében is tud szaporodni. Egyesiteni kell egy éleszto
plazmiddal (PC1, az abran pirossal jelolve). Ebben van az élesztében miikodo replikacios origo,
ami lehet6vé teszi, hogy ott is szaporodjon. Markergénkent a leucin (aminosav) bioszintézis

Hallgatdi eldadasjegyzet. 90



A biotechnolégia természettudoméanyi alapjai 4. lpari termelés génmanipulalt mikroorganizmusokkal

egy lépésének enzimét kodold gén szerepel, ami akkor biztosit szelektiv ndvekedést, ha az

¢lesztd gazdasejt leucinra hidanymutans.

ADH-1 Terminator

Hepatitis B Surface/
Antigen Gene o

GAPDH Promoter

E.Coli DNA /

BR322 icilin
— P

Yeast 2 DNA
/ P‘ { elesz
- plazmid.
Y Leucine-2 Gene

‘

---

28. abra: Az ingaz0 vektor szerkezete

Technoldgia: szakaszos éleszt6 fermentacio. Az elsO, szaporitasi fazisban Leu-mentes
tapoldatban nevelik a tenyészetet — ekkor azok a sejtek szaporodnak gyorsabban, amelyikben
sok plazmid van, ezek tudnak sok leucint termelni a fehérje szintézishez. A masodik fazisban
komplex, fehérje hidrolizatumot tartalmazé tapoldatot adnak, az ebben 1évo sok aminosav elo-
segiti a termék fehérje bioszintéziseét.

Feldolgozas: a fermentacio végén a sejteket centrifugalassal elvalasztjak 1ét6l, az
antigen fehérje a sejtekben maradt. A sejtek feltarasa (roncsolasa) kdvetkezik. A kapott
kvaccshdl tobb tisztitasi Iépéssel nyerik ki a célfehérjét.

A termék ellendrzése: sokféle analitikai vizsgélatot végeznek, a {6 célok a hatdsossag

¢s a tisztasag ellendrzése. A hatasossagot tokéletesen csak €16 allatokon lehet bizonyitani, de
ezt érthetd allatvédelmi okokbol nagyon korlatozottan alkalmazzék. Ehelyett inkdbb a termelt
antigént laboratériumi korilmények kozott antitestekkel hozzak Ossze, és immunreakcidjuk
erOsségét vizsgaljak. A tisztasdg vizsgalata kiterjed a mikrobamentességre, mas fehérjék jelen-
Iétére, igy a baktériumok altal termelt toxinokra is. Specialis esete a toxinoknak a pirogének
csoportja, ezek lazat okoznak. Kiilondsen szigoruak az eldirdsok a plazmid és mas DNS
jelenlétére. A hatar pikogram/liter nagysagrendben van! (1 pikogram = 107*2 g, a gramm milli-
omod részének milliomod része.) Ehhez nagyon-nagyon érzékeny analitikai modszereket
kellett kifejleszteni.
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Esettanulmany-3: Szaj- és koromfajas (alegység)vakcina
Az SZKF a kér6dzo allatok erdsen fert6z6 meghetegedése, az allatok leromlasaval, kis
szazalékban elhullasaval jar. Gazdasagilag is veszélyes, mert ha egy eset is eléfordul, akkor

Foot-and-mouth
disease virus

VP#1
protein l Restnction
Caxyne
Viral RNA Viral RNA
(@2 for VP#1 §% Cleaved
Reverse @ plasmid
transcription @
—— = —_—_— U :
odl Viral DNA with l
i VP#1 gene
Vir 2 . Recombinant
proteins =

% Plasmid

plasmid

L Transtormation of
E. coli

zarlatot rendelnek el, és a fél orszagbol nem lehet sem szallitani, sem eladni egyetlen vagéallatot

sem legalabb egy fél évig. Fontossaga miatt ez volt az elsé rekombinans fehérje vakcina az

allategészségugyben. Tudomanyos
érdekessége, hogy ez egy RNS virus. A
génmanipulaciod elso 1épése tehat, hogy a
virus RNS-b6l el6 kell allitani a megfeleld
DNS-t, és csak ezutan kezdhetjik meg a
vektorba épitést.

Az alegység vakcina kifejezodik E. coli-
ban, de egyrészt intracellularis, azaz a sej-
ten beltl marad, masrészt kicsapddik a ci-
toplazméaban, Un. képez.
Emiatt a fehérje kinyerése bonyolultabb,

zarvanytestet

tobb 1€pésbdl all. A sejtek feltarasa utan a
zarvanyokat el kell kiloniteni, és kilonle-
ges oldoszerben fel kell oldani. A feloldott
fehérje még nem ,érett”, nem vette fel
megfelelé haromdimenzids forméjat, ez a
,hajtogatas” ujabb
Mindemellett a szokasos fehérje tisztitasi

technologiai 1épés.

miiveleteket is végrehajtjak.
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