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JERZY MOLENDA
artykuł przeglądowy

Nowe generacje szczepionek
Zakład Higieny Weterynaryjnej, ul. Rodakowskiego 6,50-659 Wrocław

Malejąca skuteczność antybiotyków i chemioterapeutyków
w leczeniu chorób infekcyjnych, atakże ujawniane coraz czę-
ściej ich negatywne oddziaływanie na organizm pacjenta,

spowodowały nawrót zainteresowania szczepionkami przeciw
tym chorobom, Postęp w technologiach produkcji szczepionek
dokonywał się wraz z rozwojem mikrobiologii i immunologii,
owocującym coraz lepszym poznaniem procesów interakcji drob-

noustrojÓW z makroorganizmem w stymulacji stanu odpornoŚci.
Niektóre fundamentalne zasady, obowiązujące w technologii
szczepionek do dziŚ, zostały sformułowane już w ubiegłym stu-

leciu. I tak odkrycie inaktywacji i atenuacji przyniosły prace

Pasteura nad szczepionkami przeciw wściekliźnie i wąglikowi
(21). Z kolei Ramon (28) odkrył możliwość konwersji toksy-
ny błoniczej w niepatogenny toksoid, a Salmon (3 1) wykazał,
że ogrzewanie zawiesiny komórek SalmonelLa enteritidis czy-
ni z niej skuteczną szczepionkę przeciw temu patogenowi.

Zainteresow anię szczepionkami bakteryjnymi zmalało
wraz z pojawieniem się antybiotyków. W tej sytuacjl postęp

w technologii szczepionek wymuszała konieczność zwalcza-
nia chorób wirusowych. Pierwsze ich generacje to homoge-

naty tkanek zakażonych doświadczalnie zwierząt, w których
wirus inaktywowano najczęściej metodami chemicznymi. Po-

szczęgólnę serie tych szczępionek rożtlły się, niekiedy znacznie,
zawartoŚcią cząsleczek wirusa, a prawdziwym problemem były
miejscowe lub systemowe reakcje poszczepienne, powodo-

wanę przęz obecne w nich obcogatunkowe białko. Przełomu
w technologii szczepionek wirusowych dokonało użycie, po
raz pierwszy w latach czterdziestych, zarodków kurzych do
namnażania wirusów. Procedura ta umozliwiała uzyskiwanie
antygenu znaczntę bardziej oczyszczonego niz to było uprze-
dnio osiągalne. Ponadto łatwość seryjnych pasaży zwiększała
prawdopodobieństwo selekcji zarazka o osłabionej chorobo-
twórczości (atenuacja), Dało to początek nowej generacji ży-
wych, tzw, zmodyfikowanych szczepionek, odznaczających
się znacznie większą et'ektywnością, Niedogodnością, której i
tutaj nie udało się wyeliminować, były reakcje alergiczne, wy-
woływane u nadwrazliwych osobników przez obecne w szcze-

pionkach białko jaja. Zagrożenie to zmniejszyło się z chwilą
wprowadzenia, we wczesnych latach pięćdziesiątych, hodow-
li tkankowej jako nowej techniki namnażania wirusów. Wy-
produkowane wg tej metody zmodyfikowane szczepionki
wywołują ograniczone infekcje o łagodnym przebiegu i in-
dukują silną i długotrwałą odporność organizmu, Słabą ich
stroną jest mała stabilność, wymuszająca przechowywanie w
temperaturze lodówki oraz zdarzające się niekiedy rewersje
wirusa do lormy zjadliwej.

Rosnąca w ostatnich latach liczba szczepów lekoopornych
wśród patogennych bakterii powoduje wzrost zainteresowania
szczepionkami j ako środkiem zapobiegania chorobom zakaź-

nym, szczególnie u zwierząt, Wysoka jakość obecnie produko-



354 Medycyna Wet. 50 (8) 1994

AMP ,=*{ffi_*
K88

Ę.coli O

Ryc 2. Amplifikacja syntezy antygenu K88 przez szczep E. coli K88*

Objaśnienia: PBR 322 - licznie kopiujący plazmid E, coli, AMP i TER
- odcinki DNA determinujące opomość na ampicilinę i terrarnycynę, A.MP.a

- agar 7 dodarkiem ampiciliny
W DNA plazrnidu PBR 322 gen determinujący oporność na tefiamycynę

zastępuje się fragmentem DNA kodującym syntezę K88, po czym plazmid
transformuje się do komórkl E. coli pozbawionej plazmidów. Uzyskane
transfolmanty wysiewa się na agar z ampiciliną, a wśród wyrosłych kolonii
selekcjonuje się te, które są aglutynowane przez przeciwciała anty-K88.
Wyosobnione z tych komórek plazmidy transfofmowal]e są do komórek E
coll K88+, uzyskując w ten sposób amplikację syntezy tej adhezyny przez
zmodyfikowany szczep

fimbrie K88. Procedurę obrazującą w uproszczony sposób
programowanie syntezy poŻądanego antygenu przedstawia ry-
cina 1, Polega ona na wyklonowaniu genu kodującego syn-
tezę określonego białka z DNA wirusa lub genolbru komórki
bakeryjnej, zintegrowaniu go z DNA plazmidu, który nastę-
pnie jest przekazywany komórce-biorcy, Przekazana wraz z
plazmidem informacja genetyczna narzlca komórce syntezę
kodowanego antygenu, który po frakcjonowaniu może być
użyty do produkcji szczepionki, Jednym z przykładów zastoso-
wania tej procedury jest opracowana przęz Kleida i wsp, (15)

szczepionka przeciw pryszczycy bydła, W procesie jej przygo-
towania wyklonowano geny kodujące syntezę białka VPr,
jednego z powierzchniowych antygenów wirusa serotypu A
i zintegrowano je (insercja) z DNA E, coli, uzyskując w ten
sposób populację producenta antygenu szczepionkowego.

Metodą amplifikacji syntezy antygenu ochronnego przez
szczep używany do produkcji szczepionki obrazuje rycina 2,

Ekpresję syntetyzowanej przez enterotoksyczne szczepy E.
coli adhezyny K88 kodują geny jednokopiowego plazmidu o

ciężarze 50 MD (34), Okazało się, ze mozna zwiększyć jej
wytwarzanie wprowadzając do komórki licznie kopiujący pla-
zmid PBR 322, w który inkorporowano fragment DNA, ko-
dujący ekspresję K88 (23).

Istotą uprzednio przedstawionych metod jest klonowanie
genów determinujących ekspresję określonych antygenów i
rekombinacja tak uzyskanego materiału genetycznego z DNA
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Ryc. 1 Programowanie syntezy egzogennego białka
przez komór,kę bakteryjną

Objaśnienia: OMP - białka błony zewnętlznej, PL - plazmid, Ag -
antygen, F - odcinek DNA kodujący syntezę OMP.

Wyklonowany fragment genoforu bakteńi, kodujący syntezę okleślonego
oMP zostaje zintegrowany z DNA plazllidu. Plazmid ten następnie trans-
formuje się do komórki biorcy, która staje się producentem tego białka

wanych podłozy do hodowli drobnoustrojów oraz stosowane
techniki fermentacyjne umozliwiają stosunkowo łatwe uzy-
skiwanie znacznych ilości biomasy, co jest o tyle istotne, że
większość obecnie dostępnych szczepionek to zawiesiny ba-
kterii, Jednakże poza antygenami ochronnymi, zawierają one
równiez sub§tancje balastowe, powodujące różnego rodzaju
reakcje uboczne makfoorganizmu. W celu eliminacji tego zja-
wiska rozpoczęto badania nad zastosowanięm różnych struktur
drobnoustroju w indukcji odporności na obecne w środowisku
patogeny. Udowodniono, ze niektóre elementy powierzchni
mikroorganizmu, np, białka błony zewnęIrznej (OMP), fim-
brie etc. mają właściwości antygenów ochronnych, stymulują-
cych często silniejszą odporność niż niezdegradowana komórka.
Ponadto brak w szczepionce pozostałych fragmentów komórki
wydatnie zmniej sza prawdopodobieństwo wystąpien i a reakcji
ubocznych (.2, 3, 24, 26, 35). W uzyskiwaniu oczyszczonych
frakcji tych struktur stosowane są osiągnięcia biologii moleku-
larnej, takiejak inzynieria genetyczna i biosynteza. W ostatnich
latach opracowano szereg takich technik, umożliwiających wy-
twarzanie nowych generacji szczepionek. O tym. czy te osiąg-
nięcia znajdą zastosowanie na skalę techniczną, zadecyduje
przyszłość.

Szczepionki otrzymywane przy zastosowaniu biosyntezy

Poznanie kodu genetycznego otaz możliwości, jakie daje ma-
nipulacja materiałem genetycznym drobnoustrojów, wykorzy-
stano również w pracach nad nowymi technologiami produkcji
szczepionek, Osi ągnięcia inżynierii genetycznej shvorzyły mo-
żliwości zarówno programowania syntezy substancji normalnie
przez komórkę bakteryjną nie produkowanych, np. insuliny czy
białek powierzchniowych wirusów przez E.' coti, jak i ampli-
kacji antygenów już przez nią wytwarzanych, takjch jak np,

ą,
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Ryc 3 Uzyskiwanie przeciwciał monoklonalnych

Antygeny powierzchni komórki, uzyskane po jej dezintegracji, frŃcjo-
nuje się i poszczególnymi frakcjami uodparnia myszy Z myszy tych izoluje

się limfocyty B i koniuguje je z limfocytami nowotworowl,mi Następnie

spośród komórck hybrydowych selekcjonowane są te, które syntetyzują

przeciwciała dla badanego antygenu powierzchniowego

komórki biorcy, która w ten sposób staje się producentem

wybranego białkr. Jedną z metod wykrywania antygenów
ochronnych w strukturach białek powierzchniowych bakterii

i wirusów opracowali Kohler i Milstein (l6). Polega ona na

wyosobnieniu tych składowych kompleksu, które indukują

przeciwciała neutralizujące aktywność patogenną badanego

drobnoustroju. Uzyskiwanie przeciwciał monoklonalnych dla

takich antygenów błony zewnętrznej mikroorganizmów (outer-

membrane complex - OMC) przedstawia rycina 3. Struktury te,

po wyosobnieniu z komórki, poddaje się frakcjonowaniu me-

todami fizykochemicznymi. Uzyskanymi frakcjami szczepi

się myszy, z których potem izoluje się limfocyty B. Zwykle,
pojedynczy limfocyt B produkuje przeciwciała tylko przeciw
jednemu antygenowi. Przeciwdziałając krótkiemu przeżywa-

niu takich komórek. koniuguje się je z nowolworowymi tszpi-

czakowymi) limfbcytami B. Otrzymane w ten sposób komórki

hybrydowe, o praktycznie nieograniczonym czasie życia, wy-
twarzają ptzeclwciała dla określonego antygenu. Nasilenie
aktywności neutralizującej badany patogen przez te przeclw-

ciała umozliwia wybór najbardziej odpowiedniego antygenu
jako bazy przyszłej szczepionki. Aby tego dokonać, niezbęd-

ne jest rozpoznanie i wyklonowanie odcjnka DNA, odpowie-

dzialnego za jego syntezę. Jest to już niełatwe zadanie u

wirusów, których DNA lub RNA złożony jest z 10 - 100

genów, a staje się nieporównywalnie trudniejsze u bakterii, któ-

rych genotbr zawięra ich kilka tysięcy. Zatem wyklonowanie
właściwego odcinka DNA jest niezbędnym warunkiem zastoso-

wania biosyntezy lub syntezy chemicznej do produkcji antygenu

szczepionkowego. Szczepionki wyprodukowane przy tlżyciu
tych metod zawierają antygeny o wysokim stopniu czystości,

a więc bez zbędnych, często niepożądanych substancji, Zwię-

ksza to ich immunogenność i eliminuje niekorzystlle, tzw. ,,ubo-

czne" reakcje poszczepienne,

Szczepionki uzyskiwane metodą syntezy chemicznej

Anderer i wsp, (1) już w 1963 r, zdołali metodą syntezy
chemicznej odtworzyć determinanty antygenowe wirusa mo-
zaiki tytoniowej. Jednak niemal dopiero po 20 latach metodę

tę zastosowano w badaniach nad uzyskaniem tzw. ,,syntety-
cznych szczepionek" dla ludzi i zwl,erząt. Stało się to możliwe
dzięki rozwojowi technik rekombinacyjnych DNA, pozwalają-

cych na laboratoryjne klonowanie i wymianę materiału genety-

cznęgo między różnymi mikroorganizmami (18, 32). Poznanie
kodu trypletów nukleotydów DNA i RNA stworzyło możli-
wości rozszyfrowania sekwencji aminokwasów w antygenach

białkowych, Jest oczywistę, że wiedza ta została wykorzysta-
na w procesie odwrotnym, jakim jest laboratoryjna synteza
peptydów, otrzymanych z łączenia aminokwasów zgodnie z

kodową kolejnością (19), Obecna technika umozliwia zauto-

matyzowanie Ę procedury i komputerowe sterowanie procesem

syntezy. Specjalne syntetyzatory, np, firmy Applied Biosy-
stems, umozliwiają wytwarzanie nawet znacznych ilości pepty-

dów, syntetyzowanych zgodnie z zaprogramowaną sekwencją

aminokwasów, Peptydy te, albo w postaci monomerów albo
po polimeryzacji i dodaniu adiuwantu stają się szczepionkami.

schemat ten zastosowano w badaniach właściwości immu-
nogennych SyntetYcznych peptydów utworzonych przez 213

aminokwasów, buduj ących cząsteczkę białka powierzchnio-
wego VP1 typu O wirusa pryszczycy (5), Uzyskano I2 pep-

tydów, z których jedynie trzy indukowały u świnek morskich
odpowiednio wysoki poziom przeciwciał neutralizujących
zjadliwy wirus, zapewniający lm przeżycl,e doświadczalnej

infekcji. Peptyd zbudowany z aminokwasów zajmujących po-

zycje 14I - 160 sekwencji kodowej stymulował najsilniejszą
odporność, której potencja, mimo że chroniła cielęta poddane

próbie biologicznej, nie dorównywała odporności pojawiają-

cej się po przechorowaniu. Warto podkręślić, żę była to od-

porność o bardzo wąskim zakresie swoistoŚci, ponieważ
zmiana kolejności juz jednego aminokwasu w łańcuchu pep-

tydowym, czynlła mutant niewrazliwym na przeciwciała prze-

ciw wyjściowemu antygenowi (30). Zmienność tego rodzaju

obserwowana jest równiez w warunkach naturalnych, stąd tak

istotne znaczenl,e ma pr ecy zy jne r ozp ozn anie se rotypu wirus a

w ognisku choroby.
Syntezę chemiczną zastosowano również przy pracach nad

szczepionkami przeciw patogennym bakteriom i ich toksycz-
nym produktom, Syntetyczne analogi pept
toksyny błoniczej, połączone z nośnikami
albuminą surowicy bydła, stymulowały u

przeciwciała neutralizuj ące dzlal anie dermonekrotyczne tej to-

ksyny (2, 3), Równie pozytywne właściwości posiadała przy-
gotowana wg tej metody szczepionka przeciw listeriozie (26).

Wpłvw antygenów głównego układu zgodności tkankowej
.,a ińautcj{odpońedzi immunologicznej

Niepowodzenia spotykanę przy próbach stymulacji odpor-

noścl za pomocą syntetycznych peptydów sprawiły, że zaezęto

zastanawiać się nad ich odniesieniem do fundamentalnych za-

sad immunologii, wg których:

- odpowiedź na stymulację antygenami grasiczozaleznymi
następuje jedynie po kooperacji limfocytów B z pomocniczy-
mi limfocytami Th (7)

- odpowiedź na antygeny drobnocząsteczkowe warunkuje ich

kowalencyjne połączenie z białkami rozpoznawanymi przez

limfocyty Th (1, 2ż)
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proliferacja

Ryc 4 Kooperacja limfocytów T i B

Objaśnienia: Th - pomocniczy timfocyt T, APC - komórka prezentująca
antygen, MHC - determinanty antygenów głównego układu zgodności
tkankowej, Ab - przeciwciało przeciw antygenowi konwencjonalnemu, N S
- niespecyficzny sygnał stymu]ujący

- zdolność do odpowiedzi immunolo gicznej zależy od gę-
notypu antygenów głównego układu zgodności tkankowej
(MHC - major histocompatibility complex) makroorganizmu
(4), który - jak obecnie wiadomo - kontroluje reakcje włas-
nych komórek immunologicznych z immunogenem (9, 13).

Zatem peptyd nie posiadający determinant reagujących z
antygenami MHC nie jest rozpoznawany przez limfocyty
ThMHC, nie dochodzi do interakcji z limfocytarni B, ich pro-
liferacji oraz produkcji swoistych przeciwciał (ryc, 4). Z Lim-
focytami B kooperują również limfocyty pomocnicze oznaczale
jako ThIg, klóre rozpoznają determinanty idiotypowe recep-
tora Ig na limlbcytach B i regulują jakość odpowiedzi immu-
nologicznej poptzęz wpływ na idiotyp i allotyp wytwarzanych
przeciwciał. Oddziaływanie limfocytów ThIg na komórki B
ma miejsce jedynie po uprzedniej interakcji tych ostatnich z
limfocytami ThMHC (29). Zatem proces odpowiedzi immu-
nologicznej na syntetyczne szczepionki inicjuje reakcja antyge-
nu z makrofagami (komórki prezenĘące antygen, posiadające
determinanty MHC), a następnie rozpoznanie go przez Lim-
focyty Th kooperujące z limfocytami B, posiadającymi na
swej powierzchni autologiczne receptory MHC (restrykcja
MHC). Syntetyczne peptydy muszą więc oprócz epitopów
stymulujących odporność, posiadać także determinanty reagu-
jące z antygenami MHC klasy II na immunocytach, Taki
kompleks bowiem jest rozpoznawany przez makroorganizm
jako antygen i jego reakcja z komórkami immunologicznymi
uruchamia dalsze etapy procesu odpowiedzi immunologicz-
nej, a mianowicie proliferację limfocytów T i B, włączenie
obwodów regulacyjnych itp. (33). Wykonano więc szereg ba-
dań nad możliwościami integracji syntetycznych peptydów z
białkami indukującymi odpowiedź limfocytów ThMHC (6, 8,
rc, 11 , 20). Okazało się, że linearne peptydy o strukturze ana-
logów antygenów ochronnych nie były zdolne do stymulacji
odporności u róznych linii genetycznych myszy (8, l0, 20,
2l). W każdym z badanych układów liczne osobniki nie od-
powiadały na wprowadzenie krótkich linearnych peptydów.
Problem udało się rozwiązać po ich kowalehcyjnympołącze-
niu z heterologicznymi białkami o właściwościach determi-

Agretop Agretop

Epitop

Ryc. 5 System ,,kasety"

Objaśnienia: agretop - fragment cytochromu c gołębia o
determinanty MHC dla myszy szczepu L10, epitop - odcinek
swoistości deterninanty antygenu konwencjonalnego, A, E, G..
kwasy łańcucha peptydowego

swoistości
peptydu o

- ammo-

nant limfocytów T, rozpoznawanych pfzez poszczególne linie
myszy, Wykazano, żę białka nukleokapsydów wirusów, np.
wirusa zapalenia wątroby, zawierają w swojej strukturze takie
właśnie determinanty, wchodzące w połączenia z peptydowymi
epitopami wirusów, np, wirusa pryszczycy i tworzące kom-
pleksy generujące silną odpowiedź myszy, które uprzednio
nie reagowały na stymulację samym peptydem (8, 10). Jest
jednak prawdopodobnę, że podczas immunizacji tak przy-
gotowanymi szczepionkami nie się się uniknąć niepożąda-
nych reakcji, powodowanych przez te heterologiczne białka.
Ostatnio stwierdzono, że reakcje takie nie występują po zin-
tegrowaniu syntetycznych peptydów z odpowiednimi agreto-
pamj, tzn. wyosobnionymi determinantami reagującymi z
receptorami antygenów MHC, klasy II makroorganizmu (1 1).
Determinanty te, jako analogi receptorów antygenów MHC,
nie indukują przeciwciał skierowanych przeciw sobie (l1, 24,
26), Okazało się, ze takim agretopem, wchodzącym w reakcje
z antygenami MHC myszy 1inii B 10, jest peptydowy fragment
cytochromu C gołębia, składający się z aminokwasów z po-
zycji 43 - 58 (12, 14, 25). Dalej wykazano, że właściwości
agretopu integrującego się z produktem obu alleli, kodujących
molekuły MHC u tych myszy, są odcinki peptydu złożonę z
aminokwasów z pozycji 43 - 46 i 54 - 58. Środkowy jego
odcinek (aminokwasy z pozycjl, 41 - 53) jest receptorem de-
terminującym swoistość antygenową cytochromu i może być
Zastępowany przez Syntętyczne determinanty patogennych
drobnoustroj ów, przy czym zachowana zostaj e zdolność kom-
pleksu do kooperacji z antygenami makroorganizmu (ryc. 5).
Udowodniono zatem, że epitopy i agretopy funkcjonują nie-
zależntę. Dało to asumpt do przedstawieniatzw.,,teorii kasety",
zgodnie z któr ą możliwe j est wbudowywanie odpowiednich syn-
tetycznych antygenów w ramy cząsteczki agretopu, integrujące-
go się z antygenami MHC gatunku, dla którego szczepionka
jest przeznaczona, Realność takiej możliwości potwierdzono
uzyskując tą metodą wysoce immunogenną szczepionkę przę-
ciw typowi A wirusa influenzy (24).

podsumowanie

Przedstawione badania nad nowymi technologiami szczę-
pionek obranlją postęp, jaki dokonuje się w lej dziedzinie.
Zapowiada on podjęcie w przyszłości produkcji na skalę te-

ll
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chniczną nowej ich generacji. Szczególnie dużo mozliwości
stwarza metoda chemicznej syntezy receptorów drobnoustro-
jów, które e w szczepionkach indu
pożądaną W odniesieniu do pop

ochronne szczepionek sprowadza
transmisji zarazka w środowisku, co niekoniecznie jest jed-

rroznaczne z indukcją odporności u każdego osobnika, Brak

osobniki d
nologiami
agretopów
stawicieli
stywana jest wiedza o molekularnych podstawach zalezności

oópowiedzi immunologicznej od zmienności antygenów MHC,
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WIESŁAW DEPTUŁA. JAN BUCZEK*
artykuł przeglądouĄ)y

Rozpatrując układ odpornościowy u tych zwierząt przedę

wszystkim jako mechanizm obronny organizmu przed czyn-

nikami zakaźnyfii, nie zaskakuje fakt, że w zakażeniach wi-

rusowych (choć nie tylko) dysponują one prawie pełnym

repertuarem mechanizmów obronnych, jakie występują u
człowieka. Mechanizmy te znajdują się w ciągłym współdzia-

łaniu, mającym na celu stworzenie jak najefektywniejszych
układów obronnych w stosunku do zmiennego czynnika zaka-

żającego, jakim jest wirus (3, 18, 19, 25,26, ż8, ż9,33-36,
38). Stąd podobnie jak w przebie gn zakażęń wywołanych przez

inne czynniki, mechanizmy odporności przeciwwirusowej,

nieswoiste i swoiste, występujące u zw|ętząt gospodarskich

i domowych, nalezy podzielić na humoralne i komórkowe

(tab. 1),

Odporność w chorobach wirusowych u zwie rzał*)

Katedra Mikrobiologii Wydziafu Nauk Przyrodniczych Uniwersytetu Szczecińskiego, ul. Felczaka3a,7I,4l2 Szczecin

*Katedra Mikrobiologii Wydziału Weterynaryjnego AR, ul. Akademicka 12,20-033 Lublin

Prezentowany artykuł dotyczy zagadnień immunologicz-

nych związanych z interakcją pomiędzy wirusem a objektem

biologicznym, jakim są zwierzęta gospodarskie i domowe,

tj.: bydło, owca, koza, świnia, koń, pies, kot, lis, królik. Me-

chanizmy obronne, występujące u wymienionych gatunków

zwierząt, są jednakże porównywalne do mechanizmów ob-

ronnych człowieka, a dodatkowo stanowią one badania mo-

delowe. Dlatego też uzyskiwane rezultaty mają nie tylko

znaczerilę dla danego gatunku, ale stają się w duzej mierze

źródłem infbrm ac ji ogólnobioJ ogicznych.

x) Referat wygłoszony na sesji ,,Immunologia weterynaryjna" w czasie

YLI Zjazdtt Pol Tow. Immunol. w Solinie, 3-5 XI 1992 r


