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Problemy zakazen
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STRESZCZENIE

Zagrozenie ze strony atakow bioterrorystycznych z uzy-
ciem Bacillus anthracis zwrocito zainteresowanie naukow-
cow problemami ochrony przed waglikiem, a zwtaszcza
szczepionkami. Obecne sa na rynku zachodnim dwie licen-
cjonowane szczepionki przeciwko waglikowi tj. amerykan-
ska i angielska. Obie, oparte na antygenie PA poddawane
sa krytyce. Wymagaja one wielokrotnego podania droga
iniekcji, z konieczno$cia corocznego doszczepiania, daja
reakcje uboczne, odpornos¢ po szczepieniach nie jest duga,
nie zabezpieczajq przed réznymi szczepami B. anthracis.
Badania nad wprowadzeniem nowej generacji szczepionek
zmierzaja w kierunku otrzymania szczepionek rekombinowa-
nych, podjednostkowych, zmutowanych i skoniugowanych.
Dzigki proteomice znajduje si¢ nowe immunogeny, ktore
moga w przysztosci znalez¢ zastosowanie w ochronie przed
waglikiem. Poszukiwane sa tez drogi tatwego i skuteczniej-
szego sposobu podawania szczepionek.

Stowa kluczowe: B. anthracis, waqglik, szczepionki

WSTEP

Waglik jest zakazna, wysoce niebezpieczna i ostra
choroba odzwierzeca przebiegajaca pod postacia je-
litowa, ptucna lub skérna. Rezerwuarem zarazka jak
i glownym Zrodlem zakazenia sa zwierzgta parzysto-
kopytne, gtéwnie bydto i owce. Chorobg wywotuje Ba-
cillus anthracis, ktory w formie przetrwalnikow moze
przebywaé¢ w srodowisku kilkadziesiat lat. Cztowiek
ulega zakazeniu: po zjedzeniu zakazonych produktow
zwierz¢eych, w wyniku zadrapan i skaleczen skory
oraz w wyniku inhalacji przetrwalnikoéw droga aero-
zolowa. Waglik jako potencjalne zagrozenie zwrécit
uwagg $wiata po udanych bioterrorystycznych atakach
pocztowych w USA, w wyniku ktorych 32 000 osob
otrzymalo antybiotyki, 20 zachorowato, a 5 zmarlo.
Ataki te spowodowaty panike, dezorganizacjg i zmiany

ABSTRACT

The threat of bioterrorism with B. anthracis against
civilian population is one of major concern. After suc-
cessful bioterroristic attack in 2001 in US renewed
research interest has prompted in the development of
new and more effective vaccine against anthrax. There
are two licensed vaccines against anthrax — AVA—Bio-
Thrax US and UK - sterile culture filtrate prepared
by alum precipitation. Both vaccines are based on PA
antigen. There are several concerns regarding PA based
vaccines. They require six sc injections and yearly
booster, high rates of local reaction after vaccination
is observed, the immunity is not long lasting, vaccina-
tion do not protect animals against different strains of
B. anthracis. New strategies in the development of
anthrax vaccines have been presented (recombinant
PA, subunits vaccine, mutants, conjugated). Using
proteomic approaches new antigens have been also
identified as candidates for future vaccines. More
effective and easy to perform methods of vaccination
have been reviewed.
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zachowan spotecznych (1, 2, 3). Jedna z najskutecz-
niejszych metod ochrony ludzi przed waglikiem sa
szczepienia ochronne.

MECHANIZM ZAKAZENIA

Laseczka waglika wytwarza toksyne letalng i toksy-
ng obrzeku. Toksyna sktada sig z antygenu ochronnego
(PA - protective antigen) oraz odpowiednio czynnika
letalnego (LF — lethal factor) lub czynnika obrzegku (EF
— edema factor).

Po wniknigciu przetrwalnikdéw B. anthracis do or-
ganizmu nastgpuje proces ich kietkowania, w wyniku
ktorego powstaja formy wegetatywne, zdolne do pro-
dukcji toksyn (PA-protective antigen, LF-lethal factor
i EF-edema factor).
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Antygen PA wiaze si¢ do receptora komorkowego
(ATR - anthrax toxin receptor), po czym w wyniku
trawienia przez proteazy komoérkowe dochodzi do
uwolnienia si¢ PA20 kDa, ktéry nie odgrywa prawdo-
podobnie wigkszej roli w zakazeniu oraz C-koncowego
fragmentu PA63 kDa, ktory podlega polimeryzacji
przyjmujac posta¢ heptameru. Do tego sktadnika wiaza
si¢ LF lub EF, przemieszczajac si¢ nastepnie do wng-
trza komorki na drodze endocytozy. Dzigki niskiemu
pH dochodzi do wbudowania heptameru w btong en-
dosomalna, skad LF i EF uwalniaja si¢ przechodzac
do cytozolu komorki, co nastgpuje dzigki pierwszemu
typowi biatek membranowych i czynnikowi VWA (von
Willebrand factor A).

LF jest proteaza cynkowa inaktywujaca elementy
kaskady kinaz biatkowych, a EF jest cyklaza adenylowa
powodujaca wzrost stezenia cAMP (cykliczny adeno-
zynomonofosforan) w monocytach, prowadzac do ich
obumierania i w konsekwencji do ostabienia zdolnosci
obronnych organizmu (4). Biatko PA zbudowane jest
z czterech domen: D-1 zawiera dwa jony Ca i miejsce
wrazliwe na proteazy, D-2 ma charakter petli, ktora
wchodzi do komorki tworzac pory, D-3 odpowiada za
tworzenie heptameru PA63, a domena 4 przylacza si¢
do receptora komorkowego (5). Powyzsze mechanizmy
zostaty wykorzystane do opracowania strategii w opra-
cowaniu nowych szczepionek przeciwko waglikowi.

AKTUALNIE STOSOWANE SZCZEPIONKI

Obecnie dopuszczone do stosowania szczepionki
oparte sa na antygenie PA (protective antigen). Szcze-
pionka stosowana w USA o nazwie AVA-BioThrax jest
pierwsza licencjonowana szczepionkg produkowang w
oparciu o szczep V770-NP1-R B. anthracis. Stanowi ona
bezkomorkowy przesacz hodowli wspomnianej bakterii
adsorbowany na wodorotlenku glinu. Do produkc;ji
szczepionki w Wielkiej Brytanii stosuje sig szczep 34F2
B. anthracis, a szczepionka jest otrzymywana przez
wytracenie supernatantu hodowli bakteryjnej wodoro-
tlenkiem glinu i zawiera niewielkie ilo$ci LF oraz in-
nych biatek (6,7). Szczepionki tego typu daja odpornos¢
m.in. na zakazenie aerozolowe, co jest niezwykle wazne
z punktu widzenia zagrozen bioterrorystycznych. W
badaniach na matpach wykazano, ze podanie 2 dawek
szczepionki w odstgpie 2 tygodni chronilo w petni te
zwierzgta przed zakazeniem aerozolowym przetrwalni-
kami Bacillus anthracis w 8 1 38 tygodniu, a w 88% - po
100 tygodniach po szczepieniu. W latach 1998 - 2006
przy uzyciu szczepionki AVA-BioThrax zaszczepiono
1,2 mIn zohierzy amerykanskich. W badaniach pobra-
nych od nich 246 surowic wykazano, ze po 4 dawkach
szczepionki serokonwersja ksztaltowata si¢ na poziomie
100% (7,8,9). Szczepionki zawierajace PA daja jednak

niepozadane odczyny poszczepienne (NOP) obserwo-
wane u 30% mezczyzn i 60% kobiet, przy czym cigzkie
odczyny nie przekraczaja 1%. Szczepionka brytyjska
daje 11% NOP, bez przypadkdéw cigzkich (10).

Do innych wad tego typu szczepionek nalezy
zaliczy¢ brak petnej ochrony §winek morskich oraz
chomikéw przed aerozolowym zakazeniem wysoce
zjadliwym szczepem Bacillus anthracis, nawet po
petnej immunizacji (11).

REKOMBINOWANE BIALKO PA

Szczepionki zawierajace PA sa obecnie poddawane
krytyce z uwagi na: niemozno$¢ wystandaryzowania
preparatu (partie szczepionki moga si¢ r6zni¢ sktadem),
istnienie koniecznos$ci podawania kilku dawek z corocz-
nym doszczepianiem, wystgpujace czgsto NOP, krotko
utrzymujaca si¢ odpornos$¢, oraz brak odpornosci wobec
niektorych szczepow B. anthracis.

Biorac pod uwagg powyzsze mankamenty duzy
wysitek skierowano na wyprodukowanie i sprawdze-
nie skutecznosci ochronnej rekombinowanego biatka
PA (rPA). Otrzymane nowoczesnymi technologiami
biatko mozna tatwo oczysci¢, skoncentrowac i uzy¢ w
celach profilaktycznych. Do otrzymywania rPA w skali
produkcyjnej stosuje sig w USA (firma Vaxgen) nie-
zarodnikujacy szczep Sterne oraz ekspresyjny system
MCPBES (multi-copy plasmid base expression system),
aw Wielkiej Brytanii uzyto w tym celu E. coli, stosujac
system NCOGE (nucleotide-codon-optimized gene ex-
pression) o wydajnos$ci 1g rPA/litr. Produkt ten groma-
dzi si¢ w chwili obecnej w USA, jako zapas strategiczny
na wypadek waglikowych incydentow terrorystycznych
1 wystapienia sytuacji kryzysowej (10).

Wstepne badania wykazaty, ze przy uzyciu re-
kombinowanego PA mozna stosowa¢ mniejsze dawki
uodporniajace od dawek przewidzianych dla szcze-
pionki AVA-BioThrax. Szczepionka rekombinowana
wymaga jednak podania droga iniekcji, co jest duzym
mankamentem, zwlaszcza przy konieczno$ci wykona-
nia szczepien masowych (dla usprawnienia szczepien
specjalnie szkoli si¢ w tym celu personel). Szcze-
pionki rekombinowane wymagaja przechowywania
w warunkach 4°C, co wptywa na dodatkowe koszty,
zwiazane z ich sktadowaniem (10). Opracowano wiele
uktadow dajacych ekspresjg biatka PA, wykorzystujac
w tym celu m.in.: B. anthracis, B. subtilis, Salmonella
Byphimurium, E. coli, Vaccinia (11). Przeprowadzono
np. badania nad klonowaniem genu pag kodujacego
biatko PA, do szczepu Salmonella enterica serotypu
Typhimurium w kasecie Hly-export Escherichia coli
umozliwiajacej eksport biatka. Po podaniu doustnym
myszom rekombinanta, obserwowano zréznicowana
reakcje humoralng w poszczegoélnych grupach, od
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reakcji zerowej do bardzo wysokiej. Stwierdzono, ze
wyniki byty niezalezne od metody namnazania bakterii
1drogi ich podawania (12). Nalezy jednak zaznaczy¢, ze
nawet oczyszczone, wystandaryzowane biatko rPA nie
zapewnia dlugotrwatej odpornosci u 0séb szczepionych,
gdyz indukuje gléwnie odporno$¢ humoralna.

,ENDOSOMAL TRAPPING”

U o0s6b eksponowanych na przetrwalniki B. anthra-
cis stosuje sig antybiotyki, a dla skrocenia czasu ich po-
dawania z 60 do 30 dni zaleca si¢ rozpoczecie szczepien
przeciwwaglikowych. Ostatnio zwraca si¢ uwagg, ze
podanie w trakcie infekcji antybiotyku wraz ze szcze-
pionka zawierajaca PA moze by¢ niebezpieczne z uwagi
na skumulowane dziatanie toksyn (11). Sugeruje sig, ze
w takiej sytuacji zamiast PA, nalezatoby zastosowac
DNI (dominant negative inhibitor), mutant PA, ktory
w badaniach na zwierzgtach dawal natychmiastowy
efekt terapeutyczny, a zastosowany jako szczepionka
okazat si¢ bardziej immunogenny anizeli PA. DNI jest
translokacyjnym mutantem PA, posiadajacym mu-
tacje D425K i K397D, interferujacym w procesach
intoksykacji. Dwie mutacje w DNI/PA hamuja zmiany
konformacyjne, zapobiegajac wlaczaniu si¢ heptameru
w endosomalng membrang, co w konsekwencji prowa-
dzi do hamowania translokacji LF lub EF do cytozolu,
zapobiegajac toksycznemu obumieraniu komorek. DNI
moze by¢ bezpiecznie stosowany rowniez z antybioty-
kiem, a w przypadku szczepow antybiotyko-opornych
moze by¢ podawany w celach leczniczych. Powyzszy
przyktad wskazuje na nowe mozliwo$ci w rozwoju
strategii hamowania rozwoju zakazenia B. anthracis

(11).

SZCZEPIONKI PODJEDNOSTKOWE

W badaniach surowic pochodzacych od zwierzat po
przebytej infekcji B. anthracis wykazano obecno$¢ nie
tylko przeciwcial anty PA, ale takze i innych, co moglo
wskazywac, ze poza PA w odpowiedzi immunologicz-
nej organizmu biora takze udziat i inne czynniki, ktore
moga dziata¢ synergistycznie.

Badano m.in. wptyw domeny IV (PAD4) oraz I
domeny czynnika LF polaczonych fuzyjnie z lichenaza
(LicKM) na reakcje immunologiczna organizmu. W
badaniach przeprowadzonych na myszach uzyskano
bardzo obiecujace wyniki. Te dwie domeny zlaczone
fuzyjnie z lichenaza (enzymem termostabilnym z Clo-
stridium thermocellum) dawaty dtugo utrzymujaca si¢
odpowiedz immunologiczna, przy czym przeciwciata
hamowaty proces adsorpcji PA i1 wnikanie LF do
komorki (13).

Nietoksyczny mutant czynnika letalnego (mLF) i
funkcjonalny antygen PA63 badano na myszach A/J,
ktére szczepiono donosowo przeciwko waglikowi. Przy
szczepieniu zwierzat trzema dawkami po 30 pg mLF
lub po 60 ug PA63 uzyskano miana 40 i 60 przeciwciat
neutralizujacych toksyng letalng laseczki waglika w su-
rowicy, ale tylko 30% 1 60% zaszczepionych zwierzat w
dwoch grupach przezylto zakazenie B. anthracis. Po po-
taczeniu obydwu sktadnikdéw przy szczepieniu zwierzat
wykazano u nich wysokie miana przeciwcial i catkowita
ochrong zwierzat przed zakazeniem, co przemawia za
synergistycznym dzialaniem mLF i PA63 w indukcji
sluzowkowej odpowiedzi immunologicznej (14).

Dobre efekty uzyskano takze z uzyciem C3d (sktad-
nik dopelniacza) skoniugowanego z antygenem PA.
Koniugat dawatl szybka odpowiedz immunologiczna,
dziesigciokrotnie skuteczniejsza w poréwnaniu do
tradycyjnej szczepionki PA z wodorotlenkiem glinu,
a co wiecej, stymulowat on u szczepionych zwierzat
mechanizmy odpornosci komorkowej (15).

Mimo, ze surowica anty PA hamuje dzialanie
toksyny waglikowej, stwierdzono eksperymentalnie,
ze podanie samego LF, jako antygenu, chronito takze
myszy przed zakazeniem B.anthracis. Potaczenie PA
i LF dawalo jednak najlepsze wyniki uodparniajace,
co bylo zwiagzane prawdopodobnie ze stymulacja nie
tyko odpowiedzi humoralnej, ale i komoérkowej orga-
nizmu.

W badaniach na krolikach wykazano, ze rekombi-
nowany PA (rPA) i triwalentna szczepionka (TV), w
ktorej sktad wchodzi rPA, inaktywowane mutanty LF
(mLF-Y728A; E735A) i EF (mEF-K346R), podane
podskornie dawaty silng odpowiedz immunologiczna,
wyrazona wysokim mianem przeciwciat dla PA, LF i
EF. W tydzien po immunizacji szczepionka chronita
100% krolikéw zakazonych zjadliwym szczepem B.
anthracis, co jest niezwykle obiecujace (16).

SZCZEPIONKI DNA

Szczepionki DNA zawieraja materiat genetyczny
kodujacy czasteczki biatkowe antygenow pod kontrola
odpowiednio dobranych sekwencji regulatorowych,
zapewniajacych efektywna ekspresje biatek w komor-
kach uodpornionego organizmu. Pierwsze prace nad
szczepionka DNA przeciwko waglikowi wykonali
Gu 1 wsp. (7), ktorzy stwierdzili, ze trzy inokulacje
plazmidowym DNA kodujacym fragment PA (PA 173-
735), zawierajacym sekwencjg sekrecyjna, pozwalajaca
na wydzielanie biatka PA63 przez transformowane
komorki, z trzytygodniowymi przerwami, chronity
myszy przed letalng dawka toksyny. W badaniach
tych obserwowano silng odpowiedz immunologiczna
wyrazajaca si¢ w produkcji przeciwciat [gG2, 1gG1



508

Dorota Zakowska, Janusz Kocik, Michat Bartoszcze

Nr 4

oraz IFN-y (interferon) i IL-4 (interleukina). W cyto-
wanych badaniach wykazano zwigkszona 3,6- krotnie
odpowiedz serologiczna u matp z rodzaju Rhesus po
dwumiesigcznej inokulacji plazmidowym DNA, daja-
cym ekspresje biologicznie nieaktywnego PA lub LF
w polaczeniu z adiuwantem kationowo- tluszczowym
(cationic lipids Vaxfectin™'). Ekspresja w szczepionce
DNA zaréwno LF jak i PA wptywata korzystnie na
reakcje immunologiczna organizmu (7).

W szczepionkach plazmidowych wykorzystano
takze, poza podjednostkami toksyny, biatka powierzch-
niowe SLH (S-layer homology): EA1 (BA0887) i
SAP (BAO0885) wykazujac, ze antygeny EA1 1 SAP,
posiadajace specyficzne wzory (PAMPs) - (patho-
gen-associated molecular patterns), uaktywniajace
sygnaty TLR (toll-like receptors), wywotuja silniejsza
odpowiedz immunologiczna niz antygeny, u ktorych
brak jest wzorow PAMPs. Plazmidy z zakodowana
informacja dla ekspresji bialek powierzchniowych B.
anthracis stymulowaty odpowiedz immunologiczna,
zaro6wno humoralna, jak i komorkowa. Szczepione
myszy konstruktami dajacymi ekspresj¢ biatka EA1
wplywaty pozytywnie na odpowiedz specyficznych
limfocytow Th-1, produkuj¢ IFN-y (interferon) i CTL
(cytotoxic T lymphocytes) (17).

Opisano takze szczepionki wprowadzane przez
bezposrednie wstrzeliwanie przez skore optaszczonych
ztotem czasteczek szczepionki DNA dla tatwiejszego
dotarcia do znajdujacych si¢ pod skora wlasciwa ko-
morek dendrytycznych, uzyskujac przy tym dobre
efekty (10).

Wykorzystano nowa metod¢ wprowadzania droga
domigs$niowa plazmidu kodujacego antygen PA toksyny
waglikowej z uzyciem elektropolacji (EP — electropo-
lation). Metoda ta jest duzo skuteczniejsza od innych
metod, poniewaz szybciej indukowane sg przeciwciala
IgG anty-PA i anty-LF, co ma miejsce juz w okresie
dwoch tygodni po pojedynczym szczepieniu. Wyniki
wskazuja, ze technologia EP moze by¢ platforma do
wprowadzania do organizmu szczepionek DNA prze-
ciwko waglikowi, a takze przeciwko innym czynnikom
biologicznym.

U wszystkich przetestowanych gatunkéw zwierzat
(myszy, kroliki ) szczepienie z zastosowaniem EP wpty-
walo na 100% indukcje przeciwciat neutralizujacych
toksyng w 2 — 3 tygodni po pojedynczej immunizacji.
Metoda ta daje duze nadzieje na uzyskanie szybkiej
odpowiedzi poszczepiennej organizmu, co przy zagro-
zeniu atakami bioterrorystycznymi ma pierwszorzedne
znaczenie. Skutecznos$¢ pojedynczej dawki szczepionki
wprowadzonej metoda EP zachgcita do wlaczenia
dla celow uodpornienia wigcej niz jednego plazmidu,
prowadzac do powstania poliwalentnej szczepionki
genetycznej (18). Stosowanie szczepionek DNA jest
obiecujaca metoda uodparniania przeciwko czynnikom

biologicznym. Szczepionki te sa stosunkowo latwe w
konstruowaniu, produkcji i przechowywaniu, gdyz
nie wymagaja niskich temperatur skfadowania. Ocena
skutecznosci szczepionek genetycznych u ludzi jest
przedmiotem intensywnych badan. (10).

SZCZEPIONKI ALTERNATYWNE

Bezpieczniejsza alternatywa od stosowania PA,
jako szczepionki przeciwwaglikowej, moze by¢ jego
niefunkcjonalny mutant. W celu ulepszenia szczepionki
waglikowej przebadano cztery niefunkcjonalne mutanty
PA, a wérod nich: Rec ~(niezdolny do wiazania recep-
torow PA), SSSR (oporny w aktywacji przez furyng),
Oligo- (niezdolny do formowania oligomerow) i DNI
(niezdolny do formowania otworow w endosomalnej
transmembranie).

W badaniach na myszach stwierdzono, ze po trzech
dawkach uodparniajacych, wszystkie cztery mutanty
indukowaty przeciwciata neutralizujace toksyng, przy
czym najsilniejsze dziatanie wykazywaly DNI i Oligo.-
W rok po immunizacji myszy DNI, utrzymywat si¢
znaczaco wysoki poziom anty-PA IgG i przeciwciat
neutralizujacych toksyng. Mutanty rekombinanta PA,
a zwlaszcza DNI rokuja duze nadzieje w aspekcie ich
stosowania poekspozycyjnego (19).

SZCZEPIONKI PRZECIWKO ZARODNIKOM,
FORMOM WEGETATYWNYM
I TOKSYNOM

Idealna szczepionka powinna zawiera¢ antyge-
ny przeciwko formom wegetatywnym i toksynom
(10). Wykazano bowiem, ze po naturalnym zakazeniu
B. anthracis wykrywa si¢ u zwierzat przeciwciala dla
PA, LF, EF, a takze przeciwko antygenom otoczki
(67-94%,), co wigcej, przeciwciata takie utrzymuja si¢
bardzo dlugo w organizmie (11).

Panuje poglad, ze szczepionka przeciwwaglikowa
powinna stymulowa¢ odpornos$¢ skierowana zaréwno
przeciwko zarodnikom, nie dopuszczajac do ich kiel-
kowania, jak i formom wegetatywnym oraz hamowac¢
aktywnos$¢ toksyn i wplywaé droga opsonizacji na
komorki zerne, prowadzac do niszczenia laseczek B.
anthracis.

Zwraca si¢ takze uwage, o czym wspomniano
wczesniej, ze poekspozycyjne stosowanie szczepionek
opartych na PA wraz z antybiotykami moze by¢ niebez-
pieczne przez kumulowanie si¢ efektu toksycznego.
Otoczka chroniaca B. anthracis przed fagocytoza
jest stabym immunogenem. Jezeli jednak polaczymy
ja z no$nikiem biatkowym, uzyskamy silna odpowiedz
immunologiczng i pobudzenie funkcji zernych makro-



Nr 4

Szczepionki przeciwko waglikowi

509

fagow. W zwiazku z tym, ze w patogenezie waglika
namnazanie si¢ laseczek i produkcja przez nie toksyn
odgrywa najwazniejsza role, skoniugowano chemicznie
otoczke PGA (poly-y-D-glutamic acid) i PA tworzac
tzw. DAAV (dually active anthrax vaccine). Ta dwoista
szczepionka DAAV jest zdolna do indukcji wysokiego
poziomu specyficznych przeciwciat, zar6wno przeciw
otoczce, jak i toksynie, dzigki czemu bakterie zostana
wyeliminowane we wczesnej fazie zakazenia, zapo-
biegajac w ten sposob bakteriemii i toksemii. DAAV
laczy w ten sposob dziatanie ochronne i terapeutyczno-
antytoksyczne (11).

PROTEOMIKA W IDENTYFIKACJI
IMMUNOGENOW

Dzigki proteomice wykrywa si¢ nowe biatka
powstajace w wyniku zakazenia B. anthracis, wsrdéd
ktorych mozna znalez¢ czynniki o silnych wtasci-
wosciach immunogennych. Zasadniczym celem w
dazeniu do unowoczesnienia szczepionek przeciwko
waglikowi jest wyeliminowanie koniecznosci wie-
lokrotnego podawania szczepionki oraz stosowania
adiuwantow. SCAP (spore coat - associated protein)
uzyto do donosowego uodparniania myszy, u ktoérych
obserwowano reakcj¢ immunologiczna w trzy tygo-
dnie po szczepieniu. Wyizolowany dzigki proteomice
SCAP wprowadzono do ekpresyjnego wektora, ktory
poddano napromieniowaniu. SCAP wykazuje 99,5%
podobienstwo do camelysiny (TasA) B. cereus, ma
wlasciwos$ci wigzania si¢ do powierzchni komorek i
wykazuje aktywnos¢ proteolityczna (20). Z uwagi na to,
ze zarodniki stanowia uklad wysoce konserwatywny i
nie ulegajq tak czgstym zmianom, jak to ma miejsce z
nabywaniem cech antybiotykoopornosci, daje to szanse
ochrony ludzi w przypadku celowego uzycia mutanta
B. anthracis, posiadajacego zdolnosci do produkowania
np. toksyny tezcowe;.

Wspomniany wczesniej, inaktywowany UV system
ekspresji daje silng odpowiedz immunologiczna, zbg¢dne
jest zatem stosowanie adiuwantu, a w wyniku szczepie-
nia dochodzi takze do odpowiedzi immunologicznej
typu komorkowego. Powyzsza technologia eliminuje
konieczno$¢ oczyszczania antygenu, co ma miejsce w
przypadku pierwszych szczepionek licencjonowanych.
Skuteczno$¢ donosowej drogi uodparniania pozwala
na rozwiazanie wielu probleméw logistycznych w
przypadku atakéw masowych z uzyciem zarodnikéw
B. anthracis (21).

Biatka, ktore potencjalnie moga by¢ kandydatami na
nowe szczepionki, byty identyfikowane z uzyciem suro-
wicy poliklonalnej pochodzacej od ludzi po przebyciu
skornej postaci waglika. Dzigki proteomice mozliwa
bedzie identyfikacja nowych immunoreaktywnych bia-

tek przetrwalnikow Bacillus anthracis przydatnych dla
rozwoju bardziej bezpiecznych, specyficznych i wysoce
skutecznych szczepionek przeciwwaglikowych. Mozna
bedzie takze oceni¢ immunogenne wlasciwosci wielu
biatek produkowanych w trakcie zakazenia B. anthracis,
SAP, EA1, GroEL (heat shock protein), AhpC (hydro-
peroxide reductase), MntA (BA3189), HtrA (BA3660),
endopeptydaza i inne biatka, zardwno o znanych, jak i o
nieznanych funkcjach. Wykazano obecnos$¢ 8 immuno-
gendw po immunizacji $winek morskich szczepionka
DNA, ktorych efektywnos$¢ byta porownywalna z
efektywnoscia szczepionki PA DNA (22).

Wysoce immunogenne biatka identyfikowano
W surowicy pobranej od pacjentéw, ktorzy zostali cal-
kowicie wyleczeni z waglika. Jednostki antygenu PA
o masie czasteczkowej 83 i 63kDa byly po enolazie
(BA5364) i transketolazie (jeden z enzymow cyklu
pentozofosforanowego), sktadnikami o wysokiej ak-
tywno$ci immunogenne;.

Biatka membranowe SAP i EA1 byly wydzielane

w duzych ilosciach zewnatrzkomoérkowo, jako biatka
$ciany komorkowej. Oba te biatka, jako antygeny
powierzchniowe, sa potencjalnymi kandydatami na
szczepionke, stanowiac wraz z enolaza i transketolaza
interesujacy obiekt do badan nad szczepionkami nowe;j
generacji (23).

EFEKTYWNE DROGI PODANIA
SZCZEPIONKI

Po ataku bioterrorystycznym w 2001 r. wytonity si¢
nieoczekiwanie nowe problemy zwiazane z zabezpie-
czeniem ludzi przed waglikiem.

Kluczowym zadaniem jest stworzenie mozliwosci
przeprowadzenia w krotkim czasie masowych szcze-
pien ludzi przeciwko tej chorobie. Ze wzgledow logi-
stycznych podanie szczepionki droga iniekcji bytoby
niezwykle trudne. W $wietle najnowszych badan nie
jest to takze najskuteczniejsza droga podania szcze-
pionki w aspekcie reakcji immunologicznej organizmu
i skutecznosci szczepien. Biorac to pod uwage badano
efektywnos¢ szczepien przy réznych drogach podania
szczepionki jak np.: droga doustna, donosowa, na-
skorng.

SZCZEPIENIA DROGA DOUSTNA. Rozwoj
doustnych szczepionek skupia si¢ gtéwnie na bakte-
ryjnych wektorach i na jadalnych antygenach, ktorych
ekspresja zachodzi w ro$linach. Szczep Salmonella
enterica Typhimurium, ekspresjonujacy biatko PA,
chronit myszy przed ekspozycja na zarodniki B. anthra-
cis, jednakze wymagato to kilkakrotnego podawania
dozylnego szczepionki, przy czym podanie doustne
byto nieskuteczne.



510

Dorota Zakowska, Janusz Kocik, Michat Bartoszcze

Nr 4

Rozpatrywano zasadno$¢ uzycia bakterii kwasu
mlekowego jako zywej szczepionki podawanej droga
doustna. Szczepionki takie sa bezpieczne, stabilne,
niedrogie, tatwe do podania i wywotuja odpowiedz
zarowno komorkowa 1 humoralna.

W ten sposdb mozna z sukcesem stosowaé L. aci-
dophilus, ktory posiada biatka zdolne do fuzji z krotkim
peptydem DC (dendritic cells). Bakteria ta pobudza
komorki $luzowki przez antygen z DCs, ktore z kolei
indukuja produkcje przeciwciat neutralizujacych anty
— PA oraz inicjuje odpowiedz komorek T przeciwko B.
anthracis (24).

Skuteczno$¢ podawania droga doustna Lactoba-
cillus acidophilus z ekspresja PA-DCpep oceniano u
myszy, u ktérych obserwowano silna ochrong przeciwko
Bacillus anthracis, porownywalna z grupa szczepiona
Lactobacillus acidophilus ekspresjonujacego kontrolny
peptyd—PA. Potencjalna szczepionka doustna przeciw-
waglikowa moze by¢ réwniez Lactobacillus casei (10).
W celu uzycia bakterii Salmonella dla celow immuni-
zacji skonstruowano warianty serowaru Salmonella
typhi. Uzyto w tym celu szczepu Salmonella typhi
Ty21, na ktérym oparta jest licencjonowana szczepionka
przeciwko durowi brzusznemu u ludzi. Geny antygenu
PA eksportowano w plazmidach do dwoch systeméow
ekspresjonujacych: hemolizyny Hly A Escherichia
coli 1 ClyA Salmonelli typhi. Badania na myszach wy-
kazaty wzmocnione dziatanie immunogenne obydwu
konstruktow.

Wskazano na przydatno$¢ doustnego podawania
szczepionki opartej na komoérkach Salmonella zdolnych
do ekspresji antygenu ochronnego Bacillus anthracis,
dajacej ochrong myszy przeciwko letalnej dawce B.
anthracis. Wykorzystanie plazmidow ekspresjonu-
jacych PA Salmonelli typhi Ty21 jest dobra strategia
do konstruowania szczepionek doustnych przeciwko
waglikowi (25).

Nowe mozliwosci otwiera zastosowanie roslin,
w ktérych zachodzi ekspresja PA do doustnego sto-
sowania przeciwko waglikowi. Obliczono, ze 1 akr
transgenicznego tytoniu ekspresjonujacego PA mogtby
da¢ produkcje o wielkosci 360 milionéw dawek oczysz-
czonej szczepionki wystarczajaca do zaszczepienia
catej populacji Stanow Zjednoczonych (10). W celu
ekspresji antygenu PA stosowano m.in. tyton i salate.
Atrakcyjnos¢ takiej formy produkcji polega na tym, ze
nie trzeba tworzy¢ skomplikowanej infrastruktury, tak
jak to ma miejsce w przypadku szczepionek AVA-Bio-
Thrax, produkty sa wolne od patogenéw zwierzecych
1 stymuluja silng reakcj¢ immunologiczna organizmu
po podaniu doustnym.

DROGA DONOSOWA. Podanie donosowo (IN—in-
tranasal) szczepionki w postaci suchego proszku chro-
nito kroliki przed aerozolowa ekspozycja B. anthracis

przez 9 tygodni, juz po pojedynczej dawce szczepionki.
Optymalna dawka szczepionki rPA w postaci suchego
proszku podana krolikom zostata wyznaczona eks-
perymentalnie i wynosita 150pg. Kroliki otrzymaty
pojedyncza dawke 150ug rPA, 150ug rPA + 150ug
skoniugowanego z peptydem reprezentujacym otoczke
Bacillus anthracis oraz 150pug samego koniugatu.
Wszystkie preparaty zawieraly MPL (monopho-
sphoryl lipid A) i chitosan (ChiSys). Uzyskane wyniki
wskazuja, ze donosowe podanie pojedynczej dawki
szczepionki w postaci suchego proszku moze chronié¢
zwierzeta przeciwko zakazeniom aerozolowym zarod-
nikami B.anthracis przez dziewig¢ tygodni (26).
Donosowe zakazenie nanoemulsja o wielkos$ci
czasteczek 200-300 nm zawierajaca wodg, olej sojowy,
alkohol, czynnik powierzchniowo aktywny i rPA stymu-
lowato odporno$¢ po 1 lub dwu podaniach, a zwierzeta
przezyty ekspozycj¢ 1000 dawkami LD, B. anthracis
(15, 27). Dalsze badania potwierdzity skutecznos¢ po-
dawania szczepionki droga donosowa, o czym $§wiadczy
fakt, ze podanie ta droga rPA w postaci mikrokapsutek
zPLL (poly L —lactide 100-kDa) chronito myszy przed
aerozolowa ekspozycja na zarodniki B. anthracis (28).
Obiecujace wyniki doustnego stosowania szczepionki
przeciwwaglikowej u zwierzat nie sa jeszcze potwier-
dzone u ludzi.

DROGA NASKORNA. Poza doustna i donosowa
metoda podania antygenéw w celach stymulowania
odpowiedzi immunologicznej organizmu istnieje tak-
ze réwnie efektywna droga immunizacji przez skorg,
dzigki czemu antygen uzyskuje bezposredni kontakt z
komoérkami Langerhansa, odgrywajacymi duza rolg w
prezentacji antygenu i reakcji immunologicznej (10).
Szczepienie myszy droga naskorna (TDS - transcuta-
neous delivery system) z uzyciem rPA, spowodowalo
pojawienie si¢ dlugo utrzymujacych si¢ przeciwcial
przeciwko PA, a po 46 tygodniach obserwowano 100%
odporno$¢ zwierzat na zakazenie, przy czy poziom
przeciwciat byl tak wysoki jak przy uodparnianiu do-
mig$niowym. W eksperymentach zamiast wodorotlenku
glinu uzyto HLT (Heat Labile Toxin) E. coli (10).

INNE CELE

Poza skoncentrowanymi badaniami nad szczepion-
kami zawierajacymi PA obecnie zwraca si¢ uwage na
inne antygeny, a wsrod nich: glikoproteing BelA, S-
layer — biatka Eal, SAP (7). Niezaleznie od omowio-
nych poszukiwan znalezienia skutecznej szczepionki
imetody szczepienia przeciwko waglikowi w ostatnim
czasie odkryto przeciwciato monoklonalne MAB 1303,
uzyskane po neutralizacji toksyny u transgenicznych
myszy. Moze ono zapewni¢ skuteczne leczenie poek-
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spozycyjne, o czym $wiadczy fakt, ze chronilo ono
malpy przed aerozolowym zakazeniem B. anthracis juz
po jednorazowym podaniu domig$niowym.

PODSUMOWANIE

Grozba uzycia zarodnikow B. anthracis w atakach
bioterrorystycznych przeciwko ludnosci na skalg
masowa niesie za soba koniecznos¢ opracowywania
skutecznej strategii walki z tym zagrozeniem. Poszuki-
wane sa rozne metody ochrony przed atakiem, a wsrod
nich, skuteczniejsze szczepionki i metody przeprowa-
dzenia szczepien, zapewniajacych odpornosc, takze w
przypadku narazenia na szczepy B. anthracis oporne
na antybiotyki. Dzigki zastosowaniu metod inzynierii
genetycznej, proteomiki, a takze lepszemu zrozumie-
niu mechanizméw zakazenia B. anthracis pojawily sig
nowe mozliwosci, dajace szanse na rozwiazanie wielu
istotnych problemoéw na drodze do wyprodukowania
skutecznej, bezpiecznej i tatwej do indywidualnego
zastosowania szczepionki, stymulujacej powstanie
odpornosci przeciwko zarodnikom, formom wegeta-
tywnym i toksynom B. anthracis.
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