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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Szczepionki chronigce przed rozwojem chordb zakaZznych sg skutecznym narzedziem w walce z mi-
kroorganizmami chorobotwdrczymi. Obecnie dysponujemy preparatami chronigcymi przed zaka-
zeniami, ktérych standardowe leczenie jest nie tylko trudne, lecz czesto niemozliwe ze wzgledu na
ciagle postepujacy wzrost opornosci drobnoustrojéw na wiele dostepnych antybiotykéw. Wsréd
preparatéw, ktére znalazly zastosowanie w profilaktyce zakazen sa szczepionki tradycyjne zawiera-
jace zywe, zabite lub ostabione szczepy drobnoustrojéw. Niemniej jednak nalezy zauwazy¢, ze takie
szczepionki nie zawsze sa skuteczne, szczegdlnie wtedy, gdy oczekujemy wzbudzenia specyficznej
odpowiedzi odporno$ciowej skierowanej przeciwko okre§lonym antygenom. W ostatnim czasie coraz
wieksze zainteresowanie zyskujg szczepionki podjednostkowe, nalezace do szczepionek nowej gene-
racji. Szczepionki te zawierajg wysoce oczyszczone, immunogenne antygeny stanowiace fragmenty
patogennych mikroorganizméw. Zastosowanie tego typu antygenédw wyklucza przede wszystkim
ryzyko rozwoju zakazenia poszczepiennego, a takze gwarantuje postugiwanie sie preparatem o do-
brze zbadanym i zdefiniowanym skladzie. Zastosowanie antygenu o znanym sktadzie chemicznym
w szczepionce podjednostkowej bedzie przebiegalo w sposéb $cisle kontrolowany i bedzie mini-
malizowalo wystepowanie dziatafi niepozadanych, zwiazanych z zastosowaniem catych komérek.
W pracy oméwiono najbardziej obiecujace i najczesciej testowane antygeny i no$niki szczepionek,
ktére sg brane pod uwage przy konstrukcji szczepionek podjednostkowych. Przedstawiono takze
metody ich koniugacji i dostarczania do komérek uktadu immunologicznego. Ponadto opisano wady
i zalety adiuwantdéw, stanowiacych substancje wspomagajace odpowiedz odporno$ciows, ktére zna-
lazty zastosowanie w preparatach przeznaczonych dla ludzi. Podkre$lono takze zalezno$¢ miedzy
skuteczno$cig a mechanizmem ich dziatania, co ma kluczowe znaczenie we wzbudzeniu odpowiedzi
immunologicznej skierowanej przeciwko konkretnym patogenom.

odpornosc - szczepionka - koniugat - szczepionki podjednostkowe - adiuwanty

* Publikacja wspétfinansowana ze $rodkéw Unii Europejskiej w ramach Europejskiego Funduszu Spotecznego.

KAPITAt LUDZKI EUROPEJSKI .o

NARODCWA STRATEGLA SPOINOSL FUNDUSZ SPOLECINY - w

UNIA EUROPEJSKA ol

W

** Publikacja wspétfinansowana ze $rodkéw Wroctawskiego Centrum Badari EIT+ w ramach realizacji projekeu
NanoMat - ,, Wykorzystanie nanotechnologii w nowoczesnych materiatach” (POIG.01.01.02-02-002/08) wspét-
finansowanego ze §rodkéw Europejskiego Funduszu Rozwoju Regionalnego (Program Operacyjny Innowacyjna
Gospodarka, Poddziatanie 1.1.2).

1128

Postepy Hig Med Dosw (online), 2013; 67



Jarzab A. i wsp. — Szczepionki podjednostkowe — antygeny, nosniki, metody koniugagji...

Summary

Vaccines are effective tools protecting against the development of infectious diseases caused
by pathogenic microorganisms. Currently, we have vaccines protecting against many infections,
where standard therapy is not only difficult but often impossible due to the ever-progressive in-
crease in bacterial resistance to many available antibiotics. Among vaccines which have been used in
the prevention of infection are the traditional vaccines containing live, killed or attenuated strains
of microorganisms. However, it should be noted that such vaccines are not always effective, espe-
cially when the expected immune response is directed against specific antigens. Subunit vaccines
belong to new generation vaccines and have gained more and more interest in recent years. These
vaccines contain fragments of pathogenic microorganisms, which are highly purified and immu-
nogenic antigens. Using these purified antigens excludes the risk of post-vaccination infection. In
addition, subunit vaccines minimize side-effects associated with the use of whole bacterial cells.
The paper discusses the most promising and the most tested antigens, vaccine carriers, conjuga-
tion methods and vaccine delivery systems which are being used in the design of subunit vaccines.
This paper also highlights the advantages and disadvantages of adjuvants, which are substances
to support the immune response in humans, and the relationship between adjuvants’ efficacy and
their mechanism of action.
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Wykaz skrétéw: ~ APC - komorki prezentujace antygeny (antigen presenting cells); AS - system nazewnictwa adiu-

wantéw (adjuvant system); BCG - Bacillus Calmette-Guérin; BSA - albumina surowicy bydlecej
(bovine serum albumin); BSCOES - bis [2-(sukcynimidooksykarbonylooksy)etylo]sulfon (bis[2-
-(succinimidooxycarbonyloxy)ethyl]-sulfone); CCL - ligand dla chemokin zawierajagcy motyw
C-C (chemokine (C-C motif) ligand); CD - antygen réznicowania komoérkowego (cluster of diffe-
rentiation); CDAP - tetrafluoroboran 1-cyjano-4-dimetyloaminopirydyny (1-cyano-4-dimethy-
laminopyridinium tetrafluoroborate); CMC - N-cykloheksylo-N'-(2-morfolinoetylo) karbodiimid
(I-cyclohexyl-3-(2-morpholinoethyl) carbodiimide); CNBR - bromocyjan (cyanogen bromide);
CpG - niemetylowane CpG (non-methylated CpG); CPPs - peptydy penetrujace btony (cell-pe-
netrating peptides); CSF - czynnik stymulujacy tworzenie kolonii (colony-stimulating factor);
CXCL - ligand chemokin zawierajacy motyw C-X-C (chemokine (C-X-C motif) ligand); DCC - N,N'-
-dicykloheksylokarbodiimid (N,N’-dicyclohexyl carbodiimide); DDA - dimetyl bromku dioctade-
cyloamonowego (dimethyl dioctadecylammonium bromide); DIC - N,N"-diizopropylokarbodiimid
(N,N"-diisopropyl carbodiimide); DSG - glutaran di(N-sukcynimidylu) (di(N-succinimidyl) glutarate);
DSP - ditiobis[propionian sukcynimidylu] (dithiobis[succinimidyl propionate]); DSS - suberynian
disukcynimidylu (disuccinimidyl suberate); DST - winian disukcynimidylu (disuccinimidyl tartarate);
DTSSP - 3,3"-ditiobis(propionian sulfosukcynimidylu) (3,3'-dithiobis (sulfosuccinimidylpropiona-
te)); DTT - ditiotreitol (dithiothreitol); EDC - N-(3-dimetyloaminopropylo)-N"-etylokarbodiimid
(N-(3-dimethylaminopropyl)-N'-ethylcarbodiimide); EGS - bis(sukcynimidylobursztynian) glikolu
etylenowego (ethylene glycol bis[succinimidylsuccinate]); HBV - wirus zapalenia watroby typu
B (hepatitis B virus); HIV - ludzki wirus niedoboru odpornosci (human immunodeficiency virus);
HPV - ludzki wirus brodawczaka (human papilloma virus); IFN - interferon (interferon); IgG - prze-
ciwciato klasy IgG (immunoglobulin G); IL - interleukina (interleukin); KLH - hemocyjanina (keyhole
limpet hemocyanin); LPS - lipopolisacharyd (lipopolysaccharide); MBS - ester m-maleimidoben-
zoilo-N-hydroksysukcynimidu (m-maleimidobenzoyl-N-hydroxysuccinimide ester); MCP - biatko
chemotaktyczne monocytéw (monocyte chemotactic protein); MHC - gtéwny uktad zgodnosci
tkankowej (major histocompatibility complex); MIP-18 - biatko zapalne makrofagéw 18 (macro-
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phage inflammatory protein 18); MPL - monofosforylowany lipid A (monophosphoryl lipid A);
NF-kB - czynnik jagdrowy NF-kB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells);
NHS - N-hydroksysukcynimid (N-hydroxysuccinimide); OMPs - biatka btony zewnetrznej (outer
membrane proteins); OVA - owoalbumina (ovalbumin); PAMP - molekularne wzorce patogenéw
(patogen associated molecular patterns); PEG - glikol polietylenowy (polyethylene glycol); PEI -
polietylenoimina (polyethyleneimine); PLGA - poli(laktydo-koglikolid) (poly(lactide-coglycolide));
SMPB - N-sukcynimidylo-4-(p-maleimidofenylo)-maslan (N-succinimidyl-4-(p-maleimidopheny-
I)-butyrate); SPDP - ester N-hydroksysukcynimidowy kwasu 3-(2-pirydyloditio)propionowego
(3-(2-pyridyldithio)propionic acid N-hydroxysuccinimide ester); SucPG - bursztynianowany poli-
(glicydol) (succinylated poly(glycidol)); Sulfo-DSS - suberynian disulfosukcynimidylu (disulfosucci-
nimidyl suberate); Sulfo-EGS - bis(sulfosukcynimidylobursztynian) glikolu etylenowego (ethylene
glycol bis[sulfosuccinimidylsuccinate]); Sulfo-EGS - bis(sulfosukcynimidylobursztynian) glikolu
etylenowego (ethylene glycol bis[sulfosuccinimidylsuccinate]); Sulfo-NHS - N-hydroksysulfosuk-
cynimid N-hydroxysulfosuccinimide; sulfo-SMCC - sulfo-sukcynimidylo-4-(N-meleimidometylo)
cykloheksylokarboksylan (sulfosuccinimidyl-4-(N-maleimidomethyl)cyclohexane-1-carboxylate);
Th - limfocyt pomocniczy (T helper cell); TNF - czynnik martwicy guza (tumor necrosis factor);
TT - toksoid tezcowy (tetanus toxoid); WNV - wirus Nilu Zachodniego (West Nil Virus); WZWB -
wirusowe zapalenie watroby typu B (hepatitis B).

Zastosowanie szczepionek i wprowadzenie obowiazkowych
szczepiet ochronnych w ciagu ostatnich 200 lat pozwolito
na opanowanie, a w wiekszosci regionéw na $wiecie na zu-
pelng eliminacje dziewieciu groznych chordb zakaznych.
Poczynajac od pierwszej szczepionki przeciwko ospie praw-
dziwej, opracowanej w 1798 r. przez Edwarda Jennera, ktéra
przyczynita sie do eradykacji ospy prawdziwej, za réwnie
skuteczne mozna uznac te chroniace przed blonicg, krztu-
$cem, tezcem, z61tg febra, polio, odra, $winka i rézyczka
[20]. Czestotliwo$¢é wystepowania choréb zakaznych,
a takze odsetek $miertelnos$ci spowodowany rozwojem
wiekszosci tych choréb w Stanach Zjednoczonych i Euro-
pie Zachodniej, zmniejszyly sie 0 95-99% w poréwnaniu
z okresem przed wprowadzeniem obowigzkowych szcze-
piefi ochronnych [52].

Tabela 1. Zestawienie zalet i wad szczepionek réznego typu [1,19,25]

Szczepienia, oprécz higieny sa najskuteczniejszym sposobem
dziatania w profilaktyce zakazen. Dzialanie aktualnie stosowa-
nych szczepionek oparte jest na bazie dwéch gtéwnych mecha-
nizméw, odpowiedzialnych za wzbudzenie biernej lub czynnej
odpowiedzi odporno$ciowej. Szczepionki wzbudzajace ochrone
bierng zawierajg gotowe przeciwciata skierowane przeciwko
konkretnym patogenom lub czynnikom chorobotwérczymisa
podawane przed lub po okresie potencjalnego narazenia na
zakazenie. Szczepionki chroniace przed rozwojem zakazenia
w sposéb czynny, zawieraja antygeny stymulujace uktad immu-
nologiczny do wytwarzania swoistych przeciwciat ochronnych
(odpowiedz humoralna), pobudzaja odpowiedZ komdérkowa
(zalezna od limfocytéw T cytotoksycznych) lub wzbudzaja oba
te typy odpowiedzi jednocze$nie. Do najczesciej uzywanych
i najskuteczniejszych oraz warunkujgcych dlugotrwata ochro-

Typ szczepionki Zalety

Wady

Zawierajace zywe
mikroorganizmy

0 Zmniejszonej i komdrkowa

- wzbudzaja dtugotrwata ochrone
- wzbudzaja oba typy odpowiedzi immunologicznej humoralng

- Wymagaja uprzedniego ostabienia szczepu (atenuacja)
« szczepionki stabo zdefiniowane
+ niosq ryzyko rewersji szczepu do patogennosci

chorobotw6rczosd "Wymaga m.a feliczby t%awe.k przypominajacych + nios ryzyko transmisji szczepu po rewersji na osoby trzecie
(atenuowane) « nie wymagaja adiuwantu
- antygeny uzyskiwane w wyniku hodowli patogennych
bakterii
Zawierajace martwe « szczepionki stabo zdefiniowane

mikroorganizmy

« brak ryzyka rewersji do patogennosci i transmisji

- wymagaja wielu dawek przypominajacych
- wzbudzaja gtéwnie odpowiedz humoralng
+ Wymagaja zastosowania adiuwantéw

- zdefiniowany skfad

« brak ryzyka rewersji szczepu do patogennosci i zakazenia
« mozliwos¢ zastosowania wielu systeméw nosnikowych
- uproszczona produkcja na skale przemystowa

Podjednostkowe

+ wymagaja wielu dawek przypominajacych
+ Wymagaja zastosowania adiuwantéw

- mozliwos¢ kontrolowanej modyfikacji szczepionki
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ne przed zakazeniem, naleza szczepionki wzbudzajace aktyw-
na odpowiedZ na antygen. W dziedzinie wakcynologii jednym
znajstarszych, tradycyjnych rozwigzan jest stosowanie szcze-
pionek zawierajacych zywe, czesto atenuowane szczepy bak-
teryjne lub sktadajacych sie z martwych komérek patogenu.
Charakteryzuje je duza skuteczno$¢ zwigzana z tym, ze sktada-
ja sie z wielu réznych komponentéw stanowigcych elementy
komérek bakteryjnych, ktére wzbudzaja odpowiedz ukladu
odpornosciowego na wiele antygenéw. Mimo skutecznosci
szczepionki te wzbudzaja wiele kontrowersji przede wszyst-
kim dlatego, ze potencjalnie niosg ryzyko zakazenia [tabela 1].
Dziad sie tak moze wskutek rewersji atenuowanego szczepu
i powrotu do jego patogennej postaci, a takze wskutek przy-
padkowego zakazenia oséb trzecich w wyniku niekontrolowa-
nego przeniesienia wirulentnego szczepu. Szczepionki takie
nie sg takze w Zadnym stopniu standaryzowane, a w ich sktad
wchodzi szeroki panel antygenéw pochodzacych z zywych,
ostabionych lub zabitych drobnoustrojéw.

Obecnie coraz wieksza uwage, a takze zaangazowanie bada-
czy skupia sie na szczepionkach podjednostkowych [tabela
1]. Szczepionki te zawieraja oczyszczone, immunogenne an-
tygeny wchodzace w sktad komérek patogennych mikroor-
ganizmdw. Zastosowanie tego typu antygendw nie tylko wy-
klucza ryzyko zakazenia poszczepiennego, ale pozwala takze
na postugiwanie sie dobrze zbadanym i zdefiniowanym pre-
paratem. Zastosowanie go w szczepionce bedzie przebiegato
w sposéb $cisle kontrolowany, minimalizujac wystepowanie
dziatan niepozadanych, ktére moga by¢ duzo bardziej nie-
bezpieczne w przypadku uzycia calych komérek. Odpowiedz
odporno$ciowa, skierowana przeciwko wyselekcjonowanym
antygenom, wchodzacym w sktad szczepionki podjednostko-
wej jest bardzo swoista. Nalezy jednak zauwazy¢, ze wskutek
wykorzystania jedynie jednego z wielu antygenéw spada efek-
tywno$¢ jego dziatania [1,19, 25].

Wzbudzenie dlugotrwatej ochrony wymaga zatem zastoso-
wania kilku dawek przypominajacych, a takze uzycia adiu-
wantéw i no$nikéw wspomagajacych ich transport, ekspo-
zycje i trwalo$¢ w warunkach in vivo [tabela 1]. Szczepionki
podjednostkowe sa najczesciej oparte na biatkach, peptydach
lub polisacharydach, zawierajacych immunogenne epitopy
wzbudzajace odpowiedz uktadu odpornosciowego. Znalezie-
nie efektywnego antygenu do szczepionki koniugatowej nie
jest proste. Jednym z najwiekszych probleméw w tej kwestii
jest identyfikacja antygenu, kt6ry bedzie rozpoznawany przez
przeciwciata neutralizujace i receptory obecne na powierzch-
ni limfocytéw B, a jednocze$nie stanowiacego epitop, ktéry
w kompleksie z czasteczkami MHC (Major Histocompatibility
Complex) bedzie prezentowany limfocytom T. Ponadto duze
znaczenie ma takze dobranie odpowiedniego nosnika, nie tyl-
ko umozliwiajacego optymalng prezentacje antygenu, lecz
takze przedtuzajacego czas jego ekspozycji [20]. Zastosowanie
metod biologii molekularnej, technologii rekombinacji DNA,
biochemii bialek, a takze mikrobiologii i immunologii daje
coraz lepsze rezultaty w konstrukcji swoistych szczepionek
podjednostkowych. Rozwdj nowoczesnych technologii spra-
wil, Ze poszukiwania antygendw i badania zwigzane z rozwo-
jemwielu chordb zakaznych zaczeto rozpatrywad na poziomie
genomowym i proteomicznym. Tak wyselekcjonowane sktad-

niki szczepionek umozliwiajg identyfikacje czynnikéw zaan-
gazowanych w indukcje odpowiedzi odporno$ciowej w sposéb
bezposredni. Chemiczna synteza antygendw stanowiacych se-
kwencje epitopdw peptydowych lub polisacharydowych, izola-
cja konkretnych frakcji komérkowych drobnoustrojéw, a takze
ekspresja biatek wirulentnych szczepédw w innych systemach
(np. bakteryjnych, wirusowych, zwierzecych, ro§linnych) sta-
nowig podstawe w rozwoju szczepionek podjednostkowych.

ANTYGENY STOSOWANE W SZCZEPIONKACH PODJEDNOSTKOWYCH

W celu unikniecia immunizacji organizmu catymi drobno-
ustrojami stosuje sie szczepionki podjednostkowe, ktére za-
wierajg jedynie wybrane antygeny, specyficznie stymulujace
uktad immunologiczny. Zastosowanie szczepionek podjed-
nostkowych, zawierajacych jedynie krétki fragment biatka,
pozwala otrzymaé przeciwciata, zdolne do oddziatywania z na-
tywnym biatkiem stanowigcym element strukturalny patogen-
nego mikroorganizmu. Niekiedy stosuje sie krétkie peptydy,
zawierajace jedynie miejsce wigzania przeciwciata (epitop)
lub receptora, ktére réwniez mogg wzbudzaé odpowiedz im-
munologiczng na konkretny patogen.

Dzieki temu, ze szczepionki podjednostkowe zawieraja jedy-
nie wybrane antygeny, skutki niepozgdane podawania takiej
szczepionki sa ograniczone. Szczepionki podjednostkowe
moga zawieral jeden lub wiecej antygenéw i moga by¢ pozy-
skiwane na rézne sposoby. Czasem wymaga to hodowli kon-
kretnego szczepu mikroorganizmu oraz izolacji i oczyszczenia
wybranego antygenu. Inna metoda jest ekspresja wybranych
antygenéw w innych niepatogennych i fatwych w hodowli
mikroorganizmach. Szczepionki skonstruowane na bazie an-
tygenéw pozyskanych tg metoda nosza nazwe rekombinowa-
nych szczepionek podjednostkowych. Jesli antygenami beda
krétkie peptydy, to mozna otrzymywac je w wyniku syntezy
chemicznej [15,27].

Przyktadem rekombinowanej szczepionki podjednostkowej
jest opracowana w 2009 r. szczepionka przeciwko goraczce
Zachodniego Nilu. Choroba ta nalezy do grupy goraczek krwo-
tocznych, awywotuje ja jednoniciowy wirus Zachodniego Nilu
(WNV - West Nil Virus) zaliczany do rodzaju Flavivirus. Szcze-
pionka zostala opracowana dzieki ekspresji biatka E otoczki
wirusa WNV w systemie ekspresyjnym muszki owocowej (Dro-
sophila melanogaster). Rekombinowane biatko oczyszczono za
pomoca chromatografii powinowactwa z uzyciem swoistych
przeciwcial monoklonalnych. Oczyszczone biatko wraz z adiu-
wantem GPI-0100 podano matpom Macaca mulatta. Efektem
szczepienia byt zauwazalny w surowicy zwierzat wzrost miana
swoistych dla biatka E przeciwcial. Nalezy takze podkresli¢, ze
umalp, ktérym po podaniu szczepionki podano zywego wiru-
sa WNV nie zaobserwowano wiremii. Natomiast u matp nie-
szczepionych po podaniu wirusa wystepowata wiremia. Tak
przygotowana szczepionka gwarantowata 100% skutecznosci
i chronita zwierzeta przed rozwojem zakazenia wirusem Za-
chodniego Nilu [32].

Innym przyktadem rekombinowanej szczepionki podjednost-
kowej jest szczepionka przeciwko wirusowi zapalenia watroby
typu B (WZWB). Przed jej opracowaniem stosowana byla szcze-
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pionka zawierajaca czasteczki wirusa pochodzace z surowicy
ludzi zakazonych. Wirus byt inaktywowany za pomoca wyso-
kiej temperatury oraz formaldehydu. Pierwsza komercyjnie
dostepna szczepionka tego typu byta szczepionka ,,Heptavax”
produkowana od 1981 r. przez firme MERCK & CO. INC, ktéra
po 9 latach zostata wycofana ze sprzedazy i zastapiona szcze-
pionka rekombinowana zawierajacg jedynie wybrany antygen
wirusa WZWB - HbsAg. Byla to pierwsza szczepionka wyko-
rzystujaca technike rekombinacji DNA. Geny kodujace anty-
gen HBsAg byly ekspresjonowane w drozdzach, dzieki czemu
nie bylo ryzyka zakazenia wirusem WZWB. Szczepionka ta
zostata opracowana w 1982 r., a dwa lata p6Zniej zbadano jej
dzialanie na szympansach. W 1986 r. zostata wydana licencja
na jej sprzedaz i stosowanie u ludzi [60].

Nalezy pamietaé, ze wiekszo$¢ krétkich sekwencji peptydo-
wych oraz niewielkie antygeny nie sa w stanie wywota¢ odpo-
wiedzi immunologicznej. Czgsteczki takie, zwane haptenami,
to przewaznie czasteczki o masie czasteczkowej mniejszej niz
500 Da [35].

Do wywotania odpowiedzi immunologicznej za pomoca
krétkich sekwencji aminokwasowych lub grup cukrowych
konieczne jest zatem potaczenie ich z wiekszymi czastecz-
kami, petniacymi funkcje no$nikéw. Dopiero tak przygoto-
wane czasteczki sa w stanie wywota¢ odpowiedZ immunolo-
giczna i wytwarzad przeciwciata swoiste dla zastosowanych
do immunizacji antygenéw. Niektére antygeny chociaz
same moga wywota¢ odpowiedZ immunologiczna, to po
potaczeniu z biatkiem no$nikowym daja odpowiedZ immu-
nologiczna z wyzszym mianem przeciwcial oraz gwarantuja
doskonalszg pamieé immunologiczna [11]. Do zaprojek-
towania skutecznej szczepionki podjednostkowej nalezy
wybraé odpowiedni antygen lub jego fragment tak, aby
wytworzone przez organizm swoiste przeciwciata mogty
oddzialywaé z natywnymi strukturami mikroorganizméw.
W przypadku zastosowania krétkich peptydéw bardzo waz-
ny jest nie tylko dobér metody koniugacji, lecz takze dobdr
rodzaju no$nika tak, aby antygen znajdowat sie w odpo-
wiednim ulozeniu przestrzennym i byt dostepny dla od-
dziatywan z receptorami komérkowymi.

STRATEGIE DOSTARCZANIA ANTYGENOW DO KOMOREK PREZENTUJACYCH
1 DOBOR NOSNIKOW DO KONSTRUKCJI SZCZEPIONEK PODJEDNOSTKOWYCH

Systemy dostarczania i transportowania specyficznych an-
tygenéw do komérek prezentujacych antygeny oparte sa na
wielu strategiach. Do najwazniejszych funkcji systemu do-
starczajacego antygen naleza: a) utatwienie transportu im-
munogennej czgsteczki, b) jej ekspozycja komérkom pre-
zentujgcym antygeny (APC - antigen presenting cells) oraz
c) przedtuzenie czasu jej pSttrwania w organizmie zywym.
W szczepionkach podjednostkowych systemy te oparte sg
najcze$ciej na zastosowaniu réznego rodzaju czasteczek
organicznych lub nieorganicznych petnigcych funkcje
no$nikéw lub na systemach ekspresji genéw mikroorganizméw
chorobotwérczych w drobnoustrojach niepatogennych
(wektorowych), ktére moga namnazaé sie w organizmie ludz-
kim bez ryzyka zakazenia i wystapienia objawdw chorobowych
(tzw. rekombinowane szczepionki podjednostkowe).

W dostarczaniu antygenéw podjednostkowych do wnetrza
komdrek zastosowanie znalazty réznego rodzaju systemy bak-
teryjne i wirusowe. Stan wiedzy w dziedzinie biologii mole-
kularnej i inzynierii genetycznej pozwolit na rozwdj nowych
atenuowanych szczepdw, ktére sa wykorzystywane jako no-
$niki antygenéw pochodzacych z drobnoustrojéw chorobo-
twérczych. Odpowiednia manipulacja materiatem genetycz-
nym mikroorganizmdéw niepatogennych lub atenuowanych
pozwala na stworzenie organizméw modyfikowanych (np.
bakterie Gram-dodatnie, Gram-ujemne, wirusy, drozdze), kté-
re beda zdolne do ekspresji odpowiednich biatek petniacych
funkcje antygendw na powierzchni swoich komdrek. Rekombi-
nacyjna technologia DNA umozliwia takze ekspresje materiatu
genetycznego antygenéw pochodzacych z drobnoustrojéw
chorobotwérczych z wykorzystaniem komérek organizméw
wektorowych. W ten sposéb wytwarzane sg antygeny wy-
dzielane na zewnatrz ich komdrek, w postaci czystych biatek,
atakze bialek fuzyjnych, ktére oprécz fragmentéw antygeno-
wych maja np. sekwencje utatwiajace ich oczyszczanie. Jedng
z obiecujacych szczepionek tego typu jest szczepionka zawie-
rajgca antygeny Gag ludzkiego wirusa niedoboréw immunolo-
gicznych HIV-1 ekspresjonowanego w atenuowanym szczepie
Salmonella enterica Typhimurium. W badaniach modelowych
na myszach wykazano, ze doustna immunizacja zwierzat wy-
wotuje odpowiedz limfocytéw CD4*, wzbudzajac oba typy od-
powiedzi komérkowej typu Th1 (wytwarzanie IFN-y i TNF-o)
i Th2 (wytwarzanie IL-4 i IL-5), a takze odpowiedZ humoralna
poprzez indukcje wytwarzania przeciwciat klasy IgG1 i IgG2a
skierowanych na antygen Gag, wchodzacy w sktad wirusa HIV-
1 [9]. Weinrich i wsp. opracowali szczepionke fuzyjng prze-
ciwko gruzlicy, ktéra sktadata sie z dwdch antygendw: ESAT-
6 i 85B oraz adiuwantu MPL - DDA (monophosphoryl lipid
A - dimethyl dioctadecylammonium bromide) i wykazywata
bardzo dobre wia$ciwo$ci ochronne na modelu mysim. Szcze-
pionka ta mogtaby by¢ nowa, zdefiniowana i tafisza w pro-
dukcji w poréwnaniu z uzywana szczepionka BCG (Bacillus
Calmette-Guérin) [58].

Szczegblnym przypadkiem rekombinowanych szczepionek
podjednostkowych sa szczepionki DNA, ktérymi sa wektory
ztozone z DNA plazmidowego pochodzacego z systemu bak-
teryjnego (np. E. coli), kodujace interesujace nas antygeny
pod kontrolg silnego promotora wirusowego rozpoznawa-
nego przez organizm gospodarza. Po wstrzyknieciu takiego
DNA do organizmu wyzszego, dochodzi do natychmiastowe;j
ekspresji antygenu in situ oraz wzbudzenia specyficznej odpo-
wiedzi immunologicznej. Shariati Mehr i wsp. skonstruowali
szczepionke DNA, bedaca szczepionka fuzyjna trzech antyge-
néw ekspresjonowanych w E. coli 0157:H7. Stworzyli oni syn-
tetyczny gen eit, ktéry byt genem fuzyjnym kodujacym trzy
wazne biatka pochodzace z tego mikroorganizmu: espA (ko-
dujacy biatko EspA 120 pozbawione 36 aminokwaséw z korica
N), eae (kodujacy konstrukt biatka intiminy zawierajacy 282
aminokwasy z korica C oraz tir (kodujacy fragment biatka Tir
103, miedzy resztami 258-361, oddziatujacy z intyming). Trans-
fekcja komdrek E. coli BL21DE3 wektorem pCl-neo zawieraja-
cym gen eit pozwolita na uzyskanie rekombinowanego biatka
fuzyjnego (rEIT). Wykazano, ze domig$niowa immunizacja
myszy BALB/c czystym biatkiem rEIT, wektorem PCI-neo-EIT,
kombinacja wektora i biatka bez uzycia adiuwantéw wzbu-
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dza humoralna odpowiedZ immunologiczng, przejawiajaca
sie wytwarzaniem przeciwcial anty-rEIT. Wykazano takze, ze
myszy immunizowane tak przygotowanymi szczepionkami
wykazywaly zdolnos¢ do zwalczania patogennych komdrek
E. coli 0157:H7. Poréwnanie obu typdw szczepionek pozwolito
stwierdzié, ze czyste biatko rEIT jest lepszym immunogenem
niz szczepionka zawierajgca gen eit (PCI-neo-EIT). Zauwazono,
ze myszy immunizowane biatkiem maja wieksze stezenie prze-
ciwciat klasy IgG skierowanych przeciwko rEIT oraz szybciej
zwalczaja patogenne bakterie [51].

Najbardziej obiecujacymi czasteczkami nognikowymi, w szcze-
gdlnosci dla czasteczek, takich jak polisacharydy i krétkie
fragmenty peptydowe, wydaja sie biatka bakteryjne (gtéw-
nie OMPs - Outer Membrane Proteins) i egzotoksyny (np.
TT - Tetanus Toxoid), a takze biatka eukariotyczne, takie jak
albumina bydleca (BSA - Bovine Serum Albumin), owalbu-
mina (OVA - Ovalbumin), czy hemocyjanina (KLH - Keyho-
le Limpet Hemocyanin). Stwierdzono, ze koniugaty, w sktad
ktérych wchodzg te biatka wzbudzaja odpowiedz przeciwko
prezentowanym na ich powierzchni antygenom. Jedng z wad
tego typu szczepionek koniugatowych jest mozliwo$¢ wy-
twarzania przez organizm gospodarza przeciwciat skierowa-
nych przeciwko biatkom no$nikowym, zwlaszcza przeciwko
sekwencjom homologicznym do sekwencji biatek obecnych
w organizmie cztowieka [30]. W ostatniej dekadzie opraco-
wano prototyp szczepionki przeciwko chloniakowi limfocy-
téw B. Stwierdzono, ze CD20 ma zewnatrzcytoplazmatyczne
epitopy, ktére moga stanowié cel, zaréwno w immunoterapii,
jak i produkgji szczepionek przeciwko chtoniakowi typu B [46].
Szczepionke stanowit koniugat biatka KLH i peptydéw anty-
genu CD20. Wykazano, ze surowice myszy BALB/c immunizo-
wane tym koniugatem z adiuwantem QS21 wykazuja wysoki
poziom przeciwcial skierowanych przeciwko swoistym epito-
pom peptydowym oraz stabsze wigzanie sie tych przeciwciat
do catego biatka CD20. Wykazano takze zdolno$¢ dopelniacza
do zabijania limfocytéw B CD20" zalezng od przeciwcial oraz
sekrecje IL-4 i IFN-y przez mysie splenocyty.

W ostatnich latach ukazalo sie takze wiele prac na temat za-
stosowania rozgatezionych nosnikéw tworzacych struktury
dendrymerdéw, do ktérych z tatwoscia mozna przylaczyé po
kilka czasteczek antygenu. Stwarza to szanse na dostarcze-
nie do miejsca dziatania maksymalnej liczby immunogen-
nych czasteczek. Przyktadem takich czasteczek sa dendrymery
polilizynowe, do ktérych antygeny wiazane sg przez grupy
o- i e-aminowe lizyn. No$niki te znalazty najwieksze zastoso-
wanie w przypadku konstrukgji szczepionek peptydowych.
Wykazano, ze peptydy zsyntetyzowane na tych noénikach
sg bardziej odporne na proteolize niz peptydy podane w ich
wolnej postaci. Ponadto zwieksza sie stopieti ich rozpoznania
przez komérki immunologiczne biorace udziat w odpowiedzi
odporno$ciowej. Nalezy takze podkreslié, ze czgsteczki roz-
gatezionych polilizyn nie wykazujg znaczacych wiadciwosci
immunogennych, wskutek czego nie sag wytwarzane wysokie
miana niepozadanych przeciwciat skierowanych na no$nik
szczepionki [47].

Systemem ulatwiajacym dostarczanie immunogendw do komé-
rek prezentujacych antygen jest ich koniugacja z przeciwciata-

mi, wykazujacymi powinowactwo do specyficznych markeréw
obecnych na powierzchni APC (Antigen Presenting Cell), takich
jak np. Clec9A. Czasteczka ta odpowiedzialna jest za aktywacje
i silna proliferacje limfocytéw B oraz wytwarzanie przeciwcial.
Zastosowanie techniki koniugacji przeciwciat anty-Clec9A z od-
powiednimi antygenami, potencjalnie stwarza wielkie mozliwo-
$ci w produkgji szczepionek. Wykazano bowiem, ze aktywacja
Clec9A wzbudza jednoczesnie oba typy odpowiedzi immuno-
logicznej: humoralng (wytwarzanie przeciwciat) i komérkowa
(aktywacja limfocytéw T cytotoksycznych) [6].

Innym systemem ulatwiajacym przenoszenie antygenéw do
wnetrza APC jest ich koniugacja z peptydami wykazujacymi
zdolnoé¢ do penetracji bton komérkowych (CPPs - cell-pene-
trating peptides). Przeprowadzono wiele badari nad pepty-
dami zdolnymi do transportowania przez btony komérkowe
innych peptydéw, biatek, oligonukleotydéw, DNA, RNA, a takze
duzo wiekszych czasteczek, takich jak liposomy. Zaleta tego
typu systeméw jest to, ze peptydy penetrujace btony cytopla-
zmatyczne sa na tyle male, ze nie powoduja indukgji przeciw-
ciat skierowanych przeciwko swoim sekwencjom [4].

Jako odpowiednie no$niki dla matych czasteczek, wchodza-
cych w sktad szczepionek podjednostkowych, rozwazane sa
takze czasteczki samoorganizujgce sie, najcze$ciej zbudo-
wane z epitopdw peptydowych. Peptydy wykazujace dru-
gorzedowg strukture oparta na a-helisach lub B-kartkach
wykorzystuja oddziatywania niekowalencyjne do tworzenia
struktur samoorganizujacych sie w ksztatt rurek, wtdkien
i sfer, mogacych stanowi¢ podstawe szczepionki. Peptydy
samoorganizujace sie, poza tym ze pelnia funkcje no$nikéw
epitopdw peptydowych, pelnig takze funkcje adiuwantdéw.
Dlatego tez uzycie ich w szczepionkach nie wymaga stoso-
wania dodatkowych substancji wspomagajacych odpowiedz
immunologiczna [48].

Liposomy, dwuwarstwowe pecherzyki, ztozone z amfipa-
tycznych fosfolipidéw sa czesto uzywane jako czasteczki
transportujace dla wielu réznorodnych substancji aktyw-
nych biologicznie. Wykazuja one zdolno$¢ transportu anty-
gendéw w kierunku specyficznych tkanek, pelniac przy tym
funkcje dobrych adiuwantéw wspomagajac odpowiedz im-
munologiczna na rézne antygeny bakteryjne i wirusowe.
W szczegdlnosci sa one ciekawymi czasteczkami transpor-
tujacymi antygeny w szczepionkach podawanych doustnie
lub donosowo, dla ktérych droga wchtaniania sa btony sluzo-
we. Gtéwna zaleta liposoméw jest to, ze wydtuzaja one czas
uwalniania antygenu z ich wnetrza, a jednocze$nie chronia
go przed nadmierna proteolizg i utatwiaja jego wchlanianie
przez komérki dendrytyczne. Pecherzyki liposomowe znala-
zly szerokie zastosowanie w dostarczaniu biatek i peptyddw
do cytoplazmy komérek dendrytycznych w procesie endocy-
tozy. Antygeny oplaszczone w endosomach i/lub lizosomach
sa z nich uwalniane do cytoplazmy komérek dendrytycznych
poprzez destabilizacje blony dzieki oddziatywaniom hydrofo-
bowym i elektrostatycznym. Watarai i wsp. opracowali spe-
cjalny rodzaj lizosoméw, ktére pod wptywem zmian pH na
lekko kwasne wykazuja wieksze zdolnosci do fuzji z btonami
komérkowymi, a tym samym zapewniaja lepszy transport
antygendw. Za wlasciwo$¢ te odpowiedzialny jest specjalny
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Ryc. 1. Wytworzenie stabilnego wiazania amidowego miedzy grupa karboksylowa i pierwszorzedowa grupa aminowa za pomoca karbodiimidu na przykfadzie EDC

polimer wbudowany w $ciane liposomu - bursztynianowany
poli(glicydol) (SucPG - succinylated poly(glycidol)). Badacze
ci wykazali duzg efektywno$¢ liposoméw modyfikowanych
SucPG zawierajgcych owoalbumine (OVA) jako antygen. Tak
przygotowana szczepionka wykazywala silne wlasciwosci
immunogenne, wzbudzajac oba typy odpowiedzi immuno-
logicznej humoralng (Th2, wytwarzanie IgG1 oraz IL-4) oraz
komérkowg (Th1, wytwarzanie IgG2a, IgG3 oraz IFN-y) [57].

Alternatywa dla organicznych no$nikéw szczepionek moga
by¢ nieorganiczne nanoczgsteczki metali szlachetnych, takich
jak np. ztoto, srebro, kobalt, platyna, a takze struktury oparte
na tlenku krzemu 1V (8i0,) [37]. Czasteczki te przedostajg sie
do wnetrza komérek w procesie endocytozy, transportujac
specyficzne antygeny, ktére dodatkowo sa chronione przed
proteolizg enzymatyczna i endosomalna. Jedna z najwiekszych
zalet tego typu no$nikéw jest to, ze nie wykazuja one wlasci-
wosci immunogennych, a tym samym nie powoduja ryzyka
indukgji przeciwciat antyno$nikowych. Niestety, wyniki uzy-
skane przez niektére grupy badawcze dowodza toksycznosci
tego typu noénikéw. Jedng z metod redukgji ich whasciwosci
cytotoksycznych jest manipulacja ich rozmiarem, a takze stop-
niem wysycenia ich powierzchni [10]. Najbardziej obiecujacy-
mi z wyzej wymienionych wydaja sie te, zbudowane z czaste-
czek koloidalnego ztota. Nanoczasteczki ztota sa obojetne dla
ustroju, nietoksyczne oraz tatwo moga by¢ wchlaniane przez
komdrki dendrytyczne i inne fagocytarne monocyty.

W badaniach in vitro limfocytéw T wykazano, ze pojedyncza
komdrka moze wchlonaé nawet 10* czasteczek koloidalne-
go zlota, co znacznie utatwia dostarczanie oraz manipulo-
wanie ilo$cia antygenu zwigzanego z takim no$nikiem. Na-
noczasteczki te moga by¢ wykorzystywane jako kompleksy
z peptydami, potaczonymi w wyniku po$redniej koniugacji
przez tiole, ktdre moga by¢ taczone z wykorzystaniem taicu-
chéw bocznych cystein lub poprzez elektrostatyczne wiaza-
nie peptydéw do powierzchni ztota. Pozwala to na pokrycie
powierzchni koloidalnego ztota pojedyncza warstwa pepty-
déw. Metoda zwiekszenia pojemnosci pojedynczej czasteczki

ztota jest zastosowanie dodatkowych tacznikéw, takich jak
np. 1-etylo-3-(3-dimetyloaminopropylo) karbodiimidu (EDC)
i sulfo-N-hydroksysukcynimidu (sulfo-NHS). Jest to strategia
oparta na tzw. koniugacji ,,bottom-up” i polega na modyfi-
kacji powierzchni zlota z uzyciem lacznika, takiego jak glikol
polietylenowy (PEG). Stwierdzono takze, ze zastosowanie PEG
daje duzo lepsze rezultaty w stymulacji limfocytéw T niz za-
stosowanie facznika zbudowanego z DNA [33].

METODY KONIUGACI

a) bezposrednie laczenie antygenu z czasteczkami
nosnika

Znanych jest wiele metod koniugacji antygendéw z czastecz-
kami no$nikowymi, ktére réznia sie od siebie w zaleznosci
od antygenu oraz od grup funkcyjnych dostepnych na po-
wierzchni czasteczki nonika. Istotng role przy wyborze me-
tody koniugacji petni takze orientacja przestrzenna antyge-
nu, bedaca rezultatem procesu koniugacji, co ma wptyw na
swoisto$¢ wytwarzanych przez organizm przeciwcial. Nalezy
pamietaé, ze czasteczka taczaca antygen z no$nikiem moze
powodowacd powstawanie przeciwciat skierowanych przeciw-
ko tacznikowi, co moze zmniejszy¢ wydajno$é szczepienia.
Im krétsza jest czasteczka taczaca, tym mniejsze jest praw-
dopodobienistwo powstania specyficznych dla niej przeciw-
cial. Stwierdzono takze, ze czasteczki antygenu potaczone
bezposrednio z czasteczkami no§nikowymi wykazuja wiek-
szg immunogennos¢, niz antygeny polgczone z nosnikiem
za pomocg linkera [23].

Zastosowanie koniugacji za pomoca imidu pozwala na bezpo-
$rednie potaczenie haptenu z czasteczka noénika. Mechanizm
tego procesu opiera sie na reakgji karbodiimidu z grupami kar-
boksylowymi czasteczek nosnika lub haptenu tworzacymi zwia-
zek posredni w postaci O-acyloizomocznika. Tak aktywowana
grupa karboksylowa tatwo reaguje z grupami amin pierwszo-
rzedowych tworzac wigzanie amidowe z uwolnieniem rozpusz-
czalnego zwigzku w postaci pochodnej izomocznika (ryc.1) [17].
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Ryc. 2. Reduktywna aminacja - technika koniugacji cukrowych antygenéw z biatkowym nosnikiem

Ta metoda koniugacji haptenu z no$nikiem jest szybka i sto-
sunkowo prosta. W przypadku peptydéw miejsce wigzania jest
specyficzne. Wchodzace w reakcje grupy karboksylowe hap-
tenu to najczesciej C-koricowe grupy karboksylowe, a grupy
aminowe to najczesciej e-aminowe grupy lizyny biatka no$niko-
wego. Unika sie stosowania peptydéw bogatych w aminokwa-
sy kwasowe, takie jak Asp lub Glu, poniewaz miejsce wigzania
w tym przypadku jest niespecyficzne, a uzyskane koniugaty
moga zawiera¢ rézne warianty konformacyjne tego samego
peptydu [7,54]. Podobne reakcje uboczne mogg wystepowaé
w przypadku innych antygenéw bogatych w grupy karboksy-
lowe lub aminowe.

W przypadku antygendw z duza ilodcig reszt Lys, Glu lub Asp
moze doj$¢ do krzyzowego wigzania sie haptendw ze soba.
Zjawisko to moze okaza¢ sie korzystne, poniewaz pewne hap-
teny po polimeryzacji staja sie bardziej immunogenne [1,42],
a niektdre z nich, majac taka postaé nie wymagaja juz biatka
no$nikowego [34]. Zastosowanie karbodiimidu moze réwniez
powodowa¢ precypitacje powstatych komplekséw i aby tego
unikna¢ nalezy obnizy¢ stezenie karbodiimidu lub skrécié czas
reakgji. Zastosowanie nierozpuszczalnych koniugatéw moze sie
jednak okazaé korzystniejsze, poniewaz sa one bardziej immu-
nogenne niz ich rozpuszczalne odpowiedniki [12,53].

Jednym z najpowszechniej stosowanych karbodiimidéw jest
EDC (chlorowodorek N-(3-dimetyloaminopropylo)-N»>-ety-
lokarbodiimidu). Jego gtéwnymi zaletami sa dobra rozpusz-
czalno$¢ w wodzie oraz tatwe usuwanie produktu ubocznego
reakgji. Czesto stosowanym karbodiimidem jest CMC (N-cy-
kloheksylo-N»>-(2-morfolinoetylo) karbodiimid). Wielu au-
toréw opisuje przyklady koniugacji antygenéw biatkowych
i cukrowych do czasteczek no$nika z zastosowaniem EDC
[5,19,25,29,61].Jest on wykorzystywany takze do otrzymywania
immunogennych koniugatéw no$nikéw ze steroidami[61]. Ze
wzgledu na stosunkowo duza zawarto$¢ grup karboksylowych,
metode koniugacji za pomocg karbodiimidu wykorzystuje sie
czesto do koniugagji poli- i oligosacharydéw. Niektdre polisa-
charydy mozna réwniez taczy¢ z czasteczkami biatka poprzez
grupy aminowe cukrdw. Stosuje sie te metode po uprzedniej
hydrolizie polisacharydéw, w wyniku ktérej powstaja wolne
grupy aminowe, mogace oddziatywac z aktywowanymi za po-
moca EDC grupami karboksylowymi biatka no$nikowego [5].
Do zwiekszenia wydajnosci procesu koniugacji stosuje sie N-
-hydroksysulfo-sukcynimid. Jest to reakcja dwustopniowa,
w ktérej sulfo-NHS dodawany jest po EDC. W wyniku akty-
wacji grup karboksylowych za pomoca EDC powstaje zwiazek
posredni, O-acylomocznik, ktéry w rodowisku wodnym ulega
szybkiej hydrolizie, pozostawiajac wolng grupe karboksylowa,

niereagujaca z grupami aminowymi. Natomiast dodanie sulfo-
-NHS powoduje wytworzenie stabilnego estru sulfo-NHS, ktéry
nastepnie moze oddziatywaé z grupami aminowymi. Produkt
koricowy reakgji jest wiec taki sam jak w przypadku zastoso-
wania samego EDC, jednak wydtuzony zostaje okres trwania
aktywnego zwiazku przejéciowego [24].

Ciekawym przyktadem zastosowania EDC jest wykorzystanie
go do aktywacji grup karboksylowych polimeru PLGA (PLGA
- poly(lactide-coglycolide) acid). Tak aktywowane grupy kar-
boksylowe wchodza w reakcje z grupami aminowymi innego,
dodatnio natadowanego polimeru - polietylenoiminy (PEI - po-
lyethyleneimine), tworzac w ten sposéb micele o natadowanej
dodatnio powierzchni. Uzyskane czasteczki staja sie bardzo
dobrym no$nikiem antygendw, takich jak kwasy nukleinowe
czy cytokiny [26,38]. Sg réwniez karbodiimidy rozpuszczalne
w rozpuszczalnikach organicznych, ktére mozna zastosowaé
wtedy, kiedy synteza w $rodowisku wodnym jest niemozliwa.
Naleza do nich DIC (N,N’-diizopropylokarbodiimid) oraz DCC
(N,N’-dicykloheksylokarbodiimid), ktéry wykorzystywany jest
réwniez do syntez szczepionek [38]. EDC oraz DCC majg szcze-
gblne zastosowanie w tworzeniu syntetycznych peptydéw [40].

Reduktywna aminacja to powszechnie stosowana technika po-
zwalajaca na koniugacje antygenéw zawierajacych w swojej
strukturze wolne grupy karbonylowe (ryc. 2). Nadaje sie dobrze
do koniugacji oligo- i polisacharydéw z biatkami no§nikowy-
mi, a skutkiem jej jest powstanie stabilnego, kowalencyjnego
wigzania miedzy antygenem i nosnikiem. Ponadto, stosujac
te technike mozna zachowad nienaruszong strukture rdzenia
antygenu cukrowego. Mechanizm reakcji polega na oddziaty-
waniu grupy karbonylowej cukru oraz grup aminowych biatka
no$nikowego w $rodowisku zasadowym, w wyniku czego po-
wstaje zasada Schiffa. Moze ona zosta¢ zredukowana w obecno-
$ci borowodorku sodu lub cyjanoborowodorku sodu (NaBH,CN)
zwytworzeniem nasyconego wigzania pomiedzy atomem we-
gla czasteczki cukru i atomem azotu czasteczki biatka (ryc.
2). Celem uzyskania wolnych grup karbonylowych, czasteczki
cukru nalezy wczesniej poddac oksydacji. Jednym z powszech-
nie stosowanych czynnikéw utleniajgcych jest nadjodan sodu.
Zaleta tej metody jest to, ze reakcja zachodzi w roztworze wod-
nym w tagodnych warunkach, dzieki czemu struktura rdzenia
polisacharydu oraz biatka pozostaje nienaruszona. Utlenianie
za pomocg nadjodanu sodu otwiera pierscienie cukrowe oli-
go- 1 polisacharydéw z wytworzeniem wolnych grup karbo-
nylowych, co moze spowodowaé zwiekszenie ruchliwosci cu-
kréw oraz zmiany w ekspozycji epitopéw. Co wiecej, otwarte
pier$cienie cukrowe moga sie zamkna¢ po procesie reduktyw-
nej aminacji, a skutkiem moze by¢ zmiana konformacji cukru
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i powstanie nowych epitopéw [45]. Technika ta, mimo wad,
znajduje obecnie zastosowanie w otrzymywaniu szczepionek
podjednostkowych zawierajacych polisacharydy [18,59].

Wykorzystujac metode reduktywnej aminacji uzyskano obec-
nie stosowang u ludzi szczepionke przeciwko pneumokokom,
zawierajaca polisacharydy powierzchniowe obecne na komér-
kach pneumokokéw potgczone z biatkiem no$nikowym CRM, ,,
(CRM,, to nietoksyczny wariant toksyny bloniczej wyizolowa-
nej z Corynebacterium diphtheriae strain C7 (3197)) [11].

Technika alternatywng dla reduktywnej aminacji jest cyjano-
wanie. Technika ta zostala szczegbtowo opisana w 1996 . przez
Leesa i wsp. [31]. Umozliwia ona otrzymanie immunogennych
koniugatéw polisacharydéw z biatkami. Mechanizm reakcji po-
lega na aktywacji grup hydroksylowych czasteczki cukru za
pomocg czynnika cyjanujacego np. bromocyjanu (CNBr) lub
CDAP (CDAP - 1-cyano-4-dimethylaminopyridinium tetraflu-
oroborate), w wyniku czego czasteczka cukru uzyskuje grupy
nitrylowe zwigzane atomem tlenu. Grupy te reaguja z grupami
aminowymi i sulthydrylowymi biatek z wytworzeniem stabil-
nego wigzania kowalencyjnego [45]. Wykazano, ze aktywowane
za pomocg cyjanowania polisacharydy reaguja preferencyjnie
zlizyna, cysteina i histydyna, natomiast nie reaguja z metioni-
ng, seryna i tyrozyna [50]. Aktywacja grup hydroksylowych za
pomoca CNBr wymaga pH = 10,5, co moze spowodowac uszko-
dzenie polisacharydéw wrazliwych na wysokie pH. Z tego powo-
du czesto do aktywacji grup hydroksylowych stosuje sie CDAP,
ktéry wymaga pH 8,0. Badania poréwnujace immunogenno$¢
koniugatéw biatkowych otrzymanych w wyniku zastosowania
tych dwdch czynnikéw aktywujacych wykazaly wieksza sku-
teczno$¢ CDAP [25]. Technika ta jest obecnie wykorzystywana
do tworzenia szczepionek podjednostkowych zawierajacych po-
lisacharydy jako antygeny [25,29,50]. Gléwna zaleta tej metody
jest to, ze pozwala ona aktywowa¢ grupy hydroksylowe pier-
$cieni cukrowych nie wplywajac na ich strukture, co gwarantuje
zachowanie natywnych epitopéw oligo- i polisacharydéw [45].

b) Iaczenie antygenu z no$nikiem za pomoca linkera

Znanych jest wiele metod taczenia antygenu z no$nikiem za
pomoca linkera. Wiele zwigzkéw, ktére zawieraja dwie lub wie-
cej aktywnych grup funkcyjnych, przez ktére moga wigza¢ sie
zwybranymi grupami funkcyjnymi czasteczek nosnika i anty-
genu, nazywanych jest linkerami. Takie czasteczki moga zwia-
za¢ antygen z no$nikiem za pomoca wigzan kowalencyjnych.
Istniejaca duza réznorodno$é linkeréw spowodowana jest po-
trzeba laczenia ze sobg réznych grup funkcyjnych. Znany jest
podziat linkeréw na homo- i heterobifunkcyjne. Przyktady lin-
keréw homobifunkcyjnych przedstawia tabela 2 [8,22].

Linkery homobifunkcyjne maja na swoich koricach identyczne
grupy, ktére wiazg czasteczke antygenu z no$nikiem poprzez
zwiazanie do tych samych grup funkcyjnych. Celem zminima-
lizowania wystapienia wigzan krzyzowych miedzy czastecz-
kami antygenu lub nosnika, linkery homobifunkcyjne musza
by¢ stosowane w jednoetapowej reakcji antygenu z no$nikiem.

Linkery heterobifunkcyjne tacza dwie czasteczki poprzez zwia-
zanie dwéch réznych grup funkcyjnych. Wybér linkera zalezy

od rodzaju i liczby grup funkcyjnych dostepnych na czasteczce
antygenu oraz noénika. Nalezy réwniez pamieta¢, ze zasto-
sowana technika koniugacji moze mie¢ wplyw na orientacje
przestrzenng antygenu oraz ekspozycje miejsca wiazacego.

Koniugacja z wykorzystaniem estréw N-hydroksy-sukcynimidu
(NHS) jest reakcja, w ktdrej uczestnicza grupy aminowe no$ni-
ka oraz antygenu. W przypadku linkeréw homobifunkcyjnych
opiera sie na zastosowaniu zwigzku zawierajgcego grupy NHS
przylaczone wigzaniem estrowym na obydwu koricach. Linkery
majgce na swoich koricach grupy sulfo-NHS s lepiej rozpusz-
czalne w wodzie od tych majacych grupy NHS. Grupy estrowe
wysoce reaktywnie wigza sie z aminami obecnymi w biatku
lub w innych czasteczkach, wytwarzajac stabilne wiazanie.
Czasteczka zawierajaca grupy NHS pehni role tacznika pomie-
dzy grupami aminowymi nosnika i grupami aminowymi an-
tygenu (ryc. 3). Dlugo$¢ czasteczki bedacej tacznikiem moze
by¢ zmienna.

W przypadku wystepowania w antygenie wiekszej liczby grup
aminowych nie mozna przewidzie¢ w jakiej orientacji w sto-
sunku do no$nika znajdzie sie antygen, co moze skutkowac za-
kryciem miejsca wigzacego. Przykladami obecnie stosowanych
homobifunkeyjnych estréw NHS sg DSG (disuccinimidyl glu-
tarate) [8] oraz DSS (disuccinimidyl suberate) [22]. Czasteczka
taczaca moze zamiast grup NHS na koricach zawieraé grupy sul-
fo-NHS, co nadaje jej wieksza rozpuszczalno$é w wodzie. Przy-
ktadem takiego linkera jest: sulfo-DSS (bis(sulfosuccinimidyl)
suberate) [28] i sulfo-EGS (ethylene glycolbis (sulfosuccinimi-
dylsuccinate)) [39]. Niektére homobifunkcyjne linkery zawie-
raja w swojej strukturze miejsca, ktére moga zostaé przeciete
uwalniajgc uprzednio potaczone czasteczki oraz odstaniajac
nowe grupy funkcyjne. Przyktadami takich linkeréw, stoso-
wanych w tworzeniu szczepionek sa: BSOCOES, DSP, DTSSP,
DST, EGS i Sulfo-EGS.

Innym uzytym sposobem koniugacji jest metoda z wykorzy-
staniem glutaraldehydu, zawierajacego na obydwu koricach
grupy aldehydowe, ktére w §rodowisku alkalicznym wykazu-
ja duza reaktywno$¢ z grupami amin pierwszorzedowych (-
i a-aminy) tworzac z nimi zwiazek o strukturze zasady Schif-
fa (wigzanie podwéjne miedzy weglem grupy aldehydowe;
i azotem grupy aminowej). Wigzanie to jest nietrwate, dlatego
przeprowadza sie jego redukcje za pomocg borowodorku sodu
(NaBH,) lub cyjanoborowodorku sodu (NaBH,CN) w wyniku
czego powstaje stabilne wigzanie amidowe.

Glutaraldehyd moze réwniez reagowac z grupami aminowymi
nie wytwarzajac zasady Schiffa, lecz produkty addycji Micha-
ela. W miare upltywu czasu glutaraldehyd w roztworze prze-
chodzi w postaé a,p-nienasyconego polimeru i w takiej postaci
reaguje z grupami nukleofilowymi, zwlaszcza z grupami amin
pierwszorzedowych, tworzac stabilne wigzanie bez konieczno-
$ci stosowania czynnika redukujacego. Ma on réwniez zdolno$¢
do reagowania z grupami hydrazydowymi, dzieki czemu moze
polaczy¢ dwie czasteczki majgce takie grupy poprzez stabilne
wigzania hydrazonowe, ktére nie wymagaja redukcji. Mozna
réwniez otrzyma¢ koniugaty potaczone grupa hydrazonowa
i aminowa. Koniugacja czasteczek za pomoca glutaraldehydu
jest bardzo wydajna. Jednak doktadna struktura powstatych
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Ryc. 3. Metoda koniugacji antygenu z nosnikiem poprzez grupy aminowe obu czasteczek za pomocg homobifunkcyjnego linkera

Tabela 2. Rodzaje oddziatywan i przyktady linkerdw homobifunkcyjnych

Grupa funkcyjna, przez ktéra
chcemy zwigzac antygen i nosnik

Wiazaca grupa funkcyjna bedaca czescia linkera

Przyktady homobifunkcyjnych linkeréw

BSOCOES, DSG, DSP, DSS, Sulfo-DSS,

estry NHS DST, DTSSP, EGS, Sulfo-EGS, DSC
imidoestry DMA, DMP, DMS
Grupa aminowa fluorki arylowe DFDNB, DFDNPS

grupy aldehydowe glutaraldehyd, formaldehyd
fotoreaktywne azydki arylowe BASED
maleimid BMB, BMDB, BMH, BMOE, DTME, TMEA
Grupa sulfydrylowa
siarczek pirydylu DPDPB
Grupa karboksylowa
hydrazydy ADH, karhohydrazyd

Grupa karbonylowa

ADH - adipic acid dihydrazide; BASED - bis-[p-(4-azidosalicylamido)ethyl]disulfide; BMB - 1,4-bismaleimidobutane; BMDB - 1,4-bismaleimidyl-2,3-

dihydroxybutane; BMH — bismaleimidohexane; BMOE — bismaleimidoethane; BSOCOES - bis[2-(succinimidooxycarbonyloxy)ethyllsulfone; DFDNB - 1,5-difluoro-
2,4-dinitrobenzene; DFDNPS - 4,4"-difluoro-3,3"-dinitrophenylsulfone; DMA - dimethyl adipimidate; DMP - dimethyl pimelimidate; DMS - dimethyl suberimidate;
DPDPB - |,4-di-[3'-(2'-pyridyldithio)propionamido]butane;.DSC - N,N"-disuccinimidyl carbonate; DSG - di(N-succinimidyl) glutarate; DSP - dithiobis[succinimidyl
propionate]; DSS - disuccinimidyl suberate; DST - disuccinimidyl tartarate; DTME — dithiobismaleimidoethane; DTSSP - 3,3"-dithiobis (sulfosuccinimidylpropionate);
EGS - ethylene glycol bis[succinimidylsuccinate]; Sulfo-DSS - disulfosuccinimidyl suberate; Sulfo-EGS - ethylene glycol bis[sulfosuccinimidylsuccinate]; TMEA - tris-

(2-maleimidoethyl)amine.

koniugatéw jest trudna do okre$lenia. Réwniez proces koniu-
gacjijest trudny do odtworzenia ze wzgledu na rézne mozliwo-
$cifaczenia sie ze soba czasteczek oraz zréznicowanie stopnia
polimeryzacji glutaraldehydu.

Linkery heterobifunkcyjne zawieraja na swoich koricach réz-
ne grupy funkcyjne. Zwigzki te umozliwiaja przeprowadzanie
jedno- lub dwustopniowej koniugacji dwéch czasteczek. Dzieki
mozliwosci przeprowadzenia dwustopniowych reakcji mozna
unikng¢ zjawiska polimeryzacji oraz wigzania sie ze soba cza-

steczek antygenu lub nosnika. Przyktady linkeréw heterobi-
funkcyjnych przedstawiajg tabele 3A 1 B.

Interesujacym sposobem koniugacji jest metoda z wykorzysta-
niem heterobifunkcyjnego linkera z grupa NHS i maleimidem.
Bardzo cenne w tworzeniu szczepionek podjednostkowych sg
zwigzki pozwalajace potaczy¢ grupy sulthydrylowe haptendw
z grupami aminowymi czasteczek no$nika. Grupy sulthydry-
lowe w peptydach znajduja sie najczesciej w cysteinie, ktéra
wystepuje w biatkach w niewielkich ilo$ciach, dlatego wiek-
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Tabela. 3A. Rodzaje oddziatywan i przyktady heterobifunkcyjnych linkerow

Grupy funkcyjne faczone poprzez linkery Wiazace grupy funkcyjne linkera Przyktady heterobifunkcyjnych linkeréw

grupa tiopirydylowa i ester NHS SPDP, Sulfo-SPDP

SMCG, Sulfo-SMCC, MBS, Sulfo-MBS, SMPB, Sulfo-

maleimid ester NHS -SMPB, SMPH, GMBS, Sulfo-GMBS, BMPS, EMCS

Grupa sulfhydrylowa i aminowa

grupa jodoacetylowa i ester NHS SIA, SIAB, Sulfo-SIAB
grupa jodoacetylowa i grupa nitrofenolowa NPIA
grupa bromoacetylowa i ester NHS SBA, SBAP
maleimid i grupa hydrazydowa BMPH, EMCH, MPBH, KMUH
Grupa sulfydrylowa i grupa karbonylowa
grupa tiopirydylowa i grupa hydrazydowa PDPH
Grupa sulfhydrylowa i grupa hydroksylowa maleimid i grupa izocyjanianowa PMPI

BMPH - N-B-maleimidopropionic acid hydrazide  TFA; BMPS - 3-(maleimido)propionic acid N-hydroxysuccinimide ester; EMCH - N-(e-maleimidocaproic

acid) hydrazide; EMCS - 6-maleimidohexanoic acid N-hydroxysuccinimide ester; GMBS - y -maleimidobutyric acid N-succinimidyl ester; KMUH - N-(k-
maleimidoundecanoic acid)hydrazide; MBS - m-maleimidobenzoyl-N-hydroxysuccinimide ester; MPBH - 4-(4-N-maleimidophenyl)butyric acid hydrazide « HCl;
NPIA - p-nitrophenyl iodoacetate; PDPH - 3-(2-pyridyidithio)propionyl hydrazide; PMPI - N-(p-maleimidophenyl)isocyanate; SBA - succinimidyl-bromoacetate;
SBAP - succinimidyl 3-[bromoacetamido]propionate; SIA - N-succinimidyl-iodoacetate; SIAB - N-succinimidyl(4-iodoacetyl)aminobenzoate; SMCC - succinimidyl-
4-(N-maleimidomethyl)cyclohexane-1-carboxylate; SMPB - N-succinimidyl-4-(p-maleimidophenyl)-butyrate; SMPH - succinimidyl-6-(B-maleimidopropionamido)
hexanoate; SPDP - 3-(2-pyridyldithio)propionic acid N-hydroxysuccinimide ester; Sulfo-GMBS - sulfo-y -maleimidobutyric acid N-succinimidyl ester; Sulfo-MBS

- m-maleimidobenzoyl-3-sulfo-N-hydroxysuccinimide ester; Sulfo-SIAB - sulfosuccinimidyl(4-iodoacetyl) aminobenzoate; Sulfo-SMCC - sulfosuccinimidyl-4-(N-
maleimidomethyl)cyclohexane-1-carboxylate; Sulfo-SMPB - sulfo-N-succinimidyl-4-(p-maleimidophenyl)-butyrate; Sulfo-SPDP - 3-(2-pyridyldithio)propionic
acid sulfo-N-hydroxysuccinimide ester.

Tabela 3B. Rodzaje oddziatywania i przyktady heterobifunkcyjnych linkeréw

Przyktady heterobifunkcyjnych

Grupy funkcyjne faczone poprzez linkery Wiazace grupy funkcyjne linkera linkeréw

NHS-ASA, HSAB, SANPAH,

ester NHS i fotoreaktywny azydek arylowy ANB-NOS. SADP SAED

Grupa aminowa i grupy nukleofilowe

grupa p-nitrofenylowa i fotoreaktywna grupa diazowa PNP-DTP, pNPDP
grupa jodoacetylowa i fotoreaktywna grupa ketonowa 4-jodoacetamid benzofenonu
Grupa sulfhydrylowa i reaktywny atom wodoru
grupa maleimidowa i fotoreaktywna grupa ketonowa 4-maleimid benzofenonu
grupa jodoacetylowa i fotoreaktywny azydek arylowy ASIB
Grupy sulfhydrylowe i grupy nukleofilowe
grupa tiopirydylowa i fotoreaktywny azydek arylowy APDP
Grupa karbonylowa i grupy nukleofilowe grupa hydrazydowa i fotoreaktywny azydek arylowy ABH
Aktywowana przez EDC grupa karboksylowa ) .
i grupy nuldeofilowe grupa aminowa i fotoreaktywny azydek arylowy ASBA
Grupa guanidynowa argininy i grupy nukleofilowe grupa diketonowa i fotoreaktywny azydek arylowy APG
Grupa aminowa i DNA ester NHS i PSORALEN SPB

ABH - p-azidobenzoyl hydrazide; ANB-NOS - N-5-azido-2-nitrobenzoyloxysuccinimide; APDP - N-[4-(p-azidosalicylamido) butyl]-3'(2"-pyridyldithio)propionamide;
APG - p-azidophenyl glyoxal; ASBA - 4-(p-azidosalicylamido)butylamine; ASIB - |-(p-azidosalicylamido)-4-(iodoacetamido)butane; HSAB - N-hydroxysuccinimidyl-
4-azidobenzoate; NHS-ASA - N-hydroxysuccinimidyl-4-azidosalicylic acid; pNPDP - p-nitrophenyl diazopyruvate; PNP-DTP - p-nitrophenyl-2-diazo-3,3,3-
trifluoropropionate; SADP - N-succinimidyl(4-azidophenyldithio)propionate; SAED - sulfosuccinimidyl 2-(7-azido-4-methylcoumarin-3-acetamide)ethyl-,3™-
dithiopropionate; SANPAH - N-succinimidyl-6-[4 -azido-2 -nitrophenylamino]hexanoate; SPB - succinimidyl-[4-(psoralen-8-yloxy)]-butyrate.
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szo$¢ krétkich peptydéw ma najwyzej jedna cysteine. Dzieki
temu moga by¢ one taczone z nodnikiem za pomocg linkera
w jednakowej orientacji przestrzennej.

W przypadku stosowania jako antygenéw krétkich peptydéw
niezawierajacych grup sulfhydrylowych, mozna podczas ich
syntezy doda¢ na jednym z koficéw cysteine, dzieki ktdrej
peptyd bedzie mégt zwiazal sie z linkerem. Zaleta takiej me-
tody jest to, ze peptyd bedzie eksponowany na powierzchni
no$nika w cato$ci, zawsze w ten sam sposéb. Zwiazkami, ktd-
re umozliwiaja potaczenie grup sulthydrylowych z grupami
aminowymi sg linkery bedace estrami NHS i majace w swojej
strukturze grupe maleimidowa lub tiopirydylowa. Reakcja
sklada sie z 2 etapéw, co podwyzsza wydajno$¢ koniugaciji
oraz pozwala na dobra kontrole specyfiki wigzania.

Jednym z najcze$ciej uzywanych zwiazkédw stosowanych
do koniugacji grup aminowych i sulfhydrylowych jest sul-
fo-SMCC (4-(N-maleimidomethyl)cyclohexane-1-carboxy-
lic acid 3-sulfo-N-hydroxysuccinimide ester sodium salt).
W pierwszym etapie grupa sulfo-NHS na koricu sulfo-SMCC
reaguje z grupami amin pierwszorzedowych na biatku no$ni-
kowym. Wynikiem tego jest powstanie wigzania amidowego
pomiedzy no$nikiem i czasteczka taczaca. Produkt reakcji po-
winien zosta¢ oczyszczony np. przez filtracje zelowa w celu
usuniecia nieprzereagowanego sulfo-SMCC. Tak powstaty
zwigzek ma w swojej strukturze grupy maleimidowe, ktére
wykazuja duza reaktywno$¢ z grupami sulthydrylowymi.
W wyniku reakcji z grupami sulhydrylowymi antygendw
powstaje stabilne wigzanie tioeterowe laczace antygen z lin-
kerem. Innymi stosowanymi linkerami sg MBS (3-maleimido-
benzoic acid N-hydroxysuccinimide ester) i SMPB (4-(4-ma-
leimidophenyl)butyric acid N-hydroxysuccinimide ester).

Niemniej jednak zastosowanie sulfo-SMCC jest najkorzyst-
niejsze ze wzgledu na jego dobra rozpuszczalno$é oraz stabil-
no$¢ grupy maleimidowej. W przypadku innych MBS i SMPB
grupa maleimidowa, w procesie poprzedzajacym reakcje
z antygenem moze ulec hydrolizie do kwasu maleaminowe-
go, ktdry nie reaguje juz z grupami sulthydrylowmi, przez co
zmniejsza sie wydajno$¢ koniugacji. Problemem zwigzanym
z wykorzystaniem sulfo-SMCC jest jego duza immunogen-
no$¢, co skutkuje otrzymaniem przeciwciat specyficznych dla

linkera. Mozna to rozwigza¢ stosujac jako linker PEG, ktdry
zawiera na swoich konicach grupy NHS lub sulfo-NHS oraz
grupy maleimidowe [21]. Zaletg zastosowania grup sulfo-NHS
(N-hydroxy-sulfosuccinimide) jest zwiekszona stabilno$¢
aktywnych produktéw posrednich [2].

Jako linkery grup aminowych i sulfhydrylowych wykorzy-
stuje sie réwniez estry-NHS zawierajace na drugim koricu
grupe tiopirydylowa. Ciekawym przykladem takiego linkera
jest ester 3-(2-pirydyloditio)propionowy kwasu N-hydrok-
sybursztynowego (SPDP - 3-(2-pyridyldithio)propionic acid
N-hydroxysuccinimide ester). W standardowej procedurze
koniugacji za pomoca SPDP inkubowany jest najpierw z cza-
steczka nosnika, z ktéra taczy sie poprzez oddzialywanie
grupy aminowej z koricem NHS. Nastepnie w drugim etapie
koniugat linkera z no$nikiem inkubowany jest z czasteczkami
antygenu zawierajacymi grupy sulfhydrylowe. Do koniugacji
dochodzi poprzez oddzialywanie grupy tiopirydylowej lin-
kera z grupa sulfhydrylowg antygenu (ryc.4).

Wykorzystujac ten sam linker w inny sposéb mozna otrzy-
ma¢ koniugaty potaczone ze soba grupami poprzez grupy
aminowe. SPDP jest inkubowany oddzielnie z no$nikiem
oraz z antygenem, z ktérymi taczy sie przez ich grupy ami-
nowe. Zwigzek powstaly z reakcji antygenu i SPDP poddaje
sie dziataniu ditiotreitolu (DTT) w celu pozbycia sie grupy
tiopirydylowej z rozerwaniem wigzania pomiedzy dwiema
siarkami. Nastepnie do mieszaniny dodaje sie nosnik pota-
czony z SPDP, ktéry fatwo wiaze sie z wolng siarka linkera po-
taczonego z antygenem uwalniajgc grupe tiopirydylowa [19].
Zaleta tej metody jest ograniczenie wystepowania polaczen
nosnika z no$nikiem oraz haptenu z haptenem. Technika ta
jest stosowana w produkgji szczepionek podjednostkowych
(ryc. 5) [39].

Jako linkery bifunkcyjne uzywane sa zwiazki polietylenogli-
kolu. Glikol polietylenowy (PEG) jest polieterem, ktérego mo-
nomerem sa czasteczki tlenku etylenu. Komercyjnie dostep-
ne sg glikole polietylenowe o réznym stopniu polimeryzacj,
co warunkuje ich mase czasteczkowg. Szczegdlnym zaintere-
sowaniem badaczy pracujacych nad tworzeniem szczepionek
podjednostkowych ciesza sie obecnie bifunkcyjne glikole
polietylenowe. W procesie koniugacji antygenéw z no$ni-
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Ryc. 4. Metoda koniugadji grupy sulfhydrylowej i aminowej za pomocg heterobifunkcyjnego linkera — SPDP
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Ryc. 5. Wykorzystanie heterobifunkcyjnego linkera — SPDP — do koniugacji 2 grup aminowych

kami dochodzi czesto do sterycznego ostaniania epitopéw
przez czasteczke no$nika. Obniza to skuteczno$¢ szczepionki.

Zastosowanie bifunkcyjnych glikoli polietylenowych jako
linkeréw pozwala na eliminacje tego problemu. Antygen
potaczony jest z no$nikiem za pomocg dlugiego linkera -
glikolu polietylenowego, przez co nie dochodzi do sterycz-
nego oslaniania antygenu przez no$nik. Zjawisko to zostato
opisane w przypadku szczepionki sktadajacej sie z polisa-
charydu pochodzacego z otoczki Neisseria meningitidis. Za-
stosowanie bifunkcyjnego PEGu jako linkera trzykrotnie
zwiekszylo miano otrzymanych przeciwciat specyficznych
dla wchodzacego w sktad szczepionki polisacharydu. Do-
wiedziono réwniez, ze PEG zastosowany jako linker obniza
immunogenno$¢ czasteczki nosnika, co z kolei ma wpltyw
na niskie miano wytwarzanych przez organizm przeciwciat
antyno$nikowych [21]. Dostepnych jest wiele komercyjnych
bifunkcyjnych glikoli polietylenowych. Przyktadami moga
by¢ oferowane przez firme Pierce homobifunkcyjne glikole
polietylenowe: BM(PEG), i BM(PEG), rézniace sie dtugoscia
taricucha z grupami maleimidowymi na obu koricach. Na-
tomiast SM(PEG)n réwniez produkowany przez te firme, to
heterobifunkcyjny PEG o zmiennej dtugo$ci taticucha z grupa
NHS na jednym koticu oraz grupa maleimidowa na drugim.
Do heterobifunkcyjnych zwigzkéw PEG nalezg takze PEG ,
-SPDP oraz PEG,-SPDP, zawierajgce na jednym koricu grupe
tiopirydylowa, a na drugim imid kwasu N-hydroksyburszty-
nowego (NHS). Te grupy funkcyjne umozliwiaja potaczenie
miedzy grupa sulthydrylowa i grupa aminowa lub miedzy
dwiema grupami aminowymi.

ApluwaNTY

Szczepionki podjednostkowe zawieraja w swoim skladzie
jedynie wyselekcjonowany zestaw antygendw, co sprawia,
ze sg one wysoce specyficzne, ale takze stabiej rozpoznawa-
ne przez uktad immunologiczny, czyli mniej immunogenne.
Mimo ze dysponujemy wieloma obiecujgcymi ,.kandydata-

mi” na antygeny do szczepionki, takimi jak cho¢by antygeny
zarodZca malarii, to zastosowanie ich w szczepionkach wciaz
nie przynosi zadowalajacych efektéw. Jest to gtéwnie zwigza-
ne z tym, ze wzbudzana przez nie odpowiedZ odporno$ciowa
jest krétkotrwata i skierowana przeciwko waskiemu spek-
trum antygendw, co nie moze sie réwna¢ z efektywnosciag
szczepionek sktadajacych sie z zywych czy atenuowanych
drobnoustrojéw [3]. W przypadku podawania szczepionek
niezwykle wazna role odgrywaja adiuwanty, czynniki im-
munostymulujace wspomagajace ich transport, ekspozycje
i czas péttrwania w warunkach in vivo. Dlatego tez, wraz z roz-
wojem nowych technologii zwigzanych z konstruowaniem
szczepionek podjednostkowych, obserwuje sie ciaglty wzrost
liczby dostepnych na rynku adiuwantéw.

Adiuwanty dzialaja na zasadzie wielu réznych mechanizméw,
ktére w wiekszo$ci przypadkdw nie zostaty w petni poznane.
Pierwszy z nich polega na wspomaganiu transportu aktyw-
nej czasteczki, bedacej sktadnikiem szczepionki do komérek
prezentujacych antygeny, takich jak makrofagi i komérki
dendrytyczne. Do systemdéw utatwiajacych prezentacje anty-
gendw zaliczamy zele, emulsje, mikroczasteczki, pecherzyki
i liposomy. Innym mechanizmem dziatania adiuwantéw jest
wzbudzanie niespecyficznej odpowiedzi immunologicznej,
ktéra posrednio wspomaga uruchomienie mechanizméw
odpowiedzi nabytej. Adiuwanty te zawieraja najczesciej cza-
steczki bedgce fragmentami réznego rodzaju mikroorgani-
zmdéw, zwanymi molekularnymi wzorcami rozpoznania pa-
togendéw (PAMP - patogen associated molecular patterns).
Zaliczamy do nich substancje, takie jak np. LPS (lipopolisa-
charyd), MPL (monofosforylowy lipid A), czy niemetylowa-
ne CpG, wchodzace w sktad bakteryjnego DNA [1,14,19,41].

Poznanie mechanizméw dziatania adiuwantéw jest bardzo
waznym problemem w rozwoju wspdtczesnej wakcynolo-
gii, a badania nad nowoczesnymi i skutecznymi adiuwan-
tami prowadzone sa wielokierunkowo. Ze wzgledu na to,
ze wiekszo$¢ z adiuwantéw charakteryzuje wysoki stopien
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toksycznosci, niewiele z nich znalazlo zastosowanie i zostato
dopuszczonych do stosowania u ludzi. Pierwszym, a zara-
zem najczesciej stosowanym adiuwantem jest Alum, ktéry
w swoim skladzie zawiera wodorotlenek lub fosforan glinu.
Po raz pierwszy zastosowat go w 1926 r. Alexander Glenny
w szczepionce opartej o toksoid btonicy. Od tego czasu Alum
byt dlugo jedynym adiuwantem stosowanym w szczepion-
kach przeznaczonych dla ludzi w Stanach Zjednoczonych
[16]. Pomimo to, ze przez wiele lat mechanizm dziatania tego
adiuwantu nie byt znany, byt on szeroko stosowany w szcze-
pionkach ze wzgledu na wysoki stopieti bezpieczeristwa oraz
zdolno$¢ do wzbudzania odporno$ci humoralnej.

Niedawno wykazano, ze Alum oddziatuje posrednio z lipida-
mi na powierzchni komérek dendrytycznych, uruchamiajac
kaskade sygnatowa, ktéra aktywuje limfocyty T CD4* oraz
wzbudza humoralng odpowiedZ immunologiczng zalezng od
limfocytéw B [16]. Poznanie mechanizmu jego dziatania nie
tylko utatwi dalsze zastosowanie w nowych szczepionkach,
ale takze umozliwi jego bardziej racjonalne uzycie. Flach
iwsp. wykazali, Ze Alum nie jest uniwersalnym adiuwantem
i nie nadaje sie do stosowania w szczepionkach, w ktérych
niezbedna jest aktywacja limfocytéw T pomocniczych i cy-
totoksycznych. Tym samym powstaje konieczno$é poszuki-
wania innych, nowych adiutantéw, ktére bedg spetniaé swoja
funkcje w szczepionkach przeciwnowotworowych i chronia-
cych przed rozwojem przewlektych infekcji [16].

W krajach europejskich od 1997 r. zastosowanie znalazt takze
wodno-oleisty adiuwant MF59, zawierajacy skwalen. Mecha-
nizm dziatania MF59 zwigzany jest z jego zdolno$cia do sty-
mulacji APC oraz zwiekszeniem stopnia ekspozycji antygenu
w tych komérkach. Stwierdzono, ze adiuwant ten stymuluje
wytwarzanie chemokin, takich jak CCL2 (MCP-1), CCL3 (MIP-
1a), CCL4 (MIB-1f) i CXCL8 (IL-8), ktére wspomagaja naptyw
komdrek z krwi do tkanek obwodowych [49]. Adiuwant ten
wchodzit w sktad podjednostkowej szczepionki przeciwko
grypie (Fluad -produkowanej przez firme Chiron) i ktéra za-
wiera 10 mg skwalenu w pojedynczej dawce [44]. Szczepionka
ta, podana w wielu milionach dawek wykazata, ze zastoso-
wany w niej adiuwant po wprowadzeniu do organizmu czlo-
wieka jest bezpieczny i bardzo skuteczny we wzbudzaniu
mechanizméw pomocniczych. Co wiecej, nie powoduje on
nieswoistej indukcji przeciwciat skierowanych przeciwko
skwalenowi. Ma to ogromne znaczenie ze wzgledu na to, ze
skwalen wystepuje naturalnie w organizmie cztowieka. Bez-
pieczenistwo tego adiuwantu potwierdzity takze badania kli-
niczne z wykorzystaniem innych antygenéw pochodzacych
np. z wiruséw wywotujacych wirusowe zapalenie watroby
typu B i C, cytomegalii, HIV [13].

Adiuwantem, ktéry réwniez znalazt zastosowanie u ludzi byt
AS03, ktéry podobnie jak MF59 zawieral w swoim skladzie
skwalen. Po raz pierwszy uzyto go w szczepionce przeciw-
ko wirusowi grypy H5N1, produkowanej przez firme Glaxo
Smith Kline (GSK). W sktad adiuwantu MF59 wchodzg skwa-
len (10,68 mg), DL-a-tokoferol (11,86 mg) oraz polisorbinian
80 (4,85 mg) [55]. Mechanizm dzialania tego adiuwantu byt
badany in vivo z zastosowaniem modelu mysiego oraz ex vivo
na ludzkich liniach komérkowych. Morel i wsp. wykazali, ze

wspomaga on aktywno$¢ antygenu dzieki indukcji wytwarza-
nia cytokin w miejscu jego wstrzykniecia oraz w drenujacych
weztach chtonnych. Wytwarzanie swoistych cytokin byto
z kolei zwigzane z naptywem do weztéw chtonnych granu-
locytéw oraz monocytéw pobudzonych dziataniem antyge-
néw. Pobudzanie wytwarzania przeciwciat i cytokin, takich
jak CCL2, CCL3, IL-6, CSF3 i CXCL1 byto dodatkowo wspoma-
gane dzieki zastosowaniu w jego sktadzie a-tokoferolu [41].

W publikacjach z 2009 r. pojawiajg sie informacje o zastoso-
waniu adiuwantu AS04, bedacego kombinacja wodorotlen-
ku glinu i MPL. Zostal on uzyty w szczepionkach przeciw-
ko wirusowemu zapaleniu watroby typu B (HBV - human
hepatitis B virus) oraz ludzkiemu wirusowi brodawczaka
(HPV - human papilloma virus) [43,56]. Badania przeprowa-
dzone na myszach i ludzkich liniach komérkowych wykaza-
ty, ze dodanie MPL do soli glinu powoduje natychmiastowa
aktywacje komdrek prezentujacych antygeny oraz induk-
cje wytwarzania cytokin w odpowiedzi na podany antygen.
Adiuwant ten pobudza czynnik jadrowy NF-kf oraz wytwa-
rzanie cytokin, a w nastepnej kolejnosci nagromadzenie sie
komérek dendrytycznych, monocytéw i innych APC w we-
ztach chtonnych oraz ich transport do miejsca wstrzykniecia
i swoistg odpowiedz limfocytéw T. Nie wykazano stymulacji
limfocytéw T CD4* ani limfocytéw B po podaniu AS04. Wyka-
zano zatem, ze AS04 stymuluje mechanizmy odpowiedzi wro-
dzonej, dzieki zawarto$ci MPL, ktérego dziatanie jest wspo-
magane i przedtuzane dzieki zastosowaniu soli glinu [14].

W przypadku szczepionek podjednostkowych uzycie adiu-
wantéw ma szczegdlne znaczenie. Substancje te wspomagajac
odpowiedZ immunologiczna, umozliwiaja zmniejszenie dawki
antygenu, a takze ich skuteczna aplikacje przez btony $luzo-
we oraz poprawienie ich aktywnosci u dzieci, oséb starszych
i 0séb obarczonych defektami lub niedoborami immunolo-
gicznymi. Droga od substancji znajdujacych sie w fazie badan
laboratoryjnych do aktywnych i bezpiecznych adiuwantéw,
ktére moga stanowi¢ patentowane produkty farmakologicz-
ne, jest niezwykle dtuga, trudna i kosztowna. Niemniej jednak
w pi$miennictwie naukowym ostatnich lat mozna znalez¢ wie-
le informacji dotyczacych substancji, ktére moga petnié role
potencjalnych adiuwantéw. Najwiecej uwagi poswieca sie na
zbadanie molekularnych mechanizméw dzialania adiuwan-
téw, umozliwiajacych ich wlasciwe zastosowanie i uzyskanie
pozadanej odpowiedzi immunologicznej.

Adiuwanty o optymalnej skuteczno$ci wzbudzajg odpowiedz
odporno$ciowa dzieki aktywacji limfocytéw B, zalezna od
limfocytéw T, a takze pobudzaja mechanizmy odpowiedzi
wrodzonej oraz komérki dendrytyczne i monocyty, ktére
przeksztalcaja sie w immunostymulujace komérki prezen-
tujace antygeny. Adiuwanty opisane wyzej nie wykazuja zbyt
duzej toksycznosci i dziatan niepozadanych, a tym samym
zostaty dopuszczone do uzytku w konstrukeji szczepionek
dla ludzi. Ich liczba nie jest imponujaca, jednoczesnie nie sa
one adiuwantami uniwersalnymi, mogacymi tworzy¢ kom-
patybilne mieszaniny ze wszystkimi antygenami. Niemniej
jednak prowadzone sa prace nad wieloma réznymi adiuwan-
tami, ktére znajduja sie na etapie badani laboratoryjnych,
a niektére w fazie badat klinicznych.
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