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1. Roviditések jegyzéke

ADCC ellenanyag-fiigg6 sejtkozvetitett citotoxicitas
Al aluminium-foszfat

APC antigén-bemutato sejt

Balb/c beltenyésztett egér torzs

BPL béta-propiolakton

CTL citotoxikus T-limfocita

ELISA enzimhez kapcsolt immunszorbens vizsgélat
GM geometriai atlag

HA hemagglutinin

HAG hemagglutinin gatlo

i.d. intradermalis

IE nagyon korai

IFN-y interferon-gamma

i.m. intramuszkularis

.p. intraperitonealis

LD50 letalis dozis 50 (kisérleti allatok felét elpusztitd dozis)
M matrix

MHC {6 hisztokompatibilitasi génkomplex

MPR mann6z-6-foszfat receptor

MRC-5 human fibroblaszt sejtek

NA neuraminidaz

NAG neuraminidaz gatlo

NMRI nem beltenyésztett egér torzs

NP nukleoprotein

PBMC periférids vér mononuklearis sejt

PBS foszfat pufferes fizioldgias sdoldat

PCR polimerdz lancreakcio

PFU plakk-képzo egység

PPIA peptidilprolil izomeraz A

PR8 A/Puerto Rico/8/34 (HIN1) influenzavirus torzs
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gPCR kvantitativ polimeraz lancreakcid
gRT-PCR kvantitativ reverz transzkriptaz polimeraz lancreakciod

RNazP ribonukleaz P

s.C. szubkutan
TIV trivalens inaktivalt vakcina
TIV+AI aluminium-foszfattal adjuvalt trivalens inaktivalt influenza vakcina

TIV+AI+F  aluminium-foszfattal és komplet Freund adjuvansal adjuvalt trivalens

inaktivalt influenza vakcina

TLR toll-szer(i receptor

\Y/AYS varicella zoster virus

VN virusneutralizalo

WHO Egészségiigyi Vilagszervezet
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2. Bevezetés, irodalmi hattér

A fert6zo betegségek terjedését a higiénés koriilmények javitasaval, az egyének
ellenalloképességének novelésével csokkenteni lehet, de a terjedés megakadalyozasahoz
kisszamu fert6zott egyén esetén teljes karatén bevezetésére, nagyobb szamu fertdzott
egyén esetén aktiv immunizaldsra van sziikség.

Az aktiv immunizalas immunprofilaxist jelent, melynek az a célja, hogy a
vakcinacidban részesiilé személy védett legyen a fert6z6 agenssel szemben akkor is, ha
a vakcinacio hosszi id6vel a fertézo agenssel valo talalkozas eldtt torténik. Tehat
immunologiai memoria kialakuldsa sziikséges az immunvédelemhez. Bizonyos
vakcindk hosszu, esetleg é¢letre sz6l6 (kanyard), mig més vakcindk rovid (acellularis
pertussis) ideig tarté immunitast hoznak létre. Az immunvalasz az antigén bemutatason
¢s a limfocitak differencidlodasan alapszik.

Az idealis vakcindkkal szembeni elvardsok kozé tartozik:

- a vakcindciora adott immunvalasz védelmet biztositson a betegséggel szemben;

- a vakcina ne okozzon karos reakciokat;

- a védelem hosszl ideig tartson;

- a vakcinat alkoto antigének ismertek legyenek;

- az antigént egyszeriien ¢és fajdalommentesen lehessen alkalmazni;

- olcson eldallithato legyen.

A jelenleg forgalomban 1évé vakcindk biztonsagosak és hatisosak, azonban sem a
biztonsadgossaguk sem a hatasossaguk nem tokéletes. Az €16 virust tartalmazé vakcinak
kiilonosen veszélyes lehet immunoldgiailag karosodott egyénekben (Kurstak E 1994).
Vizsgalataink céljaul az ¢€l6 attenualt virust tartalmazé varicella-zoster virus vakcinat
(VZV vakcina, Varilrix, GlaxoSmithKline PLC, UK) és a szezonalis, trivalens,
inaktivalt, teljes virionokat tartalmaz6, aluminium foszfattal adjuvalt influenza vakcinat
(Fluval AB) valasztottuk. Mindkét vakcina kereskedelmi forgalomban van
Magyarorszagon, de nem tartozik a kotelezd véddoltasok kozé, csak bizonyos
populdciok immunizélasara javasoljak Oket. Az influenza vakcinat magyar cég

(Omninvest Kft., jelenlegi neve Fluart Innovative Vaccines Kft.) allitja eld, a vakcinat



DOI:10.14753/SE.2018.2101

1995 ota hasznaljadk Magyarorszagon ¢és eddig tobb mint 20 millié6 dézis keriilt
alkalmazasra. Mind a VZV-, mind az influenza-vakcinak hatasossaganak novelése a

vakcinologiai kutatasok kdzéppontjaba tartozik vilagszerte.

2.1.  Vakcinacid hatékonysaganak novelési lehetdségei

Fehérje, vagy fehérjével konjugalt antigének esetében az immunvalasz akkor biztosit
védelmet a betegséggel szemben, ha:

— a T- és a B-sejtek stimulalasa memoriasejtek keletkezését eredményezi, tehat az
antigén jelen van a limfoid szovetek csirakozpontjainak follikularis dendritikus
sejtjeiben, ahol a nagy affintdsi B-sejt receptorral (BCR) rendelkezd B-limfocitak
pozitiv szelekcidja végbemegy ¢és kialakulnak a memoria B-sejtek;

— aktivalja az antigén-bemutatd sejteket (APC), igy azok citokineket termelnek és
bemutatjak az antigént a T-sejteknek;

— a T-sejtek szamos epitdpra lesznek specifikusak, hogy lekiizdjék a patogén antigén-
ado6do variabilitasat (Erdei A. 2012, Plotkin SA 2015).

Szénhidrat antigének esetében T- és B-memoriasejtek nem alakulnak ki jelentds
szamban és a poliszacharid részei nem prezentalédnak klasszikus MHC-n a T-sejtek
szamdra, azonban B-sejtek aktivalodnak és hosszu életli plazmasejtekké alakulhatnak,
amelyek ellenanyag termelésiikkel akar tobb évig tartd védelmet is biztosithatnak a

korokozokkal szemben (Mitchell R 2014).

2.1.1. A védodoltasok hatasat befolyasold tényezdk

Ezeket a tényezdket csak felsorolds szerlien emlitem, kivéve a vakcinacids utakat és a
vakcina antigenitasat, amely tényez0kh6z a mi munkank is kapcsolodott.

— A szervezet immunvalaszkészségének allapota

— Az immunizalt személy életkora

— A beadott antigénre specifikus antitest jelenléte a szervezetben

— Az antigén specificitasa, dozisa €s hatastartama

— Az immunizalas 1d6tényez6i
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— Vakcinacios utak

A vakcinacidés utak szerint megkiilonboztethetiink parenterdlis és nyalkahartya
vakcinadkat. A nyalkahartya vakcinak koz¢ az oralis és nazalis vakcinadk tartoznak. A
parenteralis vakcindk az intramuszkuléris (i.m.), szubkutidn (s.c.) és az intradermalis
(i.d.) modon alkalmazott vakcinak (Herzog C. 2014). A nyalkahartyakon at bejutott
antigének a nyalkahartydkhoz kapcsolodd limfoid rendszerben (gyomor-bél rendszer,
légutak) keriilnek felismerésre. A nyalkahartydkon at adott vakcindk (pl. oralis ¢élo
gyengitett poliomyelitis virust tartalmazd vakcina), els6sorban a szekretoros IgA
ellenanyagok révén, mar a behatolasi kapuban gatoljak a korokozok szervezetbe jutasat,
mig a parenterdlisan adott vakcindk utan kialakulé immunvélasz védelmet nyujt a
szervezetbe behatold korokozoval szemben, de nem védi ki a behatolast. Parenteralis
vakcinaciot kovetden a kornyéki nyirokcsomokban torténik meg a T- és B-sejtek
aktivalasa. A parenteralis vakcinacids utak koziil leggyakrabban a s.c.- €s i.m.-modot
alkalmazzdk. Azonban szdmos vizsgalatban az i.d. alkalmazési mod hatékonyabbnak
bizonyult, illetve alacsonyabb antigén dozis mellett is azonos erdsségli immunvalaszt
valtott ki, mint az i.m.- vagy s.c.-oltas (Belyakov IM 2009, Hickling JK 2011, Briggs
DJ 2000, LevinY 2015, Beals CR 2016). Ebben szerepe lehet annak, hogy a borben, - a
bor alatti zsir, vagy izomszdvettdl eltéréen -, vannak csak allando jelleggel (rezidensen)
eléforduld olyan dendritikus sejt tipusok, mint a Langerhans sejtek (langerin/CD207%)
vagy a bér dendritikus sejtek, mint a CD14"- és CD1a’- (ezen beliil a CD1c" és CD141"
tipusok) sejtek. A bdérben a rezidens dendritikus sejteken kiviil, ahogyan a
nyirokszervekben €s a periférias vérben is, vandorlo dendritikus sejtek is vannak. Ezek a
vandorld dendritikus sejtek lehetnek mieloid eredetli dendritikus sejt prekurzorok,
melyek az antigénnel tortént taldlkozast kovetden antigén-bemutatd sejtté (APC)
differencidlodnak, illetve a virusfertézésekben az erdteljes I-tipust-IFN-vélasszal
fontos szerepet jatszo plazmocitoid eredetti dendritikus sejtek (Romani N 2010, Boltjes
A 2014). A borben talalhatdé dendritikus sejtek és kiilondsen a csak itt el6fordulo
Langerhans sejtek hatékony APC-ek. A B-sejtek APC nélkiil is képesek felismerni
bizonyos epitopokat, azonban a T-sejteket csak az APC altal feldolgozott és bemutatott
epitopok képesek aktivalni. A citotoxikus T-sejtek (CTL), a minden magvas sejt
felszinén kifejez6d6 MHC-I-komplex segitségével bemutatott antigéneket ismerik fel, a

segitd T-sejtek (Th) pedig a csak bizonyos immunsejtek (B-sejt, makrofag, dendritikus
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sejtek) 4ltal kifejezett MHC-1l-komplex segitségével bemutatott antigéneket. FEl6
virustartalmt vakcina esetén, az antigén, mint endogén fehérje keriil bemutatisra az
MHC-I-komplexen keresztiil, azonban az inaktivalt vakcindban taldlhato antigén, mint
exogén fehérje csak az MHC-Il-komplexen keresztiil keriil bemutatasra. A dendritikus
sejtek alkotjak az egyetlen olyan sejttipus, melyek képesek a keresztprezentéciora.
Ennek soran a kiils6 kornyezetbdl endocitézissal, vagy pinocitozissal felvett
antigéneket, mint példaul az inaktivalt virustartalmua oltdanyagbol szarmaz6 antigént, a
feldolgozast kovetéen mind az MHC-I-, mind az MHC-Il-komplexen is bemutatja, igy
aktivalva egyszerre a Th- és a CTL-sejteket is (Murphy RB 2001, Joffre OP 2012).
Kiilonosen nagy jelent6sége van az antigén bemutatisnak olyan betegségek elleni
vakcinacidban, ahol a védelemben elsdsorban a citotoxikus T-sejtek vesznek részt. llyen
a herpes-zoster megbetegedés is, ahol a virus sejtrél-sejtre terjedve jut el a bor
felszinéhez és hozza létre a holyagos elvaltozasokat. Ugyanigy nagy jelentdsége van az
APC altal aktivalt T-sejteknek az influenzavirus olyan epitopjai esetében is, amelyek
nem a felszinen (pl. a B-sejtek szdmara felismerhetdé hemagglutinin (HA) ¢és
neuraminidaz (NA) valtozékony régiok) vannak jelen, hanem ,,rejtve” a virusban, mint
példaul a HA-fehérje konzervativ szar régidja, vagy a virus belsé fehérjéi.

Jelenleg az influenza (IdFlu 9) és rabies (Verorab, Rabipur) vakcindk kozott van i.d.-
uton alkalmazhat6 vakcina. Az i.d.-vakcinacio elterjedésének egyik akadalya a beadasra
hasznalt megfeleld és olcsd eszkéz hianya. Az i.d.-influenza-vakcina a specialis
mikrotlis rendszer miatt dragabb, mint a hagyomanyos i.m.-ton alkalmazandé vakcina.
Rabies esetében a magas koltségek miatt nincs lehetdség konnyen kivitelezhetd
mikrotiis oltasra, pl. Indidban, igy a hagyomanyos tiivel torténd i.d.-oltast alkalmazzak,
amelynek kivitelezése hosszadalmas és nagy gyakorlatot igényld miivelet az i.m.-
oltashoz viszonyitva. Szdmos klinikai vizsgalatban hasznaltak timentes i.d.-vakcinacios
technikakat, melyeknél folyadék vagy por forméjadban nagy nyomads segitségével
juttattak be az oltdbanyagot a bérbe (Nelson EA 2013, Soonawala D 2013, McAllister L
2014).

Vizsgalataink soran a VZV-vakcina i.d.-immunizaciés modszerét tengerimalacokon
vizsgaltuk, mert boriikk legfelsd rétegének, a stratum corneumnak, a vastagsiga az
emberével megegyez0, 18,2 — 18,6 um (Magnusson BM 2001). Az altalunk alkalmazott

liquid jet technologidnal, ahol nagy nyomas segitségével juttatjuk be az oltdanyagot a

10
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crer

corneum rétegen. A Varilrix vakcinaval végzett kisérleteink az i.d.-vakcinacios 1t
immunologiai hatasossagat hasonlitjak 0ssze a S.C.-eljarassal, a vakcina €16 €s inaktivalt
formaban torténd alkalmazasa esetén.

— A vakcina antigenitasa és a természetes fert6zésben jatszott patogenetikai szerepe
Virusfertézések elleni védelemhez elegendd lehet annak a membranantigénnek a
szervezetbe juttatdsa, amelyikkel a virus a célsejtjeihez kotodik, példaul influenza-virus
HA-fehérje az alegység vakcindban. Ez a megallapitds azonban csak HA-homolog
influenza torzzsel tortént ujrafert6zés esetén igaz. Nem pontosan ismert, hogy van-e
védelem, az milyen fokl és milyen mechanizmus szerint torténik HA-szempontjabol
heterolog virustorzzsel tortént ujrafertdzddés esetén. A Fluval AB-vakcindval végzett
kisérleteink a HA-, neuraminidaz- (NA) és neutralizalo- (VN) epitopok szempontjabol
heterolog virustorzzsel szembeni védelem lehetdségeit vizsgalja.

— Vakcina adjuvansok jellemzoi

Foéleg inaktivalt kérokozot vagy tisztitott fehérjét tartalmazd vakcindk esetében az
adjuvansoknak elengedhetetlen szerepiik van az immunizalds hatékonnya tételében,
mivel az adjuvansok teremtik meg a gyulladasos, stimulalo kornyezetet az adaptiv
immunvalasz kialakulasdhoz, valamint lehetdvé teszik, hogy az antigén hosszabb ideig
legyen jelen az oltas helyén. Emberben foleg az aluminiumszarmazékokat alkalmazzak,
amelyek precipitatumot képeznek a fehérjeantigénekkel és aktivaljak az antigén
prezentalo sejteket. Ma mar ismert, hogy a legtobb adjuvalo hatdsu anyag a dendritikus
sejtek patogén mintazat felismerd receptoraihoz kotddve fejti ki hatasat. Ilyen
receptorok tobbek kozt a TLR (toll-szerti receptor), NLR (nod-szerii receptor), RLR
(RIG-I-szerti receptor) és a C-tipusu lektin receptorok (Leroux-Roels G 2010, Li H
2008). Az aluminium-sokat (aluminium-foszfat, -hidroxid) mar tobb mint 80 éve
hasznaljdk human vakcindkban adjuvansként. Az utdébbi 20 évben azonban Uj
adjuvansokat is engedélyeztek, mint az MF59 (szkvalén, poliszorbat 80, szorbitan-
trioleat), az AS03 (szkvalén, poliszorbat 80, alfa-tokoferol), az AS04 (aluminium-
hidroxid, monofoszforil lipid A) és még tobb mas, még nem engedélyezett adjuvanst is
vizsgalnak (Rappuoli R 2011). Azonban ezek az adjuvansok csak i.m. oltéanyagnal
alkalmazhatéak, i.d.-modon nem, mert sulyos lokalis mellékhatdsokat okozhatnak

(Chen X 2011).
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A Quillaja saponin adjuvans hatasa mar régdta ismert, azonban engedélyezett human
vakcindkban még nem alkalmazzak. A szaponinok fokozzdk nemcsak a humoralis,
hanem a cellularis immunvalasz er6sségét is, szemben az aluminium vagy a legtobb olaj
alapit (MF59, ASO03) adjuvansokkal melyeknél inkdbb a humoralis immunvalasz
er6sodik (Lovgren Bengtsson 2011). Szdmos biztatdé eredményt értek el
allatkisérletekben kiilonboz6é virus (H5SN1, H7N9) tartalmu vakcinakban (Pedersen G
2011, Cox RJ 2015, Liu YV 2015). Az Ebola-glikoprotein vakcina esetében csak a
szaponin alapu adjuvanst (Matrix-M) tartalmazo6 vakcinaval immunizalt egerek ¢élték tal
100%-ban a letalis fertézést (Lovgren Bengtsson K 2016). I.d.-immunizalasra eddig
még nem alkalmaztdk ezt az adjuvanst sem, azonban az OEK-ben (Orszagos
Epidemiologiai Kézpont) nagyon jo eredménnyel végz6dott a Matrix-M i.d.-kiprobalasa

allatkisérletekben influenza, VZV- és rabies virusokkal (kdzlemény Gsszeallitas alatt).

2.2.  Varicella

2.2.1. Varicella zoster virus (VZV)

A varicella-zoster virus a Herpesviridae csaladba, ezen beliil az Alphaherpesvirinae
alcsaladba tartozik a human herpeszvirus -1, -2 (HHV-1, -2 vagy HSV-1, -2) tipusaval
egyitt. Az Alphaherpesvirinae alcsaladba tartozé virusok DNS-szekvenciajara
nagymértékii homologia jellemzd, igy a VZV- és HSV-glikoproteinek kozott is jelentds
a hasonldsag. Jellemz6 ezekre a virusokra az elsddleges fertdzést kovetd latencia. Ekkor
a virus a fert6zott sejtben jelen van, de nem replikalodik. A latens virus reaktivalodhat,
melynek kovetkeztében beindul a replikacios ciklus és jellegzetes klinikai korképet hoz
1étre (Cohen JI1 2008, Mueller NH 2008, Gilden D 2009, Oxman MN 2009).

A virus felépitésére jellemz6, hogy a duplaszala DNS-t tartalmaz6 nukleokapszid koriil
egy lipid burok talélhato, mely glikoproteineket tartalmaz. A VZV DNS nagyon hasonld
a HSV-1 genomhoz, nagymértékii a komplementaritds koztiik, azonban a VZV-DNS
kisebb, bizonyos gének hidnyoznak, igy egyes HSV-1 fehérjék (pl. gD) nem
termelddnek a VZV-vel fert6zott sejtekben (Arvin AM 1996). A VZV DNS legalabb 69
nyitott leolvaséasi keretet tartalmaz (ORF), azonban a replikicid soran csak 7

glikoprotein (gp) keletkezik: a gB (ORF31), a gC (ORF14), a g (ORF68), a gH
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(ORF37), a gl (ORF67), a gK (ORFS5) és a gL (ORF60) (Kinchington PR 2000).
Mindegyik gp ellen termelddik neutralizdlo ellenanyag, azonban a legerdsebb
immunogenitassal rendelkezd glikoprotein a gE, valamint a nagyon korai (immediate-
early, IE) 62-es fehérje (IE62), mely a VZV fert6zott sejtekben a legnagyobb
mennyiségben termelddik és mind a humorélis, mind pedig a cellularis immunvalasznak
a f6 célpontja (Kinchington PR 2000, Arvin AM 1996).

jatszanak a virus burokban talalhat6 bizonyos glikoproteinek (gB, gE, gH, gl) mannéz-
6-foszfat csoportjai, valamint a sejtemembran mannéz-6-foszfat receptorai (MPR) és
kovetden a virus burokban taldlhatdé IE62 is a sejtmagba keriil és elinditja a szabadda
valt virus DNS-rél a transzkripciot (Zerboni L 2014). El6szor az I[E mRNS-k irodnak at,
majd a sejtmagbdl kilépve a citoplazmaban a transzlacié soran fehérje képzodik roluk.
Ezek az IE fehérjék a sejtmagba visszakeriilve iranyitjak a korai (E) mRNS-ek atirasat,
végiil az E transzkriptumokrdl képzodott fehérjék a késéi (L) mRNS-ek atirddasat. A
sejtmagban Gjonnan képzd8dott VZV DNS koriil a kapszid fehérjék dsszeépiilnek, majd
a virus nukleokapszid a sejtmag bels6 membranjardl bimbdzassal kijut a citoplazméba.
E folyamat alatt képzddik a nukleokapszid koriili ideiglenes burok. A citoplazmaban
talalhato transz-Golgi-késziilékben (TGN) 0Osszeépitett virus glikoproteinek és burok
fehérjék citoplazma vezikulumokba keriilnek. A vezikulumok az ideiglenes burokkal
Osszeéplilve alakitjak ki a végleges, mannoz-6-foszfat csoportokat is tartalmazo virus
burkot, mely a citoplazmaban taldlhatdo, MPR-tartalmi membrannal rendelkezd, késoi
endoszomahoz koti a virustartalmi vezikulumot. Az endoszémdban 1étrejott savas
kozegben a virusok nagy része degradalodik, infektivitasat elveszti (1. dbra). Ez az oka
annak, hogy a sejttenyészet feliiliszdjaban infektiv virusok nem, vagy alig mutathatok
ki, de ugyanakkor a virus képes sejtrol sejtre terjedni (Chen JJ 2004). A szovetkultira
tapfolyadékaban a defektiv virus: infektiv virus arany 10*-10%:1 (Cohen JI 2008).
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1. abra A VZV ¢érése és a burok kialakulasanak tutvonala a fert6zott sejtben.

(1) A nukleokapszid Gsszeszerelodése a sejtmagban; (2) ideiglenes burok kialakulasa a
sejtmag membranbol; (3) bimbozas a perinukledris haldzatba (4) az ideiglenes burok
fuzidja a riboszomalis endoplazmds retikulummal, amely mint nukleokapszid a
citoszolba keriil; (5-6) a nukleokapszid és a burok kialakulasa a transz-Golgi-
késziilékben (TGN); (7) transzport vezikula kialakulasa; (8) virus degradacid a késoéi
endoszomaban uralkod6 savas kozeg miatt; (9-10) degradalt virionok kiszabaduldsa a

sejtbdl exocitdzissal (Chen JJ 2004).

Bérbiopszia mintdk elektronmikroszkdpos vizsgalatakor megéllapitottdk, hogy az
epidermisz bazalis sejtjeiben sok degradalt virus képlet lathato, azonban a legfelsd réteg
sejtjeiben nagy mennyiségli ¢ép szerkezetli infektiv partikula van. Ugyanezekben a
sejtekben az MPR cDNS-expressziot vizsgalva azt tapasztaltadk, hogy a felsd réteg
sejtjeiben csokken az MPR mennyisége. Az MPR-ek hidnydban termelddott nagy
mennyiségli infektiv partikula kiszabadulva a sejt lizisét okozza. Ez a magyarazata a
varicella és herpes zoster soran kialakult holyagokban nagy mennyiségben kimutathato

infektiv virusnak (Chen JJ 2004).
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2.2.2. VZV-okozta betegségek

Varicella/baranyhimlo

VZV-fertézéskor a virus a légutak nyalkahartydjanak epitelialis sejtjeiben kezd el
szaporodni, majd innen a megfert6zott dendritikus sejtek szallitjak a nyirokcsomokba,
ahol megtorténik a T-sejtek fert6zése (2. abra). Ezekkel a fertézott T-sejtekkel
(CD3'/CD4", CD3'/CD8", CD3*/CD4*CD8") jut el a virus az egész test teriiletére. Ez
az elsédleges virémias szakasz. Ezt kovetden a majban és Iépben torténik virus
replikacio, majd a virust a mononuklearis sejtek elszallitjak a 1égutak nyalkahartyaihoz
¢s a bor epidermisz sejtjeihez, ahol ismét replikalodik, létrehozva igy a holyagos
elvaltozasokat. Ez a mésodlagos virémiés iddszak, mikor a beteg a légutakon keresztiil
¢s a holyagfalak sériilésein keresztiil nagy mennyiségli virust {irit. A bor epidermisz
sejtieinek fertdzése foként CD4'-memoéria T-sejteknek tulajdonithatd, melyek ,.skin-
homing” fehérjéket, pl. kutan leukocita antigént, CC-kemokin receptor 4-et fejeznek ki
felsziniikon, igy jutva el a bor sejtjeihez. Az érzd idegesejtek a fertdzott mononuklearis
sejtekkel, vagy a bor feldl, axonjaikon keresztiil fertézédnek meg, majd a virus a
gerincveldi hatso gyoki érzd idegducba és a fejet beidegzd haromosztati idegducba
(trigeminus ganglion) vandorol, ahol a tovabbiakban latens formaban van jelen (Arvin
AM 1996, Zerboni L 2014).

A baranyhiml6é altalaban gyermekkorban lezajlé ldzzal és kilitésekkel jaro, nagy
fertdzoképességgel jellemezhetd endémids megbetegedés. A nagy fertézoképességet
jelzi, hogy a felnéttek 99%-a szeropozitiv. A VZV els6sorban cseppfertézéssel terjed,
de a boron kialakuld jellegzetes holyagok nagy mennyiségben tartalmaznak fert6zo
virus partikuldkat, melyek kiszabadulva szoros kontaktus tjan szintén fertdzhetnek. A
10-21 napos inkubacids és virémias iddszakot kovetéen alakulnak ki a testszerte
elterjedt virustartalmu hoélyagok. A hosszi virémias 1d6 erds sejtes €és humoralis
immunvalasz kialakuldsara teremt lehetOséget. A bardnyhimld megbetegedéssel
szembeni hossza tava védelemért CD4"-, CD8"-T-sejtek és neutralizalé ellenanyagok
feleldsek (Arvin AM 1996). A masodszori baranyhimlés megbetegedés nagyon ritka,
sériilt immunrendszerti egyéneknél fordul eld ismételt VZV-fertdzést kovetben. Ep
immunrendszeri emberekben a masodszori fertdzés tiinetmentes és booster hatassal van

az immunvalaszra. Szeronegativ ndk esetében az elsd trimeszter alatt tortént infekciod
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kovetkeztében a magzat méhen beliil fertdzdédhet és fejlodési rendellenességek
alakulhatnak ki, mig a méasodik vagy harmadik trimeszterben tortént fert6z6dés esetében
késobb, a gyermek vagy fiatal felnétt kor idején a latens virus reaktivalodhat és
Ovsomor megbetegedést okozhat. A sziiletés ideje elott 1-2 héttel tortént fertézodés
kovetkeztében az 1jsziilottben disszemindlt baranyhimlé alakulhat ki (Cohen JI 2008,
Mueller NH 2008, Gilden D 2009, Oxman MN 2009).

Herpes zoster/6vsomor

A herpes zoster az idegdicokban latensen jelen 1évo VZV-reaktivacidja kovetkeztében
alakul ki. Az Ovszerl elrendezésii hdlyagos borkiiités a kozépvonal egyik oldalara
korlatozodik és leggyakrabban a torzson vagy az arcon jelentkezik, ritkdbban a
végtagokon, attdl fiiggden, hogy mely idegducban volt latencidban a reaktivalddott
virus. Immunszuprimalt betegeknél eléfordulhat disszeminacid. A reaktivalodott virus
terjedése retrograd transzporttal torténik az idegsejttél a bdrig, melyben nagy szerepe

van a cellularis immunvalasz csokkenésének.
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2. abra A VZV-¢letciklusdnak modellje.

Cseppfertézéskor a virus a légutak nyalkahartyajanak epitelialis sejtjeiben kezd el
szaporodni, majd a nyirokcsomokban T-sejteket fertdz, melyek a vérarammal testszerte
elviszik a virust, igy tobbek kozott a bor epitelialis sejtjeihez is, amelyeket a virus
megfertéz ¢és a replikacio kovetkeztében kialakulnak a jellegzetes holyagos
elvaltozasok. Az érzd idegsejtek és a hats6 gyoki ganglionok a fertézott mononuklearis
sejtekkel, vagy a bor feldl, axonjaikon keresztiil (retrograd transzport; axonvég feldl)

fert6zddnek meg a virussal. Reaktivaciokor az ujonnan replikalodott virusok a hatsé
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gyoki ganglionok feldl (anterograd transzport; axonvég felé) az axonokon keresztiil
jutnak el ismét a bor epitelialis sejtjeihez, 1étrehozva a zosteres holyagokat (Zerboni L
2014).

A zoster betegség szovodményeként posztherpetikus neuralgia alakulhat ki, mely az
érzéidegek gyulladasa miatt hosszantartd, sulyos fajdalommal jard betegség. Egyes
esetekben elofordulhat borkiiités nélkiili VZV-reaktivacio is. A legtobb beteg 60 év
feletti. Immunhidnyos személyeknél a T-sejtes immunvalasz sériilése miatt magasabb a
zosteres esetek szama az egészséges immunitastiakhoz viszonyitva. Ritkédn egészséges
50 év alatti egyénekben is kialakulhat zoster. Ebben szerepe lehet a stressznek, korabbi,
VZV-vel nem 0sszefiiggd (pl. HIV) virusfertézésnek, illetve egyéb tényezOknek
(transzplantdcid, hematoldgiai tumorok), melyek a cellularis immunvalasz
csokkenéséhez vezetnek. Eld6fordulhat zosteres megbetegedés gyermekkorban, ha
ujsziilott korban, vagy a terhesség késobbi szakaszaban torténik a varicella fert6z6dés

(Cohen JI 2008, Mueller NH 2008, Gilden D 2009).

2.2.3. Avaricella és herpes zoster betegségek immunoldgiai hattere

A varicella fert6zést koveto hosszi virémias id6 alatt erés sejtes immunvalasz alakulhat
ki. Latencia alatt a VZV-DNS, IE és E mRNS-ek vannak jelen az idegsejtek magjaban,
azonban az L-gének transzkripcidja sziinetel (Arvin AM 1996, Zerboni L 2014).
Ezekbdl a transzkriptumokbdl a latencia alatt is legalabb 6-féle 1E és E VZV-fehérje
termelddik, melyek allanddé antigén ingert jelentenek az immunsejteknek, erds
immunvédelmet, féleg cellularis immunitast biztositva, igy az élet folyamdn csak
egyszer, ritkan kétszer fordulhat elé reaktivacid. Feltételezik, hogy HSV (herpes
simplex virus) esetében a latencia allapotbol torténd reaktivacio azért gyakoribb, mert itt
nincs fehérje termelés, csak a latencia asszocialt transzkriptumok (LAT) keletkeznek
(Cohen JI 2008, Roizman B 2013). Ezen kiviil VZV esetében szintén antigén ingert
jelentenek az ismételt varicella fertézések, melyek a cseppfert6zés miatt nagyon
hatékonyak, igy az immunvédelmet erdsitik, mig HSV estében a fertdzés szoros

kontaktust igényel, igy a reinfekciok ritkabbak (Oxman MN 2009).
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2.2.4. Vakcindk

Varicella zoster vakcina

A vakcina alapjaul szolgaldo vad VZV-OKA-torzset (pOKA) Japanban izolaltdk egy
OKA nevii bardnyhimldés kisfiubol. Az izoldldas human embriondlis tiid6 fibroblaszt
sejteken tortént, ezt kdvetden tengerimalac fibroblaszt szoveten, végiil human diploid
sejteken (WI-38 és MRC-5) sorozatos atoltassal attenualtak a virust, 1étrehozva igy a
vakcina torzset (VOKA) (Takahashi M 1974). A pOKA- és a vVOKA-térzsek molekularis
vizsgalataval megallapitottdk, hogy csak 42 bazis eltérés van a két virustorzs kozott. A
42 bazis eltérésbdl 15 az ORF62 szakaszon taldlhato. Az ORF62 nukleotid régi6 az
IE62-fehérjét kodolja, melynek fontos szerepe van a replikacid soran a szabadda valt
virus DNS-rél torténé transzkripcio elinditasaban (Yamanishi K 2008). Az els6 VZV-
vakcinat 1986-ban engedélyezték Japanban, ezt kovetden DéEl-Koreaban, USA-ban,
Kanadéban, Ausztralidban és szamos eurdpai orszagban a gyermekek kotelezd oltasi
rendjébe beillesztették. A vakcinak Varilrix (GSK), valamint Varivax (Merck) néven
vannak forgalomban. Az oltast kizardlag s.c.-Gton alkalmazzdk, i.d.-mdédon nem
engedélyezett az adasa, mert a virus replikdlodhat a bor fibroblaszt sejtjeiben, igy
holyagos elvaltozasokat hozhat létre, valamint virus transzport is létrejohet. A
replikaciot és virus transzportot igazolja az a vizsgalat, amelyben tengerimalacok i.d.
¢l6 VZV-oltasat kovetden VZV-DNS-t detektaltak a hatsé gyoki ganglionokban és a
belekben is (Chen JJ 2011). A vakcina egyszeri oltasaval csak 80-85%-o0s védelem
érhetd el, emiatt bevezették a két oltasi sorozatbdl alld vakcinaciot, mely 98-99%-0s
védelmet biztosit (Takahashi M 2003, Marin M 2008). Az USA-ban jelenleg az els6
oltast 12-15 hoénapos korban, a madasodikat pedig 4-6 évesen, az MMR
(morbilli+mumps-+rubeola) vakcinaval egy idOben kapjak a gyermekek (Marin M
2010). Magyarorszagon a varicella véddoltast csak bizonyos kockazati csoportok, pl.
immunfunkcié szempontjabol karosodott gyerekek esetében javasoljak. A vakcinécid
altalanos  hasznalatdnak akaddlya egyrészt a betegség enyhe, tObbnyire
szovédménymentes jellege, valamint az a tény, hogy a vakcinatorzs kevésbé infektiv,
mint a vad tipusa VZV, ezért feltételezik, hogy az idésebb korosztaly a reaktivaciot

gatlo, booster hatdsu ismételt fertdzést nem kaphatja meg az oltottaktol, igy gyakoribb
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lehet a zoster el6fordulasa az altalanos vakcinacid bevezetése esetén (Marin M 2008,
Brisson M 2002).

A vakcinaciot kovetden is kialakulhat latencia az érzé idegsejtekben, azonban a zoster
eléfordulésa ritkabb a vakcinadcio utan — még immunkompromittalt gyerekek esetében is
—, mint varicella megbetegedés utan. Ennek oka lehet a vakcina virus korlatozott
replikacioja a borben, melynek kovetkeztében az idegsejteket kevésbé hatékonyan
fertézi (Arvin AM 2001, Hardy I 1991). Erdekes megfigyelés, hogy az oltottak korében
elé6forduld zoster megbetegedésnél nem a vOKA-vakcina-torzs, hanem a vad tipusa
VZV-virus-torzs volt kimutathaté a holyagokban, ami a vakcinacié ellenére kialakult,
vagy azt megeldzden lezajlott tiinetmentes VZV-fertdzésre és ezt kdvetd latenciara utal

(Galea SA 2008).

Herpes zoster vakcina

A herpes zoster megel6zésére a zoster vakcinat (Zostavax, Merck) elészor 2006-ban az
USA-ban engedélyezték a 60 évnél iddsebbek oltasdra. Ez a vakcina szintén €16
attenualt vOKA torzset tartalmaz, de a varicella vakcinahoz képest 14-szeres dozisban
(Mitka M 2006). Az oltast kovetéen a VZV-specifikus CD4"- és CD8"- T-sejtek szama
megnd. Ismételt oltdsra 5 évenként van sziikség. A vakcinacid 50%-al csokkentette a
zoster el6fordulasat a 60-69 évesek korében, 41%-al a 70-79 és csak 18%-al a 80 év
feletti korosztalynal. Az oltas ezen kiviil csokkenti a — vakcina ellenére is kialakuld —
zoster sulyossagat, valamint a lazas és szovodményes esetek szamat (Oxman MN 2010,
Oxman MN 2005, Harpaz R 2008, Schmader KE 2012). Immunkomprimalt
személyeknél az ¢él6 virustartalmii vakcindk kockdzatot jelentenek, ezért igéretes
vizsgalatokat folytatnak inaktivalt virustartalmu zoster vakcina kialakitasara (Hata A
2002).

A zoster vakcina Magyarorszagon nincs kereskedelmi forgalomban, kiilf6ldrdl torténd
behozatala esetén kereskedelmi ara magas, 2017. februarban 176 Euro (kb. 53 000 Ft)
volt. Ennek egyik oka, a megfeleld immunvalasz kivaltdsdhoz sziikséges nagy
virusmennyiség az oltéanyagban, amelynek eldallitasa a virus in vitro szaporitasanak
tulajdonsagai miatt nehéz és koltséges. A Magyarorszagon forgalmazott varicella
vakcinaban (Varilrix, GSK) 1995-PFU (plakk-képz6 egység), az USA-ban
forgalmazottban (Varivax, Merck) 1350-PFU az infektiv virus partikulak szama, mig a
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zoster vakcinaban (Zostavax, Merck) ezeknek 10-14-szerese (19400-PFU). A varicella

vakcindhoz hasonldan a zoster vakcinat is s.c.-mddon alkalmazzak.

2.3. Influenza

2.3.1. Influenzavirus

Az influenza megbetegedést az Ortomyxoiviridae csaladba tartozo influenzavirusok
okozzék, amelyeket a nukleoprotein (NP) és matrix (M) fehérjék alapjan A-, B-, C- és
D-tipusokra osztjak. A D-genust a kdzelmultban irték le, influenzaszeri megbetegedést
kovetden sertésekbdl és szarvasmarhabol izolaltdk, emberbdl eddig még nem sikertilt
izolalni. Az emberi fertézottséget eddig még csak szeroldgiailag tudtak igazolni
(Chiapponi C 2016, Lamb RA 2001). Genomjuk negativ, egyszala 8, illetve a C-virus
esetén 7 szegmenset alkotd6 RNS. Két szegmens a kiilsé lipidburokba agyazddéd
hemagglutinin (HA) és neuraminiddz (NA) glikoproteineket kddolja. Hat szegmens a
matrix (M1, M2), polimeraz (PA, PBI1, PB2) és nukleoprotein (NP)-belsé fehérjéket
kodolja. A HA feladata a virus hozzdkapcsoldsa a fogékony sejten a sejtfelszini

glikoproteinek szialsav részéhez, eldsegitve ezzel a sejtbe jutast. Az NA a virus sejtbol

crer

.....

Ez f6leg az influenza A-virusokra jellemzd, a B-virusokra kevésbé, a C-virusokra pedig
egyaltalan nem. A C-virusok esetében a HA és NA egy fehérjeként a hemagglutinin-
észteraz-fuzidés fehérjeként van jelen. A HA- és NA-glikoproteinek rendkiviil
valtozékonyak. A valtozas lehet kismértékii, mely a nukleinsav sorrendben létrejott
pontmutacié kdvetkezménye, ez az antigén sodrddas (,,antigen drift”), mely csupan
néhany aminosavat érint, mégis elég nagy valtozas ahhoz, hogy az eredeti variacio ellen
termel6dott HA és NA elleni ellenanyagok mar nem ismerik fel a virust, igy nem tudjak
megakadalyozni a betegség kialakuldsat. Nagyobb foku valtozads az antigén eltolodas
(antigen shift”), mely 0j szubtipus kialakulasat jelenti, az influenza A virusokra
jellemzd. Ez akkor jon létre, ha legalabb kétféle influenzatdrzs egyszerre fertézi meg
ugyanazt a sejtet, és kozottik genetikai rekombinacié jon létre (Lamb RA 2001).
Jelenlegi ismereteink szerint 18-féle HA- és 11-féle NA-szubtipus 1étezik (Deng YM

20



DOI:10.14753/SE.2018.2101

2015). A HA két részbdl all, egy fej (HA1) és egy szar (HA2) részbol. A HA1-alegység
a receptorkoté domén, amely a sejt szidlsav csoportjahoz koti a virust, elinditva ezzel a
sejt fertdzését, tovabba a neutralizalo ellenanyagok szempontjabol a virus legfontosabb
antigénje, mely 5 antigén domént tartalmaz. A HA2 a virus lipidburkaba agyazodik és
fuzios fehérjeként szintén szerepe van a virus sejtbe juttatasaban. A virus receptor
medialt endocitozissal, endoszoéma forméban keriil be a sejtbe. Az endoszoma savas
kozege megnyitja az M2-transzmembran fehérje altal képzett ion-csatornat, valamint a
HA2-n konformacid valtozast hoz létre, igy az a fuzidos peptid doménjével az
endoszOma membranjahoz kapcsolddik, felnyitva a virusburkot. A folyamat
kovetkezményeként a nukleokapszidon beliil is savas pH alakul ki. A savas kozeg
hatasara a viralis ribonukleoprotein komplex (NP, PA, PB1, PB2, virus RNS) elvélik az
M1-fehérjétdl és bejut a sejt citoplazmajaba, majd a sejtmagba az NS-szegment altal
koédolt nuklearis transzport fehérje (NEP) segitségével (O’Neill RE 1998). A
sejtmagban a virus sajat RNS-dependens RNS-polimeraza szintetizalja a negativ RNS-
6l a pozitiv kiegészit szdlat. A citoplazméaban szintetizalodnak a virus fehérjék. Az
infektiv viruspartikula bimbozassal valik le a sejtrdl, e folyamat alatt kapja meg a HA-,
NA- ¢s M2-fehérjéket tartalmazo sejtmembran altal a virus burkot. A sejtmembranrél
torténd levalasban az NA-fehérjéknek van szerepiik, melyek levagjdk a szidlsav
maradékokat a HA-molekuldkrol, a tobbi NA-molekularél és a sejtmembran
glikoproteinjeirdl és glikolipidjeirdl. E folyamat nélkiil a virus nem tudna levalni a

sejtrél és ujabb sejteket fertdzni (Lamb RA 2001).

2.3.2. Influenzavirus okozta betegségek

Az influenzavirus cseppfertézéssel terjed, az esetek tobbségében a betegség lefolyasa
enyhe vagy kozepesen sulyos. Gyakran izomfijdalmak vezetik be, majd hirtelen
kezdeti hidegrazas, rossz kozérzet, levertség, magas, akar 39-40°C-t is elérd laz
jellemzi. A betegek nagy része 1-2 héten beliil teljesen meggyodgyul, azonban
eléfordulhat elsddleges viralis tiidégyulladas, gyakran bakterialis tiidogyulladas illetve
kevert virusos ¢és bakterialis tiidoégyulladas is, melyeknek kovetkeztében a betegség
sokkal stlyosabb lefolyasti, nem ritkdn haldlos kimeneteli lehet. Tovabba

agyveldgyulladds, szivizom- ¢és szivburokgyulladas, valamint Reye-szindroma
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(agyduzzanat, majelégtelenség) is eléfordulhat az influenza megbetegedés kapcsan. A
betegséget sulyosbitjak egyéb kronikus betegségek, foként a sziv- és tiidobetegségek
megléte (Morishima T 2002, Monto AS 2000).

2.3.3. Influenzavirus okozta betegségek immunoldgiai hattere

A cseppfertozést kdvetden a légutak nyalkahartydjanak immunsejtjei és a fertdzott
epitelidlis sejtek lokalisan citokineket (IL-1 o/B, TNF-a/B, IL-6, IFN-a/y, IL-8, MIP-1
a) termelnek, valamint a virussal kapcsolatba keriilt immunsejteknek, foként fagocita
sejteknek koszonhetden szisztémds citokin termelés is létrejon. Az influenza
betegséggel egylitt jaré klinikai tiinetekért (izomfajdalom, laz, levertség érzés)
elsdsorban ez az elsddleges citokinvalasz tehetd feleldssé. A fertdzést kovetden 4-7 hét
mulva a legmagasabb az ellenanyagok (anti-HA, -NA, -M, -NP) szintje és ezeket
évekkel a fertézést kovetden is ki lehet mutatni szerologiai modszerekkel. A HA elleni
ellenanyagoknak neutralizdlo hatdsuk van, az NA- és az M2-fehérjékkel szembeni
ellenanyagok a virusnak a fert6zott sejtbdl torténd kiszabaduldsat gatoljak (Treanor JJ
2004). A betegseg elleni védelemben tehat elsddleges szerepiik van a HA- és az NA-
fehérjek mikodését gatlo HAG- és NAG-ellenanyagoknak, azonban ez a két fehérje
tartalmazza a virus legvaltozékonyabb részeit. Ezek a valtozasok (,,antigen drift”) nem
befolyasoljak a virus infektivitasat, azonban a meglévé HAG- és NAG-ellenanyagok
mar nem nyujtanak védelmet az (jabb virusvaltozatokkal szemben. A HA- és az NA-
fehérjék konzervativ régiokat is tartalmaznak, de a valtozékony fehérje szakaszok
jelenlétében ezek szerepe sokkal kisebb a védelemben. Ugyanigy a virus konzervativ,
belsd fehérjéivel szemben termelddd ellenanyagok is hattérbe szorulnak a HAG ¢és a
NAG mellett. A konzervativ fehérjékkel szembeni ellenanyagok azonban képesek
keresztreakciora és igy keresztvédelmet biztosithatnak a kiilonboz6 influenza
szubtipusok kozott is, melyekre a HAG- és NAG-ellenanyagok nem alkalmasak
(Osterholm MT 2012, van Els C 2014, Trombetta CM 2016). Az ellenanyagoknak
tovabba szerepliik van az ellenanyag-fiiggd sejtkozvetitett citotoxicitas (ADCC)
1étrejottében 1s. A humoralis mellett a cellularis immunvélasznak is szerepe van a
védelemben, kiilondsen idések esetében (McElhaney JE 2012). Az influenzavirus

specifikus citotoxikus CD8"-T-sejtek (CTL) lehetnek szubtipus specifikusak (pl. HA
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variabilis epitopra specifikus), azonban a bels¢ fehérjéket felismerve képesek
keresztreakciora a kiilonboz6 influenza A szubtipusok kozott is. Allatkisérletben CTL-
transzfer modszer segitségével bizonyitottak szerepét a fertdzést kdvetden a betegség
stlyossaganak csokkentésében és a feléptilésben (YAP KL 1978, Mbawuike IN 2007).
A CTL-sejtek mellett a CD4"-T-sejtek is részt vesznek a védekezésben direkt
citotoxikus vélasszal, vagy a B-, illetve a CD8"-sejtek segitésével (Furuya Y 2010,
Budimir N 2012, Sridhar S 2013, Altenburg AF 2015).

2.3.4. Influenza vakcinak

Az influenza betegség ellen a leghatékonyabb védelmet a vakcinacio biztositja. Sokféle
engedélyezett szezondlis, pandémias ¢€s prepandémias influenza vakcina létezik (1.
tablazat). A legtobb vakcina esetében az oltd virust (seed virus) egy magas hozami
(high-yield) influenzavirus-torzs és a legutobbi jarvanyt okozo influenzavirus-torzs
reasszortacigjaval allitjak el6. Szezondlis vakcindk az adott évben varhatdan
megbetegedéseket okozo influenzavirus torzseket tartalmazzak, a pandémias vakcinak a
mar egyszer vilagjarvanyt okozott torzset, a prepandémids vakcindk pedig egy
potencialisan vilagjarvanyt létrehozhat6é influenzatérzset tartalmazzak (World Health
Organization, 2014). A reasszortans seed virust a high-yield A/Puerto Rico/8/34 (PR8)
torzs PB1-, PB2-, PA-, NP-, M-, NS-szegmensei és a legutobbi jarvanyt okozd torzs
HA- és NA-szegmensei alkotjak. Az inaktivalt vakcindk koz¢ tartozik a teljes virionokat
tartalmazd, a detergenssel kezelt virusbol szdrmazo6 hasitott vagy ,hasitott” és a
tisztitott, csak HA-fehérjéket tartalmazo alegység vagy ,alegység” vakcina. Egyes
orszagokban (USA, Kanada) engedélyezték az €16 attenudlt virustartalmu (LAIV)
vakcina (FluMist/Medimmune) hasznalatat is, azonban a 2013-2016 kozotti idészakot
vizsgalva azt tapasztaltak, hogy alacsony a vakcina hatékonysaga, ezért a 2016/2017-€s
influenza szezonra mar nem ajanljak (Centers for Disease Control and Prevention
2016). Allatkisérletekkel igazoltak tovabba, hogy az é16 influenzavirustartalmi vakcina
noveli a klinikai szempontbdl fontos bakterialis patogének (Streptococcus pneumoniae
(19F és 7F szerotipus), Staphylococcus aureus (Newman és Wright torzsek)
kolonizacigjat a felsé légutakban (Mina MJ 2014). A szezonalis vakcinak tobbsége

influenza A ¢és B torzseket tartalmaz. A legtobb vakcinat i.m. Uton alkalmazzak, de van
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I.d.-modon (Intanza, IdFlu, Fluzone) alkalmazott influenza vakcina is, illetve az él6
virustartalmu vakcinat (Fluenz, Flumist) intranazalis (i.n.) modon alkalmaztak. A HA ¢és
az NA valtozékonysaga miatt minden évben Gjra meg kell adni az adott évi vakcina
osszetételét. Uj influenza vakcina torzskonyvezéséhez a hatdsagok (Eurdpaban az
Europai  Gyogyszeriigynokség, EMA; az USA-ban az Elelmiszer- ¢és
Gyogyszerfeliigyelet, FDA) felé a vakcina hatékonysagat és artalmatlansagat kell
bizonyitani. A hatékonysagot szerologiai vizsgalatokkal kell alatamasztani. A 2014-ben
bevezetett 1j iranyelvek szerint, a torzskonyvezett, engedélyezett oltoanyagoknal ezt
kovetden az artalmatlansagi €s hatékonysagi vizsgalatokat a vakcinaltak egy részénél
kovetéses vizsgalatokkal kell elvégezni minden évben, a szerologiai vizsgalat mar nem
eldiras (Wijnans L 2016). Az 0j vakcina hatékonysagat a megfelel6 mértékli humoralis
immunvalasz létrejottével tamasztjak ald. Ekkor, mint ,,gold standard”, a HAG-
ellenanyagok mennyiségét mérik az oltas el6tti €s utani immunsavokban. A minimum
1:40-es HAG-titert, vagy a négyszeres titer emelkedést, illetve a minimum 1:8-as
neutralizdldo ellenanyag titert tartjak megfeleléen protektivnek az influenza
megbetegedéssel szemben. Az oltdanyag megfeleld, ha az oltott felndttek (18-60 év)
70%-a és az idosek (>60 év) 60%-a eléri az 1:40-es HAG-titert. Ezzel a mddszerrel
azonban nem kapunk informacidt az egyéb, védelemben szerepet jatszo ellenanyagok
szintjérol, vagy a cellularis immunvalaszrol (Wijnans L 2016, van Els C 2014). A
Fluval AB egy Magyarorszagon gyartott, engedélyezett, teljes virusokat tartalmazé
inaktivalt, trivalens (HIN1, H3N2, B) vakcina amelyhez adjuvansként aluminium-
foszfatot kotottek. A Fluval AB-t 1995 6ta hasznaljak szezonalis influenza elleni oltasra
Magyarorszagon. A vakcina altal kivaltott HAG-ellenanyag valaszt a vakcina
immunogenitasi vizsgalat kapcsan mérték (Vajo Z 2008, 2010, 2012), azonban a
celluldris immunvélaszt, valamint a vakcinacid protektiv hatasat kisérleti allatokban
eddig még nem vizsgaltak.

A virus valtozékonysaga miatt vilagszerte vizsgalatok folynak a konzervativ fehérjéket

tartalmazé univerzalis influenza vakcindk eldallitasara (Egorov AY. 2016).
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1. tablazat Engedélyezett szezonalis €s (pre)pandémias influenza vakcindk

Vakcina céltorzs | Vakcina tipus Adjuvans Immunizalasi Kereskedelmi név (gyarto)
mod
Szezonalis v AIPO4 im Fluval AB (Omninvest)
adott évi torzsek teljes virus
IIV hasitott - im FluLaval (ID Biomedical)
- im Fluarix, Fluviral
- im (GlaxoSmithKline)
- im Enzira (Pfizer)
- im Vaxigrip, Fluzone (Sanofi
- im Pasteur)
- id Afluria (Merck)
- im GC FLU (Green Cross
Corporation)
Intanza, IdFlu, Fluzone
Intradermal (Sanofi Pasteur)
Fluvax (bioCSL)
IV alegység - im Influvac, Imuvac, Fluvaccinol
- im (Abbott)
- im Agriflu, Agrippal,
MF59C.1 im Fluvirin, Optaflu (Novartis)
- im Mutagrip (Sanofi Pasteur)
viroszoma im Fluad (Novartis)
lipid FluCelvax (Novartis)
Inflexal® V (Berna Biotech,
Crucell)
LAIV - in Fluenz, Flumist
seasonal (MedImmune)
Recombinans - im Flublok® (Protein Sciences)
fehérje
Pandémias 2009 v - im Celvapan H1IN1 (Baxter)
HIN1 teljes virus AIPO4 im Fluval P (Omninvest)
A/Cal7/2009
IV hasitott - im Panvax (Merck)
- im Panenza (Sanofi Pasteur)
- im Green Flu-S (Green Cross
ASO03 im Corporation)
Pandemrix (GlaxoSmithKline)
IV alegység - im Fluvirin-HIN1 (Novartis)
MF59C.1 im Celtura, Focetria (Novartis)
LAIV - in Fluenz, Flumist pandemic
- in (Medimmune)
Nasovac (Serum Institute of India)
Pre-pandémias v AlIPO4 im Fluval H5N1 (Omninvest)
kiilonboz6 avian teljes virus AIOH3/PO4 im Daronrix (GlaxoSmithKline)
torzsek - im Celvapan H5N1, Vepace (Baxter)
IV hasitott ASO3 im Prepandrix, Adjupanrix
(GlaxoSmithKline)
IV alegység MF59C.1 im Foclivia, Aflunov (Novartis)

(van Els C 2014)
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3. Célkitiizések

Kutatdomunkank célja az volt, hogy a VZV- és influenzavirus-vakcindk hatasossaganak
¢s biztonsdgossaganak novelésére javaslatokat tegylink. Munkank soran az aldbbi

hipotéziseket kivantuk megvizsgalni:

1. Az immunvalasz hatékonysaga inaktivalt VZV-vakcina estében novelhetd

intradermalis oltasi mod alkalmazasaval.
2. Az influenza megbetegedés elleni humordlis védelem elérhetd az elsddleges
fontossagunak tartott virus epitopok elleni antitestek (HAG, NAG, VN)

hianyéban is.

3. Fluval AB-vakcinaciot kovetden cellularis immunvalasz is kialakul, a humoralis

immunvalasz mellett.
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4. Modszerek
4.1. VZV-vakcinacié immunologiai hatdsa intradermalis alkalmazas esetén
4.1.1. Kisérleti allatok

Kisérleteink soran dsszesen 60 db, 6-8 hetes néstény Hartley tengerimalacot (LAB-ALL
Bt., Budapest, Magyarorszag) hasznaltunk. A kisérleteket az allatvédelmi torvények

betartasaval €s az etikai bizottsagi engedélyek birtokaban végeztiik.
4.1.2. Vakcindk és alkalmazasi modjaik

Az allatok immunizalasahoz hasznalt VZV-vakcina (Varilrix, GlaxoSmithKline,
Rixensart, Belgium), MRC-5 human diploid sejtvonalon (MRC-5) szaporitott, €16
gyengitett virust tartalmaz, 10** (1995) PFU/0,5 ml dozisban. A Varilrix vakcinat
embereknél csak s.c.-modon lehet alkalmazni. A kisérletek soran a vakcina eredeti €16
gyengitett, valamint az inaktivalt form4jat is hasznaltuk. Az inaktivacidhoz a vakcinat
56°C-os vizflirdében tartottuk 30 percig. Az inaktivacio hatékonysaganak ellendrzésére
MRC-5 sejteket (Medical Research Council, London, United Kingdom) fertdztiink
inaktivalt, vagy ¢€l6 gyengitett virussal. A VZV-antigén kifejezédést VZV-
nukleokapszid specifikus monoklonalis ellenanyag (LifeSpan BioSciences Inc., Seattle,
WA) vagy VZV-pozitiv human savdé (Virologiai Foéosztaly, OEK), valamint
fluoreszcein izotiocianattal (FITC) jelzett anti-egér (Trinity Biotech, Wicklow, Ireland)
vagy anti-human (DakoCytomation, Glostrup, Denmark) ellenanyag hasznalataval,
immunfluoreszcencia (IF) modszerrel vizsgaltuk. Az inaktivalt virussal fertézott sejtek
teljesen negativak voltak, mig az ¢€l6 gyengitett virussal fert6zott sejtekben VZV-
antigének kifejezddését detektaltuk.

Az immunizacid6 soran 1/5 (399-PFU) vagy teljes (1995-PFU) human dozist
hasznaltunk €16 vagy inaktivalt formaban, melyet i.d.- vagy s.c.-Uton alkalmaztunk. A
S.C.-oltashoz megfeleld oltotlit, mig az i.d.-oltashoz tlimentes belovd késziiléket

hasznaltunk, melyet Dr. Jankovics Istvan fejlesztett ki (OEK, Virologiai Fdosztaly,
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Nemzeti Influenza Referencia Laboratérium). A késziilék a folyadékot nyomas hatdséara

a bor epidermisz rétegébe préseli.

4.1.3. Az intradermalis oltashoz hasznalt késziilék megfelelé mitkodésének ellendrzése

Intradermalisan 13 db tengerimalacot oltottunk 0,1 ml (399-PFU) ¢é16 és 11 db allatot
ugyanolyan mennyiségli hovel inaktivalt vakcinaval. Az oltast kovet6 0., 2., 4., 7. és 14.
napon az oltds helyén borbiopszia-mintavevovel 5 mm atmérdjii mintakat vettiink,
idépontonként €s csoportonként 2-3 allattol. A mintdkban mértiik a VZV-DNS relativ

mennyiségét kvantitativ polimeraz lancreakcid (QPCR) modszer alkalmazasaval.

4.1.3.1.DNS-izolalas

A boérbiopszia mintdkat dorzsmozsarban folyékony nitrogén és pisztillus hasznalataval
homogenizaltuk, majd 600 ul RLT-Plus puffert (Allprep DNA/RNA Kit; Qiagen) adtunk
a homogenizatumhoz, 1 percig razattuk vortex segitségével, majd centrifugaltuk 3
percig, 12000 g-vel. A feliiluszobol a DNS-izolalas a gyartd protokollja alapjan
torténtek (Allprep DNA/RNA kit; Qiagen GmbH, Hilden, Germany).

4.1.3.2.VZV-DNS detektalasa qPCR-modszerrel

A gPCR-reakciohoz masok altal korabban kozolt (Pevenstein SR, 1999) nukleotid
szekvenciakat hasznaltunk, melyek a VZV-DNS ORF 29-es korai DNS-kot6 fehérje egy
szakaszat kodoljak. A forward primer szekvencigja 5’-CGT ACA CGT ATT TTC AGT
CCT CTT-3’; areverse primer szekvenciaja 5’-GGC TTA GAC GTG GAG TTG ACA-
3’a proba szekvenciaja pedig FAM-CCC GTG GAG CGC GTC GAA A-TAMRA vaolt.
Referenciaként az RNazP génjét (GenBank szam XM 005000167.1) hasznaltuk,
melynek primer proba szekvencidit mi terveztiik. A forward primer szekvencidja 5’°-
GGA TTT AGA CCT AAG AGC G-3’; a reverse primer szekvencidja 5’-GAG CGG
CAG TTT CCA CCA TT-3’a proba szekvenciaja pedig FAM-TTC TGA TCT GAA
GGC TTT GCG TG-TAMRA volt. Az RNazP specifikus primerek altal amplifikalt

PCR-termék nukleotid sorrendjének megfeleldségét szekvenalassal igazoltuk. A qPCR-
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reakcidhoz 10 pl végtérfogatban a kdvetkezd mennyiségeket mértiik dssze: 2,5 pl DNS
minta; 0,4 ul (10 uM) forward primer; 0,4 ul (10 uM) reverse primer; 0,2 ul (20 uM)
proba; 5 ul PCR master mix (LightCycler 480 Probes Master; Roche, Mannheim,
Germany) ¢s 1,5 ul RNaz-mentes desztillalt viz. Az amplifikaciot a kdvetkez6 protokoll
alapjan végeztiik, LightCycler 480 II késziiléken (Roche, Rotkreuz, Switzerland): 95°C-
os aktivalas 15 percig, majd 50 cikluson keresztiil 95°C 10 masodperc denaturacio,
50°C 20 masodperc anellacio ¢és 72°C 10 masodperc lanchosszabbitas. Az adatok
elemzését a LightCycler 480 II rendszerrel végeztettilk, mely a mintakban talalhato
DNS-tartalmat attorési pontban (Ct) jeleniti meg. A Ct azt a ciklus szamot jelenti,
melynél a termék mennyisége eléri a detektalasi kiiszobot. A VZV- és RNazP-
specifikus primerek hatékonysagat és dinamikai tartomanyat oly modon hatéroztuk
meg, hogy higitasi sort készitettlink az izolalt DNS-b6l, majd a PCR-reakciot kovetéen
abrazoltuk a ACt (Ct VZV — Ct RNazP) értékeket a higitasi értékek logaritmusanak
figgvényében és a kapott pontokra egyenest illesztettiink. Az egyenes meredeksége a O-
hoz kozelitett, ezért megallapithattuk, hogy a VZV- és RNazP-specifikus primer
rendszerek hatékonysaga ¢és dinamikaja hasonld, igy a komparativ Ct modszert

alkalmazhatjuk az eredmények szdmolasanal. A VZV-DNS-tartalom emelkedését (2 ~

AACt) az adott idépontban vett mintdkban a 0. idéponthoz képest a kovetkezd képlet

segitségével szamoltuk ki: AACt = (Ct yzv - Ct rnazp) X. idépontban ~ (Ctvzv- Ct rNazp)

0. idépontban (Livak KJ, 2001)-

4.1.4. Immunvalasz mérése kiilonb6z6 VZV-vakcinak alkalmazasat kovetoen

Csoportonként 4-6 tengerimalacot immunizaltunk az €l gyengitett vagy inaktivalt
formaju oltdéanyag 399- vagy 1995-PFU-dozisaval i.d.- vagy S.c.-modon. Oltatlan
allatokat hasznaltunk kontrollként. Négy héttel a vakcinaciot kdvetden az allatokat
altatassal eutandzidban részesesitettiik, majd vér és lép mintdkat vettiink, kivéve 6
allatot, melyek az inaktivalt vakcina 399-PFU-dézisat kaptdk i.d.-modon. Ez a 6
tengerimalac 23 héttel késobb kapott egy ijabb oltast melynek dozisa, formaja, beadasi
modja az elsé oltassal megegyezett. Ezzel vizsgaltuk az ismételt oltas hatékonysagat
inaktivalt oltdanyag esetében. A celluldris immunvalasz a VZV-antigénnel stimulalt

lépsejtekben mért IFN-y-, granzim-B- ¢és perforin-mRNS-kifejez6dés megallapitasaval
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és a lépsejt feliiluszojaban mért IFN-y-fehérje mennyiségének meghatarozasaval
jellemeztiik. A humoralis immunvalaszt VZV-glikoprotein-specifikus ELISA-val ¢és

virusneutralizacios modszerrel mértik.
4.1.4.1.VZV-antigén eldallitasa és Iépsejtek stimulalasa

A 1épsejtek stimulalasdhoz hasznalt antigén eldallitasa kordbban leirt modon tortént
(Harper DR, 1998), kisebb modositassal: 28 napos Hartley tengerimalac embrio
fibroblaszt sejtjeit az €16 gyengitett virustartalmu vakcinaval fert6ztiik, majd inkubaltuk
szovettenyésztd palackban 10% inaktivalt tengerimalac savot tartalmazo RPMI 1640-es
tapfolyadékban (Sigma, St Louis, MO). Citopatias hatés a fertdzést kovetd 3. napon valt
lathatova, amely az 5. napra a sejtek 60-70 %-ra raterjedt. A fertdzést kovetd 5. napon
10% inaktivalt tengerimalac savot tartalmazd foszfat-szukroz-glutamat pufferben
lekapartuk a szovetet. A sejtszuszpenzid egy kisebb részébdl IF-vizsgalatot végeztiink
VZV-pozitiv humén savé felhaszndldsdval. A maradék sejtszuszpenzidban a sejteket
jeges vizben tortént hiités kozben, ultrahang segitségével feltartuk. A miivelethez
hasznalt Vibracell 72434 ultrahangos késziilékkel 3x15 madasodpercig kezeltik a
sejtszuszpenzidt. Az igy kapott szuszpenziot 4°C-on 3000 rpm fordulatszamon 10
percig centrifugéaltuk, majd a kapott feliiluszot -80°C-ra lefagyasztottuk. A stimulacio
napjan a feliiluszot felolvasztottuk, majd a fehérjetartalmanak mérését (BCA protein
assay kit Pierce Cat.23225) kovetden 2x10° l1épsejtet 10 pg/ml fehérjetartalma VZV-

antigén preparatummal stimuldltunk 24 6ran keresztiil.
4.1.4.2.RNS-izolélas és reverz-transzkripciod

A stimulalt 1épsejtekbdl a total RNS-t RNeasy Plus kit, valamint az RNase-Free DNase
kit segitségével tisztitottuk a gyartd eldirdsa alapjan (Qiagen GmbH, Hilden, Germany).
Az 50 pl RNéaz-mentes vizben eludlt total RNS-t és a Transcriptor First Strand cDNA
synthesis kitet hasznalva szintetizaltunk mRNS-bdl cDNS-t, a gyarto leirdsa alapjan
(Roche, Mannheim, Germany). Az igy elkésziilt cDNS-t felhasznaldsig -80°C-on

taroltuk.
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4.1.4.3.IFN-y-, granzim-B- és perforin-mRNS-kifejezodés mérése qRT-PCR-modszerrel

A gRT-PCR-kivitelezését korabban leirt (4.1.3.2.) qPCR-szerint végeztiikk, azonban
mintanként 2,5 pul cDNS-t mértiink a csovekbe, illetve a ciklusoknal az anellacio 60°C-
on tortént. Az IFN-y-primerek és proba szekvencidi egy kordbban kozolt publikaciobol
szarmaznak (Kawahara M, 2002). Az IFN-y-forward primer szekvencidja 5’ - CAT
GAA CAC CAT CAA GGA ACA AAT - 3’; reverse primer szekvenciaja, 5 - TTT
GAA TCA GGT TTT TGA AAG CC - 3’; a proba szekvencidja pedig FAM - TTC
AAA GAC AAC AGC AGC AAC AAG GTG C - TAMRA) volt. A granzim-B
(GenBank accession no. XM 003460665.1) és perforin (XM_003473749.1) primerek és
proba szekvencidit mi terveztiik, a PCR-termék nukleotid sorrendjének megfeleldségét
szekvenalassal igazoltuk. A granzim-B forward primer szekvenciaja 5’- TCC AGA
GGG AAC ATA CCC AG - 37; reverse primer szekvenciaja, 5’- GTA AGA GTT CCT
CAC ACT TCT C - 3’; a proba szekvenciaja pedig FAM - CAC TGC AGG AAG TGG
AGA TGA TAG T - TAMRA) volt. A perforin forward primer szekvencidja 5’- CAG
CAG AAG AGG CCC AAT GA - 3’; reverse primer szekvencidja, 5°- TGG ACA ATG
GTC ACC GTC AG - 37; a proba szekvencigja pedig FAM — TGC CAC GGC TCA
GCA GTC ATC ACC - TAMRA) volt. Referenciaként ismét az RNazP-gént
hasznaltuk. A keletkezett termékek hossza minden esetben kisebb volt 150 bazisparnal.
Az IFN-y-, granzim-B-, perforin- és RNazP-specifikus primerek hatékonysagat és
dinamikai tartoméanyat meghataroztuk a 4.1.3.2. résznél leirtak szerint. A higitasi
értékek logaritmusaban abrazolt ACt értékek alkotta pontokra illesztett egyenes
meredeksége ez esetben is a nulldhoz kozelitett, igy itt is a komparativ Ct modszert
alkalmaztuk az eredmények kiértékeléséhez. A méréseket minden esetben 3
parhuzamossal végeztik. Az adott célgén (IFN-y, granzim-B, perforin) mRNS-

~AACt
2

kifejezddésének emelkedését ( ) az immunizalt allatbol szarmazé mintakban az

immunizalatlan allatbol szarmaz6 mintdhoz képest, a kovetkezd képlet segitségével
szamoltuk ki: AACt = (Ct celgen = Ct RN&zP) tmmunizalt allat = (Ct celgen = Ct RNazP) Nem

immunizalt allat (Livak KJ, 2001).
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4.1.4.4.IFN-y-fehérje koncentracid mérése stimulalt 1épsejtek feliiluszojaban ELISA-
modszerrel, korrelacio az IFN-y-mRNS-kifejezddés és az IFN-y-fehérje szint
kozott

crer

1épsejtek stimulalasat két parhuzamossal végeztiik. A stimulalt 1épsejtek feliiliszojat az
ELISA-kit (Guinea Interferon y ELISA kit; BlueGene Biotech, Shanghai, China)
gyartojanak utasitasai szerint vizsgaltuk. A mintdk optikai denzitasat (OD) 450
nanométeren ELISA-lemez leolvasoval (PR 3100; Bio-Rad, Budapest, Magyarorszag)
mértilk. Pearson moddszerrel meghataroztuk a korrelacidot a stimulélt Iépsejtekben
kifejezddott IFN-y-mRNS és a 1épsejtek feliiliszojaban mérhetd IFN-y-fehérje szint
kozott. mRNS szempontjabol reaktivnak vettiik azt a mintat, melyben az IFN-y-mRNS-
kifejezddés 10x nagyobb volt, mint a nem immunizalt allat mintajaban mért IFN-y-
mRNS. Fehérje szempontjabol azt a mintat tekintettiik reaktivnak, melyben az IFN-y-
fehérje koncentraciod (pg/ml) magasabb volt, mint a nem immunizalt allat mintajaban

mért fehérje koncentracié + 3 interkvartilis terjedelem (IQR).

4.1.4.5.VZV-specifikus ellenanyagok mérése az immunizalt allatok savdjaban, VZV-

glikoprotein-specifikus ELISA- és virusneutralizaciés-modszerrel

Csoportonként 4-6 allat kiilonb6z6 higitasu savojaban, két parhuzamos mérésével
hataroztuk meg a VZV-glikoprotein-specifikus 1gG-ellenanyag szintet. A vizsgalathoz
nagy tisztasaga VZV-glikoproteinekkel fedett ELISA-lemezt (EUROIMMUN anti-
VZV glycoprotein ELISA kit; EUROIMMUN Ag, Liibeck, Germany), torma-
peroxidazzal konjugalt anti-tengerimalac 1gG-ellenanyagot (DakoCytomation, Glostrup,
Denmark) és tetrametilbenzidin-H,0O,-szubsztratot hasznaltunk. Az OD-értékeket 450 és
620 nm-en mértiik. Az adott savoban mért ellenanyag szintet azon legnagyobb higitas
reciprok értékében adtuk meg, melyben a hattér korrekcio utdn az OD-értéke
meghaladta a 0,2-es kiiszob értéket. Ennek a kiiszobértéknek a megallapitasahoz 10
oltatlan allat savojat hasznaltuk, ezek parhuzamos mérésével megallapitottunk egy atlag
OD-értéket, melyhez a standard deviaci6 haromszorosat hozzaadva allapitottuk meg a

0,2-es kiiszobértéket. A negativ kontroll savok OD-értéke minden esetben kisebb volt
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0,05-nél. A neutralizald ellenanyagszint meghatdrozdsa a mar korabban leirt (Keller
PM, 1984), de itt kis mértékben modositott plakk-redukcidés neutralizacidés probaval
tortént. A VZV-vakcina eléallitisa MRC-5-sejteken torténik, igy a vakcina tartalmazhat
MRC-5-fehérjéket, amelyek ellenanyagvalaszt indukalnak az immunizalt allatokban.
Ezért a vizsgalat megkezdése elott az MRC-5-sejtek elleni ellenanyagok mérésének
elkeriilése érdekében a tengerimalac savokat MRC-5 -ejtekkel kimeritettiik. A kimeritett
tengerimalac savokbol higitasi sort készitettiink, majd 10% komplement jelenlétében
azonos térfogatt VZV-vakcina higitassal Osszekevertik ¢és 37°C-on 1 Oran at
inkubaltuk. A VZV-vakcina higitdsa ugy lett kiszamitva, hogy az infektiv
virusmennyisége lyukanként 45-50 PFU volt. Az inkubaciot kdvetden az ellenanyag-
virus keveréket MRC-5-sejt monolayer-t tartalmazo 8-lyuka szovettenyészté lemezekre
(Asahi Glass Co. Ltd., Tokyo, Japan) pipettaztuk. Az 5. napon IF-moédszerrel, VZV-
nukleokapszid specifikus egér monoklonalis- (Anti-VZV / Varicella Zoster Virus
Antibody LS-C76850, Lifespan Biosciences, USA), valamint FITC-jelzett anti-egér
ellenanyag (Bartels VRK Anti-Mouse 1gG F(ab")2 FITC Conjugate B1029-86B, Trinity
Biotech, USA) hasznalataval megszdmoltuk a képzddott plakkokat. Ellenanyag titerként
a savonak azt a legnagyobb reciprok higitasi értékét tekintettiik, amely a plakkok szamat

50%-kal csokkentette.
4.1.5. Statisztikai elemzések
Minden statisztikai szamitast a Microsoft Excel 2007 rendszerrel végeztiink. Az

eredmények kozotti eltérések, szignifikancidk szamolasahoz Mann-Whitney tesztet, a

korrelacios koefficiens meghatarozdsdhoz Pearson tesztet hasznéltunk.

33



DOI:10.14753/SE.2018.2101

4.2.  Influenza vakcinacio védo hatdsa hemagglutinin és neuraminidaz szempontjabol
heterolog virustorzzsel végzett fert6zéssel szemben; cellularis és humoralis

immunvalaszok

4.2.1. Kisérleti allatok

Nostény 6-8 hetes nem beltenyésztett NMRI (Orszagos Epidemiologiai Kozpont,
Budapest) és beltenyésztett Balb/c (Charles River Research Models and Services,
Germany GmbH) egereket hasznaltunk a kisérletekhez.

4.2.2. Alkalmazott vakcinak és virusok

Az immunizacié a Fluval AB- (2014/2015) vakcinat (Omninvest Kft., Magyarorszag)
alkoto virustorzsekkel tortént, melyek a kdvetkezok: HIN1 A/California/07/2009-szerti
NYMC X-179A reasszortans térzs (min. 15 pg HA); H3N2 A/Texas/50/2012-szerii
NYMC X-223A reasszortans torzs (min. 15 pg HA); B/Massachusetts/2/2012 vad
tipust torzs (min. 15 pg HA). Az A/California/07/2009-szeri NYMC X-179A
reasszortans torzsnek a HA, NA ¢és PB1 génjei a HINI pandémias A/California/07/2009
torzsbol (A(HIN1)pdm09), mig egyéb belsé génjei a HIN1 A/Puerto Rico/8/34 (PR8)
virustorzsbdl szarmaznak. A vakcindban a hdrom virustorzs formalinnal inaktivalt
formgjat (TIV), adjuvansként pedig aluminium-foszfatot hasznéltunk (National Institute
of Pharmacy and Nutrition, Hungary, 2015). Az egerek immunizéalasahoz az aluminium-
foszfattal adjuvalt trivalens inaktivalt vakcina (TIV+AI vagy Fluval AB) mellett, a
kovetkezd Osszetételi kontrollokat hasznaltuk: adjuvans nélkiili TIV-et (TIV),
aluminium-foszfatot és Freund adjuvanst tartalmazo TIV-et (TIV+AI+F), formalinnal
inaktivalt egérhez adaptalt PRS8-torzset (PRS), inaktivalt és aluminium-foszfattal
adjuvalt PR8-torzset (PR8+Al), valamint PBS-t tartalmaz6 vakcinidkat. Minden virust
tojasban szaporitottunk. A tojas fert6zését kovetéen 48 oOra mulva az allantoisz
folyadékban megmértiik a virusmennyiségét hemagglutinacié vizsgalattal (Klimov A
2003), valamint a fertézOképességét Madin-Darby canine kidney (MDCK) sejteken
(Klimov A 2012). A challenge fert6zésnél alkalmazott é16 HIN1 A/Puerto Rico/8/34
virust és a lépsejtek stimulalasahoz hasznalt ¢l6 HIN1 A/California/07/2009 szerti
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NYMC X-179A reasszortans torzset, az influenzavirus torzskollekciobol a Nemzeti
Influenza kozpont Referencia laborja (Orszagos Epidemioldgiai Kézpont, Budapest)
biztositotta.

4.2.3. Immunizacid

4.2.3.1.Aktiv immunizacid és challenge fertézés

NMRI egerek immunizdldsa, immunsavd nverése passziv immunizalds céljabol,

challenge fert6zés:

Szaznyolc NMRI egeret 6 csoportban (18 egér/csoport) i.m.-an oltottunk harom
alkalommal, az oltasok kozott 3 hetes sziinettel. A vakcindk Osszetétele alapjan a
kovetkezd csoportokat allitottunk Ossze:

1. TIV; 45 pg HA- (virus torzsenként 15 pg) tartalma vakcina

2. TIV+AI; aluminium-foszfattal adjuvalt TIV-vakcina mely megfelel a Fluval

AB-vakcinanak

3. TIV+AI+F; Freund adjuvansal kombinalt TTV+Al-vakcina

4. PR&; inaktivalt PRS8 virus vakcina, 15 ug HA-tartalommal

5. PR8+ALl; aluminium-foszfattal adjuvalt PR8-vakcina

6. PBS
Az utols6 oltas utan 2 héttel, csoportonként 5 egértdl altatast kovetden szivpunkcioval
vért vettiink. A savokban meghataroztuk az egyedi egerek HAG-titerét a vakcinaban
talalhaté 3 virustérzs ellen, majd a savok csoportonkénti Osszemérését kovetden a
savokeverékek HAG-, NAG- és VN-titereit a reasszortans A/California- illetve a PR8-
virustorzs ellen. A savdopoolokat 0,5 ml-enként szétosztva -80°C-on taroltuk. A
savOkeverékek hasznaltuk a késobbiekben a passziv immunizalasi kisérletekhez. A
csoportonként megmaradt 13 egeret ketamin és xylazin (Bayer Animal Health,
Germany) 0Osszetételli altatdszerrel elaltattuk, majd intranazalisan fertdztik 50 pl, 5
LDsp tartalmt €16 PR8-virussal. Az LDsy meghatdrozésa kordbbi kisérletben tortént,
1:4000-es HA-titeri PR8-virus kiilonb6z6 higitasait (1:500, 1:5000, 1:10000, 1:50000)
haszndlva. A fertdzést kovetdé 6. napon csoportonként 3 egeret elaltattunk és a

tiidejiikben meghataroztuk a virusmennyiséget. A csoportonként megmaradt 10 allatnal
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naponta sulyt mértiink. A fert6zés napjan (0. nap) mért sulyt vettiik 100 szazaléknak és
ehhez viszonyitottuk a tovdbbiakban mért értékeket. Az allatok klinikai allapotat
pontszamokkal is értékeltiik:

0 pont — nincsenek klinikai tiinetek

1 pont — felborzolt szdrzet

2 pont - felborzolt szbrzet, passziv viselkedés

3 pont - felborzolt szdrzet, passziv viselkedés, 6sszegdmbolyodott testtartas

4 pont - felborzolt szdrzet, teljes valaszképtelenség, 6sszegdmbolyodott testtartas
Amennyiben a sulyvesztés elérte a 30 szdzalékot, az allatot eutanaziaban részesitettiik,
ketamin — xylazin osszetételd altatoszerrel.

NMRI egerek immunizalasa, cellularis immunvalasz:

10 NMRI egeret haromszor oltottunk TIV+Al-vakcinaval a 0., 4. és 8. héten. Pozitiv
kontroll nyerése céljabol tovabbi 10 egeret a 0. és 4. héten TIV+Al-vakcinaval, majd a
8. héten TIV+AIl+F-tartalmt vakcinaval immunizaltuk. Negativ kontrollként 6 egeret
PBS-sel oltottunk. A 9. héten az allatokat elaltattuk, a 1épiiket feldolgoztuk és dramlasi
citometriaval vizsgaltuk.

Balb/c egerek immunizadldsa, immunsavld nyerése passziv immunizacid céljabdl,

cellularis immunvalasz:

Balb/c egerek 3 csoportjat az elobb felsorolt TIV+AI-; TIV+AI+F- ¢és PBS-tartalmu
vakcinakkal oltottuk 3 alkalommal, 3 hetes id6kozokkel. A TIV+Al+F-oltéanyagot
pozitiv, a PBS-tartalma oltéanyagot pedig negativ kontrollként hasznaltuk. A 3. oltast
kovetd 14. napon az egereket elvéreztettiik, csoportonként savokevereket készitettiink,
majd a keverékek HAG-, NAG- és VN- titerét meghataroztuk és passziv immunizalasi
kisérletekhez hasznaltuk. Az egerek 1épét az IFN-y- és granzim-B-mRNS-kifejezddés

méréséhez hasznaltuk.

4.2.3.2.Passziv immunizacié és challenge fert6zés

Az egerek aktiv immunizalasat kovetden keletkezett savokeverékeket hasznaltuk
passziv immunizdcidhoz. NMRI egerek esetében allatonként 300 pl, Balb/c egerek

esetében 100-200 pl savét egészitettiink ki 500 ul-re PBS-el, majd intraperitonealis

injekcioval kezeletlen, recipiens egerekbe juttattuk. A savo transzfert kovetden 24 ora
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mulva a recipiens egereket elaltattuk, a retroorbitalis plexusbol vért vettiink, majd
intranazalisan fertdztiik 50 pl, 5 LDsp tartalmu €é16 PR8-virussal. A recipiens egerekbol
szarmaz6 savok HAG-titerét meghataroztuk, majd 6sszehasonlitottuk a donor savok
titerével. A fert6zést kdvetden az allatoknal 18 napon keresztiil naponta stlyt mértiink
¢s az allapotukat pontszdmokkal is értékeltiik az el6z0 bekezdésnél (4.2.3.1.) leirtak

szerint.

4.2.4. Hemagglutinacio gatlas, Neuraminidaz gatlas, Virusneutralizacid

Az egérsavokban a virus hemagglutinin ellen termelt antitestek mennyiségét a korabban
leirt standard HAG-moddszerrel vizsgaltuk, csirke vorosvérsejt szuszpenziot hasznalva
(Klimov A 2003).

A savok virus neuraminidaz gatlé titerét szintén mar leirt modszerrel hataroztuk meg
(Lambre CR 1990).

A savok virusneutralizacios vizsgalatit MDCK-sejteket hasznalva végeztik 96 lyuka
sejttenyészté lemezen lyukanként 100 TCIDsy mennyiségli virussal (World Health
Organization, 2010). A virusok méréséhez, csirke vorosvérsejt szuszpenziot hasznalva a

standard heagglutinacios vizsgalatot valasztottuk (Klimov A 2003).

4.2.5. Virusmennyiség meghatarozasa fertdzott egerek tiidejében

Az aktiv immunizélasban részesitett egereknél csoportonként 3 egér tiidejét kivettiik a
fertdzést kovetd 6. napon. A tidOket lemértiik, RPMI-1640 tapfolyadékban,
kvarchomok felhasznédldsdval homogenizaltuk, majd centrifugdlast kovetéen a
feliiliszobol higitasi sort készitettiink. A higitasi sort MDCK-sejt monolayeren, 96
lyukt sejttenyésztd lemezre tettilk. A tapfolyadék 2 pg/ml mennyiségben tartalmazott
TPCK-tripszint (Sigma), mely sziikséges a HA-fehérje aktivaciojahoz. Hetvenkét oras
inkubaciot kovetden a sejttenyésztd lemezen a citopatids elvaltozast mutatd lyukakat
megszamoltuk, majd a virusmennyiséget és a TCIDsy értéket meghataroztuk. A

virustitert TCIDsp/g tiid0 értékben fejeztiik ki (Sgarbanti R 2011, Reed LJ 1938).
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4.2.6. Aramlasi citometria

NMRI egereket haromszor oltottunk TIV+AIl- vagy TIV+AIl+F-tartalmt vakcinaval,
illetve negativ kontrollként PBS-el. Az utolsé oltast kovetd 7. napon kivettiik az allatok
1épét, feldolgoztuk és a 1épsejt szuszpenziot 48 lyuku lemezre tettiink. Lyukanként
2x10° sejtet é16 HIN1 A/California/07/2009 szerti NYMC X-179A reasszortans torzzsel
(2 MOI) stimulaltuk 24 oran keresztiil. A stimulalds utols6 12 6rdjara Brefeldin A-t
(Beckton Dickinson, USA) adtunk a rendszerhez, 1 pg/ml végkoncentracioban a fehérje
transzport gatlasa céljabol. A kiilonboz6 sejtpopulaciok azonositasara fluorokrommal
jelolt monoklondlis ellenanyagokat hasznaltunk, melyek a kdvetkezOk voltak: CD3-
FITC, CD4-PerCP, CD8-PE, IFNy-Alexa Fluor és Granzim-B-eFluor (eBioscience,
USA). FACS Calibur (Beckton Dickinson, USA) késziilékkel 5000-10000 €16 sejtet
leszamolva CELLQuest pro software segitségével hataroztuk meg a pozitiv sejtek

aranyat.

4.2.7. IFN-y- és granzim-B-mRNS-kifejez6dés mérése qRT-PCR-mddszerrel

Oltott (TIV+ALI vagy TIV+AI+F vagy PBS) Balb/c egerekbdl a harmadik oltas utan 14
nappal kivettilk a 1épet, majd az el6z6 fejezetben (4.2.6.) leirtak szerint a 1épsejt
szuszpenziot stimuldltuk, brefeldin A nélkiil. A qRT-PCR kivitelezése a 4.1.4.3.
pontban leirtak szerint tortént, kisebb modositasokkal. Az alabbiakban csak a
modositasokat emlitjiik.

Az mRNS-ek atirasa cDNS formaba RevertAid First Strand ¢cDNA Synthesis Kit
(Thermo Scientific, UK) alkalmazasaval tortént a gyartd utasitasai szerint. Az altalunk
hasznalt IFN-y-primereket és probat korabban kozolték (forward primer, 5°-GAT ATC
TGG AGG AAC TGG CAA AA-3’; reverse primer, 5’-CTT CAA AGA GTC TGA
GGT AGA AAG AGA TAA T-3’; proba, FAM-TGG TGA CAT GAA AAT CCT GCA
GAG CCA-TAMRA) (Lin W 2005). A granzim-B (GenBank accession no.
NM_013542.2) primereket és probat mi terveztiik; forward primer, 5’-CCA TCG TCC
CTA GAG CTG AG-3’; reverse primer, 5’-GGA CAG AGC TGG TCC TTG TG-3;
proba, FAM-AGG ACT GCA AAG ACT GGC TTC ATG TCC-TAMRA. A granzim-B

primerek 4altal amplifikdlt PCR-termék nukleotid sorrendjének megfeleldségét
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szekvenalassal igazoltuk. Az adatok normalizalasahoz a peptidil-prolil izomeraz (PPIA)
haztartasi gént hasznaltuk, melyhez a primereket és probat korabban kozolték; forward
primer: 5- GGCCGATGACGAGCCC -3’ reverse primer: 5-
TGTCTTTGGAACTTTGTCTGCAA -3 proba, FAM-
TGGGCCGCGTCTCCTTCGA -TAMRA (RTPrimerDB 2015). Az adott célgén (IFN-
y, granzim-B) mMRNS-kifejez6désének emelkedését (27%4“") az immunizalt allatbél
(TIV+AIl vagy TIV+AI+F) szarmazo mintdkban a PBS-tartalmu vakcinaval oltott
allatbol szarmaz6 mintahoz képest, a kovetkezd képlet segitségével szamoltuk ki: AACt

= (Ct caigen = Ctppia) Tiveal; Tiveairr - (Ct caigen - Ctppia) pas (Livak KJ, 2001).
4.2.8. Statisztikai elemzések

Minden statisztikai szamitast a Microsoft Excel 2007 rendszerrel végeztiink. A teststly
¢s a klinikai pontszdm esetében is az egyes megfigyelési napokon kapott értékekbol
gorbe alatti teriiletet (AUC) szamoltunk, majd a kapott AUC-értékeket minden egyes
allatndl 0sszegeztiik és a statisztikai szamitasnal ezekkel az 0sszegzett AUC-értékekkel
kalkulaltunk. A fert6zést kovetden elhullott allatoknal az utolso értéket tovabbvittiik a
megfigyelési 1d0 végéig, igy szamolva ezekben az esetekben az Osszegzett AUC-t. Az
eredmények kozotti eltérések, szignifikancidk szamolasahoz Mann-Whitney tesztet

hasznaltunk, a korrelacios koefficiens meghatarozasdhoz Pearson tesztet.
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5. Eredmények

5.1. VZV-vakcinacié immunologiai hatasa intradermalis alkalmazas esetén

5.1.1. VZV-DNS tartalom valtozdsa tengerimalac borbiopszia mintdkban, az

intradermalis oltast kovetden

Az i.d.-oltashoz hasznalt késziilék megbizhatosaganak megallapitasara tengerimalacok
két csoportjat oltottuk i.d.-mdédon és vizsgaltuk a VZV-DNS bérben torténd
kimutathat6sagat az oltast kovetd kiilonbozo idépontokban. Az egyik csoportot az é16
gyengitett (13 db tengerimalac), a mésik csoportot az inaktivalt (11 db tengerimalac)
399-PFU virust tartalmaz6 VZV-vakcindval oltottuk, majd bérbiopszia mintakat vettiink
azonnal az oltas utan (0. nap), valamint a 2., 4., 7. és 14. napokon. Hat tengerimalacto6l
kozvetleniil az oltas utan vett bérmintdkban a VZV-DNS és RNazP referencia gén
DNS-mennyisége hasonld volt, fiiggetleniil attol, hogy ¢él6-, vagy inaktivalt virussal
voltak-e oltva az allatok; a legnagyobb eltérés is kevesebb volt két ciklus értéknél (3.

abra).

20
21
22

23

25 [}
26

Attorési pont

27

28

29

30

3. abra VZV- ¢s RNazP-DNS (o) tartalom bdrbiopszia mintdkban, kozvetlen a 399-
PFU-dozisu €16 (M), vagy inaktivalt (A) virust tartalmazo vakcina i.d.-oltasa utan (0.

nap).
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Az oltast kovetéen minden valasztott idOpontban 2-3 tengerimalac bdormintdjanak
feldolgozasa utan megallapitottuk, hogy a VZV-DNS tartalom id6vel csokkent a
mintdkban. A 4. és 7. napon a VZV-DNS mennyisége magasabb volt az €16 virussal
oltott allatok mintdiban az inaktivalt virussal oltottakéhoz képest, azonban ez a
kiilonbség nem volt szignifikans (p > 0,05) (4. abra). A 14. napon a VZV-DNS-tartalom

nagyon alacsony volt minden mintaban. Ezt az idépontot nem abrazoltuk.
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4. abra Borbiopszia mintdk VZV-DNS tartalmanak idébeni valtozésa az i.d.-oltast

kovetden.
Az értékek a 0. idOpont szazalékaban vannak kifejezve. Egyik idOpontban sincs

szignifikans kiilonbség az é16 (M), illetve inaktivalt (A) oltdbanyag kozott.
Az eredmények azt mutatjdk, hogy az oltdshoz haszndlt késziilék megbizhatd, i.d.-

vakcinaciora alkalmas. Az igy bejuttatott €16 virustartalmti vakcina esetében a 4. és 7.

napon kismértéki replikaciot figyelhettiink meg.
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5.1.2. IFN-y-, granzim-B- ¢és perforin-mRNS-kifejez6dés valtozasa tengerimalac
Iépsejtekben 399-PFU-dozisu €16 vagy hdvel inaktivalt VZV-virustartalmu
oltdanyaggal tortént vakcinaciot kdvetden és az ismételt oltas hatasa 399-PFU-

dozisu inaktivalt VZV-vakcina esetében

A sejtes immunvalasznak fontos szerepe van a latens VZV-reaktivaciojaban, ezért
vizsgaltuk az IFN-y-, granzim-B- és perforin-mRNS-kifejez6dést €16 és inaktivalt
vakcinaval tortént, i.d.- és s.c.-oltast kovetden. IFN-y-, granzim-B- és perforin-mRNS-
kifejezodés szempontjabdl nem taldltunk kiillonbséget a 399-PFU-dozisu él6 vagy
hasonl6 doézisu inaktivalt vakcindk illetve i.d.- vagy s.c.-oltdsi modok kozott, azonban
az inaktivalt vakcina ismételt i.d. oltdsa szignifikansan (p = 0,004) megemelte az IFN-y-
MRNS-kifejezddést az oltatlan allatok eredményéhez képest; az egyszeri inaktivalt i.d.-
oltashoz képest ez az emelkedés mar nem bizonyult szignifikdnsnak (p > 0,05) (5. abra).
Granzim-B és perforin esetében az ismételt oltds sem emelte meg szignifikansan az

MRNS-kifejezddést az oltatlan allatok eredményeivel 6sszehasonlitva.
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5. abra IFN-y-mRNS-kifejez6dése tengerimalacok in vitro stimulalt 1épsejtjeiben.

Csoportonként 4-6 allatot oltottunk 399-PFU-dozisu é16 (E) vagy hovel inaktivalt (HI)
virust tartalmazd VZV vakcinédval i.d.- vagy s.c.-moédon. Az éllatokat négy héttel az
oltast kovetden altatdssal megoltiik és a lépeket feldolgoztuk. Az abran az oltatlan

allatok eredményeihez viszonyitott IFN-y-mRNS-kifejez6dés 1athato, az oltatlan allatok
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median értékét 1-nek tekintettiik. Az értéktomb also €s felso hatara az értékek 25-75%-
os tartomanyat adja meg, a tombon beliili vizszintes vonal pedig a median értéket. Az
értéktombon talnyald jelolokkel a maximum ¢és minimum értékeket adtuk meg.
Csillaggal jeloltiik az oltatlan allatok eredményéhez képest szignifikans (p = 0,004)
IFN-y-mRNS-kifejezddést az inaktivalt virustartalmu vakcinaval i.d.-modon kétszer

oltott allatok esetében.

5.1.3. IFN-y-, granzim-B- ¢és perforin-mRNS-kifejez6dés valtozasa in vitro
tengerimalac 1épsejtekben 1995-PFU-do6zistt ¢€16- vagy inaktivalt- VZV-
virustartalmi vakcinéval intradermalis vagy szubkutdn moddon tortént oltast

kovetden

Csoportonként 4-6 allatot oltottunk, az allatokat négy héttel az oltast kdvetden altatassal
megoltiik és a 1épeket feldolgoztuk. A 399-PFU-dozis alkalmazasatdl eltéréen az 1995-
PFU-dozisi vakcina hasznédlata utdn az IFN-y-mRNS-kifejez0dés minden oltott
csoportban szignifikdnsan magasabb volt, az oltatlan 4llatokhoz viszonyitva, azonban a
szignifikancia foka erdsebb volt az i.d.- (p = 0,005) oltottaknal, mint az s.c.- (p = 0,05)
oltottak csoportjanal (6. abra). Az ¢él6 vakcina mindkét (i.d., s.c.) esetben magasabb
IFN-y-valaszt eredményezett, mint az inaktivalt vakcina, de ez a kiilonbség egyik
esetben sem volt szignifikans. Fontos megyfigyelés, hogy az inaktivalt vakcinaval i.d.-
moddon oltott allatoknal szignifikdnsan magasabb IFN-y-mRNS-kifejezddést értiink el,
mint s.c.-uton oltottaknal (p = 0,025).
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6. abra IFN-y-mRNS-kifejez6dés az i.d.- vagy s.c.-modon, 1995-PFU-dozisu hével
inaktivalt (HI) vagy é16 (E) virust tartalmazé VZV-vakcinaval immunizalt tengerimalac
lépsejtekben, in vitro stimulalast kovetden.

Az oltatlan allatok median értékét 1-nek tekintettiik. * p < 0,05; ** p <0,005.

A granzim-B mRNS-kifejez6dés az oltatlan allatoknal kapott értékekhez képest csak az
i.d.-mddon immunizalt allatoknal volt szignifikansan magasabb (p = 0,005), a s.c.-oltott
tengerimalacok esetében nem (7. abra). Hasonl6an az IFN-y eredményhez, az inaktivalt
virustartalmi oltéanyag esetében a granzim-B mMRNS-kifejezddés szignifikansan

magasabb volt az i.d.-vakcinacios ttnal az s.c.-uthoz képest (p = 0,004).
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7. abra Granzim-B mRNS-kifejez6dés az i.d.- vagy s.c.-mddon, 1995-PFU-dozisu
hével inaktivalt (HI) vagy él6 (E) virust tartalmazé VZV-vakcinaval immunizalt

tengerimalac 1épsejtekben, in vitro stimulalast kdvetéen. ** p < 0,005.
A perforin mRNS-kifejez6dés csak az inaktivalt oltdanyaggal i.d.-modon oltott

allatoknal volt szignifikansan magasabb (p = 0,005), mint a nem immunizalt allatoknal

(8. abra).
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8. abra Perforin mRNS-kifejez6dés az i.d.- vagy S.c.-modon, 1995-PFU-dozist hével
inaktivalt (HI) vagy é16 (E) virust tartalmazé VZV-vakcinaval immunizélt tengerimalac

lépsejtekben, in vitro stimulalast kovetden. ** p < 0,005.

5.1.4. IFN-y-fehérje koncentracid mérése in vitro stimulalt tengerimalac 1épsejtekben,
1995-PFU-dozist €16 vagy hével inaktivalt VZV-vakcindval intradermalis vagy
szubkutan modon tortént oltdst kovetden, korreldci6 az IFN-y-mRNS-

kifejezddés és IFN-y-fehérje szint kdzott

Mivel az mRNS-kifejez6désbél nem tudunk feltétleniil kovetkeztetni a fehérje
termelddés mértékére, ezért a stimuldlt Iépsejtek feliiliszojaban ELISA-modszerrel
megmértiik az [FN-y-fehérje mennyiségét. Ahogy az mRNS-kifejezddés esetében, ugy a
fehérje termelédés is szignifikansan magasabb volt minden oltott csoportban, az
oltatlanhoz képest (p < 0,05) (2. tablazat). A hdvel inaktivalt 1.d.-immunizalt csoportnal
szignifikdnsan magasabb volt az IFN-y-mRNS-kifejez6dés a s.c.-oltottakhoz képest (6.
abra), azonban fehérje esetében - bar szintén magasabb értékeket kaptunk- a kiilonbség
nem volt szignifikdns. A korreldcid szamitdsndl a Pearson tesztet alkalmaztuk a 2.
tablazatban feltiintetett szempontok alapjan. Az IFN-y mRNS illetve fehérje reaktiv

allatokat 0sszehasonlitva erds pozitiv korrelacid tapasztaltunk. A korrelacids koefficiens

értéke 0,88 volt.
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2. tablazat. 1995-PFU-d6zisu hdvel inaktivalt vakcinaval i.d.- vagy S.C.-modon oltott,
illetve €16 vakcinaval s.c.-mddon oltott tengerimalacok stimulalt 1épsejtjeiben mért IFN-

y-mRNS és -fehérje termelddés kozotti korrelacio.?

Vakcina IFN-y-fehérje IFN-y-fehérje- IFN-y mRNS- IFN-y mRNS-
pg/ml reaktiv allat kifejezddés reaktiv allat
median szam/0sszes novekedése szam/0sszes
(tartomany; IQR) allatszam median allatszam

(tartomany; IQR)

Hi-id. 291 (264-328; 18)° 5/5 326 (77-1461; 137)° 6/6
Hl-s.c. 273 (209-300; 73)° 5/5 119 (71-223; 109)>¢ 5/5
E-sc. 353 (273-401; 42)° 414 461 (142-1941; 674)° 414

N 154 (145-163 ;9) NA® 1 NA

* IFN-y-mRNS illetve -fehérje reaktiv allatok kritériuménak leirasa a Modszerek résznél
(4.1.4.4.) talalhato. HI, hovel inaktivalt; E, é16; N, nem immunizalt 4llatok

b p < 0,05 a nem immunizalt allatokhoz viszonyitva.

°p < 0,005 a nem immunizalt 4llatokhoz viszonyitva.

d p < 0,05 i.d. vakcinacidhoz viszonyitva.

® NA, nem alkalmazhato

5.1.5. VZV-glikorpotein-specifikus és virus-neutralizalo ellenanyag szint véaltozasa,
¢l6 vagy hovel inaktivalt VZV-vakcinaval i.d.- vagy S.c.-mddon tortént

immunizalast kovetden

A VZV-glikoprotein-specifikus ellenanyagok termelddését minden oltott csoportnal
megvizsgaltuk ELISA alapt modszerrel (3. tablazat). Az 1995-PFU-dozissal
immunizalt allatok altal termelt VZV-glikoprotein-specifikus ellenanyag titerek kozott
nem volt szignifikans kiilonbség, még a legmagasabb értéket elért E-s.c.-immunizalt

allatok eredményeihez viszonyitva sem. A hével inaktivalt vakcina i.d.-oltva magasabb
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ellenanyag szintet eredményezett 399- és 1995-PFU-dozis esetében is, mint s.c.-0ltva,
de ez a kiilonbség egyik dozis esetében sem bizonyult szignifikansnak. Az 1995-PFU-
dozist tartalmazé hével inaktivalt vakcina i.d.-modon adva szignifikansan magasabb
ellenanyagszintet eredményezett, mint ugyanezen vakcina egyszeri (p < 0,005) illetve
kétszeri 399-PFU-dozisa (p < 0,05). Kétszer i.d.-oltott 399-PFU-dozisu hével inaktivalt
vakcina szignifikansan magasabb ellenanyagszintet hozott 1étre az egyszeri oltashoz
képest (p < 0,005). Az 1995-PFU-dézissal immunizalt allatok altal termelt neutralizalo
ellenanyagok ko6zott — hasonldoan a VZV-glikoprotein-specifikus ellenanyagokhoz —
nem volt szignifikans kiilonbség. A 399-PFU-d6zissal immunizalt allatoknal nem volt
mérhetd neutralizdld ellenanyagszint, azonban ugyanez a dézisu hdvel inaktivalt

vakcina kétszer oltva mar 1:32-es titert eredményezett (3. tablazat).
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3. tablazat. VZV-gpELISA ¢és virusneutralizald ellenanyag szintek az immunizalt

tengerimalacokban.?

Dézis Vakcinak VZV-glikoprotein- Neutralizal6 ellenanyagok
(PFU) specifikus ellenanyagok titerei
végpont titerei
399
HI-i.d. 200 <4
Hl-s.c. 168 <4
E-i.d. 159 <4
E-s.c. 425 4
Hl-i.d. + Hl-i.d. 21544 ° 32
1995
HI-i.d. 131950 "¢ 128
Hl-s.c. 83 255 64
E-id. 100 000 80
E-s.c. 263 901 138

® A VZV-glikoprotein elleni ellenanyagok titere a savd legnagyobb higitasénak a
reciprok értéke, amelynél az OD-értéke még nagyobb volt mint 0,2. A neutralizalo
ellenanyagok titereként a savo legnagyobb higitdsanak a reciprok értékét adtuk meg,
amely a plakkok szamaban legalabb 50%-0s csokkenést eredményezett. HI, hével
inaktivalt; E, é16.

b p < 0,005 a 399-PFU-dézissal egyszer (HI-i.d.) immunizalt allatokhoz viszonyitva.

°p < 0,05 a 399-PFU-dézissal kétszer (HI-i.d. + HI-i.d.) immunizalt allatokhoz

viszonyitva.
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5.2. Influenza vakcinaci6 védOhatdsa a hemagglutinin ¢€s neuraminidaz

szempontjabol heterolog virustdrzzsel szemben

5.2.1. TIV+AI- (Fluval AB) vakcina véd6hatasa NMRI egerekben, egérhez adaptalt

PR8-virus letalis dozisaval tortént fertdzéssel szemben

NMRI egereket immunizaltunk, majd fertéztiink 5LDsy dozisu egérhez adaptalt PRS-
torzzsel, a Modszerek 4.2.3.1. részénél leirtak szerint. A PBS-el oltott allatok mind
elpusztultak 10 napon beliil a PR8-fertdzést kovetden. Az dsszes tobbi allat, fliggetleniil
a vakcina Osszetételétol, talélte a fertézést (9. abra A). Ezen allatoknal az alacsony
morbiditast jelzi, hogy a testsulyvaltozas 7%-on beliil volt (9. abra B), szignifikans
kiilonbség nélkiil (p>0,05), valamint a klinikai pontszamok (9. abra C) nem emelkedtek
0 folé a PRS8-virustorzzsel tortént fertézést kovetden. Azonban mind a
testsulyvaltozasnal, mind pedig a klinikai pontszamok esetében szignifikans kiilonbség

volt a PBS-sel oltott és a kiilonboz6 vakcinakkal immunizalt allatok kozott (p < 0,01).

A fertdzott allatok tlidejében meghataroztuk a fertdzésre hasznalt PRS8-torzs
szaporodasat. A fert6zést kovetd 6. napon eltavolitott tiidé mintdkban a PR8-tartalmu
vakcinakkal immunizalt egerek esetében nem volt detektalhato fert6z6 virus. A TIV-,
TIV+AI- és TIV+AI+F-immunizalt egerek tiidejében hasonld volt a fert6z6 virus
partikulak mennyisége, 3,7+0,4 — 4,4+0,2 logioTCIDso/g, statisztikai kiilonbség nélkiil
(p > 0,05). A PBS-sel oltott egerek tiidejében ez az érték (5,1+0,3 logioTCIDso/gQ)
szignifikansan magasabb volt a kiilonb6z6 TIV-tartalmu vakcinakkal immmunizalt

allatok eredményeihez viszonyitva (p < 0,05).

50



DOI:10.14753/SE.2018.2101

[>]

100,0 - B
80,0 -
60,0 -
40,0 -
20,0 -

0,0

Tulélés (%)

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

Napok a PR8-fert6zés utan

100,0 -
95,0 -
90,0 -
85,0 ~
80,0 -
75,0 -
70,0

Testsulyvaltozas GM (%) ﬂ

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

Napok a PR8-fertGzés utan

[0]

%, o o o o o o o o b ]'**
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

Napok a PR8-fert6zés utan

Klinikai pontszam (median)

9. abra A TIV+Al-immunizacio védelmet biztositott az NMRI egerekben az A/PR/8/34
(HIN1)-virusfertézéssel szemben.

A csoportok jeldlése: TIV- (x), TIV+AI- (x), TIV+AI+F- (A), PR8- (0), PR8 +Al- (0),
PBS-immunizalt egerek (-). A véddoltas haromszori alkalmazasat kovetden az egereket
5 LD50 PR8-virussal fertdztik. A fertézést kovetd szazalékos taléléseket (A), a
testsulyvaltozasok geometriai atlag (GM) értékeit (B) €s a klinikai pontszamok median
értekeit (C) abrazoltuk. A C abréan a hibasavok az interkvartilis tartomanyt jelolik.

** p < 0,01 a szignifikancia mértéke, az 0sszes immunizalt csoportban a PBS-oltott

csoporthoz viszonyitva, tulélés, testsulyvaltozas €s klinikai pontszamok tekintetében.
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5.2.2. TIV+Al-vakcinaval oltott egerek savojanak védéhatasa egér adaptalt PR8-virus

letalis dézisaval szemben

A munka célja volt, hogy megvizsgaljuk milyen mértékben jatszott szerepet a humoralis
immunvalasz, az eldézdekben ismertetett, kiilonb6zo 0Osszetételi vakcinakkal aktiv
immunizalasban részesiilt allatok védelmében. A kisérletekben az NMRI mellett a
Balb/c egértorzset is bevontuk, annak vizsgalatara, hogy a passziv immunizalas
védohatasa tobb egértozson érvényesiil-e €és annak mi a mechanizmusa. Aktiv
immunizalasban részesiilt NMRI és Balb/c egerek savoit oltottuk i.p.-moédon NMRI
(300 pl savo/egér) és Balb/c (100 — 200 pl savo/egér) naiv recipiens egerekbe, majd
fert6ztiik az allatokat a PR8-torzs letalis dozisaval. A tovabbiakban a recipiens egereket
L(1)” jelzéssel latjuk el. Igy megkiilonboztetink (r)PRS, (r)PRS+Al, (r)TIV+AI+F,
(r)TIV+AL, (r)TIV és (r)PBS recipiens egereket, melyeket a PR8- vagy PR8+Al- vagy
TIV+AI+F- vagy TIV+AI- vagy TIV- vagy PBS-oltott donor egerek savoival
inokulaltunk i.p. a challenge fert6zés elétt.

A letdlis dozisi PR8 virussal tortént fert6zés utdn 100%-ban életben maradtak az
()PR8, (r)PR8+AI, (nNTIV+AI+F (p<0.01), 80%-ban az (r)TIV+Al (p < 0,05) és 20%-
ban az (NTIV (p = 0,174) NMRI egerek. Az (r)PBS NMRI egerek mind elpusztultak.
Az (r)TIV egereknél a tlélés szignifikdnsan alacsonyabb volt, mint az (r)TIV+Al (p =
0,047) egereknél (10. abra A). A Balb/c csoportban 100%-ban talélték a PR8-fert6zést a
100 vagy 200 pl savot kapott (r)TIV+AI+F és a 200 pl savot kapott (r)TIV+AL egerek.
A 100 pl savoét kapott (r)TIV+AL Balb/c egerek esetében ez a védelem csak 50%-0s volt
(p=0,021), az (r)PBS egerekhez viszonyitva (p < 0,01). A 100 vagy 200 pl savot kapott
(r)TIV+Al Balb/c egerek kozott a talélés szignifikansan kiillonbozott (p = 0,025) (10.
abra B).

A betegség sulyossagat jelzd testsulycsokkenés szignifikdnsan alacsonyabb volt az
(r)PRS, (r)PR8+AI, (r)TIV+AI+F (p = 0,009), valamint az (r)TIV+Al (p = 0,028) NMRI
egereknél, az (r)PBS egerekhez viszonyitva (10. dbra C). Az (r)TIV éllatok esetében a
teststilycsokkenés megkozelitette az (r)PBS egerekét (p = 0,117), valamint
szignifikansan sulyosabb volt, mint az (r)TIV+Al egereknél mért értékek (p = 0,047).
Ezek az eredmények arra utalnak, hogy az immunvalasz humoralis komponensei,

melyek a TIV-vakcina aluminium-adjuvanssal torténé kombinalasa eredményezett, nem
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csak a talélés novelésében, de a betegség stlyossaganak mérséklésében is nagy szerepet
jatszanak (10/A és C abrak). A Balb/c egereknél mért testsulycsokkenés (10. abra D) a
100 vagy 200 ul savéval oltott (r)TIV+AI+F, valamint a 200 ul savéoval oltott
(r)TIV+Al egereknél szignifikansan kisebb volt, mint az (r)PBS egerek
teststlycsokkenése (p = 0,0017). Hasonldan a talélési eredményekhez (10. dbra B), a
100 pl savéoval oltott (r)TIV+Al Balb/c egerek esetében a testsulycsokkenés is
megkozelitette az (r)PBS egereknél mérteket (10. abra D) €s szignifikdinsan magasabb
volt, mint a 200 ul savéval oltott (r)TIV+ALI egerek esetében (p = 0,035).

A fertézést kovetd 6. nap utan az allatok allapotat jelzd klinikai pontszamok az (r)TIV
¢és (r)PBS NMRI egereknél magasak (4 pont) voltak, az (r)TIV+AI+F (1-2 pont) és az
(r)PR8, valamint az (r)PR8+Al (0 pont) egerekhez viszonyitva. Az (r)TIV+Al NMRI
egereknél az egyedi klinikai pontszamok eltéréek voltak (1-4 pont) a csoporton beliil. A
pontszamok tekintetében az (r)PRS, (r)PR8+Al, (r)TIV+AI+F valamint az (r)TIV+AI
szignifikansan kiilonbozott az (r)PBS NMRI egerektdl (10. dbra E). Hasonldan a talélési
(10. abra A) és teststulycsokkenési (10. abra C) eredményekhez, a klinikai pontszamok
(10. abra E) esetében is szignifikdns a kiillonbség az (r)TIV és (r)TIV+AI csoportok
kozott (p = 0,028). A klinikai pontszadmok a 0- vagy 100%-os védettséget elért NMRI és
Balb/c egereknél hasonloan alakultak. A 300 pl savoval oltott (r)TIV+Al NMRI,
valamint a 200 pl savoval oltott (r)TIV+Al Balb/c egereknél a pontszamok median
értéke a 10. nap utdn O-ra csokkent, azonban a 100 pl savoval oltott (r)TIV+AI Balb/c
egereknél ez az érték a megfigyelési periodus végéig 2 maradt, széles interkvartilis
tartomannyal. Ez a csoporton beliili nagy eltérés jelzi, hogy a 100 pl savoval oltott
(r)TIV+AI Balb/c egereknél nagyobb szamu allat érte el a magas klinikai pontszamot

(4), mint az el6z6 két csoport esetében (10/E és F abrak).
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10. abra TIV-specifikus immunsavo védelmet biztositott PR8-fert6zéssel szemben,

NMRI ¢és Balb/c egerekben.

Csoportok jelolése:

NMRI recipiens egerek (r), melyek 300 pl savét kaptak aktivan immunizéalt donor
NMRI egerektdl: O (r)TIV; A (r)TIV+AL A (r)TIV+AI+F; % (r)PRS; x (r)PR8+AL;
- (r)PBS

Balb/c recipiens egerek (r), melyek 200 pl savot kaptak aktivan immunizalt donor

Balb/c egerektdl: o (r)TIV+AL m (r)TIV+AI+F; - (r)PBS;
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Balb/c recipiens egerek (r), melyek 100 pl savot kaptak aktivan immunizalt donor
Balb/c egerektdl: o (r)TIV+AL e (r)TIV+AI+F.

A fertézést kovetd szazalékos tuléléseket (A és B), a testsulyvaltozasok geometriai atlag
(GM) értékeit (C és D) és a klinikai pontszdmok median értékeit (E és F) dbrazoltuk. Az
E és F abrakon a hibasavok az interkvartilis tartomanyt jelolik.

A csillag jelolések szignifikans kiilonbséget jelentenek az (r)PBS csoporthoz
viszonyitva.

** jelolésnél a szignifikancia mértéke: p < 0,01

* jelolésnél a szignifikancia mértéke: p < 0,05

Kiilon jeloltik a szignifikans kiilonbséget (* p < 0,05) NMRI egerek esetében az
(r)TIV+ALI és (r)TIV csoportok kozott a szazalékos tulélésre, a testsulyvaltozasra és a
klinikai pontszdmokra vonatkozoan, Balb/c egerek esetében pedig a 100 és 200 ul savot

kapott (r)TIV+Al egereknél a szazalékos tulélésre, a testsulyvaltozasra vonatkozoan.

5.2.3. A HAG-, NAG- ¢és VN-aktivitastol fiiggetlen savo komponensek védd hatdsa

A passziv immunizdcios kisérlet soran tapasztalt védOhatds mechanizmusanak
vizsgélata céljabdl, a transzferhez hasznalt savokat megvizsgaltuk HAG-, NAG- és VN-
tesztekkel. Eldszor megvizsgaltuk egyedi egerekben a TIV harom virustérzsével
szembeni, valamint a fert6zéshez hasznalt PR8-virus torzzsel szembeni HAG-
ellenanyag szinteket. A kiilonb6zé kombinécioji TIV-immunizalt egerekben (TIV,
TIV+AL, TIV+AI+F) mindhdrom vakcinatorzzsel szemben tudtunk ellenanyagot
detektalni (>1:40), azonban a PR8-torzzsel szemben nem. Ehhez hasonléan, a PR8-
tartalmi vakcindkkal immunizalt egerekben a PR8-elleni HAG-ellenanyag volt
detektalhaté (>1:40), a vakcina torzsekkel szembeni azonban nem. Tehat HAG-
ellenanyag szempontjabol - keresztreakcio a kétféele HIN1 (A/California/7/2009
(H1N1)-szeri reasszortans ¢s A/PR/8/34 (HIN1) virustorzs kozott (11. abra).
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11. abra HAG-cllenanyag szempontjabol nincs keresztreakcidé az A/PR/8/34 (HIN1) és
az A/California/7/2009 (H1N1)-szerii reasszortans influenzavirus torzsek kozott.
O A/PR/8/34 (HIN1) elleni HAG-titer; ® A/California/7/2009 (H1N1)-szerii

reasszortans elleni HAG-titer.

Miutan az egyedi egerektdl szarmazd savokbol csoportonként savo keveréket
készitettiink, megvizsgaltuk ezeket is HAG-, NAG- és VN-tesztekkel. Ahogy az egyedi
savoknal, tigy a savo keverékeknél sem taldltunk keresztreakciot a kétféle HIN1 torzs
kozott HAG-teszttel, de ugyanerre az eredményre jutottunk NAG- és VN-tesztekkel is
(4. tablazat). A passziv immunizacibhoz NMRI egereknél 300 ul, Balb/c egereknél 100-
200 pl savot hasznaltunk. 24 6raval a savd transzfer utan a recipiens egerektdl vett
mintakban is megmértiik a HAG-ellenanyag szintet. Az NMRI recipiens egerekben 16-
21x, a Balb/c recipiens egerekben 8-32x alacsonyabb volt a HAG-titer, mint a donor
savo keverékben. Azokban a recipiens egerekben, ahol magas volt az A/California
reasszortans vakcinatorzs-elleni HAG-ellenanyag szint (egyedi NMRI recipiens egerek
geometriai atlag titere: 126-253; Balb/c recipiens egerek savo pool titere: 160-320), ott
az egerek 80-100%-a tulélte a fertézést, annak ellenére, hogy a PR8-torzs elleni HAG-
ellenanyag nem volt kimutathat6 az egerekben. Az eredmények alapjan elmondhatjuk,
hogy a savd HAG-, NAG- és VN-elleni ellenanyagoktol fiiggetlen komponensei fontos

szerepet jatszottak a PR8-fertdzéssel szembeni védelemben. Amennyiben feltételezziik,
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hogy egy inaktivalt teljes virust tartalmazé vakcinéval torténd immunizéaciot kovetden a
kiilonb6z6 virusfehérjék elleni antitestek aranyosan termelddnek, akkor a védelemben
fontos szerepet jatszo nem HAG- (és nem NAG-, illetve VN-) ellenanyagok mennyisége
a HAG-ellenanyag szinttel egylitt valtozik, azzal korrelal. A feltevést alatimasztja, hogy
a recipiens NMRI ¢és Balb/c egerek eredményeit egyiittesen vizsgalva, a korrelacids
koefficiens a védettség és HAG-titer esetében 0,77; testsulycsokkenés és HAG-titer
esetében pedig 0,71. Ez a pozitiv korrelacio azt sugallja, hogy a homolog torzs elleni
magas HAG-titer bizonyos foku védelmet jelez egy heterolog virussal torténd fertdzés
esetén, de a HAG-ellenanyagok valdszinlileg nem jatszanak szerepet a virus elleni

védekezésben.
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4. tablazat Ellenanyag szintek a passziv immunizécidhoz hasznalt donor savokban ¢és a
recipiens egerekben; a recipiens egerek védettsége (ttlélés %-a) a challenge fert6zés
utan.

A donorok esetében a passziv immunizacidhoz hasznalt savo keverékekben mértiik meg
a HAG-, NAG- ¢és VN-ellenanyag szinteket. NMRI egereknél 300 pl, Balb/c egereknél
200 pl (++) vagy 100 pl (+) savo poolt hasznaltunk egerenként. NMRI recipiens egerek
esetében az egyedileg mért HAG-titerek geometriai atlagat (GM), Balb/c recipiens
egereknél pedig az adott csoportba tartozé recipiens egerek savo keverékének HAG-

titerét adtuk meg.
AJ/California/7/2009 (H1IN1)

Egerek reasszortans torzs elleni titerek A/PR/8/34 (HINI) torzs

Immunogének €asszo elleni titerek
Donorok Recipiensek Donorok Recipiensek
HAG NAG VN HAG T(%ffs HAG NAG VN HAG

NMRI
PBS <10 <40 <10 <10 0 <10 <40 <10 <10
TIV 1280 2560 2560 50 25 <10 <40 <10 <10
TIV+AI 2560 >5120 3840 126 80 <10 <40 <10 <10
TIV+AI+F 5120 >5120 7680 253 100 <10 <40 <10 <10
PRS8 <10 <40 <10 <10 100 320 320 1280 20
PR8+Al <10 <40 <10 <10 100 640 640 2560 40
Balb/c
PBS (++) <10 ND ND <10 0 <10 ND ND <10
TIV+AI (++) 2560 ND ND 320 100 <10 ND ND <10
TIV+AI (+) 2560 ND ND 80 50 <10 ND ND <10
TIV+AI+F(++) 5120 ND ND 320 100 <10 ND ND <10
TIV+AI+F (+) 5120 ND ND 160 100 <10 ND ND <10

5.2.4. IFN-y- ¢és granzim-B-termelédés mérése daramldsi citometrids modszerrel,
TIV+AI- (Fluval AB), valamint kontrollként TIV+AI+F- vagy PBS-tartalmu

vakcinaval immunizalt NMRI egerek in vitro stimulalt Iépsejtjeiben

A humoralis mellett a sejtes immunvalaszt is vizsgaltuk az aluminium-adjuvalt TIV-
vakcinaciot kovetéen NMRI egerekben. Kontrollként TIV+AI+F- vagy PBS-oltott
egereket hasznaltunk. A sejtes immunvalaszt IFN-y- ¢és granzim-B-termelddés
mérésével vizsgaltuk az oltott egerek 1épsejtjeiben, melyeket in vitro stimulaltunk é16

A/California reasszortns vakcinatdrzzsel. Meghataroztuk a CD3*/CD4"-helper-T-
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sejtekben, a CD3'/CD8’-citotoxikus-T-sejtekben és a CD3/CD8"-NK-sejtekben az
IFN-y- illetve granzim-B-termeld sejtek szazalékat (12. abra). A TIV+Al-immunizacio
szignifikansan megemelte (p < 0 ,05) az IFN-y-termeld sejtek szazalékat a CD3*/CD4"-,
CD3'/CD8"- és CD37/CD8"-populaciokban (12. 4dbra A-C), valamint a granzim-B-
termeld sejtek szazalékat a CD3*/CD4" -populacioban (12. dbra D), a PBS-sel oltott
egerek mintaihoz képest. A TIV+AI+F-immunizalt egereknél minden sejtpopulacioban
szignifikansan magasabb volt (p < 0,005) az IFN-y- illetve granzim-B-termel6 sejtek
szazaléka a PBS-sel oltott egerek mintaihoz képest (12. abra A-F).
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12. abra TIV+AI- vagy TIV+AI+F- vagy PBS-oltott NMRI egerek in vitro stimulalt
1épsejtjeiben mért IFN-y+ vagy granzim-B+ sejtek szazaléka a T-sejtek CD4"- vagy
Immunizalt NMRI egerek 1épsejtjeit in vitro stimulaltuk €16 A/California reasszortans
virussal, vagy tapfolyadékkal, majd dramlasi citometrias vizsgélattal meghataroztuk az

IFN-y vagy granzim-B termeld sejtek szazalékat. A szimbdolumok egyedi egereket
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jelolnek. A vizszintes vonalak az adott csoport szdmtani atlag értékét jelolik. * p <

0,05 és ** p < 0,005 a PBS-sel oltott allatok értékéhez viszonyitva.

5.2.5. IFN-y- ¢és granzim-B-mRNS-kifejez6dés mérése qRT-PCR-moédszerrel,
TIV+AI- (Fluval AB), valamint kontrollként TIV+AI+F- vagy PBS-tartalmu

vakcinaval immunizalt Balb/c egerek in vitro stimulalt Iépsejtjeiben

Immunizalt Balb/c egerek 1épsejtjeit in vitro stimulaltuk é16 A/California reasszortans
vakcinatorzzsel és az IFN-y- és granzim-B-mRNS-kifejezddést mértiik qRT-PCR-
modszerrel. A stimulaciét kovetéen az IFN-y- és granzim-B-mRNS-kifejezodés is
szignifikdnsan megemelkedett a TIV+AIl- és a kontrollként hasznalt TIV+AI+F-
immunizalt egerek 1épsejtjeiben is (p < 0,05). Szignifikans kiilonbség a TIV+AI- és a
TIV+AI+F-eredmények kozott sem az IFN-y sem a granzim-B esetében nem volt (p >

0,05) (13. 4bra).
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13. abra TIV+AIl- vagy TIV+AI+F- vagy PBS-immunizalt Balb/c egerek in vitro
stimulalt 1épsejtjeiben mért IFN-y- és granzim-B-mRNS-kifejezdés.

Az €16 A/California reasszortans virussal stimulalt mintdkban mért mRNS-kifejez6dés
emelkedését a tapfolyadékkal kezelt mintdkhoz viszonyitva adtuk meg. A
tapfolyadékkal kezelt mintaban mért mRNS-kifejezddést 1-nek tekintettiik. * p <0.05 a
PBS-sel oltott allatok értékéhez viszonyitva.
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6. Megbeszélés

Munkank sordn a VZV- ¢és influenzavirus vakcindkkal torténd immunizélés
hatékonysaganak novelési lehetdségeivel foglalkoztunk.

A VZV-vakcinaval végzett kisérletsorozatban megvizsgaltuk, hogy az i.d.-vakcinécio
milyen mértékben képes novelni az immunizélds hatékonysagat VZV-oltbanyag
esetében. Az i.d.-vakcinaciot embereknél a Mycobacterium bovis-t tartalmazé Bacillus
Calmette-Guerin (BCG) oltasnal és bizonyos influenza oltdanyagoknal (Intanza, IdFlu,
Fluzone) rutinszertien alkalmazzak. Rabies oltdanyag (Verorab, Rabipur) esetében a
WHO altal javasolt i.d.-oltasi sorozatot lehet alkalmazni (Verma R 2011), ha az adott
orszag (pl. India) nemzeti egészségiigyi hatosaga jovahagyja (National Centre for
Disease Control 2007). Egyéb virus vakcindknal is vannak igéretes eredmények. A
human papillomavirus vakcindkat (Cervarix, Gardasil) és az inaktivalt poliovirus
vakcindt i.d.-modon alkalmazva doéziscsokkentés érhetd el az i.m.-alkalmazashoz
viszonyitva (Nelson EA 2013; Soonawala D 2013). A hepatitisz B virus vakcina
esetében ellentmondésos klinikai vizsgalati eredmények sziilettek az i.d.-alkalmazéssal
kapcsolatban (Leonardi S 2012; Gomber S 2004). Az eredményekbdl késziilt
kozleményiink (Sarkadi J 2015) megjelenéséig nem volt tudomasunk a VZV-vakcina
I.d.-alkalmazasarol, illetve az azt koveté immunvalasz mérésérdl, azonban egy évvel
késébb megjelent egy kozlemény, melyben az emberben s.c.-alkalmazand6 zoster
vakcina hatékonysagat parhuzamosan i.d.-alkalmazas esetén is vizsgaltdk. Teljes
(19400-PFU) ¢és 1/3 dozis (6467-PFU) esetében a gpELISA-ellenanyag mérésekor az
I.d.-alkalmazas hatékonyabbnak bizonyult, mint az s.c. (Beals CR 2016). Az i.d.-
alkalmazasi moddal elérhetd dozis csokkentés nagyon fontos a herpes zoster vakcina
esetében, amelynek eldallitasa a virus in vitro szaporitasanak tulajdonsagai miatt nehéz
¢és koltséges. Mint mar a bevezetoben emlitettem, a szovettenyészet feliiliszojaban nem
lehet fert6z6 virust kimutatni, tovabba a sejten beliil talalhato viruspartikuldk nagy része
defektiv. A szovettenyészetben 4x10%-10° defektiv partikula mellett egy infektiv
partikula mutathat6 ki (Cohen JI 2008, Chen JJ 2004).

A VZV-specifikus bortesztet, melynél a DTH- (delayed-type hypersensitivity; késoi-
tipusu hiperszenzitivitasi) reakcidval lehet a cellularis immunvalaszra kovetkeztetni,

mar kordbban bevezették az atvészeltség vagy a vakcinacidt kovetdé immunvalasz
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vizsgélatara (Kamiya H 1977, Takahashi M 2003, Shiraki K 1984). Tovabba a VZV-
specifikus cellularis immunvélasz jellemzéseként, az oltas helyén a CD4'Fox3'-T-
sejtek felszaporodasat is megfigyelték (Vukmanovic-Stejic M 2013). A VZV-specifikus
cellularis immunvalasz jellemezhetd még az immunsejtek [FN-y-fehérje termelésének
mérésével ELISPOT-mddszerrel (enyme-linked immunospot assay), aramlasi
citometriaval (Mullane KM 2013, Svahn A 2003, Shirane R 2017) vagy ELISA-val ex-
vivo stimulalt limfocitdkat hasznalva (Otani N 2012). Annak ellenére, hogy a qRT-
PCR-moédszer nagy érzékenységgel képes kimutatni adott gének mRNS-
kifejezodésének valtozasat (Nolan T 2006, Harrington NP 2007), eddig még nem
hasznaltak a cellularis immunvalasz szabalyozasaban fontos szerepet jatszd IFN-y-,
granzim-B- és perforin-mRNS-kifejez6désének mérésére VZV-vakcinaciot kdvetden.
Az IFN-y az NK-, Thl- és CTL-sejtek, valamint makrofagok és a nyalkahartya
epitelidlis sejtjei altal termelt citokin melynek direkt virus replikacio gatld hatdsa mellett
sokrétii immunstimulalé és -modulalé hatdsa is van. A granzim-B-t és a perforint az
NK- és CTL-sejtek termelik. A virussal fertdzott sejten a perforin porust képez, melyen
keresztiil a sejtbe jut a granzim-B, mely egy szerin protedz és a sejt apoptdzisat
indukalja.

Kisérleteink soran az IFN-y-mRNS-kifejez0désének mérésére a qRT-PCR-moddszert
alkalmaztunk. Az eredmények azt mutattak, hogy a teljes doézisu (1995-PFU) VZV-
vakcina i.d.-oltva szignifikdnsan magasabb cellularis immunvalasz valaszt hoz létre,
mint s.c.-oltva, melyet az IFN-y-mRNS-kifejez6dés emelkedésével mértiink. A
kisérletben résztvevd tengerimalacok Iépsejtjeinek vizsgalatakor kapott, az IFN-y-
fehérje és -mRNS-termelddésére vonatkozo Pearson féle korrelacios koefficiens értéke
hasonlit, az aktiv tuberkulézisban szenvedd betegeknél (Kim S 2013), valamint M.
bovis fertézést kovetden az allatokban (Harrington NP 2007) vizsgalt IFN-y-fehérje és -
MRNS-termelédés vizsgalatakor kapott korrelacios koefficiens értékéhez.
VZV-specifikus-CTL, illetve egyéb granzim-B termelé immunsejtek VZV-fertézéskor
jatszott szerepére vonatkozdan ellentmonddsos eredményeket taldlhatunk az
irodalomban. NK- és CD8"-sejtek altal termelt granzim-A és -B fehérjék magasabb
koncentracioban termelédtek sulyos varicella megbetegedésben szenvedd gyerekeknél,
mint enyhébb lefolyasu betegség esetében (Vossen MT 2005), mig mas vizsgalatok
szerint a CD8"-T-sejtek nem, vagy csak nagyon kis gyakorisaggal voltak jelen VZV-
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fertézéskor, vagy egészséges egyének oltasat kovetden, ellentétben a VZV-specifikus
CD4"-T-sejtekkel (Weinberg A 2010). Mas vizsgalatban viszont azt talaltak, hogy
egészséges egyének ¢él6 gyengitett varicella vakcinaval tortént oltasat kovetéen a VZV-
fehérjék felismerését mind a CD4"-, mind a CD8"-T-sejtek végzik (Sharp M 1992).
VZV-fertdzéskor, vagy immunizaciot kovetéen termelddott perforin mérésére
vonatkoz6 irodalmat nem talaltunk, azonban herpes simplex specifikus CD4"-CTL-
sejtekben végeztek perforin mRNS-méréseket igen. HSV-stimulalas hatasasra a perforin
mRNS ¢és az aramlési citometriaval mért sejten beliili perforin fehérje termelés is
megnovekedett a HSV-specifikus CD4"-CTL-sejtekben, melyek a HSV-fertézott sejtek
direkt lizisét okozzak (Yasukawa M 1999).

Vizsgéalataink sordn az €16 vagy hdvel inaktivalt VZV-vakcindval immunizalt
tengerimalac 1épsejtekben fokozott granzim-B- ¢és perforin-mRNS-kifejezddést
mértiink, ami VZV-specifikus CTL-valaszra utal. Masok granzim-B és perforin fokozott
kimutathatosagat tapasztaltdk CDS8’-sejtek intracellularis festését kdvetden aramlasi
citometrias vizsgalattal emberi PBMC mintakban, melyeket a varicella megbetegedést
kovetden 2 éven keresztiil gylijtottek a vizsgalatban résztvevoktdl (Vossen MT 2005). A
mi vizsgalatainkban az IFN-y-, granzim-B- ¢és perforin-mRNS-kifejez6dés emelkedés
egyik esetben sem volt szignifikansan magasabb az ¢16 virussal immunizalt allatokban a
hdvel inaktivalt virussal torténd immunizacidhoz viszonyitva, azonos oltasi mod esetén.
Az i.d.-immunizalas a legtobb esetben magasabb mRNS-kifejezodést eredményezett,
mint a s.c., azonban az emelkedés mértéke csak az IFN-y- és granzim-B-mRNS
esetében volt szignifikdns a hdvel inaktivalt vakcina i1.d.-alkalmazasakor. A mar emlitett
emberi kiprobalds alkalmaval az €16 zoster vakcina i.d.-alkalmazasat kovetden nem
talaltdk magasabbnak az IFN-y-fehérje termelddését a s.c.-oltashoz hasonlitva
ELISPOT-vizsgalatban, de egy kisebb mintaszam aramlési citometrias vizsgalata a
VZV-specifikus CD4"-memériasejtek szamanak novekedését mutatta i.d.-oltas hatasara
(Beals CR 2016).

A tengerimalac bdérében talalhato APC-k fagocitozissal veszik fel az inaktivalt vakcina
VZV-fehérjéit, majd az MHC-k kozremikodésével aktivaljak a T-sejteket, ezzel
elinditva a fokozott IFN-y-, granzim-B- és perforin-mRNS-kifejez6dést. Vizsgalataink
soran nem beltenyésztett Hartley tengerimalacokat hasznaltunk. Nem beltenyésztett

allatoknal az APC-k MHC-struktirajaban eltérések lehetnek, melynek kovetkeztében
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bizonyos egyedek kevésbé ismerik fel a VZV-fehérjéket és aktivaljak a CD8’-sejteket,
igy gyengébb cellularis immunvalaszt hoznak Iétre. Vizsgalataink soran mi is
megfigyeltiink csoporton beliili, de nem szignifikéns eltéréseket. Az MHC-t6l fiiggd T-
sejt  valasz, fert6zést korlatozo szerepér6l a VZV-vakcinaval —s.c.-oltott
tengerimalacoknal mar korabban kozoltek eredményeket (Hayward AR 1991).
Mindemellett a VZV-vakcina a szintén ,,nem beltenyésztett” emberi populacié szamara
késziil, igy hasonl6 vizsgalatokat nem lenne hasznos beltenyésztett allatokon végezni.

A VZV-specifikus ellenanyagok szerepe a virus reaktivacidjaban, illetve a zoster
betegség kifejlodése esetén elhanyagolhatd, azonban elsddleges fertdzéskor fontos. Ezt
igazolja, hogy az anyai ellenanyagok, valamint a VZV-specifikus ellenanyagok passziv
atvitele a frissen fert6zott egyénbe védelmet nyujt a fertézést kdvetéen a sulyosabb
betegség kialakuldsaval szemben (Pinquier D 2011, Koren G 2002). Ezért a
vakcinacidval elérhetdé magas ellenanyag szint hasznos nem csak a csokkent értékii, de
az egészséges immunallapoti egyéneknél is. A varicella megbetegedéssel szembeni
védelem megallapitdsara gyakran a virus membran antigénjei elleni ellenanyagot mérik
IF-mdédszerrel, melynek szintje korreldl a neutralizal6 ellenanyagok szintjével (Breuer J
2008), ez pedig korrelal a VZV-gpELISA-moédszerrel meghatarozott értékekkel (Krah
DL 1997). Vizsgalataink szerint a VZV-gp-specifikus ellenanyagok minden oltott
tengerimalacnal kimutathatoak voltak. A hdvel inaktivalt kis dézisu (399-PFU) vakcina
ismételt oltasa szignifikansan (p < 0,005) megemelte a VZV-gp-specifikus ellenanyag
szintet az egyszeri oltashoz képest, a teljes dozissal (1995-PFU) elért ellenanyag szint
pedig még az ismételt oltdshoz viszonyitva is szignifikdnsan magasabb volt (p < 0,05).
A neutralizalé ellenanyagok szintje Osszhangban allt a gpELISA-eredményekkel,
ahogyan azt mar kordbbi vizsgalatokndl is megallapitottdk (Krah DL 1997). Fontos
megallapitasunk volt, hogy a hdvel inaktivalt vakcina i.d.-alkalmazésa szignifikansan
erosebb cellularis immunvalaszt valtott ki a s.c.-oltdshoz viszonyitva, azonban az
ellenanyag szinteknél ezt a szignifikanciat nem tudtuk kimutatni.

Az id.-alkalmazott hdvel inaktivalt VZV-vakcina hasznos lehet  sériilt
immunrendszerrel rendelkezd felnéttek és gyermekek oltasara, illetve az idésebb
korosztaly szamara.

A vizsgéalati eredményeink alapjan a kovetkezd megallapitasokat tehetjiik.

- A tengerimalac jol hasznalhat6 allatfaj az i.d.-immunizécid vizsgalatara.
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Az oltashoz hasznalt késziilék megbizhato, kisérleti i.d.-vakcinacidra alkalmas.
Az IFN-y-, granzim-B- és perforin-mRNS-kifejez6dés mérése alkalmas a VZV-
specifikus cellularis immunvalasz vizsgalatara.

A hoével inaktivalt VZV-vakcina i.d.-modon alkalmazva magasabb cellularis
immunvalaszt indukal, mint s.c. alkalmazva.

A VZV-glikoprotein-specifikus és a virus-neutralizalé ellenanyagok szintje

hasonl6 a hével inaktivalt vakcinaval i.d.- vagy s.c.-modon oltott allatokban.

Eredményeink rairanyithatjak a figyelmet a hdvel inaktivalt VZV-vakcina i.d.-

alkalmazasanak tovabbi vizsgalatara. Sziikséges példaul a vakcina optimalis dézisanak

meghatarozdsa, valamint a vakcina egyszeri, illetve ismételt alkalmazasat kovetd

immunvalasz idébeni valtozasdnak mérése is. Ezen kiviil a vakcinéacio hatékonysaganak

novelésében szerepet jatszo6 adjuvansok intradermadlis alkalmazasanak vizsgalata is

fontos lehet.

A VZV-vakcinaval végzett vizsgalatok hidnyossagai koz¢ tartoznak.

Az IFN-y-, granzim-B- és perforin-mRNS-kifejez6dés mértéke az immunizaciot
kovetden idében valtozhat, ahogyan az immunrendszer - 1épsejteken kiviili -
egyéb szoveteiben is eltérd lehet. Ilyen szoveti eltéréseket figyeltek meg az IFN-
y-, granzim-B- és perforin-mRNS-kifejezodésben, influenzavirussal fert6zott
egerek tiid6, nyirokcsomd és 1ép szoveteiben, aktivalt CD8'-T-sejtek
adott idopontban hataroztuk meg az IFN-y-, granzim-B- és perforin-mRNS-
kifejez6dést is, azonban az optimalis id6pont eltéré lehet az egyes mRNS-ek
tekintetében.

Az in vitro stimulécié soran termelddott [IFN-y-mRNS és -fehérje méréséhez az
optimalis idépont eltérd lehet (Kim S 2013), melyet mi nem vizsgaltunk. Ennek
meghatarozasa tovabbi vizsgalatokat igényel.

Nem végeztiink intracellularis citokin festést, majd ezt kovetden aramlési
citometrias vizsgalatot annak megallapitasara, hogy melyek azok az
immunsejtek, amelyek részt vettek a stimulacié altal kivaltott VZV-specifikus
cellularis immunvélasz létrehozasdban. Korabbi vizsgdlatokban azt talaltak,
hogy a CD4'-sejtek proliferacidja jol korrelal a zoster elleni védelemmel
(Plotkin SA 2010), azonban érdemes volna a CD4"- mellett az egyéb IFN-y-,
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granzim-B- és perforin-termelé immunsejteket is bevonni a vizsgalatba, példaul

a CD8"- és NK-sejteket.

Az influenza vakcinaval végzett kisérletsorozatban megvizsgaltuk, hogy az aluminium
adjuvalt inaktivalt teljes influenzavirust tartalmazé Fluval AB-val végzett vakcinaciot
kovetden kialakul -e védelem egy HA- és NA-gének szempontjabol kiilonbozo
challenge virusfertdzéssel szemben €s a humoralis komponensek milyen mértékben
vesznek részt a védelemben. Megvizsgaltuk tovabba a vakcinéciot kovetd cellularis
immunvalasz néhany jellemzdjét. A Magyarorszagon forgalomban 1évé Fluval AB
vakcinaval mostandig nem végeztek ilyen iranyu vizsgalatokat (Sarkadi J 2017).

Kisérleteinkben a TIV+Al- (Fluval AB) immunizalt egerek 100%-a védett volt az egér
patogén PRS8-virus letdlis dozisdval szemben ¢és ezen egerek ellenanyag tartalmi
savoinak 200-300 ul mennyisége a recipiens egerek 80-100%-t megvédte az elhullastol
¢és csokkentette a betegség sulyossagat a PR8-virussal végzett challenge fertdzés esetén.
A TIV-vakcinat alkotdo harom virustérzsbol (HIN1, H3N2, B) ketté (HIN1 és H3N2)
reasszortans virus, mely a fertdzéshez is hasznalt PR8-virus belsd génjeit tartalmazza. A
reasszortans HINI1- és H3N2-torzsek HA- és NA-génjeik azonban a PR8-virustol
eltéréek, a WHO 4altal megadott, az utols6 szezondlis jarvanyban szerepet jatszo
virusokbol szarmaznak, pl. az altalunk  haszndlt  vakcindban  az
A/California/07/2009(H1NT1) és az A/Texas/50/2012(H3N2) torzsekbdl. A HA- és NA-
fehérjék az influenzavirus legvaltozékonyabb részei, mivel az ezekhez tartozo
génszakaszokon a leggyakoribbak a pont mutaciok, melynek kovetkeztében oly mértékii
lesz a fehérje szerkezetében bekovetkezett valtozas (,,antigen drift”), hogy az
ellenanyagok mar nem nyujtanak védelmet az 0j szubtipussal szemben. Igy példaul a
munkank soran is alkalmazott, két HINI-virus, az A/PuertoRico/8/1934- és az
AJ/California/07/2009-torzs kozott HAG-ellenanyag szempontjaboél nem talaltak
keresztreakciot (Huang SS 2013). Ugyanezt tapasztaltuk az immunizalt egerek
savojanak HAG- (11. abra), tovabbad NAG- és VN-vizsgalatakor is. A két torzs HA-gén
homologiat mutatott. Két influenzavirus-torzs kozotti HAG-keresztreakcid 1étrejottéhez
minimum 94%-os homologia sziikséges az el6bb emlitett HA-région beliil. A 91-93%-

nal alacsonyabb homoldgia esetében is Iétrejohet keresztreakcid, de kisebb
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gyakorisaggal (Huang SS 2013). A passziv immunizéaldsban részesitett egerek fert6zés
elleni védelemében ezért csak a kozds belsd virus fehérjék és egyéb konzervativ
epitopok ellen képzddott nem neutralizald ellenanyagok jatszhattak szerepet, a
neutralizaldo (HAG, NAG) ellenanyagok nem.

Az influenza A virus belsd fehérjéi konzervativ epitopokat tartalmaznak (Vanderven
HA 2016), igy ezeket a fehérjéket felismerd ellenanyagok védelmet biztosithatnak
egyéb, nem homolog influenza A virustdrzsekkel szemben is. A virus matrix 2 (M2e)
belsé fehérjéjét aluminium hidroxiddal adjuvalt, vagy rekombindns vakcinaként
alkalmazva a vakcinaciét kovetéen ELISA-modszerrel mért M2e-specifikus
ellenanyagok termelddtek. Az immunizacié kovetkeztében a HIN1- vagy H3N2- vagy
H5N1-challenget kovetden csokkent a testsulyvesztéssel mért betegség sulyossaga,
valamint a virusmennyisége a tiiddben (Wibowo N 2014, Stepanova LA 2015,
Rappazzo G 2016). Az M2e-specifikus ellenanyagok véddéhatasat bizonyitotta, hogy a
passziv transzferrel atvitt savo is 100%-os védelmet biztositott a HIN1 PRS8-fertdzéssel
nukleoproteinnel (NP) végzett immunizéalds esetében az egyik vizsgalatban a sejtes
immunvalaszt (Wang W 2014), mig egy masik kisérletben a NP-specifikus, nem
neutralizal6 ellenanyagokat hoztdk 6sszefiiggésbe a védelemmel (Carragher DM 2008,
LaMere MW 2011). A belsé fehérjékhez hasonléan a HA-fehérje szar részét alkoto
epitopok is konzervativak, igy a HA variabilis részében eltérd epitopokkal rendelkezd
PR8-virussal szembeni védelemben ezek a HA-szar rész elleni antitestek is részt
vehettek (Yassine HM 2015, Klausberger M 2016, Zhong W 2016). A HA-konzervativ
szar részében az aminosav szekvencia 87,8%-ban azonos az A/PuertoRico/8/1934- és az
AJCalifornia/04/2009-torzsek kozott (Miller MS 2013). Allatkisérletben a HA-szar
H3-virusok letalis dézisaval szemben is védelmet biztositott (Valkenburg S 2016).

A nem neutralizalé ellenanyagok részt vesznek az ellenanyag-fiiggé fagocitozis, -
komplement aktivalas és -sejtkdzvetitett citotoxicitas (ADCC) létrejottében (Jegaskanda
S 2016). ADCC-t kozvetitd elllenanyagok az influenzavirus konzervativ epitopjaival
szemben is termelddnek, mig neutralizalo ellenanyagok nem termelédnek ezek ellen.
Egészséges fiatal felnétteknél nem volt kimutathatd neutralizalé ellenanyag az 1968-ban

jarvanyt okoz6é H3N2 influenza torzsel (A/Aichi/2/1968) szemben, azonban ADCC-t
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kozvetitd ellenanyagok detektalhatoak voltak ezzel és mas influenza torzsekkel
(A/California/04/2009(H1N1), A/Anhui/01/2005(H5N1)) szemben is. Az ADCC-
ellenanyagok jelenlétét ELISA-lemezhez kotott teljes virus, vagy tisztitott influenza
HA-fehérje, valamint egészséges donoroktél szarmazé PBMC alkalmazasaval
vizsgaltak. Ekkor az ADCC-t kozvetité ellenanyagok jelenlétében az NK-sejtek
aktivalodnak és az aktivacio mértékét a CD107a- (lizoszéma kapcsolt membran protein
1, LAMP1) kifejez0désének valamint az IFN-y-termelddésének aramlasi citometrias
mérésével hatarozzdk meg (Jegaskanda S 2013). Laboratériumilag igazolt
influenzavirus fertézésen atesett személyek savojat vizsgalva azt talaltadk, hogy magas
ADCC-t kdzvetitd ellenanyag titer mellett alacsony volt a virus replikacio és csokkent a
klinikai tiinetek mértéke (Jegaskanda S 2016).

Ahogy azt a bevezetdben kifejtettem (2.1.1. fejezet), a dendritikus sejteknek kdzponti
szerepiik van a T-sejtes valasz elinditasaban és szabalyozasdban. A tiidoben lokalisan
jelen 1év0, influenzavirussal fert6zott dendritikus sejtek az influenzavirus fehérjéit, mint
endogén fehérjét az MHC-I komplexen keresztiil bemutatjdk a CDS8’-T-sejteknek,
tovabba a fertézott epitelidlis sejtek szétesésekor kiszabaduld virus antigéneket
endocitozissal felveszik és mint exogén fehérjéket bemutatjadk az MHC-Il komplexen
keresztiil a CD4"-T-sejteknek a nyirokcsomokban. Egerekkel végzett vizsgalatokban azt
talaltak, hogy bizonyos dendritikus sejtek (CD103") a megndvekedett I-tipusti IFN-
receptor kifejezd képességiik miatt nem fert6zOdnek meg influenzavirussal és igy a
virus replikacio hianyaban nem tudnak aktivalni a CD8"-T-sejteket, azonban a kereszt-
prezentacié mechanizmusaval mégis képesek a virus antigéneket az MHC-11-n keresztiil
bemutatni a CD8"-T-sejteknek (Helft J, 2012). A teljes influenza virionokat tartalmazo
inaktivalt (WIV) H5N1-virustartalma vakcina esetében a keresztvédelemmel rendelkez6
citotoxikus T limfocitdkat tették feleloss¢ a PR8-virussal szembeni védelemért (Budimir
N 2012), ugyanis CD8"-depléciot kovetden ez a védelem megsziint. HAG- és VN-
ellenanyagoknal - a mi kisérletiinkh6z hasonldéan - nem volt mérhetd keresztreakcio a
vakcina torzs (H5N1) és a fert6zéshez hasznalt virus torzs (PRS8) kozott, azonban ebben
a kisérletben nem vizsgaltdk az egyéb, pl. konzervativ epitopokkal szembeni
ellenanyagok védo hatasat passziv immunizacié modszerével (Budimir N 2012).
Vizsgalatokat végeztek arra vonatkozoan is, hogy hogyan hat a védelemre a virus

inaktivalds modja. A B-propiolaktonnal (BPL) inaktivalt WIV védelmet biztositott a
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letalis fert6zéssel €s a megbetegedéssel szemben is, mig a formaldehiddel (FA)
inaktivalt vakcindval oltott allatok tulélték ugyan a fert6zést, de megbetegedtek ¢és
testsulyvesztésiik szignifikdnsan nagyobb volt, mint a BPL-inaktivalt vakcinaval
immunizalt allatoknak. A virus membranfuzids aktivitasat vizsgalva azt talaltak, hogy a
FA-inaktivaci6 nagyobb mértékben csokkenti azt, mint a BPL-inaktivalds (Budimir N
2012).

Az aluminium sokat tartalmazé adjuvansok foként a CD4 -sejtek T-helper 2 (Th2)
tipust differencialodasat segitik eld, kis mértékben pedig a CD8"-sejteket aktivaljak
(Bungener L 2008, Ehrlich HJ 2008, Aimanianda V 2009). Aluminium sokkal adjuvalt
influenza fehérjék, vagy az A/H3N2-virusbol készitett hasitott (hasitott) vakcina a
CD8"- és CD4"-T-sejtek proliferaciojat és IFN-y-termelést indukalt, védelmet biztositva
letalis dozistt HIN1- és H2N2-fert6zéssel szemben (Dillon SB 1992, Mohr B 2010, Baz
M 2012). A szezonalis trivalens inaktivalt influenza oltéanyagok tobbnyire hasitott vagy
alegység (alegység) vakcinak, melyek kiilonb6z6 adjuvansokat tartalmazhatnak, pl. az
MF59, AS03, AS04, melyek fokozzak a humordlis és cellularis immunvélaszt (van Els
C 2014, Frey SE 2014, Couch RB 2014, Lee YN 2014, Trombetta CM 2016). Azonban
az AS03-alkalmazasa kapcsan biztonsagi problémak mertiiltek fel, az oltast kdvetden a
narkolepszia kockazatanak novekedése miatt (Miller E 2013). A cellularis immunvalasz
mégsem latszik megfelelének a hasitott vagy alegység vakcindk alkalmazasakor.
Példaul a vakcindk Osszehasonlitdsakor azt talaltak, hogy a teljes virustartalmi vakcina
sokkal hatékonyabban stimulalta a dendritikus sejteket és a virus specifikus CD8"-
memoria-T-sejteket, mint a hasitott vakcina, ezért szezondlis €s pandémias influenza
vakcinak esetében egyes szerzok a teljes inaktivalt virust tartalmazo vakcinikat a
hatékonyabbnak tartjdk (Halbroth BR 2014). Azt feltételezik, hogy a teljes virus
vakcindkban talalhatd virus RNS mintegy beépitett adjuvansként mitkddik a Toll-szer(i
receptorok (TLR) és Rig-szerli receptorokon (RLR) keresztiili szignal utvonalak (NF-
kB és . tipusu IFN) beinditasaval, befolyasolva ezzel az immunvalaszt (Szabo A 2013,
Tetsutani K 2012).

Vizsgéalati eredményeink azt mutattdk, hogy mig a PRS8-specifikus immunsavo
hasznalatakor alacsony PR8-elleni HAG-titer (1:20) is elegendd volt a védelemhez, a
vakcina torzsekre specifikus immunsavonal azonban csak a magasabb A/California

reasszortans elleni HAG-titerrel (1:126, 1:160, 1:253, 1:320) rendelkezo allatok élték tul
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a fert6zést. Mivel ez utdbbi esetben a védelmet nem a HAG-, NAG- vagy VN-
ellenanyagokon biztositottak, ezeknek a pontosan nem definialt virusfehérjékkel
szembeni ellenanyagoknak a meghatarozéasara 01j vizsgalati médszerekre lenne sziikség.
Az altalunk mért HAG-titert csak az ellenanyag szintek indikatoraként tudjuk
alkalmazni a naiv egerekkel végzet kisérletekben. Az eredményekbdl az is kidertiil, hogy
az aluminium adjuvéns sziikséges volt ahhoz, hogy magasabb ellenanyag szint alakuljon
ki, biztositva ezzel a védelmet ¢és a megbetegedés sulyossdganak csokkenését. A
TIV+AI-immunizalt allatok savoja 80-100% halalozas elleni védelmet biztositott,
szemben a TIV-immunizalt donor savéoval, mellyel csak 25%-o0s védelem volt elérhetd.
Ahogy a tulélési szazalékban, ugy a megbetegedést jelzd testsulycsokkenésben és a
klinikai pontszamokban is szignifikdns kiilonbséget mértiink (p < 0,05) a fertdzést
kovetden a TIV+AL és TIV csoportok kozott. Aktiv immunizalast kovetden a TIV+AL-
immunizalt allatokban nagyon magas ellenanyag szint alakult ki (1:2560 HAG titer),
ugyanakkor az ellenanyagok mellett a cellularis immunvalasznak is szerepe lehetett az
alacsony morbiditési (testsulyvaltozas, klinikai pontszamok) eredményekben (9. dbra B
¢és C).

Ugyanezzel az immunsavoval (TIV+AI) passzivan immunizalt allatokndl az
alacsonyabb ellenanyag szintnek, valamint a cellularis immunvalasz hidnydnak is
tulajdonithaté a magasabb morbiditasi eredmény (10. abra C és E) illetve az elhullassal
szembeni gyengébb védelem (4. tablazat). A TIV+Al-immunizalt egerek 1épsejtjeiben in
vitro stimulalast kovetden szignifikdnsan megndtt az IFN-y- és granzim-B-mRNS-
kifejez0dés (13. abra). Azonban eldzetes eredményeink szerint a TIV+Al- vagy a
TIV+AI+F-immunizalt Balb/c egerek 1épsejtjei nem biztositottak védelmet a recipiens
egerekben a fertdzés ellen, mikor passziv 1épsejt transzfert és PR8-fertézést
alkalmaztunk. Ezeket az eredményeket nem ko6zoltiik, igazolasukra tovabbi vizsgalatok
sziikségesek.

Egy 0sszefoglald kézleményben publikalt meta-analizis sordn 34 randomizalt klinikai
vizsgalatbol, illetve 47 influenza szezon alatt 94821 személy vizsgalatabol szdrmazo
adatokat elemezték. Az analizis eredménye azt mutatta, hogy ha a vakcina térzs nem
volt teljesen azonos az adott iddszakban megbetegedéseket okoz6 influenza térzzsel, a
TIV akkor is 54%-al csokkentette az influenza fert6zés kockazatat felnéttekben,

ravilagitva a teljes virionokat tartalmaz6 nem homolog vakcinak hasznossagara (Tricco
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AC 2013). Ehhez a megfigyeléshez kapcsolodik egyik kordbban megjelent
kozleménylink (Sarkadi J 2013). Fiirjek egyszeri alacsony dézisu (6 ug HA) inaktivalt
teljes virionokat tartalmazé H5N1 vakcinaval tortént oltdsa a homolog vakcina torzzsel
szemben alacsony, mig a challenge fert6zéshez hasznalt heterolog HS5NI1-torzzsel
szemben nem vagy csak minimdlis szinti HAG és mikroneutralizacioban mért
ellenanyagok termelddését indukalta, mégis minden egyed 100%-ban védett volt a
homolog és heterolog virussal végzett challenge fertézéssel szemben is (Sarkadi J
2013).

A Fluval AB-vakcinaval végzett vizsgalatainkhoz hasonld, passziv immunizalason
alapulo kisérletben, a viroszoma alapu trivalens influenza alegység vakcinat (Inflexal V)
hatékonynak talaltdk a heterolog H5N1-virusfertdzéssel szemben. Haromszori passziv
immunizalas az egereknek 80%-0s védelmet biztositott, mely védelemért a HA-
konzervativ epitopok feleltek (Roos A 2015). Azonban e két engedélyezett vakcinaval
(Inflexal V és Fluval AB) végzett kisérletek eredményeinek Osszehasonlitdsa nehéz,
mert kiilonbozik a vakcina és a challenge fertdzéshez hasznalt virus torzsek tipusa és
dozisa is, valamint a passziv immunizacidhoz hasznalt savé mennyisége, illetve a
savoban mérhetd ellenanyag szintek is, melyek mind szerepet jatszhattak az elért
védelemben.

Eredményeink azt mutatjdk, hogy egy aluminium-adjuvalt trivalens inaktivalt teljes
virust tartalmazé vakcinaval elérhetd a megfeleld ellenanyag szint, mely védelmet
nyUjthat olyan influenza A torzsekkel szemben is, melyekkel a HAG-, NAG- és VN-
ellenanyagok mérésekor nincs keresztreakci6. A tobb tipussal vagy szubtipussal
szemben védelmet biztositd univerzalis influenza vakcina kifejlesztése eldtt a Fluval
AB, vagy egyéb, hatékony és biztonsagos adjuvanst tartalmazé inaktivalt teljes virus
vakcinakat nem csak a szezonalis immunizalasra lehet hasznalni, de védelmet
nytjthatnak a HA- és NA-szempontjabol a vakcina torzstél eltéré influenza A
virusfertézésekkel szemben is. Az adjuvalt TIV-vakcina, er6s booster hatasa miatt
(Trombetta CM 2016) hasznos lehet olyan egyének immunizalasara, akik alacsony,
vagy kozepes immunitdssal rendelkeznek. Tovabbi vizsgalatok szilikségesek annak
megallapitasara, hogy mely konzervativ influenzavirus fehérjék és azok mely epitopjai

sziikségesek a heterospecifikus védelmet biztositd ellenanyagok termeléséhez. Ezek
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ismeretében hatdsos heterospecifikus védelmet is biztositd influenza vakcindk lesznek

eldallithatdéak a modern vakcinologia lehetdségeinek felhasznalasaval.

A vizsgalati eredményeink alapjan a kovetkezé megallapitasokat tehetjiik.

A Fluval AB-immunizalas 100%-os védelmet biztositott a HA-, NA- és VN-
szempontjabol heterolog egér patogén PR8-virus letalis dozisaval szemben.

A Fluval AB-immunizalt egerek ellenanyag-tartalmt savdja a recipiens egerek
80-100%-t megvédte az elhullastol és csokkentette a betegség sulyossagat a
PR8-virussal végzett challenge fertézést kovetden. Az influenzafertozéssel
szembeni humoralis védelem a szezonalis trivalens, inaktivalt teljes virionokat
tartalmazd vakcinaval, megfelelé adjuvans jelenlétében elérheté a HAG, NAG
¢s VN ellenanyagok hidnyéban is.

A Fluval AB-immunizalast kovetéen cellularis immunvalasz is kialakul, melyet
az immunizalt egerek 1épsejtjeiben in vitro stimulalast kovetéen szignifikansan
megnovekedett  IFN-y-  és  granzim-B-mRNS-kifejez6dés  mérésével

tamasztottunk ala.

A Fluval AB- vakcinaval végzett kisérleteink hianyossagai kozé tartoznak.

Az immunsavO passziv atvitele utan, HA- ¢és NA-szempontjabol megfeleld
homolog torzzsel nem végeztiink challenge fertdzést. A homoldg challenge
alkalmazasakor minden bizonnyal teljes védelmet tapasztaltunk volna, mivel a
homolog védelemért elsédlegesen a HAG-ellenanyagok felelések, melyek
magas titerben voltak jelen a recipiens egerekben. Kisérleteinkben a PRS-
immunsavot kapott recipiens egerek teljes mértékben védettek voltak a PRS-
challenge fert6zéssel szemben.

ADCC-mddszerrel nem vizsgaltuk a passziv transzferhez hasznalt
immunsavokat, igy az ADCC-ben résztvevd ellenanyagok titere és a védelem
foka kozotti Osszefliggésre nem tudunk adatokat nyujtani. Az ADCC-mddszer

beallitasat tervezziik laboratériumunkban.
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7. Kovetkeztetések

1. Alacsony dozist (399-PFU) inaktivalt VZV-vakcina i.d.-oltasaval er6sebb sejtes
¢s humoralis immunvalasz érhet6 el tengeri malacban, mint s.c.-oltassal, de a
kiilonbség nem szignifikans.

Teljes dozist (1995-PFU) inaktivalt VZV-vakcina i.d.-oltasaval szignifikansan
jobb sejtes immunvalasz érhet6 el tengeri malacban, mint s.c.-oltassal. A
humoralis immunvalasz is erésebb az i.d.-oltas esetében, de a kiilonbség itt nem

szignifikans.

2. A Fluval AB-vakcina alkalmazasat kovetéen egérben az influenza megbetegedés
elleni humoralis védelem elérhetd az elsddleges fontossdginak tartott virus
epitdpok elleni antitestek (HAG, NAG, VN) hidnyaban is, azonban a protektiv
ellenanyag szint eléréséhez sziikséges az aluminium adjuvans jelenléte a

vakcinaban.

3. A Fluval AB-vakcina virusspecifikus sejtes immunvalaszt is kivalt.
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8. Osszefoglalas

A fert6z6 betegségek megeldzésének leghatékonyabb mddja a vakcinacio.

A vakcindcio hatékonysaganak ndvelési lehetdségei koziil az intradermalis (i.d.)
immunizalasi eljarast vizsgaltuk, €16 gyengitett VZV-vakcina alkalmazasaval. Az
Immunizalashoz tengerimalacokat hasznaltunk és egy liquid jet jellegii eszkozt. A VZV-
DNS relativ mennyiségi meghatarozdsa a bdrbiopszia mintakban qPCR-moédszerrel
tortént, az eredmények szerint a tengerimalac megfeleld allatmodell az i.d.-immunizacio
vizsgélatara, valamint az altalunk alkalmazott eszkdz hasznalataval pontos i.d.-oltast
lehet kivitelezni. Az IFN-y-, granzim-B- és perforin-mRNS-kifejezodést qRT-PCR-
modszerrel mérve a 1épsejtekben megallapitottuk, hogy a hével inaktivalt VZV-vakcina
1995-PFU-d6zisa i.d.-alkalmazva magasabb cellularis immunvalaszt indukal, mint
szubkutan, azonban a VZV glikoprotein-specifikus €s a virus-neutralizal6 ellenanyagok
szintje hasonlo a két féle immunizaciét kovetden. Az inaktivalt VZV-vakcina i.d.-
alkalmazaséaval novelhetd a vakcina hatasossdga és biztonsagossaga.

Megallapitottuk, hogy egerek inaktivalt trivalens teljes virustartalmu influenza
vakcinaval (Fluval AB) végzett immunizaldsa utan nyert immunsavo atvitele naive
egerekbe védelmet biztosit egy hemagglutinin (HA) ¢és neuraminidaz (NA)
szempontjabol heteroldog influenza A szubtipussal végzett challenge fertézéssel
szemben. A fertdzéssel szembeni védelem a challenge virusra specifikus
hemagglutinacié gatlo (HAG), neuraminiddz gatldé (NAG) és virusneutralizalé (VN)
ellenanyagok hianyaban jon létre. A védelemben szerepet jatszo ellenanyagok antigén-
specificitdsat nem ismerjiik. A védelem eléréséhez magas ellenanyag szint, igy az
adjuvans jelenléte sziikséges. A Fluval AB-vakcina alkalmazasit kovetden
virusspecifikus sejtes immunvalasz is kialakul, amelyet az IFN-y- és granzim-B-mRNS-
kifejez0dés emelkedett szintje és az IFN-y- és granzim-B-fehérjét tartalmazé 1épsejtek
szazalékanak aramlasi citometriaval mért emelkedése jelzett. A Fluval AB, valamint
egyeb, hatékony és biztonsagos adjuvanst tartalmazo inaktivalt teljes virus vakcindkat
nem csak a szezondlis immunizalasra lehet hasznalni, de védelmet nyujthatnak HA- és

NA-szempontjabol a vakcina torzstdl eltérd influenza A virusfertzésekkel szemben is.
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9. Summary

To prevent the spread of infectious diseases, vaccination is the most effective approach.
As a possibility for increasing the effectiveness of a vaccine, the intradermal (i.d.)
administration of the live attenuated VZV vaccine was investigated. Guinea pigs and a
liquid jet type device were used for the i.d. immunization. The examination of the viral
DNA by gPCR in the skin biopsy samples, obtained immediately after the i.d.
administration of the vaccine, demonstrated that the guinea pig is a suitable species to
investigate the i.d. immunization, and the applied device ensured reliable vaccine
administration by i.d. route. A heat inactivated VZV vaccine, at a dose of 1995-PFU
before inactivation, administered i.d., induced a higher level of cellular immune
responses, as measured by gRT-PCR of the expression of IFN-y, granzim-B and
perforin mRNA than the same vaccine given subcutaneous, but the VZV glycoprotein-
specific and virus neutralizing antibody responses were similar after the two different
immunization routes. Administration of the inactivated VZV vaccine by the i.d. route
may increase the efficacy and safety of the vaccine.

The role of the humoral components in the protection against a challenge infection was
investigated after vaccination of mice with the inactivated, trivalent whole virion
influenza vaccine (Fluval AB). Passive transfer of the immune serum from actively
immunized mice into naive mice demonstrated protection against a challenge infection
with a heterosubtypic influenza A virus in the absence of hemagglutination inhibition
(HI), neuraminidase inhibition (NI) and virus neutralization antibodies against the
challenge virus. The antigen-specificity of the protective antibodies has not been
defined. Vaccination with Fluval AB vaccine also produced virus specific cellular
immune responses, as determined by the mRNA expression of IFN-y and granzim-B in
the splenocytes by gRP-PCR assay, and by the percentages of splenocytes harboring
IFN- v and granzim-B proteins, as measured by flow cytometry. Fluval AB, or other
inactivated whole virion influenza vaccines containing efficient adjuvants could be used
not only for seasonal vaccination, but also for prevention at the beginning of the
outbreaks of influenza infections caused by HA and NA mismatched influenza A

viruses.
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