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ciwprątkowe; działają bakteriobójczo na Mgc. ąuźum w niż-
szych stężer-riach niż formaldehyd lub fenol.

3. Duża aktywność przeciwbakteryjna, dobra lozpu-
szczalność w wodzie oraz brak zagrożenia dla środowiska
ze strony omawianych preparatów sprawia, że po urucho-
mieniu produkcji na skalę przemysłową mogą one znaleźć
szerokie zastosowanie zarówno w weterynarii, jak i w prze-
myśle spoźywczym.
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Jednym z największych osiągnięć immunologii było rvplo-
wadzenie do praktyki metody swoistego zapobiegania cho-
robom zakaźnym ptzy użl,ciu szczepionek. Jakkolrł.iek
szczepienia ludzi przeciwko ospie prakty)<owano w Chinach
jeszcze przed naszą erą, to dopiero wprowadzenie szczcpień
ochronnych przeciwko ospie przez Jennera w 1798 I., a na-
stępnie opracowanie przez Pasteura ogóInych zasad zwa1-
czania chorób zakażnyctr poptzez uodpornianie czynne peł-
nozjadliwymi, osłabionyrni lub zabitymi dlobnoustrojami
stworzyło podstawy nowoczestrej immurroplofilaktyki i im-
munoterapii (23, 53).

Większość dotychczas stosorvarlyclr szczepionek indukuje
w organizmie ]udzi i zwierząt odporność, która chroni głów-
nie przed rvysląpieniem klinicznych postaci choroby. Rzadko
natomiast szczepienia ochronne chronią organizm przed za-
każeniem. Pornimo postępu w produkcji szczepionek nadal
nie udało się opracować skutecznych immunopreparatów
przecirvko niclłtórym chorobom zakaźnym o przebiegu prze-
wlekłyn, a także wywołanym przez wirusy powolne. Wska-
zują na tc dobitnie próby podejmowane w najbardziej ;leno-
mowanych laboratoiiach nad szczepionką przeciwko wiru-
som HIV1 i IJIVZ oraz przeciwko chorobom scrapie i maedi-
-rri<rlc / ] i\y,lL16 \!!J.

Wyja.śuienie roli poszczególnych komponent zarazków
w indukcji odporności związane z rozwojem immunoche-
mii oraz postęp w lliologii molekularne j, a zwłaszcza obser-
wowany w ostatnich latach szybki rozwój inżynierii gene-
tycznej, stworzył teoretyczne podstawy do opracowania
nowych generacji szczepionek. Stało się to moźiiwe zwłasz-
cza dzięki identyfikacji genów odpowiedzialnych za syn-
tezę immunologicznie czynnych kotnponent drobnoustrojów,
a także dzięki poznaniu roli, jaką odgrywają poszczególne
składowe antygenu w procesach immunogenezv. Badania
nad antygenami ochronnymi (protective antigens) przyczy,
niły się do opracowania szczepiorrek pozbawionych substan-
cji baiastowych, jakimi są: materiał genetyczny zarazka
oraz jego składniki o działaniu alergizującym i, toksycznym,
co wyeliminowało efekty działania ubocznego wielu szcze-
pionek (4, |9, 24). Wprowadzenie np. metod frakcjonowania
wirusów z Todziny Herpes,.-irżdae w gra_diencie sacharozy
doprowadziło do izolowania czterech głównych frakc ji,
z których glikoproteiny wirusowe są najsilniejszymi immu-
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nogenami i pralrtycztlre są pę7[21yione dzialania alergizu-
jącego. Stosując metody rozdziału eiektroforel;ycznego otrzy-
rnano z lvirusa choroby Aujeszky cztery immuncdominujące
;lroteiny, z których sporządzono skuteczną szczepionkq z pod-
jednostek (J.9). Pierwszą szczepionkę z podjednostek zasto-
sowaną w medycynie jest szczepionka przeciwko gry,pie
(l9, 24). Szczepionka ta pozbawiona działania toksycznego
rk;rzała się jednak lv plirk,tyce mało skutcczna,

Cei jakirn jest uzyskatrie optymalnej prezentacji epitopów
antygenów, która zapewni efektywną indukcję odpowiedzi
komórkowej i hrtmora]nej starano. się osiągnąć też poprzez
technolcgie rekoinbinacji DNA, syn'iezę polipeptydów i uży-
cie do produkcji szczepionek inaktywov/anych wjrionów (53),

a także papIzez wprclł,adzanie do szczepionek adjl,rłvantów
(3, 8, 14) i tworzenie nowi.ch strttktur przestrzennych
(i.virosomy, micelle, iscom) (40, 52). Pierwszym produktem
rekombinacji DNA jest szczepionka przeciwko wirusowemu
zapaleniu wątroby B opracowana w 1986 r. (7. 10). Wyko-
rz;rstano też do produkcji szczepione}< przecj.lvwirusowych
(odra) kionowanie genów lriałek otoczki wirionu i ich eks-
presję poprzez rekombinanty wirusa krorvianki (34). Stosu-
jąc rekombinanty Escherich,ża colż qll,prodrrkowano szcze-
pionkę przecilvko ptyszczycy (5, 19), enteropaiogennym
szczepom E. coli, (12,39) oraz wirusowi białaczki kotów.
Wykorzystanie rekombinantów Saccharomyces cereuźsiae
pozwoliło na wyprodukowanie szczepionki przeciwko wiru-
sowi zapalenia wątroby B (13, 27, 49).

W zmożenie swoiste j reaktywności immunolog icznej szcze-
pionek, w tym także z podjednostek, uzyskuje się stosując
adjuwanty, substancje, które podane łącznte z antygenami
ub osobno zwiększając odpowiedź immunologiczną lub zmie_
niają jej charakter. Ze względu na kompleksowe działanie
adjuwantów, szczególnie pochodzenia bakteryjnego, efekt
jest sumą ich działari jednostkowych na poszczególne skład-
niki układu immunologicznego. Zwiększenie immunogenności
rnożna też uzyskać po inkorporaeji antygenu do liposomów
(11, 52). Ekstrahowanie antygenów, zwłaszcza białkowych,
przy użyctu różnych detergentów oraz icln helatowanie nie
przyniosło oczekiwanych wyników. Uzyskane produkty,
często o nie ustalonym składzie, cechuje niska immunogen-
ność (18, 29).

Obserwacje, że nienaruszotry mikroorganizm wykazuje
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znacztric większą imnrurrogcnność od wyosobnionych z niego
antygenów rozpuszczalnych, które z reguły występują jako
lTronomery, zainicjował badania nad zaieżnością między kon-
figuracją przestrzenną antygenu a jego immunogennością.
Badania Morein i wsp. (6, 40, 43) nad wirusem Semliki
Forest wykazały, że białka otoczki tego wirusa w formie
micelli 1ub wirosomów wykazują dużą immunogenność. Już
dawka 1-10 ptg białka otoczki podana w tych postaciach
podskórnie indukuje u myszek wysokie miana swoistych
przeciwciał oraz zapewnia działanie ochronne przed zaka-
żeniem dawką wirusa powodującą u osobników nie szcze-
pionych zapalenie mózgu i rdzenia koriczące się śmielcią.
Ta sama dawka antygenu w postaci monomeru nie indukuje
odpowiedzi humoralnej, zaś jej działanie ochronne jest ni-
kłe. Forma monomeryczna aritygenu może ptzy tym wywie-
raó działanie immurrosupresy jne na odporirośó humoralną
(42). Podobne efekty uzyskano u myszy i u owiec z antyge-
nami wirusa Pi-3 w formie nricelialnej (41).

Nagromadzenie obserwacji wskazujących na dużą irrmu-
nogenność antygenów w formie multinerów, a tal,:że nad
zrviększaniein ich immunogenności przez adju,lvanty stano-
wiło podstawę do opracowania nowej siluktur-y pre:zentacji
antygenu - kompleI<su immunostytnulacyjnego (itnlnuno-
stimulating complex) - iscom (42),

lscom - strttktttra i u,łaścilvości

Ilnmunogellność, sv,loistość i nieszkodliwośó stanowią za-
sadnicze kryteria oceny szczepionek. Immunogenność zależy
od struktury chemicznej antygerru i konfiguracji przestrzen-
nej epitopów. Najwyższą inrmunogennoscią cechują się z re-
guły nie zmienione struktury zwłaszcza białkowe oraz kom-
plel<sy wielocukier-białko-lipid. Niźszą immunogenllość po-
siadają arrtygelry rozpuszcza.lrre, które występują z reguły
w forrnie monomerólv i prezcntowane są w tej formie ukla-
ciorvi imlnunologicznemu. Nieco wyższą immunogennością od
monomerów cechują się mr-ritimery w formie micelli, naj-
wyższą zaś kompleksy immunostymulujące - iscom (42).

Formv monomeryczne antygenów uzyskuje się z rozpusz-
czalnych struktur powierzchniowych lvirionów, bakterii
i pasożytów pod wpływem detergentów (21). Te powierzch-
niowo czynne związki nie tylko solubilizują składniki anty-
gelrowe, ale zapobia-.ga ją także agregac ji monomerycznych

m'lcellcr
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igcone
Ryc. 1. Schemat otrzymywania micelli białkowych, wiroso-
mów i kompleksu immunostymulacyjnego - iscom (we 44).
1 - otoczka białkowa wirusa, 2 - dodatek detergentu,
3 - usunięcie detergentu, 4 - usunięcie detergentu i do-
danie Quil A, 5 - usunięcie detergentu i dodanie fosfolipidu

slrttktur bialkorvych pod wpłllv/ęm silnych interakcji grup
hydrofobowych (Ryc, 1). F'ormy multimeryczne występujące
w postaci białkolvych micelli rnożna otrzyrnać po usunię-
ciu detergentóvl i iipidów z mieszaniny rozpuszczalnych
białek. Pozbycie się na drodze diaiizy wyłącznie detergerrtu
z tej mieszantny ptzyczynia się do powstania wirosomów.
Stanorvią one kuliste struktury o ścianie utworzonej z pod-
wójtre j warstwy 1iplidowej, do której są inkorporowane
monomery białkowe (22). Morein i wsp. (42) pierwsi otrzy-
mali kompleks immunostymulujący o dużych zdo]nościach
immunogennych. Ien trójwymiarowy kompleks o strukturze
klatkowej (cage - like structure) umożliwia prezentację
antygenów białkowych i polipepiydów w formie multime-
rów rvbudowanych do ,,rdzenia" utworzonego z glikozydu
Quil A uzyskanego z Quilla saponaria molźna, cholesterolu
i lipidów. Antygeny zawierające w cząsteczce zarówno re-
giony hydrofobowe, jak i hydrofilowe są inkorporowatre do
przestrzenne j struktury rdzenia dzięki wza jerirnemu oei-
działywaniu grtrp 1rydrofobowych, gdzie tworzą strukturę
multimeryczną. Uzyskarry w ten sposób twór dzięki opty-
nla]nej prezentacji epitopów umożIiwił ponad 10-krotne
zwiększenie immunogenności w porównaniu do odpowied-
rrich antygenów ca}e j cząsteczki wirusa 1ub jego formy
tnicelialnej (22, 42). Antygeny wirusowe włączone do iscom
induklt ją nie tylko odpowiedź typu humoralnego, ale są
ttikże bardzo skttteczrrytn induktorem odporności komórko-
rve j. Wskazu je na to odporność przeciwko cytomegalowi-
Tusoln nlałp oL-az przeciwko oclrze indukowana przy
pomccy białek oiOcżki tych wirusów inkorporowanych
do iscorn (15, 51). Stabilność zarówno rdzenia iscom, jak
i antygenów do niego włączonych zapewniają wzajemne od-
clziaływanie grup hydrofobowych. Siły tych oddziaływań są
1lrawdopodobnie icientyczne z siłami odpowiedzialnymi za
ptr fa}clowarrie c,zilstec zki białka i porvsta trie ti,ze,ritrl.zędol.vych
stl uj< tur biale}< s tc.rycznyclr.

Techrro1o3ia iscom znalazła zastosov,larrie do produkcji
szczepionek, w lrtórych wykorzystano iząsteczki zawierające
za.równo r.cgiony Łrydroiilowe, jak i hydro,tobowe (białka
otoczki tvirltsó.,v, bakterii, pasożytów i komórek zwierzę-
cych). Iscom uzyskany z tych białek, różniących się struk-
turą trzeciorzędową i wielkością cząsŁeczki, starrowi twór
bardzo stabilny. Również isconr zawierający polipeptydy
o masie por-riżej 5000 d ma ten sam ksziałt, wielkość i stałą
sedynrentac.ii co iscom zbudowany z białek o nrasie stokrot-
nie wyższej. Istotną rolę lv tworzeniu struktury przestrzen-
nej rdzenia iscom oprócz adjuwantu QuiL A odgrywają
iipidy, z-"vłaszcza cholesl,ero] i fosfocholina. Jalrl<olwiek cha-
rakter białek nie lvpływa na strukturę iscom, to jednak one
determinują irnmunogenność komp}eks,,J i swoistość odpo-
rviedzi immunoiogicznej. W celu zmrnimalizowania dziaiań
ubocznych adjuwantu występilje on w iscom w małych
dawkach i w ścisłym połączeniu z ani5lgenem (2).

Do cech charakteryzującyclr iscorn należy wartość stałej
seclyrnentac ji, profil białek rozdzielonych metodą ele]itro-
forezy SDS na żelu polial<rylarrridowym oraz struktura cząs-
tecz]<i - barvłienie negatywne i oglądanie w mikroskcpie
elektronowym. Wartości te dla kompleksu inrnrunostymu-
lr-rjącego zawierającego białko oi,oczki wirusa PI-3 przedsta-
rviają się w sposób następujący. Stała sedynentacji ozna-
czona w griadiencie 1C-400/o sacharozy wynosi 19 S i nie
zrnienja się w zaieżności oC źródła pochodzenia białka. Pro-
ii1 białek isconr jest zbliżony do profilu micelli białkowych
wirusa PI-3 (36)" W e]ektroforegramie SDS-PAGE wyróżnia
się zasadniczo dwa pasma białkowe, duże i silnie wybar-
witlne o masie 73 K, które odpo,ń/iad.a neuraminidazie (HN)
oraz delikatne pasmo o masie 5tr K odpowiadające naj-
prarł,dopodobniej białku łączącemu (F). Średnica cząsteczki
kompleksu oznacżona w rrlikroskopie elektronowym wylrosi
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35 nm. Każda cząsteczka o strukturze przesttzennej wie-
lościanu jest zbudowana z podjednostek o średnicy 12 nm
i kształcie zbliżonym do pierścienia (38, 42).

Otrzymywanie iscom

Schemat otrzymywania l<ompleksu inrmunostymuiacyjne-
go z osłonki glikoproteinowej wirusa w porównaniu do mi-
celli podano na ryc. 2. Jako materiał wyjściowy stosuje się
białka osłonki wirionu. Do produkcji iscom nlożna wykorzy-
stywać białka struktur powierzchniowych pasożytów, synte-
tyczne polipeptydy o niskiej masie cząsteczkowej, a nawet
hapteny. Przejście białek natywnych w rozpuszczalne mo-
nomeTy zachodzi pod działanient niejonowych detergentów
pozbawionych właściwości denaturując;zch lub o osłabionych
właściwościach denatlrrowania białek. Dzięl<i temu przes-
trzenna konfiguracja determinant antygenowych nie zmie-
nia się zupełnie, bądź ulega tylko nieznaczrrej deformacji.
Na jczęście j są wykorzystywane następu jące detergerrty:
NP-40, Triton X-100, betaoktyloglukozyd lub MEGA-I0 (20).

Rozpuszczone komponenty białkowo-lipidowe osłonki wilio-
nu po odd_zieieniu od części nierozpuszczalnych na drodze
u]trawirowania mogą byc wykorzystywar]e do produkc ji

\2łh

Ryc. 2. Schemat otrzymywania iscom i micelli dla glikopro-
tein otoczki wirusa (we 31). A - rozpuszczenie otoczki
wilusa przy użyciu detergentu, B - oddzielenie składników
Tozpuszczofiych od nierozpuszczonych na drodze wirowania,
C - dalsze oczyszczenie rozpuszczonych białek np, metodą
chromatografii powinowactwa, D - wyekstrahowane białka
otoczki podczas wirowania przechodzą przez warstwę sacha-
Tozy z detergentem do strefy dolnej zawierającej Quil -Ą,
W tej strefie pozbawionej detergentu ma miejsce asocjacja
białek z Quil A i wytwarza się iscom, E - iscom powstaje
z mieszaniny białek otoczki i Quil A po usunięciu deter-
gentu na drodze dialtzy, F - wyekstrahowane białko
otoczki po przejściu w trakcie wirowania przez warstwę
sacharozy z detergentem do strefy wolnej od detergentu
tworzy micelle, G - micelle powstają z białek otoczki

wirusa po usunięciu detergentu na drodze dializy

micelli lub iscom bezpośrednio, względnie po ich oczysz-
czeniu metodą chromatografii powinowactwa. Detergenty
utrzymują w postaci monomerów białka rozpuszczalne, któ-
re zawierają w cząsteczce obok regionów hydrofcibowych
również regiony hydrofilowe.

Zastosowane detergerrty nie jonowe, które hamu ją wza-
jemne oddzialywanie cząsteczek lipidów względnie cząste-
czek lipidów i białek, w słabszym stopniu przeciwdziałają
itlterakc ji mięCzy cząsteczkami białek. Stąd też nieprzes-
trzeganie paralnetrów preparatyki może spowodować wy-
padanie agregatów zamiast przejścia form monomerycznych
w multimery. Ze wzgiędu na fakt, że błona pierwotniaków
jest strukturą sztyrvrriejszą od osłonki wirusa, można z niej
wyekstrahować duże ilości białek bez dezintegrowania bło-
rry plazmatycznej stosując MEGA-10 w niskich stężeniach
(0,250i0) (30).

Micelle białkowe powstają z białek po usunięciu detergen-
tu metocią wirowania w gradiencie sacharozy lub meiodą
dializy. W zależności od właściwości detergentów użytych
do solubilizac ji antygetrów również pTzy otrzymywaniu
iscom stosuje się metodę didJzy lub ultrawirowania.

Metoda dializy znajduje zastosowanie wtedy, gdy antygeny
cechu je zbyt niska masa cZąsteczkowa, co uniemożliwia
wZględnie szybką ich sedymentację podczas wirowania
w graciiencie sacharozy. Stąd też roztwory polipeptydów
i oligopeptydów w detergencie po dodaniu QuiI A do koń-
cowego stężenia 0,010/o (w/v) są poddawane dializie w sto-
sunku do PBS przez 24-48 godz. Następowe wirowanie
w gradiencie sacharozy pozwala na otrzymanie oczyszczo-
nego iscom, zwłaszcza od adjuwantu, }<tóry nie wszedł w
strukturę kompteksu immunostymulacyjnego. Adjuwant w
postaci niezwiązanej dziaŁa drażniąco i toksycznie na orga-
nizm (31).

Istota postępowania ptzy otrzymywaniu iscom polega na
dodaniu do mieszaniny lozpaszczonych antygenów w for-
mie monometycznej, glikozydu Quil A przed 1ub po usurrię-
ciu detergentu. Glikozyd w lormie micelli łączrrie z lipida-
mi tworzy rdzeń kompleksu (matrix). Dodany giikozyd
w miarę obniżania stężenia cletergentu wychwytuje białka,
które są inkorporowane do ldzenia. Jednocześnie ujawniają
się właściwościami hydrofobowe białek maskowane dotych-
czas przez detergent. Proporcja Quil A w iscom w stosunku
do białka wynosi 50-100 tłg/mg białka. Wykazano przy tym
w serii doświadczeń, że typowa strul<tura przestrzenna
iscom powstaje przy udziale cholesterolu (33), Istnieje też
możliwość inkorporacji do rdzenia iscom w obecności cho-
lesterolu niewie]kich ilości innych 1ipidów. 0,7 pM fosfaty1-
choliny może być inkorpowana do iscom utwotzonego ptzez
1,3 pM cholesterolu i nadmiar Qui1 A, Lipidy wchodzące
w skład kompleksu immunostymulacyjnego pochodzą ze
struktur natywnych ekstrahowanych materiałów (3i). W tych
przypadkach, w kiórych zawartość lipidów w materiale
oczys7-czonym metodą chronatografii powinowactwa jest
zbyt mała, należy dodać do oczyszczorlego materiału choles-
tero1 i fosfatylcholiny. Obecność fosfatylcholiny jest ko-
irieczna do ułatwienia włączenia do rdzenia iscom poiipep-
tydów i oligopeptydów.

Styrnulacja otlporności humoralnej, komórkowej
i działanie ochronne iscom

Kompleks immunostymuiacyjny, który jest strukturą sta-
bilną, pozbawioną niepożądanych składników antygenowych
nie traci slł,olch właściwości fizyko-chemicznydn i bio1o-
gicznych po wielu miesiącach przetrzymywania vl stanie
zliofilizowanym. Antygeny wchodzące w skład kompleksu
można wystandaryzować biochemicznie, co umożliwia pro-
dukcję szczepionek o identycznych parametlac}:r (42). Struk-
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tura przestrzenna kompleksu immunostymulacyjnego, w któ-
rej przeważająca ilość epitopów nie jest maskowana oraz
działanie aćljuwancyjne Quil A umożliwiają stymulację od-

porności komórkowej, humoralnej i działania ochronnego,

Adjuwant zawarly w cząsteczce iscom, chociaż w stężeniu
S0-krotnie niższym od stężenia w konwencjonainych szcze-

pionkach, wykazuje identyczne działanie immunostymula-
cyjne (2, 9).

Doskonały wgląd w immunogenność kompleksu immuno-
stymulacyjnego przynoszą badania nad odpowieclzią immu-
nologiczną świnek morskich immunizowanych iscom oraz
micellami wirusa influenzy koni. Nasilenie odpowiedzi irr'-
munologicznej określane wysokością miana przeciwciał he-

maglutynujących i neutralizujących wirus u zwierząt im-
munizowanych iscom przewyższa wielokrotnie miana tych
przeciwciał zawartych w surowicach zwierząt immunizowa-
nych micel].ami lub wirusem inaktywowanym (Ryc, 3)

(31, 41). Również u myszek BALB/c immunizowanych iscom
zawiera jącym glikoproteiny wirusa influenzy 1<oni, szczep

A/Solvalla/?9 miano swoistych przeciwciał aktywnych w
odczynie ELISA przewyższało wielokrotnie miana indukowa-
ne ptzez szczepionkę zalvierającą micelle. Odpowiedź immu-

nologiczna koni na biwalentną szczepiorrkę przeciwko in-
fluenzie (szczep Plaga i szczep Solvalla) mierzona wysokoś-
cią miana aglutynin w odczynie ELISA ptzewyższała też

odporność po szczepieniu szczepionką opartą o wirus zabity
(31). Odporność po szczepieniu iscom utrzymywała się na

wysokim poziomie przez około 18 miesięcy i chroniła konie
przed zachorowaniem. Natomiast w celu uzyskania działania
ochrolrnego u koni uodpornionych szczepionką konwencjo-

nalną należy stosowaó dawki przypomina jące antygenu

w odstępach 6-8 miesięcznych (46),

Baldzo ciekawe obserwacje poczyniono na myszach im-
munizowanych clonosowo. Po donosowym i podskórnyn po-

daniu iscom z glikoproteinami wirusa influenzy miano

swoistycłi przeciwciał w surowicy krwi było bardzo zbliżo-
ne. Przenikanie kompleksu imnunologicznego przez śIuzów-

kę układu oddechowego ułatwiały białka otoczki wirusa,

które dzięl<i strukturze kompleksu nie tracą właściwości

biologicznych białek natyrvnych (28). Szczepienie donosowe

indukuje wyższe miana przeciwciał występujących w klasie
IgG i 1gA niżeii szczepienia podskórne. Po powtórnym po-

daniu szczepionki silnie wzrasta miano przeciwciał zawar-

tych w klasie IgG immunoglobu7in, zwlaszcza w podklasach

IgG1 i IgGza (31).

Po jednorazowym podaniu myszkom glikoproteiny wirusa
influenzy A w 1ormie micelli 1ub iscom nie występuje od-

powiedź immunologiczrra ze strony limfocytów B oraz ]im-

focytów cytotoksycznych (T") (1, 3?). Natomiast po dwu-

krotnej immunizacji iscom pojawiają się w płucach myszek

komórki wydzielające swoiste przeciwciała (ASC), \Mzrasta

częstotliwość pojawiania się prekursorów komórek T" oraż

ASC po stymulacji źn lsżtro ptzy użyeiu iscom, hodowli

l|iono-HS }llono-N9
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tkanki płucnej pochodzącej od myszek szczepionych korn-
pleksem immunostymulującym. W przeciwieństwie do

szczepionek zawierających micelle, które nie indukują od-
powiedzi 1imfocytów T" komórki 'l' pochodzące od myszek
immunizowanych działają cytotoksycznie, Aktywność ta wy-
nosi jednak tyiko 100/o aktywności obserwowanej po im-
munizacji żywym wirusem influenzy (31).

Pojęcie immunoprotekcji obejmuje ochronę przed zachoro-
waniem, która jest następstwem ograniczenia namnażania
czynnika zakaźnego, oraz ochronę przed zal<ażeniem uwa-
runkowaną całkowitym zahamowaniem namnażania zataz-
ka. Kompteks immunostymuiacyjny sporządzony z wirusa
influenzy indukuje nie tylko wysoki poziom odporności
humoralnej, ale również protekcję na zakażenie zjadliwym
szczepem. Myszki uodpornione dwukrotnie iscom o zawat-
tości 1,0 pg glikoplotein wirusa influenzy są w pełni od-
porne 11 dnia po szczepieniu na zakażenie 105 EID;o peł-
nozjadliwego wirusa. Nawet przy dawce niskiej, bo wy-
noszącej 0,1 lrg białka rozwija się dość silna odporność.
Zakażenie przeżywa ?00/o myszek szczepionych (31). W żad-
nym przypadku nie wyosobniono wirusa z płuc zakażonych
zwierząt. Również silna odporność rozwija się u kotów
immunizowanych iscom z białkami otoczki wirusa białaczki
kotów (4?) oraz u małp po immunizacji iscom z glikoprotei-
nami gp 340 wirusa Epstein-Barr (45). Szczepionka prze-
ciwko wściekliźnie o zawartości 4,5 płg białka w iscom indu-
kuje u myszek identyczną odporność jak szczepionka stan-
dardowa (42, 50).

Iscom jako nośnik antygenórv niskocząsteczkowych

Substancje o n]ałej masie cząsteczkowej, zwłaszcza poli-
peptydy, cechuje z reguły niewielka immunogenność. Celem
je j zwiększeriia koniuguje się te substanc je z białkami
(albumina surowicy bydła lub kopolimery aminokwasów),
które pełrrią rolę nośnikólv (1?, 4B). Ze wzglęclu na nada1

niezadowalającą immunogennośó tak otrzymanych koniuga-
tów, w celu zr,viększenia ich iil-rmunogenności doda je się
l<ompletny lub niekompletny adjuwant Freunda. Adjuwant
ten stosowany w celach eksperymentalnych z dobrym po-

wodzeniern, nie może być stosowany powszechnie w medy-
cynie i w weterynarii ze względu na niekorzystne działania
uboczne (17),

Nowe możliwości zwiększenia immunogenności antygenów
niskocząsteczkowych, szczególnie kompleksów połączonych
z nośnikami bialkowymi, stwarza ich połączenie z liposoma-
mi, micellami oraz z kornpleksem immunostymulacyjnym
(32, 43). Peptydy, jak hormon luteinizujący lub syntetyczny
peptyd wirusa pryszczycy o sekwencji arninokwasów 144-

-159 
po inkorporacji do iscom zawierającego g]ikoproteiny

wirusa influenzy w stosunku |-2 cząsteczki peptydu na
jedną cząsteczkę białka, indukują u myszek po dwukrotnym
podaniu w dawce 1-3 p,g odporność humoralną. Miano
swoistych przeciwciał w surowicy myszek w przypadku
hormonu po immunizacji dawką 3 ltg wynosi 58 dnia po

immunizacji 630+360, zaś po immurrizacji identyczną dawką
wirusa pryszczycy 260+720 (42).

Stosu jąc jako hapten modelorvy biotynę aktywowaną
bursztynianem znakowanym 3H uzyskuje się gęstośó epito-
pólv od 0,1 c1o 20 na cząsteczkę boałka, podczas gdy w przy-
padku polipeptydórv gęstość ta nie przektacza 2-5 cząste-
czek peptydu na cząsteczkę białka. W koniugacie o dużej
immunogenności stosunek optymalny peptydu do białka
wynosi jak 10 : 1. Zapewnia on maksymalną ekspozycję
przynajmniej jednego epitopu biotyny w cząsteczce iscom
i dobrze maskuje antygeny białka zastosowanego jako noś-

nik. 10 plg iscom z biotyną indukuje u myszek około 3-krot-
nie wyższe miano przeciwciał w porównaniu do biotyny

Ryc. 3. Miano hemaglutynin (HI) i przeciwciał zoklojętnia,
jących wirus (NJ) w surowicach świnek morskich po
inalXcji inaktywowanym wirusem irrfluenzy koni, micellami

I ]scom (we 31)
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inkorporowanej do micelli 1ub skoniugowanej z aibuniirrą
surowicy bydlęcej i podaną łącznie z adjuv",altern Freunda
(42). Siosując jscom jako nośnik już przy clawce haptenir
10 ;.tg lub mtriej i przy pominięciu acljuwantu tr'reutrda uz.ys-
kuje się dobrą immunogenność niskocząsteczkowych antl.ge-
nów i haptenów. Wydaje się, że kompleks immilnostymula-
cyjny jako nośnik okaże się szczególnie przydatny w pl,zy-
padku produktów rekombinacji DNA, które z?\ż:wycza) ct,
chltje niska immunogenność,

YVykorzystarrie isccm jairo ant3,genu w otlezynacłr
imlrruntrlogicznyclr

Dcbra ekspozycja cpitopów w komplel<sach irrrmunosty-
mu]acyjnych, która zapewnia zwiększoną imnrurrlgerirlr.lsó,
może zostaó wykorzystana w odczynach imnrunologiczlrycit,
w których cząsteczki iscom pełnią rolę antygł:nóvl. Oclnosi
się to zwłaszcza do białek powierzchniowyclr wirusól,v, bak-
terii i pasożytów (35). Technologia otrzym} wania isco]l)
umoż]iwia bowiern selektywne uzyskiwanie antygenów po-
wierzchniowych (43), Przydatność kompleksu irnuluttosty,
mulacyjnego jako antygenu określono dla bialek porvierzch-
niowych tach5,zoitólv To:toplasnta gondiż w odczynie ELTSA
zastosolvanyrn do oznaczania wysokości miana swoistych
przeciw-ciał w surowicach owiec i cieląt. Odczyn EL]SA
z zastosowaniem iscom cechuje identyczna czułośó jak od-
czyn immunofluorescetlcjt z użyciem całych pasoźylów lub
odczyn ELISA, w k|órym jako antygen zastcsorvano wyciąg
z komórel< pasożyta, Co więcej, odczyn ELISA z zastoso-
waniem iscom jako antygenu cechuje się wyższą s-,voistością
od tego odczynu, w którym zastosowano antygeny konwen-
cjonalne T. gondii. Ten ostatni odczyn wypaclał też dodat-
nio u cieląt zatażonych ,Scrrcoca/stźs cruzei (30, 5L).

Przedstarvione wyniki badań nad właściwościami biolo-
gicznymi i zastosowaniem iscom, chociaż niepełne ze wzg\ę-
du na początkowe stadium badań nad tym zagadnieniem,
wykazują jednoznacznie, że kompleksy immunosiymulacyj-
ne, kiórych założenia teoretyczne i technologię opracował
Morein i wsp. (40, 42, 43) stwarzają no-we możiiwości dia
immunoprofilaktyki i immunoterapii ptzy użyciu szczepio-
nek, a także dla imnrr-rnodiagnostyki. Duże nadzieje budzą
zwłaszcza badania nad opracowaniem nowej generacji szcze-
pionek dla wirusa odry (16, 51), a także prace nad pTzyąo-
towanien szczepionki zawiera jące j kompleks inlrnunosty-
mulacyjny dia wirusa choroby AIDS, Być może na tej dro-
dze zostanie poczyniony postęp nad uzyskaniem szczepionek
dla wirusów powolnych wywołującycir zakażenia u zrvie-
rząt. Nowe perspekLywy rysują się ta,kże plzed produkcją
szczepionek ola antygenów cechujących się niską immuno-
gennością (1ż), z,właszcza dla inrmunogenów otrzymanycir
na drodze inżynierii genetycznej. Niebagatelne znaczenie
ma możIirvość wyprodukcwania przy użyciu iscom szcze-
pionek i preparatów iramunodiagnostycznych vrolnych od

substancji balastowych, a tym samym pozba-wionyclr więk-
szości działań ubocznych, a cechujących się dużą swistością,
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GLTPTA T'., CHf}TTERJEE R., CAI Q.: Częstotliwość wv-
stę_łowarria czynnika bloktljącego wirus białaczki bydła
rv p,iaźrnie Ęrór"v w stadach krów rnlecznych. (Frevalence
of tłle piasma bovine leukaemia virtrs blocking factor in
cattle of a cornnrercial dairy hertl). Vet. Rec. 125, 5-6,
1989 (1)

'l'ranskrypcja genoinu wirusa białaczki bydła, który na-
leźy do retro,wirusów rnoże być blokowana in vitro przez
białko plazmy kr-wi nie posiadające właś,ciwości Ig. Obec-
ność tego czynlrika prz.ebadano w plaźrnie krów mlecznych
reagujących dodatnio -w odczynie RIST w stosunku do
białka 25p. Wykrycie czynnika blokującego zależy od na-
tury zakażonych kornórek docelolvych zastosovlanych.ł badaniacłl. Stosu ja,c bardzo wrażliwe limfocyty zaka-
żone lvirirsem białaczki jako komórki docelowe, obecność
czynrrika blokującego wykazywano znacznie częściej rv sta-
d_ach krów zakażonycir w porównaniu do krów po-
cilodzących ze stad wolnych od białaczki. W stadach za-
każonyclr nie występuje korelacja między wysokością mia-
na swoistych prz:,eciwciał dla vlirusa bia.łaczki a obecnością
czynnika blokującego.

G,

1. Ado. G L, Jo,nes P, D,; culf.
1,1986.

2- Arnon R, selo LI , Porant M.,
Sci. UsA ?7,6?69,19B0,

3. AudŁberi Il , Chedic L,, Hlnncn
Sci. PaIyż 285, 467, 1917.

Ą. AuclŁ|Jert F , JoLżDei !\,1 , clleCIiLL L ,

natn. Acsd. sci. USA 7§, 5042, 1982,

TotjicS }ł!CroLiol. inrmun. 128,

ChaclLd J : PIoc. natn. Acad.

c.: c. I. hel]d. Seanc. Acad.

5.
6.
7.

8.

ATnolL R, seld ł4; Proc

Bqclrach H L,: J. Am. vet. med. Ass. 1B1, 992, 1982-
BalcaroTa J., HeLeni,us A, sżlruons li: J. 8,en, Virol. 53, 85, 1981

Broun s. E , StLnle!) C ., Houar(I C F.., zuckelftIon A, J .

Steuo-rcl M. w.; Br. med, J. 292, 159, 1986.
Cro.uforcl C. R., Jennings R,, Bra(ltord N., P,oLter c" w,: clin
exp. Immun. 48, 739, 1982.

9. Dalsgaard, K.; AIch. ges. Virusforsch. 44,243,79'lĄ.
1,0. DaDid,son M., KluEmln s.: J, infect. 13, A, 31, 1986.

ll, Douis D, Gregoriad,is G.., Immunology 61, 2z9, L987.


