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1.Wstep

zczepienia ochronne sg najbardziej efektywng interwencjg medyczng zapo-

biegajacg masowym niegdy$ chorobom infekcj*nym. Najbardziej spekta-

kularnym przyktadem obrazujacym skutecznos¢ szczepien ochronnych jest cat-
kowite, globalne wyeliminowamie ospy prawdziwej. Bardzo efektywna okazata
sie tez szczepionka przeciwko polio. Zakrojone na szerokg skale szczepienia
przeciwko tej chorobie, pr” uzyciu szczepionki zawierajgcej atenuowane szcze-
py wirusa, sg bliskie catkowitego sukcesu. Usuniecie tej choroby z populacji
ludzkiej spodziewane jest na poczatku przysziego wieku.

Osiggniecia w dziedzinie immunologii i biologii molekularnej, a szczegélnie
w zakresie metod rekombinowania DNA i biochemii biatek, zaowocowaty opra-
cowaniem nowych technologii szczepionkowych, tj. szczepionek podjedno-
stkowych oraz szczepionek zawierajgcych fragmenty materiatu genetycznego
patogena. Szczepionki podjednostkowe zawierajg oczyszczone preparaty roz-
maitych antygenéw, wzglednie kombinacje réznych epitopéw badz antyge-
néw, ktdre sg w stanie indukowac bardziej precyzyjng odpowiedz immunolo-
giczna. Otrzymuje sie je obecnie gtéwnie na bazie zrekombinowanych wiru-
sow, bakterii lub drozdzy. Od niedawna szczepionki podjednostkowe probuje
sie otrzymywac réwniez w ro$linach. W przypadku tzw. szczepionek genety-
cznych, ich zasadniczym skladnikiem jest fragment DNA kodujacy antygen.
Przyktadem szczepionki podjednostkowej, jest otrzymana w drozdzach na
drodze rekombinacji genetycznej szczepionka przeciwko HBV. Przeszio dzie-
siecioletnie stosowanie tej szczepionki przyczimito sie w znaczgcdmi stopniu
do ograniczenia zarowno zakazen wewnatrzszpitalnych, jak rowniez zakazen
w obrebie grup podwyzszonego ryzyka.

Niestety wiele sposrod nawet wysoce oczyszczonych antygenéw, stosowa-
nych w prototypowych szczepionkach podjednostkowych, wykazuje ograni-
czone wlasciwosci immunogenne, w poréwnaniu do takiego samego antygenu



w ,,natywnym uktadzie infekcyjnym”. Okoliczno$¢ ta zmusza do szukania
nowych, niekonwencjonalnych sposobéw indukcji odpowiedzi immunologicz-
nej, nowych adiuwantow i takiego zestawu antygendw, ktéry nasladowatby
efekt immunologiczny, wzbudzany przez infekcje (1).

Obecnie szczeg6lne zainteresowanie budzi potrzeba wiwotania efektywnej
odpowiedzi limfocytéw T i indukcji odpowiedzi typu komoérkowego, nie zas
jedynie zwiekszenie ilosci wytwarzanych przeciwciat w odpowiedzi humoral-
nej. Odpowiedz typu komorkowego, jako reakcja ukladu odpornosciowego
na infekcje wirusowe, zapewnia eliminacje patogena poprzez usuniecie zain-
fekowanych komorek.

W poszukiwaniach szczepionki przeciwko HfV stosuje sie wiele rozmaitych
strategii. Nie ulega obecnie watpliwosci, ze nieodzowne jest wzbudzenie od-
powiedzi T-cytotoksycznej, nie za$ jedynie wytwarzanie przeciwciat neutrali-
zujacych wirusa (22). O ile bowiem szczepionka przeciwko wirusowemu za-
paleniu watroby typu B indukujgca u zaszczepionych przede w”szystkim odpo-
wiedZ typu humoralnego, jak sie okazato byta skutecznym remedium na to
grozne schorzenie, o tyle produkcja przeciw”cial przeciwko réznym sktadni-
kom HfV okazata sie in vivo zawodna. Postuluje sie zatem, ze szczepionka
przeciwko AIDS powinna zawiera¢ niezbedne sktadniki indukujace odpowiedz
typu komorkowego nakierowana na rozpoznanie i eliminacje komérek zain-
fekowanych Avirusem. Uwaza sig, ze szczepionka taka, oprécz ochrony przed
infekcjg wirusem HfV oséb nie zainfekowanych, powinna stymulowa¢ elimi-
nacje patogena u nosicieli.

Godny odnotowania postep nastgpit od poczatku lat dziewiecdziesigtych
w takich dziedzinach zwigzanych z wytwarzaniem szczepionek jak zastoso-
wManie nowych, skuteczniejszych adiuwantéw, badanie strukturalnych po-
chodnych antygendw oraz poszukiwanie nowych sposob6w dostarczania anty-
gendéw do komorek docelowych, W przysztosci, jak sie wydaje, szczepionki
beda poliwalentne tzn. w pojedynczej dawce zawarty bedzie szeroki wachlarz
antygenéw pochodzacych od réznych organizméw chorobotwoérczych. Mozna
sie spodziewaé, ze dzieki wykorzystaniu nowych adiuwantow bedzie mozna
indukowacé pozadany profil odpowiedzi immunologicznej réwniez woéwczas,
kiedy szczepionki podawane bedg w sposéb mozliwie najmniej inwazyjny,
a przede wszystkim bezbolesny, jak inhalacja lub aplikacja doustna.

2. Adiuwanty

Adiuwanty sg w”aznymi, dodatkowymi sktadnikami szczepionek, ktére sty-
muluja odpowiedZ immunologiczna. Liczba préb klinicznych z wykorzysta-
niem roznorodnych adiuwantéw rosnie w ostatnim okresie w postepie geo-
metrycznym, pomimo ze dziatanie niektérych adiuwantéw nie jest w petni
poznane. Z tego wzgledu, jedynie dane eksperymentalne uzycia adiuwantow
w dodwiadczeniach z uktadem modelowym, stanowig podstawe oceny stopnia
ich efekt3Twnosci. Jakkolwiek chemiczne zwigzanie adiuwanta z antygenem
jest mozliwe i niejednokrotnie praktykowane, zasadnicza funkcjg adiuwanta
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nie jest bycie nosnikiem dla antygenu, lecz niezalezna od antygenu stymu-
lacja réznego rodzaju aktywnosci immunologicznych, co prowadzi do silnej
reakcji immunologicznej na podany antygen (2). Oczekuje sie, ze adiuwanty
powinny stymulowaé zaréwno odpowiedZ humoralng tzn. produkcje specy-
ficznych przeciwciat, jak i komdrkowg w tym rowniez odpowiedz z udziatem
limfocytéw cytotoksycznych T (CTL) co stanowi istote nowej wizji szczepionek,
niezaleznie od technologii ich W3rtwarzania, czy sposobu aplikowania.

Szczepionki podjednostkowe oraz podjednostkowe zrekombinowane, jak sie
wydaje, indukuja wybitnie specyficzng odpowiedz immunologiczng. Ich efe-
ktywnos$¢ (czyli stopiern immunogennosci) zalezy w znacznej mierze od zasto-
sowanego adiuwanta. Ogolnie efektywno$¢ szczepionek podjednostkowych po-
dawanych z odpowiednimi adiuwantami droga standardowa tzn. domiesniowo
lub podskoérnie, jest na ogét odpowiednia. Podawanie jednakze szczepionek
podjednostkowych poprzez btony $luzowe, stanowi z uwagi na koniecznos¢
uzycia zasadniczo innych adiuwantéw, nowy jako$ciowo problem.

Duze zainteresowanie szczepionkami podawanymi poprzez btony sluzowe,
doustnie lub wziewnie, stworzyto potrzebe znalezienia efektywnych adiuwan-
téw, wiasciwych do tego sposobu immunizacji. Specyfika odpowiedzi immu-
nologicznej indukowanej w obrebie bton Sluzowych jest zahamowanie zespotu
reakcji warunkujacych stan zapalny. Efektywnej stymulacji bton Sluzowych
przez czynnik patogenny towarzyszy reakcja immunologiczna zaréwno hu-
moralna jak i typu komdrkowego. Przy czym obserwuje sie reakcje nie tylko
w obszarze stymulacji immunologicznej, lecz w obrebie wszystkich bton $lu-
zowych organizmu, a takze odpowiedZ systemiczng, og6lnoustrojowa. Do naj-
silniejszych mediatoréw odpowiedzi immunologicznej stymulowanej przez bto-
ny $luzowe zalicza sie podjednostka B toksyny cholery (CT-B) oraz termo-
stabilna enterotoksyna z Escherichia coli (3).

Jako adiuwanty wykorzystuje sie rowniez naturalne czasteczki wystepu-
jace w ukiadzie immunologicznym, takie jak interleukina 12 (IL-12). Jest to
cytokina, ktéra wykazuje whasciwos¢ modulowania komérkowej i humoralnej
odpowiedzi immunologicznej. W szczegolnosci indukuje ona INT-gamma po-
chodzacy z komdrek NK i T oraz stymuluje rozwéj komérek T-pomocniczych
typu 1 (4). IL-12 moduluje typ odpowiedzi immunologicznej zaleznie od spo-
sobu podania szczepionki. Podanie szczepionki donosowo stymuluje odpo-
wiedz zalezng od komdrek pomocniczych T typu | (Thl), za$ doustnie podanie
szczepionki wraz z CT-B indukuje odpowiedZ sterowng przez komorki po-
mocnicze T typu 2 (Th2) (38).

Ciekawa grupe naturalnych adiuwantéw, ktore, sg w stanie modulowac
odpowiedz immunologiczng w wyniku podawania szczepionki drogag pokar-
mowa, stanowig niektore bakterie fermentacji mleka. Wykazano, ze bakterie
takie jak Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus bulgaricus oraz Bifidobacte-
rium bijidum i Bifidobacterium infantis, nie tylko stanowig wazny element
homeostazy flory bakteryjnej, co w sposob nie specyficzny podnosi odpornos¢
na infekcje patogenicznymi szczepami bakterii, ale taikze bakterie te spetniajg
role adiuwanta stymulujacego odpowiedz w zakresie produkcji sekrecyjnych
przeciwciat IgA i odpowiedZ komorkowg (42-43).



Nowag kategorie adiuwantow stanowig S3nitetyczne oligonukleotydy, zawie-
rajace sekwencje uznane za immunostymulujace (6). Sgq one chemicznie pod-
tgczane do antygendw i powodujg aktywacje limfocytéw B i stymulacje pro-
dukcji INF-gamma i IL-12. W badaniach nad immunogennoscig niektérych
antygendw wykcizano, ze podczas gdy jedne antygeny zawierajg epitop dla
okreslonych receptorow na limfocytach B lub T, inne nie zawierajg takich
sygnatéw przez co ich immunogennos¢ jest ograniczona. Dzieki wykorzysta-
niu techniki rekombinacji mozna zwigkszy¢ immunogenno$¢ antygendw i wy-
wotywal pozadana reakcje immunologiczng poprzez przylgczenie do antyge-
néw okreslonych fragmentéw biatkowych, ktére dostarczajg sygnat odbierany
przez receptory limfocytow B i/lub T (44).

3. Szczepionki oparte na DNA

Szereg szczepionek opartych na DNA jest aktualnie w roznych fazach
badan laboratoryjnych na zwierzetach badz na etapie préb klinicznych. Szcze-
pionki DNA, zwane takze szczepionkami genetycznymi, dostarczajg do ko-
morek materiat genetyczny, kodujacy czasteczki biatkowe antygenéw pod kon-
trolg odpowiednio dobranych sekwencji regulatorowych zapewniajgcych efe-
ktywng ekspresje w komdrkach szczepionego organizmu. Ekspresja obcego
DNA podanego do komorek skdry technikg mikrowstrzeliwania lub iniekcje
domigs$niowg prowadzi do wytworzenia odpowiednich biatek antygenowych,
ktore stawiajg system immunologiczny w stan gotowosci przed inwazja pa-
togena, podobnie, jak ma to miejsce w wyniku aplikowania biatka antyge-
nowego. Niewatpliwie, wartg podkreslenia, powszechng witasciwoscia szcze-
pionek opartych na DNA, jest ich wysoka trwato$¢, a zwlaszcza termosta-
bilnos¢ (20). Termostabilno$¢, a takze przewidywany niski koszt produkcji
tego typu szczepionek stanowi wazne novum w technologii przygotowywania
szczepionek.

Szczepionka oparta na DNA kodujacym glikoproteine wirusa wscieklizny
bardzo skutecznie zapobiegta zachorowaniu grupy matp, zarazonych wimsem
wscieklizny. Poziom przeciwciat, jak sie okazato, byt nawet wyzszy niz po
podaniu tradycyjnej szczepionki opartej na biatku wirusa. Niebagatelng za-
leta omawianej szczepionki jest niewspétmiernie niski koszt produkcji. W wa-
runkach amerykanskich zaszczepienie osoby tradycyjng szczepionka prze-
ciwko wsciekliznie kosztuje 400 USD, podczas gdy szczepionka DNA, jedynie
5-10 centow. Wielce zachecajgce wyniki uzyskano takze w badaniach klini-
cznych na ochotnikach szczepionki typu DNA przeciw malarii (23), a takze
w badaniach na zwierzetach laboratoryjnych przeciwko wirusowemu zapa-
leniu watroby typu B (39) wirusowi opryszczki (HSV) (40) i szeregu chorobom
zwierzat (41).

Opracowuje sie réwniez system doustnego podania szczepionki DNA, oto-
czonej kapsutg liposomowa zapobiegajacg szybkiej degradacji w przewodzie
pokaraiowym. Tego typu szczepionka, zawierajgca DNA rotawirusa, byta po-
myslnie przetestowana przez badaczy z Massachusetts (21).
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Badania nad eksperymentalnymi modelami dostarczyty bardzo interesu-
jacych wynikoéw dotyczacych charakteru odpowiedzi immunologicznej i sto-
pnia immunogennos$ci szczepionek opartych na DNA (5). W wielu przypad-
kach szczepionka wywotlywata intensywng odpowiedZ limfocytow T cytoto-
ksycznych. Konstrukty oparte na glikoproteinie otoczkowej wirusa HIV in-
dukowaly powstanie specyficznych neutralizujacych przeciwciat u myszy i matp
cztekoksztattnych, catkowicie chronigc te zwierzeta przed infekcjg HfV oraz
S1V (wirus niedoboru immunologicznego maip) (5).

Jedna z domniemanych przyczyn wysokiej efektywnosci szczepionek opar-
tych na DNA, jak sie wydaje, jest bakteryjne pochodzenie owego DNA, co
prawdopodobnie powoduje efekt immunostymulaciji.

Jednym ze skutkéw ubocznych szczepionek opartych na biatkach jest
powstawanie w przypadku niektorych antygenéw przeciwciat klasy IgE, ktére
stanowig podstawowy element w procesie rozwoju nadwrazliwosci i powsta-
wania odczynow alergicznych. Okazuje sie, ze poprzez zaszczepienie najpierw
szczepionka typu DNA, ktory koduje okreslone biatko, a nastepnie immuni-
zacja szczepionka w ktérej biatko jest sktadnikiem szczepionki, wyeliminowaé
mozna reakcje alergiczng jako rezultat podawania biatka jako szczepionki
(6). Przypuszczalnie ekspresja w komdrce biatka, ktore jest syntetyzowane
na matrycy obcego nawet DNA, stanowi swoisty sygnat ,,autoryzacji” tego
produktu translacji jako wiasnego skladnika.

4. Sktad szczepionek

Jednym z czynnikéw, ktére ograniczajg zakres stosowania nat3rwnych bia-
fek jako szczepionek jest ograniczona stabilno$¢ niektorych z nich i wyni-
kajgca stad niezdolnos$¢ indukcji przeciwciat neutralizujacych. Labilno$¢ stru-
ktury mozna czasami przezwyciezy¢ stosujac, w krytycznym fragmencie tan-
cucha biatkowego odwiucenie kierunku wigzaii peptydowych. Zmodyfikowa-
ne w ten sposob biatko immunodominujgcego epitopu VP1 biatka otoczki
wdrusa choroby stép i ust FMDV wykaizywato silne wiasciwosci immunogenne
(7). Wyzsza immunogennos¢ zmodyfikowanego w taki sposéb peptydu wynika
prawdopodobnie stad, ze wiele epitopdw rozpoznawanych przez przeciwciata
jest zlokalizowanych w petlach i skretach biatek.

Biatka, ktore nasladujg strukture niektérych silnie immunogennych poli-
sacharydéw patogenicznych bakterii, wykazujg wtasciwosci wywotania odpo-
wiedzi immunologicznej przeciwko patogenom posiadajacym te sacharydy. Sto-
sujac ciekawe rozwiagzanie selekcji biatek z biblioteki fagowej udato sie znalez¢
polipeptyd indukujacy przeciwciata przeciwko polisacharydowemu O-antyge-
nowi Schigella Jlexneri (8).

Innym przyktadem modyfikacji natywnego biatka antygenowego ktérego re-
zultatem jest pozadany efekt immunologiczny, nie U2yskiwany w przypadku
uzycia biatka nie modyfikowanego, jest dotgczenie reszt lipidowych. Przeksztat-
cone w ten sposob antygeny sg w stanie indukowac bardziej efektywna reakcje
immunologiczng, pobudzajac komorki T-cytotoksyczne. Tego rodzaju efekt po-
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kazano na przyktadzie modyfikacji biatka otoczki HIV-1 (9). Rezultat ten uzyskano
przypuszczalnie dzieki wzmacniajacemu efektowi antygenowemu struktur lipido-
wych oraz fatwiejszemu przenikaniu lipoproteiny przez btone komérkowa.

Innym podejsciem jest zastosowanie syntetycznych biatkowych no$nikéw
szczepionek. Noéniki te zawierajg epitopy rozpoznawane przez limfocyty B
i T, co ulatwia prezentacje antygendéw (10). Obiecujacym systemem do do-
ustnego czy dowaginalnego podania antygenu jest otoczka liposomowa. Jed-
nakze efektywnos¢ wychwytywania tak optaszczonego antygenu przez kepki
Peyera oraz wytworzenie IgA pozostaje nadal problemem wymagajacym do-
pracowania. Stwierdzono, ze dotgczenie do liposomdw zrekombinowanej pod-
jednostki toksyny cholery wiazacej gangliozyd komérek nabtonkowych jelita,
znacznie zwieksza efektywno$¢ odpowiedzi (18).

Silne wiasciwosci immunogenne wykazata u myszy szczepionka chimery-
czna, oparta na zmodyfikowanej, nietoksycznej egzotoksynie Pseudomonas,
do ktdrej zostat przytaczony niewielki odcinek glikoproteiny gpl20 wirusa
HIV-1. Egzotoksyna potegowata odpowiedz immunologiczng w obrebie $lu-
z6wki na dotaczony do niej antygen (25).

5. Strategie kierowania szczepionki

Wiadomo, ze droga, poprzez ktérg antygen dostarczany jest do organizmu,
ma istotny wptyw na ilosciowg i jakosciowg charakterystyke odpowiedzi immu-
nologicznej. Istnieje szereg sposobOw pozwalajacych przedtuzy¢ dziatanie szcze-
pionki powodujac w rezultacie zwiekszenie efektywnosci jej dziatania.

5.1. Mikrosfery PLGA

Za idealng szczepionke uwaza sie takg, ktora wywotuje dtugotrwatg ochro-
ne po pojedynczej aplikacji. Dlatego od kilku lat opracowuje sie szczepionke
oparta na mikrosferach, tj. czgstkach $rednicy ok. 100 nm zbudowanych
z ulegajacej biodegradacji mieszaniny polimeréw kwasdéw mlekowego i gliko-
lowego (PLGA). Po jednorazowej aplikacji mikrosfery przez pewien okres (od
1 do 6 miesiecy) uwalniane sa do otoczenia zawarte w nich czgsteczki, np.
antygeny szczepionkowe. Wykazano ponadto, ze czastki o tym rozmiarze po-
bierane sg preferencyjnie przez kepki Peyera co stanowi istotny etap w od-
powiedzi immunologicznej na dojelitowo podany antygen (19). Po jednorazo-
wym podaniu szczepionki zamknietej w mikrosferze, u immunizowanych w ten
sposéb myszy uzyskano odporno$¢ na malarie przez 1 rok. Niedogodnoscig
tej metody jest potencjalna niestabilno$é zawartych antygenéw lub przeciw-
ciat w trakcie do$¢ drastycznego procesu enkapsulacji (12).

5.2. Nosniki i bioadhezyjne polimery
Indukcja odpowiedzi immunologicznej w obrebie $luzéwki odgrywa wazng

role w profilaktyce chor6b drég oddechowych, przewodu pokarmowego oraz
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uktadu moczowo-piciowego. Antygeny moga by¢ kierowane do potgczonej ze
$luzéwka organdw limfatycznych za pomoca metody opartej na wykorzysta-
niu szczeg6lnego rodzaju nosnikéw, a takze bioadhezywnych polimerow, ta-
kich jak chitosan (kationowy polisacharyd pochodzacy z maitzy, owadow,
grzybéw, etc). Przewdd pokarmowy oraz gorne odcinki uktadu oddechowego,
jak sie wydaje, sa najbardziej dogodnymi obiektami do indukcji $luzéwkowej
odpowiedzi immunologicznej (24).

5.3. Wirusy i bakterie jako wektory szczepionek

Zrekombinowane czgsteczki wiruséw: ospy wietrznej, opryszczki, krowian-
ki oraz adenowirusa zawierajace epitopy obcych antygendéw, stanowig efe-
ktywny naturalny wektor. Czagsteczki te rozpoznawane sg przez komorki T-cyto-
toksyczne i wykazujg silny potencjat indukowania odpowiedzi humoralnej
oraz typu komoérkowego w rozlicznych systemach eksperymentalnych (11,45).
Reakcja immunologiczna skierowana jest zaréwno przeciwko prezentowane-
mu antygenowi jak i przeciwko wektorowi, czyli wirusowi.

W poréwnaniu do wakcynacji systemicznej, naturalna infekcja przez $lu-
z6wke indukuje zazwyczaj silny i dtugotrwaty efekt odpowiedzi immunologi-
cznej. Dlatego nalezy zauwazyC, ze pierwsze szczepionki, ktére zazwyczaj
zawieraly zabite lub ostabione na skutek licznych pasazy zarazki, cechowaly
sie bardzo wysoka skuteczno$cig. Obecnie w dalszym ciggu pracuje sie nad
wyjasnieniem mechanizmoéw dziatania systemu immunologicznego wobec osta-
bionych patogenéw w celu ustalenia optymalnych warunkoéw zaszczepienia,
a takze zeby zapobiec ewentualnym skutkom poronnym (26). Rowniez ba-
kterie, jak sie okazato, byly skutecznym nosnikiem szczepionek. Atenuowane
bakterie (takze za pomocg metod inzynierii genetycznej), takie jak Salmonella,
BCG lub krztusiec, ktore infekuja btony $luzowe uktadu pokarmowego lub
drogi oddechowe, wykorzystano jako wektory, skutecznie dostarczajgce przez
$luzéwke nosa wybrane antygeny, np. antygen Schistosoma mansoni. Po po-
jedynczej donosowej infekcji bakteriami zrekombinowanymi w podany spo-
sob, uzyskano ochrone nie tylko przed S. masoni, ale réwniez przed bakte-
rlg-wektorem. (14). Takie podejscie ma wiele zalet. Atenuowane bakterie sg
stabilne i odporne na warunki panujace w blonie $luzowej, efektywnie prze-
kraczajg bariere nabtonkowa uktadéw: trawiennego, oddechowego oraz picio-
wego. Wykazujg aktiwnosé doskonatych adiuwantéw. Sg wydajnie wychwy-
tywane przez komorki prezentujgce antygen i przezywaja w organach do
ktérych sg kierowane przez kilka tygodni, co powoduje dtugotrwata stymu-
lacje antygenem. Takiego rodzaju no$niki moga jednocze$nie eksponowaé
kilka antygen6éw i samoorganizowac sie w czastki podobne do wirusowych,
co udokumentowano w przypadku wirusow brodawczaka (HPV — Human
Papilioma Vims) i Hepatitis B. Ponadto koszt produkcji szczepionek takiego
typu okazuje sie wzglednie niski (15).



5.4. Wewnatrzkomorkowa ekspresja przeciwciat

Ekspresja w wyniku transformacji genetycznej przeciwciat w komarkach,
ktére nie sg naturalnym miejscem ich biosyntezy, moze stanowi¢ jednag ze
strategii majaca na celu zahamowanie wewnatrz tych komorek funkcji nie-
ktorych czasteczek. Wewngtrzkomdrkowe wytworzone przeciwciata zaopatrzo-
ne w odpowiednig determinante skierowang przeciwko okre$lonym produ-
ktom metabolizmu pozwalajg zmodyfikowa¢ funkcje tych komérek. Zastoso-
wanie tego wyrafinowanego podejscia pozwolito na zablokowanie szeregu anty-
gendw, co stanowito cet techniki terapii genowej. Czynnikiem ograniczajagcym
zakres stosowania tej technologii jest nieprzewidywalny los przeciwciat, gdy
sg one wytwarzane wewngtrz komorki. Nalezy bra¢ pod uwage takie aspekty
jak: typ ,.foldingu”, okres péttrwatosci biatka w komorce, zdolno$¢ tolerowa-
nia przez strukture biatka braku wigzan dwusiarczkowych, ktore bywajg
eliminowane przez redukujgce $rodowisko cytozolu, powinowactwo, precy-
zyjno$¢ wewnatrzkomorkowego celowania biatka oraz jego funkcje efektoro-
we. Ponadto nalezy bra¢ pod uwage mozliwos¢ tworzenia agregatéw na dro-
dze tzw. ojf-pathway, gdy ilos¢ wytwarzanego biatka przekracza pewien po-
ziom réwnowagi. W przeprowadzonych niedawno badaniach w uktadzie eks-
presyjndnn Escherichia coli pokazano, ze wprowadzenie do odcinka DNA ko-
dujacego przeciwciata precyzyjnie dobranych mutacji jest w stanie ograniczy¢
niepozadane zachowania wytwarzanych przeciwciat (16).

5.5. Zaleznos$ci nniedzy r6znymi drogami podawania antygenu

Odpowiedzi immunologiczne: S$luzéwkowa oraz systemiczna, moga fun-
kcjonowac¢ praktycznie niezaleznie jedna od drugiej, reagujac osobno, w za-
leznosSci od tego, na jakiej drodze — przez Sluzéwke czy parenteralnie, po-
dany jest antygen. W niektérych jednak przypadkach antygen, aplikowany
w jeden spos6b moze modyfikowa¢ odpowiedZ na immunizacje za pomoca
innej metody. Podane uprzednio myszom na drodze pokarmowej skrobiowe
mikroczastki zawierajgce ludzkag albuminge osocza (HSA) optaszczone 3-(trie-
toksysililo)-propylo-terminowanym polidimetylosiloksanem (TS-PDMS) sty-
mulujac $luzéwkowy system immunologiczny znaczaco zwiekszajg poziom
specidicznych przeciwciat, wytworzonych po nastepujacym po nim podskor-
nym podaniu antygenu (17).

6. Immunizacja drogq pokarmowg

Doustna droga immunizacji jest najdogodniejsza, ze wzgledu na nieinwa-
zyjny i bezbolesny spos6b podania szczepionek, a takze z uwagi na wysoka
efektywno$¢ odpowiedzi immunologicznej na antygeny pokarmowe zaréwno
w obrebie Sluzéwki jelita, jak i ogdlnoustrojowa.

Na przyktadzie ureazy uzyskanej technikami rekombinacyjnymi z Helico-
bacter pylori pokazano, ze enzym ten podany na drodze pokarmowej powo-
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duje ochrone myszy przed infekcjg spokrewniong bakterig Helicobacter felis
(27). Roéwniez doustne podanie zrekombinowanego wektora wirusowego kro-
wianki zawierajgcego biatko powierzchniowe wirusa HIV lub beta-galaktozy-
daze powodowato powstanie u myszy specyficznej odpowiedzi $luzéwkowej
i systemicznej zar6wno na antygeny wektora, jak i insertu (28).

W celu zmniejszenia stopnia degradacji antygenu podczas jego penetracji
drogag pokarmowa zastosowano otoczkowanie antygenu za pomocg bioadhe-
zywnych, degradujgcych mikroczastek skrobiowych, ktére zawieraty element
wzmacniajacy penetracje — alfa-lizofosfatydylocholine (31).

Niektdre leki oraz szczepionki, ktére od wielu lat sg na rynku, proébuje
sie ulepszyé¢, zmieniajgc droge ich podania na doustng, co wyeliminuje ucia-
zliwe codzienne iniekcje oraz moze przynies¢ dodatkowe korzysci w postaci
zwiekszenia efektywnosci odpowiedzi immunologicznej. Takie prdby, zresztg
bardzo skuteczne, podjeto w przypadku leku Copaxone (lub Copl) do zwal-
czania choroby autoimmunologicznej zwanej stwardnieniem rozsianym (32).

Od Kkilku lat prowadzone sg na $wiecie prace nad wytworzeniem roslin-
nych szczepionek jadalnych (33,34). Szczepionki oparte na roslinach trans-
genicznych sg szczeg6lnie atrakcyjne z uwagi na spodziewane niskie koszty
ich produkowania.

Podjecie badan w zakresie problematyki roslinnych szczepionek jadalnych
mozliwe byto dzigki opracowaniu efektywnych metod transformacji roslin uzyt-
kowych (gtéwnie dwulisciennych), a takze dzieki zidentyfikowaniu wysoce
immunogennych epitopéw biatek wirusowych oraz antygenéw mikroorgani-
zmow chorobotwdrczych ludzi i zwierzat. Rosliny wyzsze sg ze wzgledow eko-
nomicznych, dobrg alternatywa wobec technologii otrzymywania polipepty-
déw i biatek antygenowych w bioreaktorach. Biatka powstajace w komdrce
ro$linnej na matrycy egzogennego DNA majg identyczny sktad aminokwasow,
ulegaja podobnym modyfikacjom i wykazujg analogiczne wiasciwosci jak te
pojawiajgce sie w procesach patogenezy w organizmie gospodarza (35).

Pieru”sze proby opracowania szczepionek pochodzenia roslinnego podjeto
w pracowni C. Arntzena (33). Dostarczyly one zachecajgcych wynikow. Wy-
kazano, ze w tytoniu, w ktérym zachodzita ekspresja antygenu powierzch-
niowego (HBsAg) wirusa zapalenia watroby typu B, dochodzito do wytwarza-
nia sferycznych czastek antygenowych, podobnych do czgstek obecnych we
krwi oséb bedacych nosicielami wirusa lub czastek, ktére otrzymuje sie ze
zrekombinowanych drozdzy, stuzgcych obecnie do produkcji szczepionki na
skale przemystowa (rHBsAQ).

Na Uniwersytecie Thomasha Jeffersona w Filadelfii uzyskano transgeni-
czne roéliny pomidora, w ktérych obecne byto biatko powierzchniowe wirusa
wécieklizny (35). W laboratorium tym opracowano oparty na zrekombinowa-
nych wirusach roslinnych wydajny uktad produkcji w rodlinach krotkich
polipeptyddw o charakterze antygenowsrm (36). Wykazano, ze produkowana
za pomoca roslinnego wirusa glikoproteina wirusa wécieklizny, ktérg podano
myszg na drodze pokarmowej, charakteryzuje sie zdolnoscig ochrony zwie-
rzat przed zachorowaniem po doswiadczalnym zakazeniu zjadliwg forma tego
patogena (46).
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Pierwsza préba badania efektywnosci szczepionek produkowanych w ro-
$linach w odniesieniu do ludzi wykonano w roku 1998 w USA. Kilku ochot-
nikom podano do zjedzenia surowe transgeniczne bulwy ziemniaka produ-
kujace enterotoksyne Eschericha coli. Stwierdzono, ze u oséb immunizowa-
nych w ten sposéb zdotano zaindukowaé powstawanie zaréwno przeciwciat
IgA, wydzielanych do Swiatta jetita, jak i przeciwciat klasy 1gG obecnych we
krwi (29).

W Instytucie Chemii Bioorganicznej PAN prowadzone sg badania nad eks-
presja w roslinach jadalnych antygenow wiruséw chorobotwdrczych (37). W wy-
niku tych prac otrzymano transgeniczne linie kalusa tubinu oraz transge-
niczng satate, w ktorych zachodzita ekspresja immunogennego biatka powierz-
chniowego HBV. Przeprowadzone eksperymenty na zwierzetach doSwiadczal-
nych, a nastepnie na kilku ochotnikach, potwierdzity skutecznos$¢ zastoso-
wania transgenicznych tkanek roslinnych do immunizacji na drodze pokar-
mowej (37). Zar6éwno w krwi zwierzat doswiadczalnych, jak i ludzi, wykazano
obecnos¢ specid'icznych przeciwciat anty-HBs, co $wiadczy o wywotaniu swoi-
stej odpowiedzi immunotogicznej. U czesci 0s6b spozywajgcych transgeniczng
salate zawierajacg antygen powierzchniowy HBs stwierdzono, ze poziom prze-
ciwciat anty-HBs osiggnat wartos¢ powyzej 10 Ul/mt, co wedtug standardu
WHO uznawane jest za zabezpieczajgce przed zachorowaniem na wirusowe
zapalenie watroby typu B.

Wedtug niektérych prognoz rekombinowane szczepionki produkowane w ro-
stinach moga w nieodlegtej przysztosci stanowi¢ gtdwne narzedzie profilakty-
ki, przede wszystkim dla biednych krajow strefy tropikalnej o stabej infra-
strukturze medycznej. Szczepionki te bowiem mogg by¢ produkowane i dys-
trybuowane lokalnie stosownie do miejscowych potrzeb. Antygeny szczepion-
kowe réznych patogendéw moga zosta¢ wprowadzone do wiasciwych dla da-
nego regionu geograficznego roslin jadalnych. Zgodnie z og6lng tendencjg do
opracowywania szczepionek poliwalentnych, adresowanych przeciwko réznym
chorobom, rdéwniez szczepionki otrzymywane w roslinach moga miec taki
charakter.
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The new approaches in the area of vaccines deveiopment and administer

Summary

Overviews of current vaccine development in respects to the idea of elaborate vaccines simple

to handling and administer. The progress made recently in technologies concerning adjuvants,
antigen formulation and vaccine delivery systems has been summarized. Special attention has
been focused on mucosal way of vaccine application and orally induced immunity as well the
newest achievements in the technology using plant as vaccine carriers.
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