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Luliberin in contraceptive vaccines
Summary

Luliberin (luteinizing hormone releasing-hormone, LHRH) is the key regula-
tory decapeptide that controls reproduction in mammals. It is secreted by the
hypothalamus and after binding to a specific receptor it initiates a series of
events leading to the liberation of lutropin (LH) and finally steroid sex hor-
mones. In some case, the infertility in females and males may be explained by
mutations of the LH or LHRH receptor genes. Immunisation of animals with
LHRH conjugates induces high titres of antibodies, resulting in the cessation of
the biological function ofthe hormone and, in the end, in a temporary infertility.

In this review, the application of LHRH vaccines as birth control for women
and men was presented. Being effective and inexpensive, semisynthetic LHRH
vaccines are useful in the animal breading for immunocastration. The best vac-
cines are totally synthetic LHRH ones, which are much safer than the CG- or
LH-vaccines based on antigens isolated from human material, which may be
contaminated with pathogens.
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1. Wstep

Luliberyne - hormon uwalniajacy hormon luteinizujgcy (LHRH),
zwang takze gonadoliberyng (GnRH), wykryto w wyciggach z moéz-
gow ssakéw w 1960 r. (1). Wydzielony z podwzgorzy Swin i o-
wiec hormon zidentyfikowano w 1971 r. jako dekapeptyd o se-
kwencji:
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pGlu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NH2 (2).

Charakterystyczng cechg budowy LHRH jest obecnos¢ reszty N-koncowego kwa-
su piroglutaminowego (pGlu-) i C-koricowego amidu glicyny (-Gly-NH2).

Z podwzgérzy cztowieka i szczura izolowano cDNA kodujgcy 92-aminokwasowy
prekursor luliberyny, z ktérego po enzymatycznym trawieniu i modyfikacji powstaje
LHRH (3,4). Hormon ten jest takze uwalniany przez niektére komoérki uktadu immu-
nologicznego (5). W przysadce luliberyna wigze sie ze swoistym receptorem (LHRH-R)
inicjujgc szereg procesOw biochemicznych, w wyniku ktdrych uwalniana jest lutro-
pina - heterodimeryczny hormon luteinizujgcy (LH) i folitropina (FSH) (6,7). Ostat-
nio wykazano, ze aktywatorami LHRH-R moga by¢ takze heksa- i pentapeptydy, zna-
ne wczesniej jako antagonisci endoteliny (8). W jajnikach ijgdrach LH wigze sie z re-
ceptorem, mogacym wigzac takze choriogonadotropine (CG), stymulujgc powstawa-
nie hormonodw steroidowych uczestniczgcych w zaptodnieniu i wczesnym rozwoju
ptodu (9). Steroidy te, aktywujgc procesy transkrypcji genoéw i wydarzenia potransla-
cyjne, majg wpltyw na synteze biatek (10).

W ostatnim dwudziestoleciu wykryto u ptakéw i ryb wiele izoform LHRH r6z-
nigcych sie od przedstawionej sekwencji dekapeptydu dwoma lub wiecej resztami
L-aminokwasoéw, lecz zawierajgcych pGlu- i -Gly-NH2 (7,11). U cztowieka i niektérych
ssakow stwierdzono obecnos$¢ dwéch innych izoform LHRH. Jedna z nich posiada
sekwencje identyczng z opisang wczesniej luliberyng kurczecia (cLHRH), a druga ma
podobne wtasciwosci fizykochemiczne i biologiczne jak luliberyna z tososia (sLHRH)
(12,13). Wykazano, ze izoformy LHRH sg uwalniane przez dwie rézne populacje ko-
morek podwzgorza matp Rhezus, co sugeruje, ze izohormony te moga uruchamiac
rézne szlaki dziatania luliberyny (14).

Zaréwno LHRH, jak i jego izoformy znacznie zwiekszajg inkorporacje [*H]tymi-
dyny do DNA w komdrkach gonad, co wskazuje na ich istotnag role w syntezie kwa-
séw nukleinowych i biatek (15).

Ostatnio Tsutsui i wsp. (16) wydzielili z mézgéw przepidrek 12-aminokwasowy
peptyd silnie hamujgcy uwalnianie LH i FSH przez komorki przedniego plata przy-
sadki. Sekwencja tego antagonisty LHRH jest nastepujgca:

Ser-lle-Lys-Pro-Ser-Ala-Tyr-Leu-Pro-Leu-Arg-Phe-NH2

Autorzy przypuszczajg, ze w podwzgorzach kregowcow syntetyzowana jest cata
grupa tego typu peptydowych antagonistow z charakterystyczng dla C-konca dipep-
tydowa sekwencjg: -Arg-Phe-NH2,

2. Przyczyny nieptodnosci ludzi

Nieptodno$¢ wystepuje u okoto \0% par matzenskich (17). Przyczyn nieptodnosci
w czesci z tych przypadkéw nalezy szuka¢ w zmianach o podiozu genetycznym do-
tyczacych budowy receptorow luliberyny i/lub lutropiny, a takze podjednostki p lu-
tropiny (18).
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U oséb cierpiacych na hipogonadyzm potgczony czesto z nieptodnoscia, oprécz
LHRH-R typu ,dzikiego” stwierdzono trzy nastepujgce warianty: Arg262GIn (zamia-
na Arg™*na Gin), GInlO6Arg, Tyr284Cys (19,20). Dotychczas opisano takze cztery
warianty hLH powstale przez jedno- lub dwupunktowg mutacje genu kodujgcego
podjednostke phLH: TrpSArg, llelSThr, GIn54Arg i Glyl02Ser (21-23). Pierwsze dwa
z wymienionych wariantéw wykryto u chorych obojga ptci,.u ktérych wystepowata
nieptodnos¢ (24,25). Szczegdlnie czesto nieptodnosci kobiet towarzyszy wariant
Glyl02Ser phLH zwigzany z zamiang kodonu CGT na AGT w genie podjednostki P
hormonu (26). Interesujgca i majgca prawdopodobnie znaczny wplyw na nieptod-
nos¢ jest obserwacja, ze podawanie heterozygotycznym kobietom luliberyny silnigj
stymuluje uwalnianie obu genetycznych wariantéw LH niz uwalnianie ,dzikiego”
typu tego hormonu (27).

Wystepowanie kilku wariantéw stwierdzono takze w przypadku receptora lutro-
piny (9). Wariant Ala593Pro tego receptora wykryto u mezczyzn cierpigcych na rze-
kome obojnactwo (28). U oséb obojga pici, u ktérych wystepowat niedorozwéj go-
nad i nieptodnos¢ zanotowano warianty Asn291Ser i Ser616Tyr oraz dwie nonsen-
sowe mutacje w LH-R (29). W ludzkim receptorze lutropiny odkryto 12 miejsc mo-
gacych ulega¢ mutacjom, gtéwnie w domenie transmembranowej. Cze$¢ z nich wy-
kryto u chorych obojga pici z zaburzeniami ptodnosci (pseudowczesne dojrzewanie
kobiet, mikropenis) (30,31).

Stosujac niektére syntetyczne analogi LHRH, blokujace receptor tego hormonu
(np. Buserelin, Nafarelin, NalGlu, Antide, Detirelix), mozna spowodowa¢ okresowa
nieptodnos¢ (7,32-34).

3. Szczepionki antykoncepcyjne regulujgce ptodnosé ludzi

Niepokojaco szybki przyrost populacji ludzkiej (szczegdlnie w krajach stabo roz-
winietych) spowodowal, ze koniecznoscig stato sie prowadzenie, pod egidg organi-
zacji miedzynarodowych (WHO), prac nad szczepionkami antykoncepcyjnymi bez-
piecznymi dla zdrowia i moggcymi mie¢ zastosowanie na szerokg skale. Poczatko-
wo w szczepionkach tych stosowano ludzka choriogonadotropine (hCG) lub frag-
menty tego hormonu, odgrywajgcego znaczgcg role w poczatkowych etapach cigzy
i jej utrzymaniu (35). Korzystnym rozwigzaniem mogly by¢ szczepionki na bazie
LHRH, ktérych skutecznos¢ sprawdzono w badaniach klinicznych (36-38). Znaczng
czes¢ tych preparatdw mozna zaliczy¢ do szczepionek potsyntetycznych, tj. pierw-
szej generacji. Do tej grupy nalezg koniugaty hormonu z nosnikami biatkowymi (al-
bumina bydleca lub ludzka, toksoid tezca, cholery lub btonicy). Stosowano takze
syntetyczny hormon z wiekszg liczbg grup aminowych Ilub karboksylowych
((D-Lys™)LHRH, (Glu’)LHRH) (38), zamkniety w biodegradowalnych mikrokapsutkach
(39).
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4. Potsyntetyczne szczepionki

Luliberyna nie jest skutecznym immunogenem, lecz koniugaty tego hormonu
z niektorymi nosnikami biatkowymi indukujg powstawanie przeciwciat skierowa-
nych przeciw LHRH, hamujgcych dziatanie hormonu, co w konsekwencji prowadzi
do nieptodnosci. Sposoby wigzania LHRH z nos$nikami przedstawiono w tabeli 1.
Wykazano, ze immunizowanie samic szczura koniugatem LHRH z albuming surowi-
cy bydlecej indukuje powstawanie przeciwciat anty-LHRH, co powoduje obnizenie
stezenia LH we krwi oraz atrofie jajnikdw i nieptodnos¢ zwierzat (40). Kilkakrotne
immunizowanie samcéw szczura i krolika koniugatem LHRH z toksoidem tezca po-
wodowato wzrost miana przeciwciat anty-LHRH, ktérego maksimum stwierdzono
w 8-9 miesigcu immunizacji. Réwnoczesnie obserwowano zmniejszenie wagi jader,
najadrzy oraz nieptodnos¢ zwierzat. Po zakoriczeniu immunizacji miano przeciwciat
spadato wraz z powrotem pfodnosci zwierzat (41). Réwniez immunizacja LHRH
sprzegnietym poprzez dipeptyd Gly-Cys z takimi preparatami jak: tuberkulina, tok-
soid btonicy, toksoid tezca lub tyroglobulina indukuje odpowiedZz immunologiczng
oraz morfologiczne zmiany w gonadach i catkowite zahamowanie spermatogenezy.
Koricowym efektem immunizacji jest nieptodnosé zwierzat. Sposrdd kilku przebada-
nych adiuwantéw najaktywniejszymi okazaly sie atun i N1SV (niejonowy surfaktant)
(42,47). Przeglad biatek bedacych nosnikami peptydowych antygenéw oraz bifun-
kcyjnych odczynnikéw stosowanych do sporzadzania koniugatéw (m. in. aldehyd
glutarowy, karbodiimidy, diisocyjaniany) przedstawit w swojej pracy Muller (48).

Tabela 1
Potsyntetyczne szczepionki LHRH
Nosgnik(i) Spos6b wigzania Odczynnik wigzacy Literatura

albumina wotowa (BSA) -CO-NH- karbodiimid (40)
toksoid tezca -CO-NH- nie podano (41)
tuberkulina, toksoid tezca -Gly-Cys- MBS* (42)
lub dyfterii, tyroglobulina
albumina ludzka (HSA) -Gly-Cys- nie podano (43)
owoalbumina (Ova) LHRH-COOH karbodiimid (44)
hemocyjanina, owoalbumina (dimer) LHRK-GIn-LHRH MBS (45,46)
kopolimer kwaséw mlekowego -NH MBS (38,39)
i glikolowego (PLGA) ()-Lys6)LHRH

mikrogranulki
toksoidy bakteryjne, tyroglobulina, LHRH-Gly-Cys, MBS (42)
poli (aminokwasy) syntetyczny epitop T|,
BSA, HSA, toksoid tezca, cholery (D-Lys9LHRH, karbodiimid (38)
lub btonicy (GIUOLHRH lub MBS

*MBS - maleimidobenzoilosuccinimid
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4.1. Szczepionki immunokastracyjne

Stosowane w hodowli zwierzat szczepionki antykoncepcyjne z koniugatami LHRH
nazwano szczepionkami immunokastracyjnymi. Ich aplikowanie moze zastepowac
chirurgiczng kastracje zwierzat. Meloen i wsp. (45) do immunokastracji samcéw
prosiat zastosowali 20-aminokwasowy peptyd, bedacy podwojng czasteczka LHRH
potaczong chemicznie z hemocyjaning. Stwierdzono zahamowanie wzrostu jgder
i spadek poziomu testosteronu w surowicy zwierzat. W pozniejszych badaniach
uzyskano koniugaty, w ktérych hemocyjanine zastgpiono owoalbuming (46). W po-
rébwnaniu z kastracjg chirurgiczng immunokastracja jest zabiegiem bezpieczniej-
szym, tanszym i prostszym w wykonaniu.

Prendiwille i wsp. (43) immunizujgc 2-krotnie jatowki luliberyng (1 i 0,1 mg),
potaczong poprzez dipeptyd (-Gly-Cys-) z ludzkag albuming, stwierdzili wzrost miana
przeciwciat anty-LHRH, spadek stezenia estradiolu w osoczu oraz brak rui i owulaciji
w tej grupie zwierzat. Prowadzito to do okresowej nieptodnosci. Stosujac LHRH
zwigzany poprzez grupe karboksylowg z owoalbuming do immunizacji jagniat
Brown i wsp. (44) uzyskali obnizenie poziomu LH w osoczu w okresie 46-90 tygodni
oraz zahamowanie funkcji reprodukcyjnych zwierzgt. Podanie samcom myszy ko-
niugatu owoalbuminy z 7 czasteczkami LHRH (ova-LHRH-7) spowodowato, oprécz
pojawienia sie przeciwcial, zmniejszenie gruczotu pecherzykowego i prostaty, co
doprowadzito do bezptodnosci zwierzat (49). Dwukrotne podanie myszom rekom-
binowanego ova-LHRH-7 (50 pg) z adiuwantem Freunda indukowalo po 2 tygo-
dniach wysokie miano przeciwciat anty-LHRH i powodowato spadek wagi macicy
i jajnikdw (z 138 = 6 do 89 = 11 mg), co wigze sie z antykoncepcyjnym dziataniem
tego koniugatu. Dziatanie ova-LHRH-4 bylo znacznie stabsze (50).

Takze analog luliberyny, w ktérym Gly® zastgpiono D-Lys - (D-Lys")LHRH w mi-
krosferach kopolimeru kwasu mlekowego i glikolowego (0,4-1,6 pm), wstrzykniety
samcom szczura, indukuje silng odpowiedz anty-LHRH i atrofie prostaty (39).

Efektywno$¢ dziatania szczepionek z LHRH (antykoncepcyjnych i immunokastra-
cyjnych) mozna mierzy¢ nie tylko wzrostem miana przeciwciat anty-LHRH, lecz tak-
ze spadkiem poziomu LH, FSH lub androsteronu i testosteronu we krwi (40,44,45,
47,51) oraz obserwujgc atrofie macicy i jader (40,45,50).

5. Syntetyczne szczepionki

Stosowanie biatek w immunogenach stwarza mozliwos¢ generowania przeciw-
ciat skierowanych przeciwko tym nosnikom biatkowym. W zwigzku z tym zapropo-
nowano uzycie w szczepionkach peptydéw bedacych okreslonymi epitopami po-
mocniczych limfocytéw T (Th), ktére sg stabymi immunogenami lub nie wykazuja ta-
kich wtasciwosci (42,52,53). Peptydy te moga odgrywaé w szczepionkach role adiu-
wantéw o wlasciwosciach immunomodutacyjnych (54,55).
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Najbardziej efektywnym nosnikiem dla LHRH okazat sie 15-aminokwasowy linio-

wy peptyd bedacy epitopem T4 o nastepujacej sekwencji:
Ala-Leu-Asn-Asn-Arg-Phe-GlIn-lle-Leu-Gly-Val-Glu-Leu-Lys-Ser

Koniugat luliberyny z tym syntetycznym peptydem, utworzony przez N-koricowg
grupe karboksylowg hormonu, indukuje u myszy BALB/C wysokie miano przeciwciat
anty-LHRH i wywoluje, trwajgca co najmniej 24 tygodnie, nieptodnos¢ samic. Nato-
miast koniugaty powstale przez potaczenie C-koncowej grupy karboksylowej LHRH
z epitopami T3 lub T2 okazaty sie stabymi immunogenami i wykazywaty stabe dzia-
tanie antykoncepcyjne (42,56) (tab. 2).

Tabela 2
Syntetyczne szczepionki z LHRH
Druga cze$¢ hybrydu szczepionki Metoda otrzymywania Literatura
23-aminokwasowy epitop pomocniczego limfocytu T (Th) LHRH-Gly-Cys (42)
sulfoMBS
14 lub 21-aminokwasowy fragment epitopu T|, LHRH lub LHRH-COOH (56)
HNBTU*
dekapeptydowy fragment P-fimbrii E. coli nukleotyd kodujacy LHRH** (58)
technika rekombinacji DNA
dekapeptydowy fragment LH-R (miejsce wiazace) technika rekombinacji DNA (57)
18-aminokwasowy fragment owoalbuminy technika rekombinacji DNA (51)

* pochodna benzotriazolouroniowa

** sekwencja oligonukleotydu kodujacego LHRH: CAGCACTGGAGCTACGGGCTGAGGCCTGGG

Stosujgc metody inzynierii genetycznej otrzymano chimere fragmentu owoalbu-
miny z 4 lub 7 czasteczkami LHRH. Immunizowanie jatéwek krow ova-LHRH-7 powo-
dowato zahamowanie owulacji przez co najmniej 60 dni i nieptodnos¢ zwierzat (51).

Van der Zee i wsp. (58) przygotowali koniugaty LHRH z P-fimbriami E. coli stosowa-
ne pézniej do immunizacji samic szczura oraz jatéwek kréw. Inny rodzaj szczepionki
antykoncepcyjnej zaproponowali Remy i wsp. (57). Zastosowali nos$nik bedgcy ekso-
nem | receptora lutropiny, a Scisle biorgc fragment wigzacy LH. Hybryd takiego frag-
mentu mysiego LH-R z fagiem typu 88-4 podawany samcom myszy powodowat wzrost
miana przeciwciat anty-LH-R z réwnoczesng okresowg nieptodnoscig zwierzat.

6. Podsumowanie

Niewatpliwym osiagnieciem XX w. bylo opracowanie wielu metod regulowania
i kontrolowania ptodnosci ludzi oraz zwierzat hodowlanych. Intensywne prace pro-
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wadzone w ramach programu Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO) doprowadzity
do opracowania wielu szczepionek antykoncepcyjnych, ktére zostaly poddane ba-
daniom klinicznym. Poczatkowo w szczepionkach tych stosowano gléwnie ludzkg
choriogonadotropine lub fragment tego hormonu (35,59). Wadg tego typu szczepio-
nek byt jednak wysoki koszt ich otrzymywania, a takze, ze zastosowany w nich hor-
mon zostat izolowany z materiatu biologicznego i mogt by¢ zanieczyszczony pato-
gennymi wirusami (np. HBs, HIV, itd.). Szczepionki zawierajgce koniugaty LHRH,
otrzymane metodami chemicznymi lub za pomoca inzynierii genetycznej, sg nato-
miast znacznie tansze i, co istotniejsze, pozbawione patogendéw. Dlatego tez mozna
je stosowa¢ na masowag skale w krajach zagrozonych niekontrolowanym wyzem de-
mograficznym. Szczepionki LHRH znalazly zastosowanie takze w hodowli zwierzat.
Moga one zastgpi¢ kosztowniejsza i bardziej niebezpieczng kastracje, a ich dzia-
tanie nie jest diugotrwale.
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