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ciwpratkowe; dzialajg bakteriobéjczo na Myc. avium w niz-
szych stezeniach niz formaldehyd lub fenol.

3. Duza aktywnod¢ przeciwbakteryjna, dobra rozpu-
szczalno$¢ w wodzie oraz brak zagrozenia dla sSrodowiska
ze strony omawianych preparatéw sprawia, ze po urucho-
mieniu produkcji na skale przemystowa moga one znalezé
szerokie zastosowanie zaréwno w weterynarii, jak i w prze-
mys$le spozywczym.
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Kompleks immunostymulacyijny

ISCOM

Insytut Choréb ZakaZnych i Inwazyjnych Wydzialu Weterynaryjnego
AR, ul. Akademicka 12, 20-033 Lublin

Jednym z najwiekszych osiggnieé¢ immunologii byto wpro-
wadzenie do praktyki metody swoistego zapobiegania cho-
robom zakainym przy uzyciu szczepionek. Jakkolwiek
szezepienia ludzi przeciwko ospie praktykowano w Chinach
jeszcze przed nasza erg, to dopiero wprowadzenie szczepien
ochronnych przeciwko ospie przez Jennera w 1798 r., a na-
stepnie opracowanie przez Pasteura ogdlnych zasad zwal-
czania chorédb zakainych poprzez uodpornianie czynne pet-
nozjadliwymi, ostabionymi lub zabitymi drobnoustrojami
stworzylo podstawy nowoczesnej immunoprofilaktyki i im-
munoterapii (23, 53).

Wiegkszos¢ dotychczas stosowanych szczepionek indukuje
w organizmie ludzi i zwierzat odpornosé, ktéra chroni glow-
nie przed wysiapieniem klinicznych postaci choroby. Rzadko
natomiast szczepienia ochronme chronig organizm przed za-
kazeniem. Pomimo postepu w produkcji szczepionek nadal
nie udato sie opracowaé skutecznych
przeciwko nicktdérym chorobom zakaznym o przebiegu prze-

immunopreparatéow

wlekltym, a takie wywolanym przez wirusy powolne. Wska-
zujg na to dobitnie préby podejmowane w najbardziej reno-
mowanych laboratoriach nad szczepionka przeciwko wiru-
som HIV1 i HIV2 oraz przeciwko chorobom scrapie i maedi-
-visna (23).

Wyjasnienie roli poszczegblnych komponent zarazkow
w indukcji odpornosci zwigzane z rozwojem immunoche-
mii oraz postep w biologii molekularnej, a zwlaszcza obser-
wowany w ostatnich latach szybki rozwéj inzynierii gene-
tyczne], stworzyl teoretyczne podstawy do opracowania
nowych generacji szczepionek. Stalo sie to mozliwe zwlasz-
cza dzigki identyfikacji genéw odpowiedzialnych za syn-
teze immunologicznie czynnych komponent drobnoustrojow,
a takze dzieki poznaniu roli, jakg odgrywaja poszczegdlne
skladowe antygenu w procesach immunogenezy. Badania
nad antygenami ochronnymi (protective antigens) przyczy-
nily si¢ do opracowania szczepionek pozbawionych substan-
cji balastowych, jakimi sa: materiat genetyczny zarazka
oraz jego skiadniki o dzialaniu alergizujacym i toksycznym,
co wyeliminowalo efekty dziatania ubocznego wielu szcze-
pionek (4, 19, 24). Wprowadzenie np. metod frakcjonowania
wiruséw z rodziny Herpesviridae w gradiencie sacharozy
doprowadzilo do izolowania czterech gléwnych frakeiji,
z ktérych glikoproteiny wirusowe sg najsilniejszymi immu-

nogenami i praktycznie sa pozbawione dzialania alergizu-
Jacego. Stosujac metody rozdziatu elektroforetycznego otrzy-
mano z wirusa choroby Aujeszky cztery immunodominujace
proteiny, z ktérych sporzadzono skuteczng szezepionke z pod-
jednostek (49). Pierwszg szczepionke z podjednostek zasto-
sowang w medycynie jest szczepionka przeciwko grypie
(19, 24). Szeczepionka ta pozbawiona drzialania toksycznego
skazala sie jednak w prakiyce malo skutcczna.

Cel jakim jest uzyskanie optymalnej prezentacji epitopéw
antygenéw, ktora zapewni efektywng indukcje odpowiedzi
komorkowej i humoralnej starano sie osiagnac¢ tez poprzez
technologie rekombinacji DNA, synteze polipeptydoéw i uzy-
cie do produkeji szezepionek inaktywowanych wirionow (53),
a takie poprzez wprowadzanie do szczepionek adjuwantéw
(3, 8, 14) 1 tworzenie nowych struktur przestrzennych
(wirosomy, micelle, iscom) (40, 52). Pierwszym produktem
rekombinacji DNA jest szczepionka przeciwko wirusowemu
zapaleniu watroby B opracowana w 1986 r. (7, 10). Wyko-
rzystano tez do produkcji szczepionek przeciwwirusowych
(odra) klonowanie genow hbiatek otoczki wirionu i ich eks-
presje poprzez rekombinanty wirusa krowianki (34). Stosu-
jac rekombinanty Escherichia coli wyprodukowano szcze-
pionke przeciwko pryszezycy (5, 49), enteropatogennym
szczepom E. coli (12, 39) oraz wirusowi biataczki kotow.
Wykorzystanie rekombinantow Saccharomyces cerevisiae
pozwolilo na wyprodukowanie szczepionki przeciwko wiru-
sowi zapalenia watroby B (13, 27, 49).

Wzmozenie swoistej reaktywnosci immunologicznej szcze-
pionek, w tym takze z podjednostek, uzyskuje sie stosujac
adjuwanty, substancje, ktére podane lgcznie z antygenami
ub osobno zwiekszajac odpowiedz immunologiczng lub zmie-~
niajg jej charakter. Ze wzgledu na kompleksowe dzialanie
adjuwantéw, szczegdlnie pochodzenia bakteryjnego, efekt
jest suma ich dzialan jednostkowych na poszczegoélne skiad-
niki ukladu immunologicznego. Zwickszenie immunogennosci
mozna tez uzyskaé po inkorporacji antygenu do liposomoéw
(11, 52). Ekstrahowanie antygenow, zwtaszcza biatkowych,
przy uzyciu roznych detergentow oraz ich helatowanie nie
przyniosto oczekiwanych wynikow. Uzyskane produkty,
czesto o nie ustalonym skladzie, cechuje niska immunogen-
nosé (18, 29).

Obserwacje, ze nienaruszony mikroorganizm wykazuje
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znacznie wiekszg immunogennos¢ od wyosobnionych z niego
antygenow rozpuszczalnych, ktére z reguly wystepuja jako
monomery, zainicjowal badania nad zaleznoscig miedzy kon-
figuracjg przestrzenng antygenu a jego immunogennoscig.
Badania Morein i wsp. (6, 40, 43) nad wirusem Semliki
Forest wykazaly, ze biatka otoczki tego wirusa w formie
micelli lub wirosoméw wykazujg duzg immunogennosé. Juz
dawka 1—10 ug bialka otoczki podana w tych postaciach
podskérnie indukuje u myszek wysokie miana swoistych
przeciwcial oraz zapewnia dzialanie ochronne przed zaka-
zeniem dawka wirusa powodujgca u osobnikdéw nie szcze-
pionych zapalenie moézgu i rdzenia koriczgce sie Smiercia.
Ta sama dawka antygenu w postaci monomeru nie indukuje
odpowiedzi humoralnej, zas$ jej dzialanie ochronne jest ni-
kte. Forma monomeryczna antygenu moze przy tym wywie-
ra¢ dzialanie immunosupresyjne na odporno$é humoralng
(42). Podobne efekty uzyskano u myszy i u owiec z antyge-
nami wirusa Pi-3 w formie micelialnej (41).

Nagromadzenie obserwacji wskazujgcych na duza immu-
nogennos¢ antygendéw w formie multimerdw, a takze nad
zwiekszaniem ich immunogennosci przez adjuwanty stano-
wilo podstawe do opracowania nowej struktury prezentacji
antygenu — kompleksu immunostymulacyjnego (immuno-
stimulating complex) — iscom (42).

Iscom -— strukiura i wlasciwosei

Immunogennosé, swoistod¢ i nieszkodliwosé stanowia za-
sadnicze kryteria oceny szczepionek. Immunogennos$é zalezy
od struktury chemicznej antygenu i konfiguracji przestrzen-
nej epitopow. Najwyzszg immunogennoscig cechujy sie z re-
guly nie zmienione struktury zwlaszcza biatkowe oraz kom-
pleksy wielocukier-biatko-lipid. Nizsza immunogennosé¢ po-
sindaja antygeny rtozpuszczalne, kiére wystepuja z reguly
w formie monomeréw i prezentowane sg w tej formie ukta-
dowi immunologicznemu. Nieco wyzszg immunogennoscig od
monomeréw cechujg sie multimery w formie micelli, naj-
wyzszg za$ kompleksy immunostymulujace — iscom (42).

Formy monomeryczne antygenéw uzyskuje sie z rozpusz-
czalnych struktur powierzchniowych wirionéw, bakterii
i pasozytow pod wplywem detergentéw (21). Te powierzch-
niowo czynne zwigzki nie tylko solubilizujg sktadniki anty-
genowe, ale zapobiegajg takze agregacji monomerycznych

micelba

Ryc. 1. Schemat otrzymywania micelli biatkowych, wiroso-
moéw i kompleksu immunostymulacyjnego — iscom (wg 44).
1 — otoczka bialkowa wirusa, 2 — dodatek detergentu,
3 — usuniecie detergentu, 4 — usuniecie detergentu i do-
danie Quil A, 5 — usunigcie detergentu i dodanie fosfolipidu

struktur bialkowych pod wplywem silnych interakeji grup
hydrofobowych (Ryec. 1). Formy multimeryczne wystepujace
w postaci biatkowych micelli mozna otrzymaé po usunie-
ciu detergentow i lipidéw 2z mieszaniny rozpuszezalnych
ialek. Pozbycie sie na drodze dializy wylacznie detergentu
z tej mieszaniny przyczynia sie do powstania wirosoméw.
Stanowig one kuliste struktury o $cianie utworzonej z pod-
wojnej warstwy lipidowej, do ktérej sg inkorporowane
monomery biatkowe (22). Morein i wsp. (42) pierwsi otrzy-
mali kompleks immunostymulujgecy o duzych zdolnoéciach
immunogennych. Ten tréjwymiarowy kompleks o strukturze
klatkowej (cage — like structure) umozliwia prezentacje
antygenow biatkowych i polipeptydéw w formie multime-
réow wbudowanych do ,rdzenia” utworzonego z glikozydu
Quil A uzyskanego z Quilla saponuria molina, cholesterolu
i lipidéw. Antygeny zawierajace w czgsteczce zaréwno re-
giony hydrofohowe, jak i hydrofilowe sg inkorporowane do
przestrzennej strukiury rdzenia dzieki wzajeranemu od-
dzialywaniu grup hydrofobowych, gdzie tworzg strukture
multimeryczng. Uzyskany w ten sposéb twor dzieki opty-
malnej prezentacji epitopéw umozliwil ponad 10-krotne
zwigkszenie immunogennosci w pordwnaniu do odpowied-
nich antygenow calej czasteczki wirusa lub jego formy
micelialnej (22, 42). Antygeny wirusowe wigczone do iscom
indukuja nie tylko odpowiedZ typu humoralnego, ale sg
takze bardzo skutecznyin induktorem odpornosei komorko-
wej. Wskazuje na to odporno$é przeciwko cytomegalowi-
rusom malp oraz przeciwko odrze indukowana przy
pomocy biatek otoczki tych wiruséw inkorporowanych
do iscomn (15, 51). Stabilno$é zardéwno rdzenia iscom, jak
i antygendw do niego wigczonych zapewniajs wzajemne od-
dzialywanie grup hydrofobowych. Sity tych oddzialywan sa
prawdopodcbnie identyczne z sitami odpowiedzialnymi za
pofatdowanie czasteczki biatka i powstanie trzeciorzedowych
struktur biatek sterycznych.

Technologia iscom znalazla zastosowanie do produkeji
szczepionek, w kiérych wykorzystano czgsteczki zawierajgce
zarowno regiony hydrofilowe, jak i hydrofobowe (bialka
otoczki wiruséw, bakterii, pasoiytéw i1 komoérek zwierze-
cych). Iscom uzyskany z tych bialek, réznigcych sie struk-
turg trzeciorzedowsg i wielkodcia czgsieczki, stanowi twér
bardzo stabilny. Réwniez iscom zawierajgcy polipeptydy
0 masie ponizej 50600 d ma ten sam ksztalt, wielkosé i stalg
sedymentacji co iscom zbudowany z bialek o masie stokrot-
nie wyzszej. Istotng role w tworzeniu struktury przestrzen-
nej rdzenia iscom oprécz adjuwantu Quil A odgrywaja
lipidy, zwlaszeza cholesterol i fosfocholina. Jakkolwiek cha-
rakter bialek nie wplywa na strukture iscom, to jednak one
determinujg immunogenncs$é kompleksu i swoistosé odpo-
wiedzi immunclogicznej. W celu zminimalizowania dzialan
ubocznych adjuwantu wystepuje on w iscom w malych
dawkach 1 w S$cistym polgczeniu z antygenem (2).

Do cech charakteryzujgcych iscom nalezy wartosé statej
sedymentacji, profil bialek rozdzielonych metods elektro-
forezy SDS na zelu poliakrylamidowym oraz struktura czgs-
teczki — barwienie negatywne i oglgdanie w mikroskopie
elektronowym. Wartosci te dla kompleksu immunostymu-
lujgcego zawierajacego biatko oiloczki wirusa PI-3 przedsta-
wiajg si¢ w sposob nastepujacy. Stata sedymentacii ozna-
czona w griadiencie 10--40% sacharozy wynosi 19 S i nie
zmienia sie w zaleznosei od Zrédila pochodzenia biatka. Pro-
fil bialek iscom jest zbliZony do prefilu micelli bialkowych
wirusa PI-3 (36). W elektroforegramie SDS-PAGE wyrdznia
sie zasadniczo dwa pasma biatkowe, duze i silnie wybar-
wione o masie 73 K, ktére odpowiada neuraminidazie (HN)
oraz delikatne pasmo o masie 51 K odpowiadajgce naj-
prawdopodobniej biatku lgczgcemu (F). Srednica czgsteczki
kompleksu oznaczona w mikroskopie elektronowym wynosi
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35 nm. Kazda czgsteczka o strukturze przestrzennej wie-
loécianu jest zbudowana z podjednostek o S$rednicy 12 nm
i ksztaleie zblizonym do pier$cienia (38, 42).

Otrzymywanie iscom

Schemat otrzymywania kompleksu immunostymulacyjne-
go z ostonki glikoproteinowe]j wirusa w pordwnaniu do mi-
celli podano na ryc. 2. Jako material wyjsciowy stosuje sie
biatka ostonki wirionu. Do produkcji iscom mozna wykorzy-
stywaé biatka struktur powierzchniowych pasozytow, synte-
tyczne polipeptydy o niskiej masie czasteczkowej, a nawet
hapteny. Przejscie bialek natywnych w rozpuszczalne mo-
nomery zachodzi pod dzialaniem niejonowych detergentéw
pozbhbawionych wtasciwosei denaturujgcych lub o ostabionych
wlasciwosciach denaturowania biatek. Dzieki temu przes-
trzenna konfiguracja determinant antygenowych nie zmie-
nia sie zupeinie, badz ulega tylko nieznacznej deformacji.
Najczesciej sa wykorzystywane nastepujace detergenty:
NP-40, Triton X-100, betaoktyloglukozyd lub MEGA-10 (20).
Rozpuszczone komponenty biatkowo-lipidowe oslonki wirio-
nu po oddzieleniu od czesci nierozpuszczalnych na drodze
ultrawirowania mogg by¢ wykorzystywane do produkeji
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Ryc. 2. Schemat otrzymywania iscom i micelli dla glikopro-
tein otoczki wirusa (wg 31). A — rozpuszczenie otoczki
wirusa przy uzyciu detergentu, B — oddzielenie skiadnikéw
rozpuszezonych od nierozpuszczonych na drodze wirowania,
C — dalsze oczyszczenie rozpuszczonych bialek np. metoda
chromatografii powinowactwa, D — wyekstrahowane biatka
otoczki podczas wirowania przechodzg przez warstwe sacha-
rozy z detergentem do strefy dolnej zawierajacej Quil A.
W tej strefie pozbawionej detergentu ma miejsce asocjacja
biatek z Quil A i wytwarza sie iscom, E — iscom powstaje
z mieszaniny biatek otoczki i Quil A po usunieciu deter-
gentu na drodze dializy, F — wyekstrahowane biatko
otoczki po przejsciu w trakcie wirowania przez warstwe
sacharozy z detergentem do strefy wolnej od detergentu
tworzy micelle, G — micelle powstaja z biatek otoczki
wirusa po usunieciu detergentu na drodze dializy

micelli lub iscom bezposrednio, wzglednie po ich oczysz-
czeniu metodg chromatografii powinowactwa. Detergenty
utrzymujg w postaci monomerdéw bialtka rozpuszczalne, kt6-
re zawieraja w czasteczce obok regionéw hydrofobowych
réwniez regiony hydrofilowe.

Zastosowane detergenty niejonowe, ktoére hamujg wza-
jemne oddzialywanie czgsteczek lipidéw wzglednie czgste-
czek lipidow 1 bialek, w stabszym stopniu przeciwdzialajg
interakecji miedzy czasteczkami bialek. Stad tez nieprzes-
trzeganie parametréw preparatyki moze spowodowaé wy-
padanie agregatéw zamiast przejscia form monomerycznych
w multimery. Ze wzgledu na fakt, ze blona pierwotniakéw
jest strukturg sztywniejszg od ostonki wirusa, mozna z niej
wyekstrahowaé duze ilosci biatek bez dezintegrowania blo-
ny plazmatycznej stosujgc MEGA-10 w niskich stezeniach
(0,25%0) (30).

Micelle biatkowe powstajg z bialek po usunieciu detergen-
tu metoda wirowania w gradiencie sacharozy lub metodg
dializy. W zaleznosci od wilasciwoscl detergentéw uzytych
do solubilizacji antygendw rdwniez przy otrzymywaniu
iscom stosuje sie metode dializy lub ulirawirowania.

Metoda dializy znajduje zastosowanie wtedy, gdy antygeny
cechuje zbyt niska masa czgsteczkowa, co uniemozliwia
wzglednie szybka ich sedymentacje podczas wirowania
w gradiencie sacharozy. Stad tez roztwory polipeptydow
i oligopeptydéw w detergencie po dodaniu Quil A do kon-
cowego stezenia 0,01% (w/v) sg poddawane dializie w sto-
sunku do PBS przez 24—48 godz. Nastepowe wirowanie
w gradiencie sacharozy pozwala na otrzymanie oczyszczo-
nego iscom, zwlaszcza od adjuwantu, ktéry nie wszedl w
strukture kompleksu immunostymulacyjnego. Adjuwant w
postaci niezwigzanej dziata draznigco i toksycznie na orga-
nizm (31).

Istota postepowania przy otrzymywaniu iscom polega na
dodaniu do mieszaniny rozpuszczonych antygendéw w for-
mie monomerycznej, glikozydu Quil A przed lub po usunig-
ciu detergentu. Glikozyd w formie micelli tgcznie z lipida-
mi tworzy rdzen kompleksu (matrix). Dodany glikozyd
w miare obnizania stezenia detergentu wychwytuje bialka,
ktére sg inkorporowane do rdzenia. Jednoczeénie ujawniajag
sie wlasciwosciami hydrofobowe bialek maskowane dotych-
czas przez detergent. Proporcja Quil A w iscom w stosunku
do bialka wynosi 50—100 ug/mg bialka. Wykazano przy tym
w serii do$wiadczen, ze typowa struktura przestrzenna
iscom powstaje przy udziale cholesterolu (33). Istnieje tez
mozliwosé inkorporacji do rdzenia iscom w obecnosci cho-
lesterolu niewielkich ilosci innyeh lipidéw. 0,7 uM fosfatyl-
choliny moze byé inkorpowana do iscom utworzonego przez
1,3 pM cholesterolu i nadmiar Quil A. Lipidy wchodzace
w sklad kompleksu immunostymulacyjnego pochodzg ze
struktur natywnych ekstrahowanych materiatéw (31). W tych
przypadkach, w ktorych zawartos¢ lipidow w materiale
oczyszezonym metodg chromatografii powinowactwa Jest
zbyt mata, nalezy dodaé¢ do oczyszczonego materiatu choles-
terol i fosfatylcholiny. Obecnos$¢ fosfatylcholiny jest ko-
nieczna do ulatwienia wigczenia do rdzenia iscom polipep-
tyddéw 1 oligopeptydow.

Stymulacja odpornos$ci humoralnej, komorkowej
i dziatanie ochronne iscom

Kompleks immunostymulacyjny, ktory jest strukturg sta-
bilng, pozbawiong niepozgdanych skiadnikéw antygenowych
nie traci swoich wtasciwosel fizyko-chemicznych i biolo-
gicznych po wielu miesigcach przetrzymywania w stanie
zliofilizowanym. Antygeny wchodzace w sklad kompleksu
mozna wystandaryzowaé¢ biochemicznie, co umozliwia pro-
dukcje szczepionek o identycznych parametrach (42). Struk-
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tura przestrzenna kompleksu immunostymulacyjnego, w kto-
rej przewazajaca ilo$¢ epitopow nie jest maskowana oraz
dziatanie adjuwancyjne Quil A umozliwiaja stymulacje od-
pornosci komoérkowej, humoralnej i dzialania ochronnego.
Adjuwant zawarty w czasteczce iscom, chociaz w stezeniu
50-krotnie nizszym od stezenia w konwencjonalnych szcze-
pionkach, wykazuje identyczne dzialanie immunostymula-
cyjne (2, 9).

Doskonaty wglad w immunogennosé kompleksu immuno-
stymulacyjnego przynosza badania nad odpowiedzia immu-
nologiczng $winek morskich immunizowanych iscom oraz
micellami wirusa influenzy koni. Nasilenie odpowiedzi im-
munologicznej okreslane wysokoscig miana przeciwciat he-
maglutynujgcych i neutralizujacych wirus u zwierzgt im-
munizowanych iscom przewyzsza wielokrotnie miana tych
przeciweial zawartych w surowicach zwierzat immunizowa-
nych micellami lub wirusem inaktywowanym (Ryc. 3)
(31, 41). RoOwniez u myszek BALB/c immunizowanych iscom
zawierajgcym glikoproteiny wirusa influenzy koni, szczep
A/Solvalla/79 miano swoistych przeciwcial aktywnych w
odczynie ELISA przewyzszalo wielokrotnie miana indukowa-
ne przez szczepionke zawierajacg micelle. Odpowiedz immu-
nologiczna koni na biwalentna szczepionke przeciwko in-
fluenzie (szczep Praga i szczep Solvalla) mierzona wysokos-
ciag miana aglutynin w odczynie ELISA przewyzszata tez
odpornoéé po szczepieniu szczepionkg oparta o wirus zabity
(31). Odpornoé¢ po szczepieniu iscom utrzymywala sie na
wysokim poziomie przez okoto 18 miesigey i chronita konie
przed zachorowaniem. Natomiast w celu uzyskania dzialania
ochronnego u koni uodpornionych szczepionka konwencjo-
nalng nalezy stosowaé¢ dawki przypominajace antygenu
w odstepach 6—8 miesiecznych (46).

Bardzo ciekawe obserwacje poczyniono na myszach im-
munizowanych donosowo. Po donosowym i podskérnym po-
daniu iscom z glikoproteinami wirusa influenzy miano
swoistych przeciwecial w surowicy krwi bylo bardzo zblizo-
ne. Przenikanie kompleksu immunologicznego przez $luzéw-
ke ukladu oddechowego ulatwiaty bialka otoczki wirusa,
ktére dzieki strukturze kompleksu nie tracg wiasciwosci
biologicznych bialek natywnych (28). Szczepienie donosowe
jndukuje wy2zsze miana przeciwcial wystepujgcych w Klasie
I1gG i IgA nizeli szczepienia podskérne. Po powtérnym po-
daniu szczepionki silnie wezrasta miano przeciwcial zawar-
tych w klasie IgG immunoglobulin, zwlaszceza w podklasach
1gG, i 1g8Gaa (31).

Po jednorazowym podaniu myszkom glikoproteiny wirusa
influenzy A w formie micelli lub iscom nie wystepuje od-
powiedz immunologiczna ze strony limfocytéw B oraz lim-
focytéw cytotoksycznych (To) (1, 37). Natomiast po dwu-
krotnej immunizacji iscom pojawiaja sie w plucach myszek
komoérki wydzielajace swoiste przeciwciala (ASC). Wzrasta
czestotliwo$é pojawiania sig prekursoréw komorek T. oraz
ASC po stymulacji in wvitro przy uzyciu iscom, hodowli

Migno-HI

Hiaro-ND

G

ISCOM ISCOM MICELLE WIRUS
Ryc. 3. Miano hemaglutynin (HI) i przeciwcial zobojetnia-
jacych wirus (NJ) w surowicach swinek morskich po

indukcji inaktywowanym wirusem influenzy koni, micellami
i iscom {(wg 31)

tkanki plucnej pochodzacej od myszek szczepionych kom-
pleksem immunostymulujgecym. W przeciwienstwie do
szczepionek zawierajgcych micelle, ktére nie indukujg od-
powiedzi limfocytéw T. komérki T pochodzgce od myszek
immunizowanych dzialajg cytotoksycznie. Aktywnosé ta wy-
nosi jednak tylko 10% aktywno$ci obserwowanej po im-
munizacji zywym wirusem influenzy (31).

Pojecie immunoprotekeji obejmuje ochrone przed zachoro-
waniem, ktéra jest nastepstwem ograniczenia namnazania
czynnika zakaznego, oraz ochrone przed zakaZeniem uwa-
runkowana catkowitym zahamowaniem namnazania zaraz-
ka. Kompleks immunostymulacyjny sporzadzony z wirusa
influenzy indukuje nie tylko wysoki poziom odpornosci
humoralnej, ale réwniez protekcje na zakaZenie zjadliwym
szczepem. Myszki uodpornione dwukrotnie iscom o zawar-
tosci 1,0 pg glikoprotein wirusa influenzy sa w pelni od-
porne 11 dnia po szczepieniu na zakazenie 105 EIDj pei-
nozjadliwego wirusa. Nawet przy dawce niskiej, bo wy-
noszacej 0,1 pg biatka rozwija sie dos$¢ silna odpornose.
Zakazenie przezywa 70% myszek szczepionych (31). W zad-
nym przypadku nie wyosobniono wirusa z pluc zakazonych
zwierzat. Rowniez silna odporno$é rozwija sie u kotoéw
immunizowanych iscom z bialkami otoczki wirusa biataczki
koléw (47) oraz u malp po immunizacji iscom z glikoprotei-
nami gp 340 wirusa Epstein-Barr (45). Szczepionka prze-
ciwko wsciekliznie o zawartoséci 4,5 pug bialka w iscom indu-
kuje u myszek identyczng odpornos¢ jak szczepionka stan-
dardowa (42, 50).

Iscom jako nos$nik antygendéw niskoczasteczkowych

Substancje o malej masie czasteczkowej, zwlaszcza poli-
peptydy, cechuje z reguly niewielka immunogennoseé. Celem
jej zwiekszenia koniuguje sie te substancje z biatkami
(albumina surowicy bydta lub kopolimery aminokwaséw),
ktore pelnig role nosnikow (17, 48). Ze wzgledu na nadal
niezadowalajgcg immunogennosé tak otrzymanych koniuga-
tébw, w celu zwickszenia ich immunogennosci dodaje sie
kompletny lub niekompletny adjuwant Freunda. Adjuwant
ten stosowany w celach eksperymentalnych z dobrym po-
wodzeniem, nie moze byé stosowany powszechnie w medy-
cynie i w weterynarii ze wzgledu na niekorzystne dziatania
uboczne (17).

Nowe mozliwoéci zwiekszenia immunogennosci antygenéw
niskoczasteczkowych, szczegdlnie kompleksow polgczonych
z no$nikami bialkowymi, stwarza ich polgczenie z liposoma-
mi, micellami oraz z kompleksem immunostymulacyjnym
(32, 43). Peptydy, jak hormon luteinizujacy lub syntetyczny
peptyd wirusa pryszezycy o sekwencji aminokwasow 144—
— 159 po inkorporacji do iscom zawierajacego glikoproteiny
wirusa influenzy w stosunku 1—2 czasteczki peptydu na
jedna czasteczke biatka, indukuja u myszek po dwukrotnym
podaniu w dawce 1—3 ug odpornosé¢ humoralng. Miano
swoistych przeciwcial w surowicy myszek w przypadku
hormonu po immunizacji dawka 3 pg wynosi 58 dnia po
immunizacji 6301360, za$ po immunizacji identyczna dawkg
wirusa pryszczycy 2601120 (42).

Stosujac jako hapten modelowy biotyne aktywowang
bursztynianem znakowanym S3H uzyskuje sie gestos¢ epito-
poéw od 0,1 do 20 na czasteczke boalka, podczas gdy w przy-
padku polipeptyddw gestos¢ ta nie przekracza 2—5 czgste-
czek peptydu na czasteczke biatka. W koniugacie o duzej
immunogennosci stosunek optymalny peptydu do biatka
wynosi jak 10:1. Zapewnia on maksymalng ekspozycje
przynajmniej jednego epitopu biotyny w czasteczce iscom
i dobrze maskuje antygeny biatka zastosowanego jako nos-
nik. 10 pg iscom z biotyng indukuje u myszek okolo 3-krot-
nie wyzsze miano przeciwciat w poréwnaniu do biotyny
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inkorporowanej do micelli lub skoniugowanei z albuming
surowicy bydlecej i podanag lgcznie z adjuwantem Freunda
(42). Stosujac iscom jako noénik juz przy dawce haptenu
10 ug lub mniej i przy pominieciu adjuwantu Freunda uzys-
kuje sie dobrg immunogennosé niskoczasteczkowych antyge-
néw i haptenow. Wydaje sie, ze kompleks immunostymula-
cyjny jako noénik okaze sie szczegbdlnie przydatny w przy-
padku produktéw rekombinacji DNA, ktdére zazwycza] ce-
chuje niska immunogennosé.

Wrykorzys{anie iscem jako aniygenu w odezynach
immunologicznych

Dcbra ekspozycja cpitopéw w kompleksach immunosty-
mulacyjnych, ktéra zapewnia zwiekszong imniunsgennose,
moze zostaé wykorzystana w odczynach immunologicznyech,
w ktorych czasteczki iscom peinig role antygenéw. Odnosi
sie to zwlaszcza do bialek powierzchniowych wirusow, bak-
terii i pasozytéw (35). Technologia otrzymywania iscom
umozliwia bowiem selektywne uzyskiwanie antygendw po-
wierzchniowych (43). Przydatnos$sé¢ kompleksu immunosty-
mulacyjnego jako antygenu okreslono dla bialek powierzch-
niowych tachyzoitéw Toxoplasma gondii w odczynie ELISA
zastosowanym do oznaczania wysokosci miana swoistych
przeciwcial w surowicach owiec i cielgt. Odczyn ELISA
z zastosowaniem iscom cechuje identyczna czulosé¢ jak od-
czyn immunofluorescencji z uzyciem catych pasoiytéw lub
odezyn ELISA, w ktérym jako antygen zastcsowano wycigg
z komorek pasozyta. Co wigcej, odczyn ELISA z zastoso-
waniem iscom jako antygenu cechuje sie wyzszg swoistoscig
od tego odezynu, w ktérym zastosowano antygeny konwen-
cjonalne T. gondii. Ten ostatni odczyn wypadal tez dodat-
nio u cielgt zarazonych Sarcocystis cruzei (30, 51).

Przedstawione wyniki badan nad wiasciwosciami biolo-
gicznymi i zastosowaniem iscom, chociaz niepelne ze wzgle-
du na poczatkowe stadium badan nad tym zagadnieniem,
wykazujg jednoznacznie, ze kompleksy immunostymulacyj-
ne, kioérych zalozenia teoretyczne i technologie opracowal
Morein i wsp. (40, 42, 43) stwarzaja nowe mozliwosci dia
immunoprofilaktyki i immunoterapii przy uzyciu szczepio-
nek, a takze dla immunodiagnostyki. Duze nadzieje budza
zwlaszcza badania nad opracowaniem nowej generacji szcze-
pionek dla wirusa odry (16, 51), a takze prace nad przygo-
towaniem szczepionki zawierajgce) kompleks immunosty-
mulacyjny dla wirusa choroby AIDS. Byé moie na tej dro-
dze zostanie poczyniony postep nad uzyskaniem szczepionek
dla wirusdéw powolnych wywolujaeych zakazenia u zwie-
rzat. Nowe perspekiywy rysuja sie takze przed produkcjia
szezepionek dla antygendw cechujacych sie niskg immuno-
gennoscig (42), zwlaszcza dla immunogenéw otrzymanych
na drodze inzynierii genetycznej. Niebagatelne znaczenie
ma mozliwo$¢ wyprodukowania przy uzyciu iscom szcze-
pionek i preparatéw immunodiagnostycznych wolnych od
substancji balastowych, a tym samym pozbawionych wigk-
szosci dzialan ubocznych, a cechujgcych sie duzg swistosdcia.
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GUPTA P, CHATTERJEE R, CAI Q.. Czestolliwosé¢ wy-
stesowania czynnika blokujacego wirus bialaczki bydia
w plaimie krow w stadach krow mlecznych, (Prevalence
of the plasma bovine leukaemia virus blecking factor in
caitle of a commercial dairy herd). Vet. Rec. 125, 5—6,
1989 (1)

Transkrypcja genomu wirusa bialzczki bydla, ktéry na-
lezy do retrowirus6w moze by¢ blokowana in vitro przez
biaiko plazmy krwi nie posiadaigce wiasciwosci Ig. Obec-
nos$é¢ tego czynnika przebadano w plaimie kréw mlecznych
reagujgeych dodatnioc w odcezynie RIST w  stosunku do
bialka 25p. Wykrycie czynnika blokujacego zalezy od na-
tury zakazonych komoérek docelowych zastosowanych
w badaniach. Stosujgc bardzo wrazliwe limfocyty zaka-
7one wirusem bialaczki jako komoérki docelowe, obecno$é
czynnika blokujgcego wykazywano znacznie czeScie] w sta-
dach krow zakazonych w porownaniu do kréw po-
chodzacych ze stad wolnych od biataczki, W stadach za-
kazonych nie wystepuje korelacja miedzy wysoko$cia mia-
na swoistych przeciweial dla wirusa bialaczki a obecnoscig
czynnika blokujgcego.
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