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1. Wakcynologia - rys historyczny i perspektywy

Postepy w nauce od zawsze stanowily sile napedowa
w badaniach nad konstrukcja nowych, skutecznych
szczepionek (Rys. 1). Termin ,,szczepionki” w znacze-
niu preparatu biologicznego wzmagajacego odpornos¢
na dang chorobe oraz koncepcja szczepien zostaly
wprowadzone przez Edwarda Jennera w 1796 roku.
Wykorzystal on material zakazny ospy krowianki do
zaszczepienia 8-letniego chlopca, co przyniosto efekt
w postaci skutecznej immunizacji przeciw wirusowi
ospy prawdziwej [73]. Zlota er¢ wakcynologii zapoczat-
kowaty odkrycia Pasteura i Kocha, ktorzy opracowali
preparaty szczepionkowe opierajace si¢ na zywych, ate-
nuowanych mikroorganizmach, organizmach inakty-
wowanych badz produkowanych przez nie toksynach.
Ludwik Pasteur w 1885 roku dokonal pierwszych sku-
tecznych szczepien chronigcych przed wirusem wscie-

klizny. Opracowal on metode¢ szybkiego namnazania
wirusa poprzez hodowle w organizmach krolikow oraz
jego atenuacji na drodze odwadniania ptynu mézgowo-
-rdzeniowego zainfekowanych wirusem krolikow
poprzez jego ekspozycje na dziatanie powietrza [13].
Robert Koch w toku swoich badan nad przecinkowcem
cholery (Vibrio cholerae) dowiddt, ze pojedyncze zaka-
zenie chroni przed kolejnymi infekcjami w czasie tej
samej epidemii. Pierwsze proby zastosowania zabitych
komorek V. cholerae do immunizacji zostaly natomiast
podjete pod koniec XIX wieku przez Jaime Ferrana,
a takze Sawtschenko i Sabolotnego [47].

Poczatek XX wieku przynidst odkrycie nowego
typu szczepionek, w ktorych wykorzystywano tokso-
idy, inaktywowane na drodze chemicznej lub termicz-
nej toksyny bakteryjne, ktére pozbawione byly cech
toksycznosci, ale jednocze$nie wykazywaly potencjat
immunizacyjny. Powstaly szczepionki na bazie toksyny
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Rys. 1. Gtéwne odkrycia wakcynologii - objasnienia w tekscie

tezcowej Clostridium tetani oraz toksyny bloniczej
Corynebacterium diphtheriae. Nastepnym krokiem
bylto opracowanie pierwszych skojarzonych szczepio-
nek, uodparniajacych na blonice i tezec (Di-Te) lub na
btonice, krztusiec i tezec rownoczesnie (Di-Per-Te).
Kolejny przelom w badaniach z dziedziny wakcyno-
logii nastapit w drugiej polowie XX wieku jako nastep-
stwo rozwoju technik hodowli komdrkowych, dzieki
ktorym mozliwe stalo si¢ namnazanie czastek wiruso-
wych. Umozliwilo to stworzenie szczepionek skutecz-
nie immunizujgcych przeciw rotawirusom czy wirusom
zapalenia watroby typu A, polio, rézyczki, $winki, odry
i ospy wietrznej. Dalszy postep w dziedzinie mikrobio-
logii doprowadzil do opracowania szczepionek polisa-
charydowych, ktére wywotywaly odpowiedz przeciw
polisacharydom otoczkowym bakterii takich jak Strep-
tococcus pneumoniae, Neisseria meningitidis serotyp A,
C, WiY czy Haemophilus influenzae. Tego typu tera-
peutyki indukowaly jednak stosunkowo stabg reakcje
odpornosciowa u dzieci. Opracowanie szczepionek

w formie glikokoniugatéw pozwolilo na pokonanie tych
ograniczen, gdyz powodowatlo indukcje humoralnych
mechanizméw odpornosciowych. Odkrycia biologii
molekularnej pozwolily réwniez na skonstruowanie
preparatéw immunizujacych przeciw mikroorganiz-
mom nie dajacym si¢ namnaza¢ w hodowli komérko-
wej, takim jak wirus zapalenia watroby typu B (HBV)
czy wirus brodawczaka ludzkiego (HPV). Szczepionki
przeciw tym patogenom maja posta¢ oczyszczonych,
zrekombinowanych bialek wirusa, ktore tworza niewi-
rulentne czastki wirusowe (viral-like particle, VLP) [20].

Ostatnie dwie dekady przyniosty nowe rozwigza-
nia w wakcynologii, ktére umozliwiaja poszukiwanie
najbardziej immunogennych antygendw. Zsekwencjo-
nowanie kompletnych genoméw organizméw chorobo-
tworczych oraz cztowieka doprowadzilo do powstania
tzw. ,odwrotnej wakcynologii’, techniki, ktéra na dro-
dze analiz genomicznych pozwala na wytypowanie naj-
lepszych celéw dla komérek ukladu odpornosciowego.
Genom danego organizmu stanowi bowiem rezerwuar
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genéw kodujacych biatka stanowiace potencjalny
immunogen, ktéry moze by¢ zastosowany do kon-
strukgji szczepionki [40]. Sztandarowym przykladem
wykorzystania tej techniki jest opracowanie szczepionki
wywolujacej odpowiedZ przeciw bakterii Neisseria
meningitidis serotypu B (MenB), ktéra w przeciwien-
stwie do meningokokéw innych typoéw pokryta jest
polisacharydem wykazujacym duze podobienstwo do
polisacharydu obecnego w ludzkich tkankach. Cecha ta
sprawita, ze szczepionki glikokoniugatowe byly niesku-
teczne w immunizacji przeciw MenB. Wybrane na dro-
dze analiz genomu biatka poddano ekspresji w komor-
kach E. coli, dzigki czemu uzyskano pierwszg skuteczng
szczepionke przeciw MenB [30].

Kolejnym wyzwaniem wspolczesnej wakcynologii
stalo sie rowniez opracowanie szczepionek przeciw
mikroorganizmom wykazujacym duze réznice w eks-
presji antygenéw, jako ze preparaty opracowane
w XX wieku wykazuja skutecznos¢ gtéwnie w profi-
laktyce zakazen patogenami cechujgcymi si¢ niska
zmiennos$cig antygenowa. Rozwigzaniem jest stosowa-
nie szczepionek zawierajacych antygeny wielu szczepow
jednocze$nie. Przykladem takich immunoterapeutykow
sa poliwalentne szczepionki koniugatowe zawierajace
antygeny 7, 9 lub 13 sposréd 93 znanych serotypow
streptokokdw [8] lub poliwalentna szczepionka prze-
ciw wirusowi grypy zmieniana sezonowo w oparciu
o przewidywania dotyczace ewolucji biologicznej szcze-
pow [48]. Do tej pory nie udalo si¢ jednak opracowac
skutecznej i trwale immunizujacej szczepionki przeciw
mikroorganizmom, ktére charakteryzuje bardzo duze
tempo mutacji, takim jak wirusy HIV czy HCV. Potra-
tiag one unikng¢ mechanizméw obronnych organizmu
gospodarza dzieki zmianom antygenéw bedacych ce-
lem uktadu odpornosciowego.

W ciggu ostatniego wieku szczepienia w bardzo zna-
czacym stopniu przyczynily si¢ do ograniczenia zapa-
dalno$ci na choroby zakazne oraz zmniejszyly wywo-
lywang przez nie $miertelnos¢. Swiatowa Organizacja
Zdrowia (World Health Organization, WHO) podaje,
ze szczepienia moga ratowac zycie od 2 do 3 miliondw
ludzi kazdego roku. Dzigki rozbudowanym programom
szczepien choroby takie jak ospa prawdziwa czy polio
zostaly wyeliminowane na caltym $wiecie. Z danych ra-
portu WHO z 2014 roku wynika, ze w latach 2000-2012
0 78% spadla réwniez liczba zgonéw spowodowanych
przez odre. Jednocze$nie organizacja informuje, ze przy
pomocy szczepien mozna kontrolowa¢ zapadalnosé
na jedynie 25 ze wszystkich znanych choréb zakaz-
nych (Tab.I). W 2012 roku w czotéwce choréb powo-
dujacych najwyzsza $miertelnos¢ i przeciw ktérym
nie istnieje skuteczna szczepionka AIDS (1,6 miliona
zgondéw), gruzlica (1,3 miliona zgonéw) czy malaria
(0,6 miliona zgondéw). Coraz wieksze zagrozenie sta-
nowig réwniez nowotwory, ktére w 2012 roku spowo-

Tabela I
Dostepne szczepionki uodparniajace przeciw chorobom zakaznym
Choroby bakteryjne Choroby wirusowe
odra
rézyczka
waglik grypa
cholera $winka
zakazenia meningokokowe WZW A
dyfteryt WZW B
tezec WZW E
krztusiec polio
gruzlica wirusowe zapalenie mozgu
zakazenia pneumokokowe wicieklizna
dur brzuszny ospa wietrzna
zakazenia zakazenia papillomawirusami
Haemophilus influenzae zakazenia rotawirusami
z61ta febra
japonskie zapalenie mézgu

dowaty $miertelno$¢ rzedu 8,2 miliona oséb. Ich pro-
filaktyka za pomoca szczepien stanowi wigc powazne
wyzwanie dla wspdlczesnej wakcynologii.

2. Odpornos¢ swoista

Szczepienie ma na celu wywolanie swoistej odpowie-
dzi odpornosciowej, dlatego warunkiem niezb¢dnym
do opracowania nowych metod skutecznej immunizacji
jest bardzo doktadne poznanie jej mechanizméw. Ter-
minem swoistej odpowiedzi immunologicznej okresla
sie mechanizm nabytej odpornosci organizmu zalezny
od rozpoznania antygendw przez przeciwciala produ-
kowane przez limfocyty B (odpowiedZz humoralna)
i receptory znajdujace sie na limfocytach T (odpowiedz
komorkowa). Cechuje ja specyficznos¢ wzgledem uni-
kalnego antygenu oraz zdolno$¢ do wywotywania tzw.
pamieci immunologicznej zapewniajacej dlugotrwata
odporno$¢ organizmu na dany patogen.

Przeciwciala produkowane przez limfocyty B wiaza
sie z antygenami na powierzchni czynnikéw infekcyj-
nych. Moze to skutkowa¢ zniszczeniem patogenu w dro-
dze réznych mechanizmoéw takich jak fagocytoza czy
aktywacja dopelniacza lub mobilizacjg komoérek odpor-
nosciowych na skutek wydzielania mediatoréw stanu
zapalnego. Przeciwciata sg odpowiedzialne za elimino-
wanie zakazen patogenami, ktére maja pozakomoérkowy
etap w swoich cyklach zyciowych lub ktére produkuja
metabolity wydostajace si¢ poza komorki gospodarza.

Drugim typem odpowiedzi swoistej, ktéra ma decy-
dujace znaczenie w niszczeniu patogenéw wewnatrz-
komorkowych, a takie przy zwalczaniu komorek
nowotworowych jest odpowiedz typu komodrkowego.
Komoérkami efektorowymi tej odpowiedzi sg limfocyty
cytotoksyczne, CD8* (cytotoxic T cell, CTL) oraz lim-
focyty pomocnicze, CD4" (helper T cell, Th). Komorki
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CD8* rozpoznajg obce antygeny i prowadzg do zabicia
komorki zainfekowanej wirusem, wewnatrzkomorkowsa
bakteria czy tez do eliminacji komérki nowotworowej,
podczas gdy komorki CD4* stymulujg aktywnos¢ pozo-
stalych leukocytéw poprzez wydzielanie cytokin badz
przez bezposredni kontakt z nimi.

Na skuteczno$¢ odpornosci nabytej wplywajg za-
réwno prawidtowy przebieg humoralnej oraz komor-
kowej odpowiedzi, jak i odpowiednia interakcja migdzy
komérkami efektorowymi obu typéw odpowiedzi. Bar-
dzo duze znaczenie w odpowiedzi humoralnej, zwlasz-
cza na antygeny bialkowe, ma wspélpraca limfocytow
T helperowych CD4* z limfocytami B. Co najwazniej-
sze, w przebiegu odpornosci nabytej powstaja limfo-
cyty pamieci, dzieki ktérym ponowny kontakt z tym
samym antygenem prowadzi do szybszej i efektywniej-
szej odpowiedzi odpornosciowej [68].

3. Komorki efektorowe odpowiedzi typu
komorkowego

Limfocyty T pomocnicze (CD4+, Th)

Limfocyty T pomocnicze (T helper cells, Th) o feno-
typie CD4* odgrywajg kluczowg rol¢ w rozwoju odpor-
nosci nabytej. Regulujg funkcje efektorowe limfocytéw B
i limfocytéw T cytotoksycznych, komoérek odpor-
nosci wrodzonej, szczegolnie o aktywnosci fagocytar-
nej, a takze odpowiadajg za utrzymanie homeostazy
i uczestnicza w kontroli reakcji autoimmunizacyjnych.
Sa réowniez mediatorami pamig¢ci immunologicznej,
a zmniejszenie ich liczby w organizmie przyczynia
sie do zwiekszonej podatnosci na choroby infekcyjne.
Tak réznorodna role moga petni¢ dzigki réznicowaniu
naiwnych limfocytéw T CD4" do odmiennych efekto-
rowych limfocytéw T w odpowiedzi na aktywacje anty-
genami prezentowanymi przez komorki prezentujace
antygen (APC, antigen-presenting cells).

W 1986 roku Mosmann i wsp. [54] wykazali ist-
nienie dwoch populacji limfocytow T CD4*, (Thl
i Th2) réznigcych sie profilem produkowanych cytokin
oraz markerami powierzchniowymi. Cecha charak-
terystyczng limfocytéow Thl wspomagajacych glow-
nie odpowiedz typu komodrkowego jest wydzielanie
interferonu-y (IFN-y) oraz interleukiny-2 (IL-2).
Limfocyty Th2 biorace udzial w odpowiedzi humoral-
nej produkujg inny, charakterystyczny zestaw cytokin:
interleukiny IL-4, IL-5 i IL-13. W 2003 roku zidenty-
fikowano kolejng populacje limfocytow T CD4*, ktora
charakteryzuje si¢ zdolnoscig do syntezy nastepujgcego
zestawu interleukin: IL-17A, IL-17F i IL-22 [55]. Lim-
focyty te nazwano Th17 [36, 61] i wykazano ich role
miedzy innymi w generowaniu odpornosci przeciwbak-
teryjnej we wczesnych etapach zakazen M. tuberculosis
[43]. Ponadto aktywowane, naiwne limfocyty T CD4*

réznicuja w limfocyty o fenotypie CD4*CD25*Foxp3*
charakteryzujgce si¢ aktywno$cig supresorowg [17]. Sa
one zaangazowane w utrzymanie tolerancji na antygeny
wlasne i obce. Powstajg one w obwodowych narzadach
limfoidalnych, co odréznia je od naturalnych regulato-
rowych limfocytéw T o takim samym fenotypie powsta-
jacych w grasicy [35]. Wsrdd roznych funkcjonalnie
populacji limfocytéw T CD4* opisano pecherzykowe
limfocyty Tth (follicular T helpers). Migruja one do
osrodkéw rozmnazania (GC, germinal centers) lim-
focytow B w tkance limfoidalnej, gdzie wspomagaja
ich roznicowanie w komorki plazmatyczne lub limfo-
cyty B pamieci [62]. Scharakteryzowano réwniez inne
populacje limfocytéw Th, takie jak aktywne w trakcie
zakazen pasozytniczych i mogace si¢ przyczynia¢ do
chordéb autoimmunizacyjnych limfocyty Th9 [85] czy
Th22, ktdre mogg by¢ zaangazowane w reakcje odpor-
nosciowe i naprawe tkanki skornej [23].

Powstanie tak zréznicowanych populacji efektoro-
wych i regulatorowych limfocytéw T CD4* zalezy od
ekspresji specyficznych czynnikéw transkrypcyjnych
i rodzaju transkrybowanych genéw, co w hodowlach
in vitro warunkowane jest obecno$cig réznych zesta-
wow cytokin tworzacych mikrosrodowisko w trakcie
aktywacji naiwnych limfocytéow T CD4* przy udziale
receptora TCR. Réznicowanie naiwnych limfocytow
Th do populacji Thl wymaga obecnosci IL-12, ktéra
jest produkowana przez komorki dendrytyczne akty-
wowane substancjami pochodzacymi od patogenow.
Powstate limfocyty Th1 wytwarzaja natomiast IFN-y,
ktéry aktywuje makrofagi dzialajagce na bakteryjne
i wirusowe czynniki infekcyjne. Tego typu sprzezenie
dodatnie obserwowane jest rowniez przy réznicowa-
niu populacji komoérek Th2, ktéra generowana jest
w obecnoséci IL-4. Ta cytokina aktywuje limfocyty B
oraz pobudza makrofagi i monocyty do wydzielania
cytokin prozapalnych, posrednio przyczyniajac sie do
wytworzenia ogniska zapalnego, co prowadzi do usu-
niecia infekcji tego typu patogenami. W przypadku
zakazen grzybami lub niektérymi gatunkami bakte-
rii komdrki prezentujace antygen wytwarzaja z kolei
IL-1pB, IL-6 i IL-23 indukujace powstanie limfocytow
Th17, ktore przez sekrecje IL-17 i rekrutacje neutrofi-
16w posredniczg w obronie przed patogenami zewng-
trzkomorkowymi [69]. Réznicowanie limfocytow iTreg
odbywa sie natomiast w obecnosci TGF-f i IL-2 [93].

Odebranie pozakomoérkowego sygnalu ze strony
cytokin przez aktywowane limfocyty Th powoduje
zmiang ekspresji czynnikow transkrypcyjnych. Rézni-
cowanie do komorek Th1 zalezy od aktywacji czynnika
STAT1 i ekspresji T-box (T-bet) [41]. W procesie rozni-
cowania limfocytow Th2 IL-4 aktywuje z kolei czynnik
STATS, co prowadzi do syntezy czynnika transkryp-
cyjnego Gata3 [4]. Przy powstawaniu limfocytow Th17
indukowana jest ekspresja czynnika RORyT [22], nato-
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Rys. 2. Réznicowanie limfocytow CD4*

Limfocyty Th posiadaja zdolno$¢ réznicowania do réznych populacji w zaleznosci od obecnosci cytokin w trakcie rozpoznania kompleksow MHC-peptyd,
np. komoérki Th1 réznicujg w obecnosci IL-12. Indukcja réznicowania powoduje uruchomienie ekspresji roznych czynnikéw transkrypcyjnych, np. RoRyt
w limfocytach Th17. Powstate populacje limfocytow wytwarzaja cytokiny regulujace przebieg odpowiedzi odpornosciowej na patogen.

miast czynnik transkrypcyjny Foxp3 syntetyzowany jest
w przypadku komorek regulatorowych Treg (Rys. 2).

Limfocyty cytotoksyczne (CD8*, Tc)

Limfocyty T cytotoksyczne (Tc) cechujace sie obec-
noscig powierzchniowego markera CD8 odpowiadaja
za eliminacje komdrek nowotworowych lub komoérek
zainfekowanych patogenami wewnatrzkomérkowymi.
Swoja funkcje efektorowa zyskuja dzieki produkeji
cytokin takich jak IFN-y czy TNF-a (tumor necro-
sis factor a) lub poprzez aktywnos¢ cytolityczng. Po
aktywacji limfocytow Tc dochodzi do uwolnienia
granzymow i uszkadzajacych blone komoérkowsa per-
foryn, a takze do indukcji apoptozy w zainfekowanej
komorce na drodze FasL. Produkowana przez limfo-
cyty Tc cytokina FasL taczy si¢ z komdrka przeznaczona
do apoptozy za posrednictwem zewnatrzkomorkowej
domeny receptora Fas, FASR, ktory zawiera réwniez
domene transblonowg kotwiczgca receptor i domene
cytoplazmatyczng, zwang domeng $mierci FADD (Fas
associated death domain) o charakterze wykonawczym.
Przekazuje ona sygnat do biatek cytoplazmy, kontrolu-
jacych faze kontrolno-decyzyjna [70].

4. Prezentacja antygenu i jego rozpoznanie
przez limfocyty T

Antygeny sa czasteczkami lub fragmentami czaste-
czek posiadajgcymi zdolnoé¢ do wigzania sie z prze-
ciwcialem lub receptorem na powierzchni limfocy-

tow B lub T. Jesli przyczyniajg si¢ one do wzbudzenia
odpowiedzi odpornosciowej, nazywa sie je immuno-
genami. Nie wszystkie antygeny majg potencjal immu-
nogenny, co jest bardzo istotnym aspektem konstruo-
wania nowych szczepionek, ktére powinny indukowa¢
wysoki poziom odpowiedzi odpornosciowej, aby
skutecznie chroni¢ przed patogennymi mikroorganiz-
mami. Immunogenno$¢ zalezy od wielu czynnikéw.
Duze znaczenie ma stopien obcosci danej molekuty dla
organizmu, gdyz autoantygeny zazwyczaj nie indukuja
odpowiednio silnej odpowiedzi odpornosciowej. Row-
nie istotne sg parametry fizyczne — duze czasteczki takie
jak bialka, polisacharydy czy kwasy nukleinowe naleza
do najbardziej immunogennych. Czasteczki o mniej-
szej masie molekularnej mogg za$ funkcjonowac jako
hapteny, antygeny zyskujace immunogennos¢ po pola-
czeniu z odpowiednim no$nikiem. Obok fizyko-che-
micznych cech antygenu, skuteczng odpowiedz prze-
ciw niemu warunkuje réwniez jego stezenie i droga
podania. Immunogenno$¢ antygenu moze by¢ rowniez
wzmagana poprzez dostarczanie antygenu z innymi
substancjami, zwanymi adiuwantami [68].

Limfocyty biorgce udzial w komérkowej odpowiedzi
immunologicznej rozpoznajg antygeny, ktdre sg prezen-
towane na komorkach eukariotycznych w kompleksach
z czasteczkami ukladow zgodnosci tkankowej MHC
klasy I (limfocyty Tc) i MHC klasy II (limfocyty Th).
Czasteczki MHC klasy I eksprymowane na wszystkich
jadrzastych komorkach prezentujg peptydy endogen-
nego, cytoplazmatycznego lub jadrowego pochodze-
nia (Rys. 3). Znane sg dwa szlaki prezentacji antygenu
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Prezentacja wewnatrzkomoérkowych immunogennych peptydéw jest wyni-
kiem serii zdarzen. Antygeny ulegaja degradacji w proteasomie, a powstate
peptydy sa translokowane za pomocg transporterow TAP do ER, gdzie two-
rzg kompleksy z czasteczkami MHC I. Kompleksy peptyd-MHC I sg uwal-
niane z ER i przy udziale aparatu Golgiego transportowane na powierzch-
nie komorki, gdzie moga by¢ rozpoznane przez limfocyt cytotoksyczny.
APC - komorka prezentujaca antygen; TAP - transporter associated
protein; ER - retikulum endoplazmatyczne; TCR - receptor limfocytu T.

w MHCI: a) endogenny szlak przetwarzania antygenow
wewnatrzkomoérkowych w proteasomie i tworzenia
komplekséw z MHC I, b) prezentacja krzyzowa poza-
komoérkowych antygenoéw, ktdre trafiaja do wnetrza
komorki prezentujacej na drodze endocytozy lub pep-
tydéw pochodzacych z degradacji antygenu bialkowego
przekazywanych przez wyspecjalizowane wewnatrz-
komoérkowe kanaly zwane ,,gap junctions” W procesie
krzyzowej prezentacji zachodzacej tylko w niektérych
typach APC antygeny trafiaja do komorki na drodze
fagocytozy lub makropinocytozy, a nastepnie ulegaja
kompleksowaniu z MHC I na drodze jednego z trzech
znanych szlakow. Pierwszym z nich jest proces o nie-
znanym mechanizmie, udokumentowany dla wiroso-
moéw, komplekséw immunostymulujacych czy liposo-
mow, w ktérym bialko przedostaje si¢ z fagosomu do
cytoplazmy, a nastgpnie wchodzi na $ciezke TAP-zalez-
nej prezentacji [75]. Drugim sposobem jest opuszczenie

fagosomu przez antygen, jego obrobka w proteasomie,
a nastepnie powrot do fagosomu, w ktérym zachodzi
taczenie z MHC klasy I [67]. Trzecia $ciezka zwana
wakuolarng rézni si¢ od pierwszej brakiem zaangazo-
wania transporteréw TAP i proteasomu w komplekso-
waniu antygenu z MHC [67].

Najczgsciej wykorzystywany jest klasyczny, endo-
genny szlak prezentacji. Biatka cytoplazmatyczne lub
jadrowe podlegaja w nim ubikwitynylacji, a nastepnie
degradacji w proteasomie. Sg to biatka, ktorych czas
trwania konczy sie, biatka bedgce defektywnymi pro-
duktami translacji zwanymi DRiPs (defective ribosomal
products) lub biatkowe produkty patogenéw wewnatrz-
komorkowych. Powstate w wyniku degradacji peptydy
sa translokowane do retikulum endoplazmatycznego
(ER) przez bialka transportujace TAP (transporters
associated with antigen presentation), gdzie taczg sie
z czasteczkami MHC I. Heterodimery MHC I skladaja
sie z polimorficznych lancuchow: ciezkiego a i lek-
kiego zwanego B,-mikroglobuling (,m). Zwigzanie
8-10-aminokwasowego peptydu do rowka MHC I
zapewnia stabilno$¢ calej strukturze. W stanie nie wia-
zacym peptydu lancuchy MHC sg stabilizowane przez
biatka chaperonowe ER takie jak kalretikulina, ERp57,
izomeraza PDI czy tapazyna. Ostatnie z wymienio-
nych bialek oddzialuje z transporterem TAP, zapew-
niajac lacznos¢ miedzy procesem translokacji peptydu
do ER i jego dostarczaniem do MHC I. Po zwigzaniu
peptydu biatka chaperonowe sg uwalniane, a kompleksy
s transportowane na powierzchnie komorki, gdzie
moga by¢ rozpoznane przez limfocyty T cytotoksyczne
(CD8*, Tc) [56].

W przeciwienstwie do MHC klasy I, kompleksy
MHC klasy II sa obecne na profesjonalnych komor-
kach prezentujgcych antygen takich jak komorki den-
drytyczne (DC), makrofagi i limfocyty B. Ich ekspre-
sja moze by¢ jednak wzbudzona przez IFN-y lub inne
czynniki na nieprofesjonalnych komoérkach prezentu-
jacych, takich jak fibroblasty, komoérki nablonkowe,
keratynocyty, co obserwuje si¢ w przypadku dermatoz,
a takze na jelitowych komorkach glejowych w prze-
biegu choroby Crohna. Kompleksy MHC II powstaja
w ER z transmembranowych taiicuchéw a i B i pola-
czonych z tannicuchem niezmiennym Ii zapobiegajacym
tworzeniu komplekséw z peptydami pochodzacymi
z degradacji wewngtrzkomorkowych biatek. Kom-
pleksy te trafiaja do endosomu MIIC (MHC class II
compartment), gdzie fancuch Ii jest trawiony. Pozo-
staly w rowku heterodimeru peptyd CLIP jest nastep-
nie wymieniany przy udziale chaperonu HLA-DM na
specyficzny peptyd pochodzenia pozakomoérkowego
uzyskany poprzez degradacje na $ciezce endosomal-
nej (Rys. 4). Nastepnie kompleksy MHC II-peptyd sa
transportowane na powierzchnie¢ komorki, gdzie moga
zaprezentowac antygen limfocytom T CD4* [56].
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Rys. 4. Sciezka prezentacji antygenu w kompleksach z czasteczkami MHC klasy II.

Skiadanie heterodimeréw MHC II z taiicuchow a i p oraz tancucha zmiennego Ii odbywa sie w ER. Przy udziale aparatu Golgiego sa one bezpoérednio

lub poprzez blong komérkows transportowane do kompartmentu MIIC. W MIIC fanicuch Ii oraz bialka pobrane poprzez endocytoze sa trawione przez

obecne tam proteazy. Peptyd CLIP bedacy produktem degradacji Ii poczatkowo blokuje rowek wiazacy peptyd w dimerze MHC II, a nastepnie jest

wymieniany na antygenowy peptyd przy pomocy chaperonu HLA-DM. Kompleksy peptyd-MHC II s3 kolejno transportowane na powierzchnie blony

komorki APC, gdzie moga by¢ rozpoznane przez limfocyty pomocnicze. APC - komérka prezentujaca antygen; ER - retikulum endoplazmatyczne;
TCR - receptor limfocytu T; CLIP - fragment peptydu Ii zwigzanego z MHC II; MIIC - kompartment MHC II.

Cytotoksyczne lub pomocnicze limfocyty T do
proliferacji i réznicowania w komorki efektorowe
wymagaja obecnosci trzech sygnaléw. Dwa z nich
dostarczane s3 przez komorki dendrytyczne, ktérych
rola w aktywacji badz wywolaniu stanu anergii limfo-
cytow jest kluczowa. Pierwszy sygnal zapewnia inter-
akcja czasteczek MHC wigzacych peptyd na komorce
dendrytycznej z receptorem TCR (T cell receptor) na
limfocycie. W celu uniknigcia anergii limfocytéow T
oraz umozliwienia ich proliferacji niezbedny jest drugi,
kostymulujgcy sygnal zapewniany przez interakcje
czasteczek kostymulatorowych obecnych jedynie na
dojrzatych APC, takich jak biatka B7 (CD80 i CD86)
taczacych sie z powierzchniowymi czgsteczkami CD28
limfocytéw T (Rys. 5). Ekspresja biatek B7 na komor-
kach prezentujacych antygen wzrasta w trakcie ich
dojrzewania wskutek aktywacji przez zwiazki, ktérych
zrodlem sa patogeny i jest wzmagana przez cytokiny,
ktore stanowig trzeci sygnat aktywacji. Stopien ekspre-
sji CD80 i CD86 warunkuje z kolei interakcje miedzy
czasteczkami CD40 na komoérkach dendrytycznych
i ligandem CD40L na limfocytach. Aktywowane lim-
focyty CD4* wytwarzaja CD40L, ktéry stymuluje eks-
presje CD40 na APC, przez co zyskuja one zdolnos¢
pobudzenia antygenowo swoistych limfocytow CD8*.
Interakcja miedzy czasteczka kostymulatorowg a CD28
limfocytu T indukuje aktywny transport biatek sygnato-

wych limfocytu T do miejsca kontaktu z komérka APC.
Ich akumulacja wzmaga intensywnos¢ i wydltuza czas
trwania procesu sygnalizacyjnego zapoczatkowanego
przez pierwszy sygnal.

W przypadku infekcji patogenami wewnatrzkomor-
kowymi komoérkami efektorowymi odpowiedzi odpor-
nosciowej sg limfocyty CD8*. Ich aktywacja zalezy od
obecnosci antygenowo-specyficznych prekursoréw, sity
oddzialywania receptora TCR z kompleksem MHC
I-peptyd czy poziomu cytokin prozapalnych. W prze-
ciwienstwie do limfocytéw Th, zapoczatkowanie pro-
gramu prowadzacego do osiagniecia funkcji efekto-
rowej oraz wytworzenia pamieci immunologicznej
przez limfocyty Tc wymaga uzyskania trzeciego sygnatu
zapewnianego przez IL-12 lub IFN-a. W przypadku
jego braku dochodzi jedynie do ograniczonej klonalnej
ekspansji i wytworzenia stanu tolerancji [52].

Rola limfocytéw CD4* w inicjowaniu odpowiedzi
limfocytéw CD8" jest zlozona i w duzej mierze zalezy
od tego, w jakich warunkach analizowany jest dany
model infekeji. Liczne eksperymenty, w ktorych doko-
nywano immunizacji przy pomocy wirulentnych (ade-
nowirusy, wirus grypy) lub nieinfekcyjnych czynnikéw
(owoalbumina jaja kurzego) wykazaly, ze limfocyty Th
sa niezbedne do zajscia odpowiedzi typu komdrkowego,
gdyz aktywujg APC dostarczajac ligand CD40L w pro-
cesie zwanym ,licencjonowaniem”. Z drugiej strony
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A. Dojrzata komorka APC aktywuje limfocyt T dostarczajac 2 sygnaly. B. Niedojrzala komorka APC dostarcza jedynie I sygnal,
co prowadzi do $mierci lub inaktywacji limfocytu.

niejednokrotnie w toku badan wykazano, ze w przy-
padku infekcji patogenami takimi jak wirus limfocy-
tarnego zapalenia splotu naczynidwkowego (LCMYV)
czy wirus HIV dochodzi do wzbudzenia silnej odpo-
wiedzi limfocytéw CD8", niezaleznej od pomocy lim-
focytéw pomocniczych, co zwigzane jest ze zdolnosciag
danych czynnikéw infekcyjnych do aktywacji APC
poprzez receptory PRR (pattern recognition receptors).
Udokumentowano takze przypadki, w ktérych mimo
wykorzystania tego samego modelu infekcji uzyski-
wano rozbiezne rezultaty dotyczace roli limfocytow
CD4* w generowaniu odpowiedzi limfocytow CD8*
[88]. Wszystkie wirusowe i bakteryjne patogeny niosa
ligandy PRR (m. in. LPS, CpG, DNA, flagelline), dzieki
ktéorym moga wzbudza¢ odpowiedz zapalna i prowa-
dzi¢ do aktywacji APC. Nadal nie jest wigc jasne, ktdre
z interakcji miedzy PAMP i PRR sprawiaja, ze akty-
wacja APC jest zalezna lub niezalezna od limfocytow
Th. W przypadku infekcji patogenami niosgcymi stabe
ligandy PRR, limfocyty CD4* wspomagaja dojrzewanie
APC poprzez regulacje ekspresji czasteczek kostymula-
torowych oraz zapewnianie trzeciego sygnatu ze strony
cytokin takich jak IL-12. Infekcje patogenami, ktore
indukuja stabg synteze IFN typu I moga réwniez wyma-
ga¢ obecnosci limfocytéw pomocniczych do wytworze-

nia trzeciego sygnatu dla limfocytow cytotoksycznych
poprzez indukcje wytwarzania IL-12 w komoérkach
dendrytycznych. W przeciwienstwie do wyzej wymie-
nionych, infekcje patogenami, ktére wywolujg silna
odpowiedz zapalng i produkcje wysokich stezen IFN
typu I wiaza sie z wystarczajaca regulacja ekspresji cza-
steczek kostymulatorowych na komoérkach prezentu-
jacych antygen, w zwigzku z czym udzial limfocytéw
CD4" w ich dojrzewaniu nie jest wymagany [9].

5. Pamie¢ immunologiczna

Bardzo waznym aspektem przebiegu swoistej od-
powiedzi immunologicznej jest indukcja pamieci
immunologicznej. Komoérki pamieci sg3 komdrkami
potomnymi naiwnych limfocytéw, ktdre ulegly klonal-
nej ekspansji w trakcie odpowiedzi immunologicznej
i przetrwaly po wyeliminowaniu antygenu. Zapewniaja
one natychmiastowg ochrone organizmu przy ponow-
nym kontakcie z danym antygenem. Limfocyty T
pamieci zdecydowanie rdéznig sie od limfocytéow T
naiwnych, poniewaz odpowiadaja na nizsze stezenia
antygenu, produkuja szerszy wachlarz antywirusowych
oraz prozapalnych cytokin, wzbudzajg szybka cytoli-
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tyczng aktywnos¢ oraz skuteczniej migruja do innych
tkanek objetych infekcjg [69]. Udowodniono réwniez,
ze dzielg si¢ one w znacznie szybszym tempie niz lim-
focyty T naiwne tuz po rozpoczeciu infekeji wirusowej,
ale podobnie jak one wykazuja 48-72-godzinng faze
opdznienia, w ktdrej nie ulegaja podzialom [87].

Komorki T pamieci dzielg sie na dwie grupy. Pierw-
sza z nich stanowig efektorowe limfocyty T pamieci
(T,,) ktore rezyduja w tkankach lub kraza po orga-
nizmie. Sg one odpowiedzialne za natychmiastowa
obrone organizmu przed patogenami ze wzgledu na
zachowang gotowos¢ do pelnienia funkeji efektoro-
wej. Do drugiej grupy nalezg limfocyty T, centralne
limfocyty pamieci, ktdre nadzorujg obwodowe tkanki
limfoidalne, gdzie moga proliferowa¢ w odpowiedzi na
prezentacje antygenu przez APC [69].

Komorki pamieci stanowig jedynie niewielkg frakcje
limfocytéw powstalych podczas odpowiedzi immuno-
logicznej. Stosunek prekursoréw limfocytow efektoro-
wych i pamieci zalezy od rdznej ekspresji czynnikow
transkrypcyjnych, na ktéra wplywaja z kolei stymu-
lacja przez antygen, cytokiny i wewnatrzkomoérkowe
szlaki sygnalizacyjne. W toku analiz naiwnych lim-
focytéw T znakowanych genetycznymi znacznikami
w warunkach lokalnej i systemowej infekcji wykazano,
ze, niezaleznie od warunkéw, jednoczesnie zachodzi
réznicowanie do obu typéw komorek [28]. Czas zycia
limfocytéw pamieci oraz ich liczba zalezg od poziomu
cytokin. W przypadku limfocytéw pamieci CD4*
i CD8', cytokinami umozliwiajacymi ich przetrwanie
sg IL-7 i IL-15, indukujace proliferacje [78]. Sun i wsp.
[76] w badaniach z wykorzystaniem myszy laborato-
ryjnych pozbawionych limfocytéow CD4* wykazali, ze
wlasnie limfocyty CD4* sg odpowiedzialne nie tylko za
dostarczanie trzeciego sygnalu indukcji niezbednego do
réznicowania limfocytow Tc, ale réwniez za utrzyma-
nie populacji limfocytéow CD8* pamigci. Za populacje
dlugozyjacych limfocytéw T pamieci uwaza sie limfo-
cyty T, W zwigzku z czym obecnie prowadzi si¢ inten-
sywne badania nad opracowaniem lekéw sprzyjajacych
réznicowaniu limfocytéw naiwnych CD4* do komoérek
pamieci tego typu. Araki i wsp. [5] dowiedli, ze rapa-
mycyna, obnizajac aktywnos¢ kinazy treoninowo-sery-
nowej mTOR bedacej sensorem réznych czynnikow
srodowiskowych i regulatorem metabolizmu komor-
kowego, wplywa na przyspieszong konwersje naiwnych
limfocytéw T do limfocytow T .

6. Szczepionki indukujace odpowiedz
typu komorkowego

Preparaty szczepionkowe konstruowane w przesz-
toéci oparte na inaktywowanych organizmach lub pro-
dukowanych przez nie biatkach zostaly zaprojektowane

w taki sposdb, aby stymulowa¢ odpowiedz humoralna
skierowang przeciw powierzchniowym czgsteczkom
komorek bakteryjnych czy wiruséw. Dowiedziono
jednak, ze odpowiedz taka jest nieskuteczna w wywo-
tywaniu odporno$ci przeciw patogenom wewnatrz-
komdrkowym [16]. Preparaty nowej generacji powinny
wzbudzaé¢ odpowiedz typu komdrkowego z udziatem
limfocytéw Th oraz Tc, gdyz jedynie te komdrki moga
wywotywac ochrone przed patogenami, ktére wykazuja
duzg zmiennos¢ serotypowa (adenowirusy), prowadza
wewngtrzkomorkowy tryb zycia lub ktére cechuje zdol-
nos¢ do wytwarzania form latentnych (np. HIV, Herpex,
HBV, HCV, Helicobacter pylori, Plasmodium falcipa-
rum, Mycobacterium tuberculosis, Francisella tularensis,
Salmonella enterica, Brucella spp., Burkholderia spp.).
Nalezy podkresli¢, ze ten typ odpowiedzi chroni takze
przed rozwojem nowotwordéw lub chorobami auto-
immunizacyjnymi. Najnowsze badania dotyczace odpo-
wiedzi immunologicznej myszy zakazonych pratkami
gruzlicy dowodzg, ze limfocyty B moga regulowa¢ prze-
bieg infekcji M. tuberculosis poprzez produkcje cytokin
czy przeciwcial, jednak ich rola w kontroli zakazenia
jest poboczna [83]. Limfocyty B mogg mie¢ jedynie
ograniczony kontakt z antygenami pratkow tuz przed
ich wniknieciem do komorki gospodarza lub w cza-
sie ich rozprzestrzeniania miedzy komoérkami. Szcze-
pionki indukujace odpowiedz komoérkowa musza by¢
konstruowane w sposob umozliwiajagcy dostarczenie
antygenu do APC, dzieki czemu bedzie on prezento-
wany w kontekscie czasteczek MHC na powierzchni
komorki. Gléwnym zadaniem wspolczesnej wakcyno-
logii jest opracowanie preparatéw wzbudzajacych odpo-
wiedz typu komoérkowego. Nowe szczepionki powinny
by¢ wigc konstruowane tak, aby wybioérczo aktywowaé
limfocyty T o okreslonym fenotypie i w $cisle okreslonej
lokalizacji. Najwazniejszym aspektem badan jest opra-
cowanie metod generowania stabilnej puli limfocytow T
pamieci prawidtowo umiejscowionych w szczepionym
organizmie w taki sposob, aby wektor szczepionkowy
byt jak najbardziej bezpieczny dla szczepionego orga-
nizmu, a patogen w przypadku infekcji byt jak najszyb-
ciej usuwany. W celu dobrania warunkéw sprzyjajacych
wywolywaniu dlugotrwalej odpornosci szczepionego
organizmu opracowano szereg systemow dostarczania
antygenu, do ktérych naleza szczepionki podjednost-
kowe kierowane i wzmacniane przy udziale adiuwantéw
oraz szczepionki wektorowe wykorzystujace wirusy oraz
zywe atenuowane lub niewirulentne bakterie.

7. Szczepionki podjednostkowe
Préby opracowania nowych szczepionek podjed-

nostkowych podyktowane s3a wzrastajacym zapotrze-
bowaniem na szczepionki bardzo dobrze zdefiniowane
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pod wzgledem molekularnym, ktére zastapig prepa-
raty oparte na calych inaktywowanych patogenach
zawierajacych wiele antygenow jednoczesnie. Obecnie
podejmuje si¢ proby konstrukeji szczepionek opartych
na wybranych antygenach bedgcych celem dla uktadu
odporno$ciowego, a nawet na ich najbardziej immuno-
gennych, pojedynczych peptydach zwanych epitopami,
pochodzacych od czynnika infekcyjnego, komorki
nowotworowej badz alergenu. Szczepionki o minimal-
nej zawartosci antygendw, cechujace si¢ jednoczesnie
wysoka specyficznoscig opracowywane sg na podstawie
wysokoprzepustowych analiz in silico lub eksperymen-
talnych metod mapowania epitopow [49]. Docelowe
preparaty mogg by¢ wprowadzane jako oczyszczone
bialko, peptyd lub niebiatkowy sktadnik patogenu badz
ulega¢ ekspresji z wektora plazmidowego lub zrekom-
binowanego wirusa. Poszukiwanie podjednostkowych
szczepionek stanowi obecnie wazny trend wspolczesnej
wakcynologii. Wigkszo$¢ opracowywanych szczepio-
nek wywotujacych odpornosé przeciw leiszmaniozom
wywolywanym przez wiciowce z rodziny Leishmania
ma podjednostkowg forme. Dowiedziono skutecznosci
zastosowania szczepionki zawierajacej biatko gp63
z adiuwantem hsp70, ktéra powodowata wzrost poziomu
IFN-y oraz obnizenie ekspresji IL-4 i IL-10 w surowicy
myszy laboratoryjnych [42]. Trwajg réwniez prace nad
szczepionka podjednostkowa wywolujaca odpornos¢
przeciw Chlamydia muridarum, w ktorej wykorzystano
gléwne biatko blony zewnetrznej MOMP [81] czy prze-
ciw E tularensis, w ktorej biatko szoku cieplnego DnaK
polaczono z powierzchniowym biatkiem patogenu Tul4
[7]. Obie szczepionki stymulowaty wydzielanie IFN-y
oraz produkcje przeciwcial. W drugg faze badan kli-
nicznych wchodzi obecnie szczepionka H56 przeciw
M. tuberculosis zawierajgca trzy gruzlicze antygeny:
Ag85B, ESAT-6 oraz biatko stanu latencji Rv2660c, jak
réwniez adiuwant IC31, ktéra w myszach wzbudza silng
odpowiedz limfocytéow CD4* i powstrzymuje reaktywa-
cje latentnej formy gruzlicy [86].

W ciggu ostatnich 20 lat najwiecej uwagi poswie-
cono konstrukeji szczepionek DNA, ktore z powodze-
niem wprowadzono do uzytku w weterynarii m.in. do
prewencji zakazen fososi wodnymi rabdowirusami [26]
czy zachorowan psow na czerniaka ztosliwego jamy ust-
nej [33]. Pomimo sukcesu szczepionek DNA o wetery-
naryjnym zastosowaniu, istnieje silna potrzeba opty-
malizacji warunkow ich uzycia do szczepienia ludzi.
Podejmowane sg liczne proby opracowania wektorow
DNA - sukcesem zakonczyla si¢ miedzy innymi druga
faza badan klinicznych ludzkiej terapeutycznej szcze-
pionki DNA VGX-3100 w postaci plazmidu kodujacego
antygeny E6/E7 wirusow HPV 16 i HPV 18 dostarcza-
nego przy pomocy elektroporacji in vivo (dane Natio-
nal Cancer Institute z lipca 2014 roku). Podanie szcze-
pionki kobietom, u ktérych wykryto raka szyjki macicy

typu CIN 2/3 doprowadzito do indukgji limfocytéw T
cytotoksycznych i znacznego ograniczenia wzrostu
nowotworu lub jego zaniku [10].

8. Adiuwanty

Molekularna formuta szczepionkowa czesto bywa
stabo immunogenna, co sprawia, ze poszukiwane sa
odpowiednie adiuwanty, formuly szczepionkowe oraz
wektory wzmagajace poziom odpowiedzi komdrkowe;.

Adiuwantem szczepionkowym okresla sie sklad-
nik, ktéry moze wspomaga¢ efektywno$¢ szczepionki
poprzez indukcje silnej odpowiedzi immunologiczne;j.
Koncepcja zastosowania adiuwantéw zostala zapropo-
nowana w 1925 roku przez Ramona, ktéry zaobserwo-
wal, Ze dodanie do szczepionek tezcowej i bloniczej
substancji takich jak agar, tapioka, lecytyna, olej kroch-
malowy czy saponina powoduje wzrost miana specy-
ficznych przeciwcial [71]. Jednocze$nie, w 1926 roku,
Glenny i wsp. zaobserwowali, ze nanoszenie antygenu
na nierozpuszczalne czasteczki zwigzkow glinu przed
immunizacjg generuje lepszg odpowiedz za posred-
nictwem przeciwcial niz w przypadku zastosowania
rozpuszczalnej formy immunogennego biatka [51].
Od tego odkrycia zwigzki glinu byly bardzo powszech-
nie wykorzystywane do wzmagania odpowiedzi immu-
nologiczne;j.

Zastosowanie adiuwantow w wakcynologii jest bar-
dzo szerokie - s3 one wykorzystywane do modulowa-
nia odpowiedzi immunologicznej poprzez dostarcza-
nie antygenu w natywnej formie, redukuja potrzebe
wieloetapowej immunizacji i obnizaja tym samym jej
koszty, a takze przyczyniajg si¢ do wzmozonej odpo-
wiedzi u dzieci lub dorostych pacjentéw z obnizona
odpornoscia [1]. Moga by¢ réwniez podzielone na
2 klasy w zalezno$ci od dominujacego mechanizmu
dzialania na: a) systemy nosnikowe oraz b) wzmacnia-
cze odpowiedzi immunologicznej. Systemy nosnikowe
koncentrujg antygen i prezentuja go w zorganizowanej
formie, podczas gdy wzmacniacze aktywuja mecha-
nizmy wrodzonej odpowiedzi immunologicznej [53].
Efektami dziatania adiuwantéw s3: wzrost produkeji
przeciwcial i zwigkszenie populacji antygenowo-spe-
cyficznych limfocytéw T, wydluzenie czasu trwania
odpowiedzi, wzmocniona ochrona przeciw réznym
wariantom tego samego patogenu czy zmniejszona
liczba dawek wymaganych do uzyskania ochronnego
poziomu przeciwcial czy limfocytéw pamieci. Tabela II
przygotowana wedlug publikacji przegladowej Mohan
i wsp. [53] przedstawia liste znanych adiuwantéw oraz
mechanizmy ich dziafania.

Wyniki najnowszych badan nad zastosowaniem no-
woczesnych systeméw adiuwantéw wspomagajacych in-
dukcj¢ odpowiedzi immunologicznej przez szczepionki
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Adiuwanty szczepionkowe

Typ Formuta Dziatanie

SOLE ALUMINIUM fosforan aluminium, wodorotlenek aluminium | spowalnianie tempa uwalniania antygenu, wydluzanie
kontaktu antygenu z uktadem immunologicznym,
stymulowanie odpowiedzi limfocytéw Th2

INNE SOLE MINERALNE, | sole wapnia, zelaza, cyrkonu ulatwiona adsorpcja antygenu, indukcja wysokiego

np. fosforan wapnia poziomu przeciwciat IgG

KOMPLETNY inaktywowane termicznie komorki z rodzaju | stymulacja komorkowej odpowiedzi immunologicznej

ADIUWANT FREUNDA | Mycobacterium oraz produkgji IgG i IgA

EMULSJE

(niekompletny adiuwant
Freunda, montanid,
MF59, adiuwant 65)

typu »olej w wodzie” i ,woda w oleju”

stymulacja limfocytéw B i Tc

BAKTERYJNE
TOKSYNY:
toksyna CT mieszana lub koniugowana z antygenami wzmaganie immunogennosci stabych antygenow
Vibrio cholerae $luzéwkowymi
toksyna PT inaktywowane komorki B. pertussis wzmaganie komoérkowej odpowiedzi immunologicznej
Bordetella pertussis (mieszanina toksyny zawiera LPS)
toksyna AiB oczyszczony preparat zwigkszanie poziomu przeciwcial IgA
Clostridium difficile
toksyna STx oczyszczony preparat wzmaganie odpowiedzi humoralnej i komérkowej
Schigella dysenteriae
enterotoksyny oczyszczony preparat zwigkszanie poziomu przeciwcial IgG i IgA
Staphylococcus
NIETOKSYCZNE BIALKA:
lipopeptydy izolowane z bakteryjnych lipoprotein adiuwanty przy szczepieniach droga pokarmows
dipeptyd muramylowy | izolacja ze $ciany komorkowej mykobakterii stymulacja niespecyficznych mechanizméw skierowa-
(MDP) nych przeciw bakteriom i komérkom rakowym
proteosomy niejednorodne preparaty blony zewnetrznej zwigkszanie poziomu IgA
meningokokow
LIPOSOMY syntetyczne sfery sktadajace sie z warstwy wzmaganie humoralnej i komérkowej odpowiedzi
lipidowej otaczajacej antygen immunologicznej
SRODKI POWIERZCH- skladnik detergentu saponiny izolowanej wzmaganie odpowiedzi przeciw T-zaleznym
NIOWO CZYNNE z Quillaja saponaria i T-niezaleznym antygenom
(Quil-A)
KOMPLEKSY czastki formowane podczas mieszania stymulacja produkcji immunoglobulin wszystkich klas,
IMMUNOSTYMULUJACE | cholesterolu z Quil-A wzmaganie komorkowej odpowiedzi immunologicznej,
(ISCOM) w tym odpowiedzi CTL
ADIUWANTY zfozone zwigzki wodoroweglanowe naturalnego | indukcja humoralnej i komdrkowej odpowiedzi
WODOROWEGLANOWE | pochodzenia, np. y-inulina immunologicznej
OLIGONUKLEOTYDY niemetylowane dinukleotydy CpG obecne bezposrednia aktywacja limfocytow B i komérek
CpG w DNA bakterii dendrytycznych poprzez receptory TLR9, wzmaganie
komorkowej odpowiedzi immunologicznej
WZORCE MOLEKU- sktadniki komérkowe bakterii lub ich wzmaganie wrodzonych mechanizméw immunologicz-
LARNE lub ich pochodne | chemicznie uzyskiwane pochodne (np. MPL nych (fagocytozy, wydzielana prostaglandyn, rekrutacji

(LPS, MPL, peptydo-
glikan, flagellina, kwasy

- lipid A Salmonella minnesota pozbawiony

grupy (R)-3-hydroksydekanoilowej

komorek stanu zapalnego) oraz humoralnej i komoérko-
wej odpowiedzi immunologicznej

lipotejchojowe)

CYTOKINY

GM-CSF - indukcja migracji komoérek dendrytycznych, zwiekszenie
ekspresji MHC I na ich powierzchni

INF - indukcja proliferacji komérek T, aktywacja komoérek NK,
modulowanie produkeji cytokin

IL-1 - rekrutacja neutrofili do miejsca stanu zapalnego

IL-2 - wzmaganie komorkowej odpowiedzi immunologicznej
limfocytéw CD4*

IL-6 - stymulacja limfocytow B
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Tabela II c.d.
Typ Formuta Dzialanie
IL-12 - indukcja komoérek NK oraz limfocytéow Bi T
IL-15 - indukcja komoérek NK oraz limfocytow T
IL-18 - wzmaganie proliferacji komérek NK oraz
limfocytéw CD8*
CHEMOKINY - wzmaganie wrodzonych mechanizméw odpowiedzi
immunologicznej
POLIMERY
biodegradowalne - adsorpcja antygendw na powierzchni lub ich zamkniecie

(poliliaktydy PLA, PLG)

wewnatrz, stopniowe uwalnianie antygenu

niedegradowalne (ztoto, | -
lateks, krzem, polistyren)

usprawnianie dostarczania antygenu do wnetrza
komorek prezentujacych antygen

(ang. virus-like particles)

WIRUSOWE

wirosomy struktury powstate z polaczenia lipidow dostarczanie antygenu do wnetrza komérek
blonowych z bialkami btonowymi wirionu prezentujacych antygen

VLP wielkoczasteczkowe kompleksy biatek kapsydu | wzmaganie odpowiedzi humoralnej i komérkowej

nie zawierajacego informacji genetycznej

DNA u ludzi s3 obiecujace. W badaniach klinicznych
przetestowano juz duza liczbe adiuwantéw bedacych
celami receptoréw Toll-like takich jak TLR4 lub TLR9.
W Stanach Zjednoczonych w 2006 roku za drugi po
zwigzkach glinu adiuwant dopuszczony do uzytku
w licencjonowanych ludzkich szczepionkach uznano
monofosfolipid-A (MPL), ktéry jest agonista TLR4
[29]. W Europie dopuszczone jest rowniez stosowanie
wirosomow, czastek VLP (virus-like particles) i emulsji
typu ,,olej w wodzie” takich jak MF59, AS03 i AF03 [25].
Pozytywne wyniki daje zastosowanie adiuwantéw cyto-
kinowych - testuje si¢ miedzy innymi podanie inter-
leukiny-12 stymulujacej réznicowanie aktywowanych
naiwnych limfocytéw T do populacji limfocytow Th1
czy czynnika wzrostu makrofagéw GM-CSE ktory indu-
kuje dojrzewanie APC [24]. Nalezy zaznaczy¢, ze wybor
adiuwanta moze znaczaco wplynac na ostateczny wynik
szczepienia. Ota i wsp. [59] udowodnili, Ze obecno$¢
glinu w skladzie szczepionek uzywanych w Rozsze-
rzonym Programie Szczepien WHO (Expanded Pro-
gramme of Immunization, EPI) spowodowala obnizenie
skuteczno$ci szczepionki MVA85B stosowanej w immu-
nizacji noworodkow przeciw gruzlicy.

Adiuwanty moga by¢ z powodzeniem wykorzysty-
wane jako skladnik kompleksowego szczepienia pod-
jednostkowymi szczepionkami w immunizacji typu
»prime-boost’, ktéra wzmacnia odporno$¢ organizmu
uprzednio traktowanego szczepionka wektorowa. Dzieki
tej technice pokonany moze by¢ problem pojawiajacej
sie odpornosci na zastosowany wektor. Lin i wsp. [46]
wykazali, ze podanie szczepionki H56 w kompleksie
z adiuwantem IC31 opdznia i ostabia objawy kliniczne
gruzlicy, a takze zapobiega reaktywacji uspionej infek-
cji w makakach uprzednio immunizowanych szczepem
BCG i eksponowanych na dziatanie M. tuberculosis.

9. Szczepionki wektorowe

Szczepionki wektorowe dostarczajg antygeny do
komorek prezentujacych antygen wykorzystujac orga-
nizmy posiadajace naturalng zdolnos¢ do wnikania do
wnetrza komorki eukariotycznej, takie jak wirusy czy
bakterie. Spo$réd wszystkich znanych typow szcze-
pionek, szczepionki oparte na zywych atenuowanych
mikroorganizmach najskuteczniej indukujg komor-
kowe mechanizmy odpornosci, przy czym w najwyz-
szym stopniu moduluja odpowiedZ cytotoksycznych
limfocytéw T. Skutecznie wzbudzajg réwniez synteze
przeciwcial, a niekwestionowang zaletg ich uzycia jest
mozliwos¢ podania bez uzycia strzykawki [70, 82].
Smier¢ zainfekowanej komérki dodatkowo promuje
fagocytoze przez komoérki APC, co przyczynia si¢ do
zwigkszonej prezentacji antygenu. Wektory oparte na
wirusach lub bakteriach za sprawg niesionych przez
nie wzorcéw molekularnych, takich jak LPS, CpG czy
flagellina, maja ponadto wlasciwosci auto-adiuwan-
tow, dzieki czemu wzmagana jest prezentacja hetero-
logicznego antygenu.

Zgodnie z naturalnym cyklem zyciowym, wektory
wirusowe posiadaja zdolnos$¢ do efektywnego wnika-
nia do ludzkich komérek i do wewnatrzkomorkowe;j
ekspresji niesionych genéw. Nasladowanie infekcji ufa-
twia indukcje silnej odpowiedzi limfocytéow T, w tym
limfocytéw cytotoksycznych, dzieki czemu indukowane
jest powstawanie limfocytow T pamieci i trwata odpor-
no$¢ przeciw patogenom wewngtrzkomorkowym. Do
konstrukgji szczepionek wykorzystywane sg zaréwno
replikujace, jak i niezdolne do replikacji wirusy, takie
jak: pokswirusy, adenowirusy, alfawirusy, flawiwirusy,
pikornawirusy czy paramyksowirusy. Wybér odpowied-
niego wirusowego wektora zalezy od charakterystyki
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patogenu, przeciw ktéremu wywolywana jest odpo-
wiedz oraz od tego czy szczepionka ma powodowac
catkowita immunizacje lub by¢ stosowana w modelu
»prime-boost”. Wigkszos§¢ wektorow wirusowych beda-
cych przedmiotem badan klinicznych opiera si¢ na
atenuowanych adenowirusach lub zmodyfikowanym
wirusie Ankara (MVA). Adenowirusy dzi¢ki zdolnosci
do replikacji w ludzkich komorkach wydtuzajg ekspre-
sje antygenu i jego prezentacje na komérkach APC, co
przyczynia si¢ do wzmozonej odpowiedzi humoralne;j
i komoérkowej. Duza powszechnos¢ infekcji adenowiru-
sowych powoduje jednak, ze zachodzi skierowana prze-
ciw wektorowi odpowiedz immunologiczna skutkujaca
szybkim usuwaniem wirusa i obnizong immunogen-
noscig szczepionki [18]. Dwie szczepionki oparte na
adenowirusach 35 i 5 eksprymujacych antygen Ag85A
M. tuberculosis sa obecnie w fazie II niezaleznych od
siebie badan klinicznych w Republice Poludniowej
Afryki [38, 72]. Dowiedziona zostala ich skuteczno$¢
w indukowaniu odpornosci pacjentéw uprzednio
szczepionych BCG i wzmaganiu produkcji IFN-y przez
komorki Th i Tc. Podobnie jak w przypadku adenowi-
ruséw, niereplikujacy wirus MVA ma duzy potencjat
do indukgji limfocytéw CD4*. MVAS85A jako pierw-
sza szczepionka na bazie tego wirusa osiagnela faze
II b badan klinicznych. Badania z udzialem dzieci nie
potwierdzily jednak skutecznosci szczepionki, nato-
miast dowiodly zdolnosci wektora do wzmagania syn-
tezy IFN-y [79].

Wykorzystanie wektoréw wirusowych niesie za
sobg pewne ograniczenia, do ktdrych zalicza si¢ trud-
nos$ci w produkcji na duza skale, ograniczong wielkos¢
informacji genetycznej pakowanej do kapsydu nie-
ktérych wiruséw, odpowiedz immunologiczng skiero-
wang przeciw samemu wektorowi oraz brak mozliwo$ci
transdukcji do niektérych typéw komorek. Co wiecej,
wirusy wyzwalaja silng odpowiedz zapalng, a integracja
do genomu gospodarza moze przyczyniac sie nawet do
wytworzenia stanéw chorobowych takich jak biataczka
[80]. Alternatywa dla uzycia wektoréw na bazie wiru-
sOw jest wykorzystanie komarek bakteryjnych. W ciggu
ostatniego polwiecza postepy w biologii molekularnej
i rozumieniu bakteryjnych cykli zyciowych przyczynity
sie do znacznego postepu w pracach nad stworzeniem
wektoréw bakteryjnych zdolnych do dostarczania
heterologicznych antygendw do komérek APC in vivo.
Poznano drogi trwalej i dobrze scharakteryzowanej
atenuacji gendw wirulencji, mozliwa stala sie regula-
cja poziomu ekspres;ji i lokalizacji antygenu niesionego
przez komorke bakteryjng, opracowano rézne drogi
podania bakteryjnego preparatu szczepionkowego, a co
wiecej okreslono potencjal do wzbudzania wrodzonej
i nabytej odpowiedzi immunologiczne;j.

Duzg zaletg wykorzystania zywych wektoréw bak-
teryjnych jest zdolno$¢ do nasladowania naturalnej

infekcji, dzigki czemu aktywowana moze by¢ zaréwno
niespecyficzna odpowiedz prozapalna, jak i, w przy-
padku uzycia modyfikowanych szczepéw wnikajacych
do komorek APC, antygenowo specyficzna odpowiedz
komorkowa. Bakteryjne wektory dzigki jednoczesnemu
dostarczaniu sygnalu antygenowego oraz wzorcow
molekularnych zwigzanych z patogenami lub ligandéw
TLR umozliwiajg przetamanie stanu tolerancji orga-
nizmu wobec antygenu, co jest podstawowym zalo-
zeniem immunoterapii opierajacej si¢ na odpowiedzi
cytotoksycznych limfocytéw T. Rozpoznanie niesio-
nych przez komérki APC wzorcéw prowadzi do pozy-
tywnej regulacji ekspresji czasteczek kostymulatoro-
wych na powierzchni, dojrzewania i migracji komoérek
APC, co wzmacnia odpowiedZ immunologiczng prze-
ciw dostarczanemu antygenowi. Inng zaletg nosnikow
antygenowych na bazie bakterii jest to, ze mogg one by¢
zaprojektowane w taki sposdb, aby wywolywac odpor-
no$¢ przeciw wlasnym badz eksprymowanym hetero-
logicznie antygenom, a sktadniki szczepionkowe mogg
by¢ dostarczone w formie biatka, DNA lub terapeutyku.

10. Bakterie patogenne jako wektory szczepionkowe

Od lat 80. XX wieku podejmowane sg liczne préby
wykorzystania Zywych wektoréw bakteryjnych do
dostarczania antygenow. Wykorzystujg one naturalna
zdolno$¢ wirulentnych bakterii do wnikania do wnetrza
komorek eukariotycznych, dzigki czemu dostarczony
antygen moze wywolywa¢ komdrkowa odpowiedz
immunologiczng. Do konstrukeji zywych, atenuowa-
nych szczepionek wykorzystuje si¢ bakterie Shigella
flexneri [90, 92], S. enterica [19, 65], Yersinia entero-
colitica (3], Listeria monocytogenes [44, 50], Mycobac-
terium bovis BCG [6, 32] i wiele innych. Do tej pory
jedynie dwie szczepionki pozytywnie przeszly testy
kliniczne i zostaly dopuszczone do uzytku [21]. Pierw-
sza z nich, szczepionka Ty21 uodparniajagca na dur
brzuszny, zawiera zywe atenuowane bakterie Salmonella
ser. Typhi podawane doustnie w 3 dawkach w formie
plynu lub kwasoodpornych kapsutek. Druga dostepna
szczepionka jest CVD 103-HgR immunizujaca przeciw
cholerze, ktdra niesie atenuowane komorki V. cholerae
podawane w plynnej formie w jednej dawce. Obecnie
trwajg testy kliniczne kilku innych szczepionek prze-
ciw patogenom wewnatrzkomdrkowym lub nowotwo-
rom. Warta uwagi jest szczepionka VPM1002 bedaca
w fazie II a badan klinicznych, ktéra poprawia immu-
nogennos¢ szczepu BCG. Opiera si¢ ona na szczepie
BCG zmodyfikowanym poprzez wstawienie genu hly
kodujacego gltéwny czynnik patogenezy L. monocyto-
genes, listeriolizyne O oraz delecje genu ureC kodu-
jacego ureaze C (BCGAureChly®). Listeriolizyna O
(LLO) umozliwia ucieczke z wakuoli do cytoplazmy
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zainfekowanej komorki, natomiast delecja ureazy
powoduje odpowiednie dla aktywnos$ci LLO zakwa-
szenie wakuoli komdrki. Dzigki wprowadzonym
zmianom szczep BCG efektywnie ucieka z fagosomu
zainfekowanej komorki i przyczynia si¢ do wzmozo-
nej prezentacji antygenu [32]. Zakonczyla si¢ réwniez
druga faza badan klinicznych szczepionki terapeutycz-
nej ADXS-HPV bazujacej na bakterii L. monocytoge-
nes, ktora ma na celu leczenie pacjentek chorujacych
na raka szyjki macicy wywolanego przez wirus HPV.
Atenuowany szczep bakteryjny wydzielajgcy jednocze-
$nie fuzyjne bialko kodujace antygen E7 w fuzji z nie-
hemolityczna czgscig LLO i adiuwant okazal si¢ mie¢
skuteczno$¢ poréwnywalng do chemioterapii [50].

W toku licznych badan opracowywane sa metody
trwalej atenuacji, ktéra w jak najmniejszym stopniu
wplywa na immunogenno$¢ szczepow bakteryjnych.
Ten proces w wielu przypadkach jest jednak bardzo
trudny, dlugotrwaty i Zzmudny, a najwigksze wyzwanie
stanowi zachowanie réwnowagi miedzy minimalng
patogennoscig szczepu a maksymalng zdolnoscig
do indukeji odpowiedzi immunologicznej. Podczas
opracowywania nowych wektoréw duzg uwage nalezy
zwracac na fakt, ze w zaleznosci od typu modyfikacji
mozna uzyskac zroznicowang reakcje odpornosciows,
np. doustne podanie mutanta PhoP Salmonella skut-
kuje indukcja mechanizméw odpornosci wrodzonej,
podczas gdy mutanty aroA wzmacniaja odpowiedz
limfocytéw Th1 [84]. Co wigcej, atenuowane szczepy
nie s3 odpowiednimi wektorami szczepionkowymi dla
0s06b o niskiej lub uposledzonej odpornosci takich jak
dzieci, ludzie starsi czy zakazeni wirusem HIV czy dla
pacjentéw skfonnych do choréb autoimmunizacyjnych.

11. Bakterie niepatogenne jako wektory
szczepionkowe

W zwigzku z licznymi zagrozeniami zwigzanymi
z wykorzystaniem patogennych bakterii do konstruk-
cji szczepionek, uwaga badaczy zwrdcila sie ku wyko-
rzystaniu niewirulentnych gatunkéw. W przeciwien-
stwie do atenuowanych, zazwyczaj Gram-ujemnych
patogennych szczepéw bakterii takich jak Shigella czy
Salmonella, Gram-dodatnie niewirulentne gatunki sa
bezpieczne, poniewaz stanowig naturalny skiadnik
flory bakteryjnej cztowieka lub sg powszechnie wyko-
rzystywane przez czlowieka w przemysle. W opraco-
waniu wektorow z ich uzyciem czesto wykorzystywana
jest unikalna cecha bakterii Gram-dodatnich, jaka jest
zdolnos¢ do tworzenia endospor. Obecnie najczgsciej
podejmowane sa proby konstrukeji niewirulentnych
wektorow bakteryjnych z wykorzystaniem wegeta-
tywnych bakterii kwasu mlekowego (LAB), m.in. Lac-
tococcus lactis [66, 91], Lactobacillus plantarum [31],

Lactobacillus casei [45] czy Streptococcus gordonii [12],
a takze spor modelowej bakterii Gram-dodatniej,
B. subtilis [37, 57, 58].

Gléwna wadg systeméw wykorzystujacych niewi-
rulentne gatunki jest brak inwazyjnosci, co sprawia,
ze dostarczanie antygenu moze by¢ mniej efektywne
niz w przypadku wykorzystania patogennych bak-
terii. Sposobem na rozwigzanie tego problemu moze
by¢ ekspresja determinantéw patogenezy wirulent-
nych szczepéw w gatunkach niepatogennych. Wsrod
bialek, ktorych aktywno$¢ prowadzi do wnikniecia do
komorki eukariotycznej oraz ucieczki z fagosomu do
cytoplazmy sg czynniki wirulencji wewnatrzkomor-
kowego patogenu L. monocytogenes. Guimaraes i wsp.
[34] opracowali szczep L. lactis produkujacy zakotwi-
czong w $cianie komdrkowej internaling A L. mono-
cytogenes, ktéry byl zdolny do inwazji do komoérek
eukariotycznych in vitro i in vivo. Samo wnikniecie
wektora do komorki gospodarza nie wystarcza jednak
do tego, aby antygen byl prezentowany w kompleksie
z MHC klasy I'i by w konsekwencji wzbudzona zostata
odpowiedz limfocytéw CD8". Jednym ze sposobdw na
dostarczenie antygenu do cytoplazmy APC jest rowniez
ekspresja listeriolizyny O, gtéwnego czynnika patoge-
nezy L. monocytogenes, ktéry umozliwia translokacje
komorki bakteryjnej z wakuoli komorki gospodarza
do jej cytoplazmy. Za poczatek badan w tym obszarze
uznaje si¢ odkrycie prof. Bieleckiego i wsp. [14], ktorzy
dowiedli, ze B. subtilis wytwarzajacy LLO jest zdolny
do wnikniecia do niefagocytujacych i fagocytujacych
komorek eukariotycznych, ucieczki z ich wakuoli do
cytoplazmy komorki gospodarza i przetrwania w jej
wnetrzu. Toksyna swoje wlasciwosci zawdziecza specy-
ficznej strukturze. Biatko o masie 58 kDa ulega sekrecji
poza komorke bakteryjng w postaci rozpuszczalnych
w wodzie monomerdw, ktére moga wigzac si¢ do bton
biologicznych zawierajacych cholesterol i oligomery-
zowa¢ do struktury pB-barylki, tworzac w btonie pory.
LLO jest aktywna jedynie w kwasnym pH, co ogranicza
zakres jej dziatalnosci do wakuoli komérki gospodarza
i w ten sposob chroni jg przed $miercig [77]. W trakcie
infekcji L. monocytogenes odpowiedz limfocytéw Th
i Tc jest skierowana przeciwko LLO [27]. Permeabilizu-
jaca aktywnos¢ toksyny umozliwia dostep heterologicz-
nych antygenéw do cytozolu i ich wejscie na egzogenna
TAP-zalezng $ciezke prezentacji bialka. Prezentowany
w kontekscie MHC klasy I antygen jest rozpoznawany
przez limfocyty CD4" i CD8*, co prowadzi do kom-
pleksowej odpowiedzi komorkowej. Koekspresja LLO
z innymi antygenami jest intensywnie wykorzystywana
w badaniach nad konstrukcja zywych szczepionek.
Bahey-el-Din i wsp. [11] w badaniach z wykorzysta-
niem zakazonych myszy wykazali, ze jednoczesna
ekspresja LLO z bialkiem p60 w L. lactis skutecznie
wywoluje odpowiedz limfocytéw Tk, a takze zapewnia
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odpornos$¢ na infekcje L. monocytogenes. Trwaja takze
zaawansowane badania kliniczne nad modyfikowana
szczepionka przeciwgruzlicza BCGAureChly*, w ktorej
toksyna dzigki swej aktywnosci wzmaga prezentacje an-
tygendw M. tuberculosis i generowang dzigki niej pamigé
immunologiczng [32]. Aktywno$¢ LLO wykorzysty-
wana jest rowniez przy opracowywaniu szczepionek
przeciwnowotworowych - Radford i wsp. [63, 64]
wykazali, ze komorki Escherichia coli produkujace LLO
oraz owoalbumine jaja kurzego (OVA) sg zdolne do
usuniecia komorek czerniaka linii B16-OVA oraz sku-
tecznie zapobiegaja wzrostowi nowotworu.

Bardzo interesujacg cecha listeriolizyny O jest fakt,
ze jednocze$nie stanowi ona gtéwny czynnik patoge-
nezy oraz gtéwny immunogen, co sprawia, ze jest ona
idealnym kandydatem na adiuwant szczepionkowy.
Poddanie APC dzialaniu nanomolarnych, niemajacych
cytotoksycznego efektu, stezen cytolizyny powodowalo
aktywacje limfocytéw CD8", podczas gdy pikomolarne
stezenia wystarczaly do zaobserwowania aktywacji
komoérek CD4* [15]. Co wigcej, zainfekowane komorki
i rozpoznajace je limfocyty T w obecnosci LLO pro-
dukujg szerokie spektrum cytokin i chemokin takich
jak IL-1, IL-6, IL-12, CCL2, IFN-B czy TNF-a, ktére
aktywuja APC i wzmacniaja odpornos¢ wrodzong
oraz odpowiedz limfocytéw Thl [60]. Huang i wsp.
[39] w badaniach z wykorzystaniem spor B. subtilis
koeksprymujgcych LLO z antygenem protekcyjnym PA
Bacillus anthracis potwierdzili wptyw LLO na poprawe
odpowiedzi odpornosciowej. Zaobserwowali, Ze spory
powodowaly wzrost poziomu przeciwcial IgG2a PA
swoistych oraz poziomu IFN-y i IL-12 przy jednocze-
$nie zmniejszonym stezeniu IL-4 w surowicy myszy,
co $wiadczy o wzmozonej odpowiedzi typu Thl. Brak
zwigzku miedzy cytotoksycznoscig a immunogennoscia
czyni ponadto z LLO wyjatkowe bialko w immunote-
rapii nowotworéw. Aktywnos¢ cytotoksyczna moze
postuzy¢ do bezposredniego zabijania komérek rako-
wych, natomiast ze wzgledu na swoja immunogennos¢
LLO moze mie¢ réwniez aktywno$¢ adiuwantows
wykorzystang przy konstrukeji szczepionek zawierajg-
cych antygeny nowotworowe, ktére indukuja usuwa-
nie komorek ulegajacych transformacji nowotworowe;j.
Obie te cechy z powodzeniem mogg by¢ wykorzystane
jednoczesnie. Stachowiak i wsp. [74] w swoich bada-
niach analizowali aktywnos$¢ LLO wzgledem komorek
biataczkowych komorek T Jurkat, dowodzac ograniczo-
nej selektywnosci toksycznosci, ktéra z powodzeniem
moze by¢ zastosowana do niszczenia nowotworéw przy
zawezeniu obszaru dziatania do miejsc zawierajacych
zmienione chorobowo komorki.

Drugim sposobem umozliwiajacym dostarczanie
antygendw do cytoplazmy jest wykorzystanie systemu
sekrecji typu 3 (T3SS). T3SS jest skomplikowanym
aparatem, ktory umozliwia wielu Gram-ujemnym bak-

teriom, takim jak: S.enterica, Yersinia spp., Shigella
spp., E. coli czy Pseudomonas aeruginosa dostarczanie
bialek efektorowych do cytoplazmy komoérki gospoda-
rza. Stworzenie minimalnego, funkcjonalnego systemu
wymaga ekspresji ponad 20 genéw. Pomimo to, z powo-
dzeniem s3 one klonowane w niepatogennych bakte-
riach takich jak E. coli K12 [2] czy P. putida [89], stajac
sie narzedziem do dostarczania antygenow i indukcji
odpowiedzi limfocytéw Tc.

12. Podsumowanie

Poczatek XXI wieku przyniost wiele nowych odkry¢
w dziedzinie wakcynologii, ktére daty poczatek wdro-
zeniu nowych preparatéow szczepionkowych lub ich
doprowadzeniem do zaawansowanych testow klinicz-
nych. Dzieki zastosowaniu odwrotnej wakcynologii
i znacznemu poszerzeniu wiedzy immunologicz-
nej z zakresu prezentacji antygenu i indukcji trwa-
tej pamieci immunologicznej testowane s3 obecnie
liczne skierowane przeciw patogenom tj. HIV, malaria,
M. tuberculosis czy S. aureus szczepionki, w opraco-
waniu ktérych do tej pory zawodzily konwencjonalne
metody. Nowatorskie wektory oraz adiuwanty moga
w znacznej mierze prowadzi¢ do opracowania pre-
paratow terapeutycznych do stosowania w leczeniu
choréb nowotworowych, przewleklych infekcji czy
choréb autoimmunizacyjnych. Nowoczesne strategie
moga wiec nie tyle wzmaga¢, ile modulowaé odpo-
wiedz immunologiczng, prowadzac do osiagniecia
z gory zamierzonego efektu. Prowadzone obecnie testy
kliniczne pokazujg, ze wazna jest nie tylko sita zacho-
dzacej odpowiedzi i miejsce jej indukgeji, ale rowniez
czas jej trwania oraz trwalo$¢ generowanej pamieci.
Gléwnym wyzwaniem jest wigc opracowanie skutecz-
nych metod okreslania immunogennosci patogennych
i nowotworowych bialek, ktéra bedzie miata przetoze-
nie na skuteczng immunizacje.
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