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1. Charakterystyka bakterii kwasu mlekowego o potencjalnym zastosowaniu w immunoprofilaktyce. 2. LAB jako no$niki heterologicznych
antygendw bakteryjnych, pasozytniczych i wirusowych. 2.1. Poréwnanie drogi podania. 2.2. Rola lokalizacji i ilosci antygenu.
2.3. Poréwnanie skutecznos$ci dziatania zywych szczepéw LAB i czastek GEM (Gram-positive Enhancer Matrix). 3. LAB jako szczepionki
DNA. 4. Modulacja dziatania ukladu odpornosciowego. 5. LAB w immunoterapiach choréb nowotworowych. 6. Podsumowanie

LAB (lactic acid bacteria) as live vectors for the development of safe mucosal vaccines

Abstract: Lactic acid bacteria are a group of Gram-positive bacteria that include many species, such as Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc
and others. They have health benefits such as immunomodulation and production of antimicrobial substances active against gastric and
intestinal pathogens and other microbes. Over the past decade, there has been increasing interest in the use of LAB as mucosal delivery
vectors. They represent an attractive alternative for vaccinations employing attenuated bacterial pathogens. In this review, we focused on
recent results on the use of lactic acid bacteria as delivery vehicles for heterologous antigens, cytokines, and DNA vaccines. To date, many
bacterial, parasitic and viral antigens have been successfully expressed in LAB strains, mainly in L. lactis and Lb. plantarum, and their
positive immunological outcomes were documented using mainly mouse model and oral, intragastric or intranasal route of immunization.

1. Characterization of lactic acid bacteria with immunoprophylactic effects. 2. LAB as delivery vehicles for bacterial, parasitic and viral
antigens. 2.1. Comparison of administration routes. 2.2. Amount and localization of antigens. 2.3. Comparison of live and killed LAB
vaccines - GEM (Gram-positive Enhancer Matrix) particles, 3. LAB as a DNA vaccine. 4. Modulation of immune system. 5. LAB in cancer

therapy. 6. Conclusions
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1. Charakterystyka bakterii kwasu mlekowego
- potencjalne zastosowanie w immunoprofilaktyce

Bakterie kwasu mlekowego (Lactic Acid Bacteria
- LAB) to Gram-dodatnie, nie wytwarzajace spor bak-
terie o niskiej zawartosci par GC w genomie. Grupa
ta zostala wyodrebniona ze wzgledu na zdolnos¢ do
przeprowadzania fermentacji weglowodandw z wytwo-
rzeniem kwasu mlekowego, nie za$ ze wzgledu na
powiazania filogenetyczne. Cho¢ wiekszos¢ z nich to
beztlenowce, niektore gatunki tolerujg niewielkie ste-
zenie tlenu. Bakterie z grupy LAB charakteryzuje silna
auksotrofia, w zwiazku z tym wystepuja w srodowiskach
uwzgledniajacych ich duze wymagania pokarmowe,
a wiec bogatych w aminokwasy, puryny i pirymidyny.
Mozna je odnalez¢ w mleku i jego pochodnych, sg row-
niez sktadnikami flory fizjologicznej (mikrobiota) m.in.
plazéw, ptakow, wielu ssakow, w tym czlowieka. Do tej
grupy mikroorganizméw zalicza sie gatunki nalezace
do rodzajow: Lactococcus, Streptococcus, Pediococcus,
Leuconostoc i Lactobacillus. I cho¢ LAB otrzymaly sta-
tus organizméw bezpiecznych dla zdrowia ludzkiego
(Generally Regarded as Safe — GRAS), nalezy pamigtac,

ze nalezg do nich réwniez bakterie patogenne, takie jak
Streptococcus pyogenes i Streptococcus pneumoniae [20].

Wartos¢ §wiatowego rynku wykorzystujacego wias-
ciwosci bakterii kwasu mlekowego szacowana jest na
100 miliardéw Euro. Do niedawna bakterie z grupy
LAB byly uzywane gléwnie w produkgji i konserwacji
produktow spozywczych. Coraz wigksze zainteresowa-
nie budzg jednak jako organizmy probiotyczne [23],
ktore — zgodnie z definicjg zaproponowang przez WHO
- po podaniu w odpowiednich ilo$ciach, wywoluja
korzystne skutki zdrowotne [26]. Sposrod wielu mikro-
organizmoéw produkujacych kwas mlekowy w procesie
fermentacji cukréw, jedynie nieliczne s uwazane za
gatunki probiotyczne. Bakterie te modulujg flore bak-
teryjna jelita i tym samym utrzymuja jego homeostaze.
Zapewniaja ochrone przed chorobotwérczymi bakte-
riami konkurujac z nimi o kolonizowang powierzchnieg.
Moga przy tym wydziela¢ zwigzki hamujace wzrost
patogenow (kwas mlekowy, krotkotancuchowe kwasy
tluszczowe, nadtlenek wodoru, substancje o charak-
terze bakteriocyn) [39]. Dodatkowo stymulujg dziata-
nie ukladu odpornosciowego oraz obnizajg ryzyko
wystapienia reakcji alergicznych. Obecnie probiotyczne
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szczepy maja najwicksze znaczenie we wspomaganiu
leczenia choréb uktadu pokarmowego (gtéwnie bie-
gunek o etiologii wirusowej, jak tez biegunek poanty-
biotykowych) oraz zaburzen autoimmunologicznych
[28, 39]. Dostrzezono réwniez ich pozytywny wplyw
na przebieg choréb metabolicznych (hiperlipidemia,
cukrzyca, otylos¢) [1]. Probiotykom przypisuje si¢ takze
tagodzenie objawow nietolerancji laktozy, zwiekszenie
wchlaniania skladnikéw odzywczych przez jelita, obni-
zenie poziomu cholesterolu, poprawe perystaltyki jelit,
a takze zmniejszenie aktywnosci enzymow zwigzanych
z powstawaniem nowotwordw [28].

Najlepiej scharakteryzowanym gatunkiem nalezg-
cym do grupy LAB jest zdolny do przeprowadzania
homofermentacji, mezofilny Lactococcus lactis. Pozna-
nie pelnych sekwencji nukleotydowych genomoéw
przedstawicieli tego gatunku, tatwo$¢ ich hodowli, jak
réwniez opracowanie szerokiej gamy narzedzi inzy-
nierii genetycznej sprawily, ze L. lactis jest wykorzy-
stywany jako organizm modelowy [11, 94]. W bada-
niach najczesciej stosowane sa bezplazmidowe szczepy
L. lactis subsp. lactis 1L1403 i L. lactis subsp. cremoris
MG1363, ktérych genomy poznano odpowiednio
w 1999 i 2007 roku [23]. Genom szczepu MG1363
ponownie zsekwencjonowano w roku 2010, co pozwo-
lito skorygowac¢ liczne btedy powstate w wyniku pierw-
szego sekwencjonowania [49].

W ciagu ostatnich lat wzrosto réwniez zainteresowa-
nie bakteriami z rodzaju Lactobacillus. Do rodzaju tego
zaliczono ponad 180 gatunkoéw [63], jednakze najwiek-
sza uwaga skupia si¢ na szczepach o potwierdzonych
wlasciwosciach probiotycznych, a wigc m.in. bakteriach
z gatunkow: Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus
casei, Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus salivarius,
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus acidophilus i Lac-
tobacillus helveticus [28]. Zsekwencjonowanie geno-
mow 20 wybranych przedstawicieli rodzaju Lactoba-
cillus pozwolito dostrzec duze zréznicowanie materiatu
genetycznego w obrebie tego rodzaju. Tak na przykiad
genomy przebadanych gatunkéw réznia sie wielkos-
cig (od 1,78 Mpz w przypadku Lactobacillus johnsonii
F19785 do 3,3 Mpz w przypadku Lb. plantarum WCES1)
a zawarto$¢ par GC waha sie w zakresie od 33% do
51% [42]. Badania przeprowadzone przez Kanta i wsp.
doprowadzity do zdefiniowania pangenomu Lactoba-
cillus. Sposrdd tworzacych go 14000 gendw, 383 z nich
zaliczono do genéw rdzeniowych (LCG, Lactobacillus
core genome) [42].

Od ponad dwudziestu lat trwaja intensywne bada-
nia nad mozliwo$cig wykorzystania bakterii kwasu mle-
kowego w charakterze bakteryjnego nosnika zwiagzkow
o dzialaniu terapeutycznym lub profilaktycznym, mie-
dzy innymi zwigzkéw modulujgcych aktywnos¢ ukladu
immunologicznego, antygendw czy enzyméw [7]. LAB
umozliwiajg przeprowadzenie immunizacji droga $lu-
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zowkowa, co jest bardziej praktyczne od standardowe;j
iniekcji i co zwieksza skuteczno$¢ walki z patogenami,
dla ktérych to wlasnie §luzéwka jest gléwna droga wni-
kania do organizmu cztowieka. Dostarczenie antygenu
przy uzyciu szczepow bakterii kwasu mlekowego moze
zaindukowa¢ odpowiedZz immunologiczng zaréwno
w blonach $luzowych (sIgA), jak i ogoélnoustrojowa
reakcje ukladu odpornosciowego [7]. O atrakcyjnosci
bakterii kwasu mlekowego w immunoprofilaktyce lub
terapii decyduje réwniez ich opornos¢ na dziafanie
niskiego pH soku zoladkowego oraz zdolnos¢ przy-
legania do powierzchni nablonka jelitowego. Ponadto
niektore ze szczepéw LAB maja wlasciwosci adiu-
wantow, co oznacza, ze mogg wzmacnia¢ odpowiedz
immunologiczng zaindukowang przez przenoszony
antygen. Zaletag LAB moze by¢ réwniez zdolnos¢ do
produkgji bakteriocyn, czyli matych biatek o wtasciwos-
ciach antybakteryjnych. Tak na przyklad rozwazana
jest mozliwos¢ wykorzystania szczepow Lb. salivarius
NRRL B-50053 i Lb. salivarius SMXD51 do opraco-
wania szczepionki przeciwko kampylobakteriozie dla
kurczat. Wymienione szczepy produkuja bakteriocyny
o dzialaniu antagonistycznym wobec bakterii rodzaju
Campylobacter (odpowiednio L-1077 i SMXD51) [56,
85]. Mozliwos¢ liofilizacji bakterii kwasu mlekowego
sprawia takze, ze nie wymagaja one przechowywania
w niskiej temperaturze, a w celu podania preparatu nie
jest wymagany wyspecjalizowany personel.

Wizystkie wyzej wymienione cechy bakterii kwasu
mlekowego a w szczegélnosci prozdrowotne wilasci-
wosci oraz wysoki stopien bezpieczenstwa powoduja,
ze sg one atrakcyjng alternatywa dla innych wektorow
stosowanych do konstrukeji szczepionek, takich jak ate-
nuowane szczepy roznych gatunkéw mikroorganizmow
patogennych, liposomdéw czy mikroczgstek. Prezento-
wana publikacja stanowi przeglad dotychczasowych
osiggniec¢ dotyczacych zastosowania LAB w immuno-
profilaktyce.

2. Bakterie LAB jako no$niki heterologicznych
antygenow bakteryjnych, pasozytniczych
i wirusowych

W ostatnich latach opracowano wiele strategii po-
zwalajacych na wydajna ekspresje genow kodujacych
bakteryjne, wirusowe i pasozytnicze antygeny w szcze-
pach LAB, gtéwnie rodzajow Lactococcus i Lactobacil-
lus. Z wykorzystaniem réznych modeli zwierzecych
(gtéwnie model mysi) udokumentowano pozytywny,
immunologiczny efekt aplikowania tego typu prototy-
pow szczepionek, niezaleznie od drogi podania. W nie-
ktérych badaniach analizowano takze efekt ochronny
immunizacji. Liczba publikacji dotyczacych tego tematu
znacznie przekroczyta liczbe 100.
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Bakterie kwasu mlekowego cechuje olbrzymia roz-
norodno$¢ fizjologiczna i genetyczna. Rézna jest ich
zdolno$¢ do utrzymywania si¢ i namnazania w uod-
parnianym organizmie. Ponadto czgsto odmienny sklad
oston komoérkowych u bakterii z grupy LAB warunkuje
réznice w stymulowanej odpowiedzi immunologiczne;j.
Dlatego tez schematy immunizacji opracowane dla
szczepionek powstatych w oparciu o zastosowanie jako
nosnika obcych antygenéw jednych gatunkow czesto
nie s3 odpowiednie gdy do immunizacji wykorzystu-
jemy inny gatunek LAB. Dane uzyskiwane przez rézne
grupy badawcze nie s spojne, a trudnosci z ich poréw-
nywaniem wynikajg z zastosowania w eksperymentach
réoznych antygendw, réznych nosnikéw i odmiennych
schematéw immunizacji. W dalszym fragmencie tego
podrozdzialu omoéwione zostang parametry majace
wplyw na odpowiedZ odpornosciowag indukowang
prototypami szczepionek LAB.

2.1. Poroéwnanie drogi podania
i szczepu nosnikowego

Pierwsze doniesienie dotyczace wykorzystania LAB
jako wektora szczepionkowego pochodzi z 1990 roku
i dotyczy immunizacji przeciwko Lactococcus mutans.
W eksperymencie wykorzystano zabite komorki Lac-
tococcus lactis produkujace bialko PAc (antygen I/II)
zlokalizowane na powierzchni komoérki. Dozotadkowa
immunizacja myszy skutkowata produkcja specyficz-
nych przeciwciat IgG i IgA, tak wiec po raz pierwszy
pokazano, ze LAB moga stanowi¢ atrakcyjna alter-
natywe dla klasycznych nosnikéw bakteryjnych [40].
Liczne badania dotyczace roli przedstawicieli grupy LAB
jako bakteryjnego no$nika zostaly wykonane z zastoso-
waniem jako antygenu C-koncowego fragmentu toksyny
tezca (TTFC). Ten fragment toksyny jest silnie immu-
nogennym biatkiem intensywnie badanym jako poten-
¢jalny sktadnik skojarzonej szczepionki DTP (przeciwko
tezcowi, blonicy i krztuscowi) majacy zastapic inaktywo-
wang toksyne. Antygen byl produkowany w komdrkach
roznych gatunkoéw bakterii z grupy LAB (L. lactis, Lac-
tobacillus spp. oraz Streptococcus gordonii), réznigcych
sie przezywalno$ciag w kolonizowanych niszach ekolo-
gicznych. Badania przeprowadzone z wykorzystaniem
L. lactis i Lb. plantarum w charakterze no$nikéw TTEC
moga sugerowac wyzsza skutecznos¢ szczepow rodzaju
Lactobacillus, szczegdlnie przy zastosowaniu szczepow
zmutowanych w genie kodujacym racemaze alaniny,
enzym biorgcy udzial w syntezie $ciany komodrkowe;.
Whiosek ten jednak nie jest jednoznaczny poniewaz gen
kodujacy TTFC byl w obu no$nikach wyrazany z trud-
nych do poréwnania promotoréw (promotor induko-
wany nizyng i konstytutywny promotor) [32].

Wplyw nosnika na poziom odpowiedzi immunolo-
gicznej i skutecznos¢ immunizacji analizowano takze

w odniesieniu do potencjalnej szczepionki antymala-
rycznej. W eksperymencie opracowano szczep pro-
dukujacy MSA2 (merozoite surface antigen), biatko
powierzchniowe Plasmodium falciparum, dobrze scha-
rakteryzowany antygen, do ekspresji ktérego dochodzi
na etapie merozoitu (jedna z form rozwojowych w cyklu
zyciowym pasozyta). Eksperyment przeprowadzono
w kilku wariantach: antygen produkowany w komor-
kach L. lactis, Lactobacillus reuteri i Lb. salivarius byt
zwigzany z peptydoglikanem za pomocg wigzan kowa-
lencyjnych lub niekowalencyjnych oraz zlokalizowany
na powierzchni komérek traktowanych TCA. Dodat-
kowo w badaniach wykorzystano rézne genetyczne linie
myszy. Zaobserwowano znaczgce réznice w poziomie
indukcji i rodzaju indukowanej odpowiedzi odpor-
no$ciowej, zalezne od rodzaju gospodarza, rodzaju
noénika jak i lokalizacji antygenu [60]. Réwniez do
immunizacji anty-Helicobacter wykorzystywano szczep
L. lactis lub Lb. plantarum (alr). Stosowanym antyge-
nem byl gen kodujacy podjednostke B ureazy (UreB).
Pozytywny efekt (indukcje specyficznych przeciwciat
i obnizenie poziomu kolonizacji myszy przez H. felis)
zaobserwowano jedynie w przypadku zastosowania
szczepu Lactobacillus [19, 46].

Wplyw nosnika na poziom indukcji uktadu odpor-
no$ciowego i skuteczno$¢ dziatania prototypu szcze-
pionki analizowano réwniez w odniesieniu do szczepio-
nek przeciwko S. pneumoniae. Badania przeprowadzano
gltéwnie na modelu mysim po donosowej immunizacji.
Zakazenia S. pneumoniae sg odpowiedzialne za okoto
11% przypadkéw zgondéw dzieci do lat pieciu w skali
$wiatowej. Pneumokoki wywoluja gléwnie zapalenie
pluc, moga by¢ réwniez przyczyng ogélnoustrojowych,
inwazyjnych infekcji, takich jak np. sepsa czy zapalenie
opon mozgowych. Licencjonowane szczepionki anty
- S. pneumoniae zawieraja polisacharydy bakteryjne
(polisaccharide vaccine — PSV), ktére w niektorych
preparatach skoniugowane sg z bialkiem no$nikowym
(CMR197 - nieaktywna zmutowana toksyna blonicza).
Rolg bialka no$nikowego jest wiaczenie do odpowie-
dzi immunologicznej limfocytdéw T, co skutkuje induk-
cja odpornosci u dzieci ponizej drugiego roku zycia.
Szczepy S. pneumoniae charakteryzuja sie olbrzymia
réznorodnoscig serotypowg (opisano ponad 90 sero-
typow), tak wiec szczepionki sg skuteczne tylko prze-
ciwko tym serotypom, ktérych polisacharydy wchodza
w sklad preparatu. Do najczesciej stosowanych aktual-
nie szczepionek nalezy siedmiowalentna szczepionka
PCV7 zawierajaca biatko CMR197 oraz PCV23 zlo-
zona z polisacharyddéw 23 serotypdw S. pneumoniae
[57]. Ze wzgledu na wielolekooporno$¢ tego patogena
oraz rézna geograficzng dystrybucje serotypow prowa-
dzone s3 liczne badania dotyczgce opracowania sku-
tecznych preparatéw w oparciu o konserwowane biat-
kowe antygeny. Jednym z kandydatéw do zastosowania
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jako wektor dostarczajacy antygeny sa szczepy LAB.
Jako antygeny stosowane sg polisacharydy otoczkowe
(CPS) oraz liczne antygeny biatkowe (pneumococcal
surface antygen — PsaA; pneumococcal surface protein
- PspA; pneumococcal protective protein — PppA) pro-
dukowane przez gatunki rodzajéw Lactobacillus i Lac-
tococcus jako biatka o roznej lokalizacji. Wyczerpujace
informacje o zastosowaniu LAB w immunizacji anty
- S. pneumoniae znajdujg si¢ w pracy przegladowej
autorstwa Villena i wsp. [92]. Wstepne eksperymenty
udokumentowaly, ze donosowe podanie szczepu L. lac-
tis produkujacego wewnatrzkomorkowy antygen PspA
jest skuteczniejsze niz donosowa lub podskérna immu-
nizacja oczyszczonym rekombinowanym biatkiem [35].
Pierwsze proby immunizacji z zastosowaniem szczepu
Lb. casei zawierajacego gen pspA S. pneumoniae sklono-
wany na plazmidzie pod kontrolg indukcyjnego lakto-
zowego promotora nie wykazaly stymulacji odpowiedzi
odpornosciowej, prawdopodobnie ze wzgledu na niski
poziom antygenu. Dlatego w badaniach poréwnujacych
immunogennos¢ szczepéw LAB niosacych gen pspA
zastosowano konstytutywny silny promotor. Z przeba-
danych czterech szczepdw (L. lactis, Lb. casei, Lb. plan-
tarum i Lb. helveticus) najnizszy poziom odpowiedzi
odporno$ciowej zaobserwowano dla L. lactis, co bylo
skorelowane z niskim poziomem antygenu i krétkim
czasem obecno$ci w $luzéwce nosa. Szczepy rodzaju
Lactobacillus kolonizowaly §luzéwke nosa przez okoto
trzy dni i stymulowaly znaczacy poziom zaréwno IgG
jak i IgA, cho¢ byl on zalezny od gatunku uzytego
nos$nika. Badania zwrdcity uwage na roznice pomie-
dzy gatunkami Lactobacillus dotyczace ich aktyw-
nosci adiuwantowej [65]. Adiuwantowy efekt dziala-
nia Lb. plantarum zaobserwowano takze przy analizie
skutecznos$ci dziatania dwu rodzajéw LAB bedacych
nosnikami antygenu E7 wirusa HPV jako szczepionek
terapeutycznych. Cho¢ Lb. plantarum indukowal niz-
szy poziom odpowiedzi odpornosciowej niz L. lactis,
to podanie tego szczepu skutkowalo znacznie szybsza
regresja nowotworu [18]. Skutecznos¢ nosnika moze
by¢ jednak uzalezniona od rodzaju antygenu, jego
prezentacji i sposobu ekspresji badanego genu. Szczep
L. lactis wyrazajacy antygen PppA S. pneumoniae jako
biatko powierzchniowe po donosowej immunizacji
indukowat silng odpowiedz $luzéwkowq oraz w zna-
czacy sposob podwyzszal poziom odpornosci myszy na
infekcje kilkoma serotypami S. pneumoniae. Zostal on
wykorzystany w eksperymentach doustnej immunizacji
anty - S. pneumoniae (patrz nizej) [55].

Wigkszo$¢ prototypdw szczepionek opracowywa-
nych z zastosowaniem szczepéw LAB jako nos$nikow
dotyczy choréb zakaznych przeciwko patogenom wni-
kajacym do naszego organizmu poprzez blony luzowe
przewodu pokarmowego, oddechowego lub uktadu mo-
czoplciowego. Z tego powodu stosowane sg rozne drogi
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podania. I tak np. w przypadku S. pneumoniae anali-
zowano skuteczno$¢ gtéwnie szczepionek podawanych
donosowo, w wypadku H. pylori. gtéwnie doustnie lub
dozotadkowo. W niektérych przypadkach stosowano
takze iniekcje domie$niowe lub podanie preparatu
dootrzewnowo. Poniewaz uklad odpornosciowy zwia-
zany z btonami $luzowymi MALT (mucosa-associated
limphoid tissue ) stanowi wspdlna sie¢ obejmujacg caly
organizm, doustna immunizacja, dzigki zdolnosci lim-
focytéw do migracji, zapewnia takze ogdlnoustrojowa
odpornos¢ na bfonach §luzowych innych narzadow.

Podanie antygenu doustnie jest najprostsza i najko-
rzystniejsza z ekonomicznego punktu widzenia droga
aplikacji szczepionek. Obnizenie $miertelnosci wérod
dzieci z powodu infekgji S. pneumoniae wymaga za-
szczepienia duzej liczby dzieci w krajach rozwijajacych
sie. Fakt ten w polaczeniu z obserwowang skuteczno-
$cig dziatania szczepéw LAB jako nosnikéw antygenow
S. pneumoniae przy immunizacji donosowej zainspi-
rowal do badania skutecznosci tych szczepionek po
podaniu doustnym. W tych eksperymentach szczep
L. lactis zawierajacy gen pppA wyrazany z promotora
indukowanego nizyng zostal uzyty do immunizacji
dorostych jak i mtodych myszy. Stwierdzono indukecje
zaréwno specyficznych przeciwcial w jelitach jak i sty-
mulacje ogdlnoustrojowej odpowiedzi odpornoscio-
wej (IgG w surowicy). Immunizacja podnosita poziom
odpornosci myszy na infekcje cho¢ efekt byt zalezny
od serotypu szczepu zastosowanego w eksperymencie
ochronnym [90, 91].

2.2. Rolalokalizacji i ilo$ci antygenu

Wplyw lokalizacji antygenu w komdrce szczepu
no$nikowego na efektywno$¢ immunizacji badano
wielokrotnie. Obok drogi podania, zastosowanego
schematu immunizacji, rodzaju szczepu no$nikowego
oraz rodzaju i ilo$ci antygenu jest to z pewnoscia jeden
z czynnikéw determinujgcych poziom i rodzaj indu-
kowanej odpowiedzi immunologicznej gospodarza.
Dotychczasowe wyniki nie pozwalajg jednak jedno-
znacznie stwierdzi¢, w ktérym przedziale komorko-
wym powinien by¢ umiejscowiony antygen, by efekt
immunizacji byl skuteczny.

Obce bialka zlokalizowane w cytoplazmie LAB,
nawet jesli w naturalnym gospodarzu sg wydzielane
na zewnatrz komorki (np. fragment C toksyny tezca),
wywoluja zwykle zadowalajacy poziom odpowiedzi
immunologicznej (humoralnej i komorkowej) [30,
73]. Taka lokalizacja pozwala antygenom na uniknie-
cie degradacji przez proteazy wystepujace w ukladzie
pokarmowym, ale jednocze$nie sprawia, Ze stajg sie
one dostepne dla uktadu odpornosciowego gospodarza
dopiero po lizie komorek szczepu no$nikowego. Uwal-
nianie wigkszej ilosci cytoplazmatycznego antygenu
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in vivo umozliwia zastosowanie szczepow z mutacja
w genie alr, kodujacym racemaze alaninowg. Enzym
ten katalizuje reakcj¢ izomeryzacji L-alaniny do D-ala-
niny i jest niezbedny w procesie syntezy peptydoglikanu
i kwasow tejchojowych. Zastosowanie szczepéw LAB
przechodzacych lize w srodowisku pozbawionym ala-
niny wykorzystano z powodzeniem kilkukrotnie 19,
32, 36]. Tak na przyklad wprowadzenie mutacji alr do
genomu szczepu L. lactis produkujacego TTFC skut-
kowato 20-30-krotnym wzrostem specyficznej odpo-
wiedzi immunologicznej w poréwnaniu do szczepu
dzikiego niosgcego dokladnie ten sam rekombinowany
plazmid [32]. Cytoplazmatyczna lokalizacja antygenu
czasem bywa letalna dla komorki bakterii no$nikowe;j.
Wewnatrzkomoérkowa produkeja biatka E7 ludzkiego
papillomawirusa typu 16 (HPV-16) prowadzita do
szybkiej jego degradacji. Sytuacji nie poprawito uzy-
cie szczepu L. lactis niezdolnego do produkc;ji proteazy
ClpP. Dopiero konstrukcja rekombinowanego plazmidu
umozliwiajgcego zakotwiczenie kodowanego antygenu
E7 w ostonach badz jego wydzielenie do $rodowiska
doprowadzito do produkeji wigkszej ilosci natywnego
biatka E7 [9, 17]. Nadprodukcja bialka umiejsco-
wionego w cytoplazmie moze wiec wywolywa¢ efekt
toksyczny i czgsto stanowi obcigzenie metaboliczne dla
komorek nosnika.

Opracowano kilka strategii majacych na celu ,wysy-
tanie” heterologicznych biatek na powierzchnie ko-
morek szczepdéw LAB lub do otaczajgcego je Srodowi-
ska. Do sekrecji antygenu powszechnie wykorzystywana
jest sekwencja sygnalna biatka Usp45 (unknown secre-
ted protein of 45 kDa) - jedynego biatka Lactococcus lac-
tis wydzielanego w znaczacych ilosciach do srodowiska
[87]. Generalnie stosowane sg dwie strategie prezenta-
¢ji obcych antygendw na powierzchni komérek LAB;
wykorzystujacych wytworzenie wigzan kowalencyjnych
lub niekowalencyjnych. Pierwsza z nich prowadzi do
umieszczenia na C-koncu heterologicznego antygenu
tzw. sekwencji kotwiczacej, ktora sktada sie z konserwo-
wanego motywu LPXTG (Leu-Pro - dowolny amino-
kwas - Thr-Gly), regionu hydrofobowego i fragmentu
zbudowanego z pozytywnie naladowanych aminokwa-
sow, co umozliwia kowalencyjne zwiazanie hybrydo-
wego biatka z peptydoglikanem w procesie zaleznym od
aktywnosci sortazy A (SrtA) [15]. Jak dotad do zapew-
nienia powierzchniowej lokalizacji roznych antygenow
wykorzystano motyw LPXTG proteinazy PrtP Lactococ-
cus [69], proteinazy PrtB Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus [43], biatka M6 S. pyogenes [25, 74, 95] oraz
biatka A Staphylococcus ureus [83]. Powierzchniowg
lokalizacje antygenu umozliwia réwniez dolaczenie
do jego C-konca domeny LysM. Powtérzone motywy
LysM majg zdolnoé¢ niekowalencyjnego wigzania sie
z peptydoglikanem a ich najczgstszym zrédlem w bada-
niach aplikacyjnych jest autolizyna L. lactis AcmA [12,
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48, 64, 69, 71]. W 2011 roku zidentyfikowano lipopro-
teine BmpA, skladnik klasycznego transportera typu
ABC, odpowiedzialng za import puryn [5]. Aktualnie
badana jest mozliwo$¢ zastosowania tego biatka jako
no$nika antygendw, ktory jednoczes$nie zapewni ich
powierzchniowa lokalizacje [96].

Pierwsza praca, ktorej celem bylo ustalenie zna-
czenia lokalizacji antygenu w indukcji odpowiedzi
immunologicznej powstata z wykorzystaniem wspo-
mnianego wczesniej fragmentu C toksyny tezca (TTFC)
[73]. Autorzy oceniali immunogenno$¢ rekombino-
wanych szczepéw Lb. plantarum NCIMB8826 produ-
kujacych TTFC w trzech komdrkowych lokalizacjach
(cytoplazma, forma wydzielana do $rodowiska, forma
zakotwiczona w ostonach komdrkowych) po podaniu
preparatu myszom podskornie, dozoladkowo badz
donosowo. Odpowiedz immunologiczna (specyficzne
IgG w surowicy) powstala po aplikacji podskdrnej
nie zalezata od umiejscowienia antygenu w komorce
no$nika. Natomiast przy podaniu rekombinowanych
szczepdw Lb. plantarum na powierzchnie $luzowe
zofadka lub nosa najlepszy efekt uzyskano w przypadku
cytoplazmatycznej lokalizacji antygenu. W tym ukla-
dzie fragment C toksyny tezca powstawal w najwickszej
ilosci i w tym upatruje sie przyczyne obserwowanych
roznic. Réwniez badania Grangette i wsp. wskazujg na
znaczenie ilosci powstajacego w komoérkach nosnika
antygenu przy podaniu dozolagdkowym. Znaczaca
odpowiedz immunologiczna powstawala po podaniu
szczepu Lactobacillus NCIMB8826/pMEC127, produ-
kujacego duze iloéci biatka TTFC [30]. Przy mniejszej
iloéci antygenu o lokalizacji cytoplazmatycznej obser-
wowano wzrost poziomu przeciwcial klasy IgG tylko
w sytuacji gdy szczep podano donosowo. Niemniej
jednak przeciwciala te nie neutralizowaly toksyny
tezca. Efekt ochronny obserwowano tylko wtedy, gdy
na sluzéwke nosa podawano szczepy LAB produkujace
wyzsze stezenia antygenu, co przemawia za tym, ze ilos¢
antygenu ma znaczenie w indukgji przeciwcial o wyz-
szej awidnosci [30, 31].

Zastosowanie réznych szczepow nosnikowych czy
odmiennej drogi podania czgsto uniemozliwia poréw-
nanie i jednoznaczng ocen¢ znaczenia lokalizacji anty-
genu w indukcji odpowiedzi immunologicznej. Dlatego
na uwage zastuguja badania Marelliego i wsp. dotyczace
zastosowania L. lactis jako no$nika biatka VP8 rotawi-
rusa. U myszy doustnie immunizowanych szczepem
L. lactis produkujacym cytoplazmatyczng forme anty-
genu VP8 obserwowano znaczacy poziom jelitowych
przeciwcial klasy IgA. U zwierzat, ktérym aplikowano
L. lactis z biatkiem VP8 zakotwiczonym w oslonach,
oprocz wzrostu specyficznych przeciwcial klasy sIgA
odnajdywanych w blonach s$luzowych przewodu
pokarmowego, odnotowano réwniez indukcje przeciw-
cial klasy IgG. Przy wykorzystaniu linii komoérkowej
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MA-104 badano nastepnie zdolnosci infekcyjne czastek
wirusowych inkubowanych z przeciwcialami izolowa-
nymi od immunizowanych zwierzat. Okazalo sig, ze
podanie immunizowanym zwierzetom szczepu L. lactis
z bialkiem VP8 umiejscowionym w ostonach zapew-
nialo powstanie przeciwcial umozliwiajacych100% neu-
tralizacje wlasciwosci infekcyjnych czastek wirusowych,
podczas gdy lokalizacja cytoplazmatyczna antygenu
doprowadzata do powstania przeciwcial wywolujacych
50% redukecje infekcyjnosci wirusa [51]. Uzycie innego
antygenu rotawirusa, mianowicie biatka VP7, dostar-
czyto odmiennych danych. Przeciwciata zaindukowane
forma biatka zakotwiczona w ostonach nie majg wlasci-
wosci neutralizujacych czastek wirusowych. Najwyzsza
immunogennos$¢ wykazywal natomiast szczep L. lactis
wydzielajacy biatko VP7 do $rodowiska [66].

Nie ma watpliwosci ze zaréwno ilo§¢ powstaja-
cego antygenu jak i jego umiejscowienie w komoérkach
nosnika musza by¢ brane pod uwage w procesie kon-
struowania szczepionek. Trudno jednak rozstrzygnac,
ktéra z zastosowanych strategii przyniesie oczekiwane
rezultaty. Publikacje z ostatnich lat zwracaja tez uwage
na znaczenie loséw antygenu po przeniesieniu do uod-
parnianego organizmu. Tak na przyklad niezwykle
pozytywny efekt uzyskano tworzac fuzje antygenu
PA Bacillus anthracis (protective antigen) z peptydem
umozliwiajacym jego dostarczenie do komdrek dendry-
tycznych (DC). Doustna aplikacja szczepow Lb. acido-
philus NCFM i Lactobacillus gasseri ATCC 33323 pro-
dukujacych taka fuzje zapewnila 100% ochrong myszy
przed infekcja waglikiem, podczas gdy wykorzystanie
szczepoéw LAB kodujacych antygen PA pozbawiony
sygnalu kierujacego do DC skutkowalo jedynie 30%
efektem ochronnym [58, 59].

2.3. Porownanie skutecznosci dzialania zywych
szczepow LAB i czastek GEM

W 2005 roku opracowano system no$nikowy, ktory
opiera si¢ na wykorzystaniu niemodyfikowanych gene-
tycznie bakterii z grupy LAB [12]. Komérki L. lactis
traktowane s3 goracym kwasem troéjchlorooctowym
(TCA), co pozbawia je biatek powierzchniowych oraz
zawartosci cytoplazmy. Peptydoglikan pozostaje nato-
miast nietkniety zapewniajac ksztalt czastek zblizony
do zywych komorek. Powstate czastki nazwano GEM
(Gram-positive Enhancer Matrix). Utrata kwasow lipo-
tejchojowych zapewnia czastkom GEM, w poréwnaniu
do szczepdw zywych, mozliwos¢ zwigzania wigkszej ilo-
$ci heterologicznych hybrydowych bialek posiadajacych
na C-koncu domene LysM pochodzacg z biatek LAB.
Brak w tej procedurze rekombinowanego DNA elimi-
nuje ryzyko jego niekontrolowanego rozpowszechnie-
nia w $rodowisku. Dodatkowq zaletg tej strategii jest
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stabilnos$¢ czastek GEM i mozliwos¢ dlugiego ich prze-
chowywania [12, 88]. Jednak przewaga uzycia w proce-
sie immunizacji niektérych zywych szczepéw LAB (np.
Lactobacillus) jest ich zdolno$¢ do kolonizowania jelit,
co zmniejsza liczbe dawek szczepiennych i w znaczacy
sposob upraszcza procedury immunizacji. Czastki
GEM s3 usuwane z organizmu gospodarza, przez co
indukcja odpowiedzi immunologicznej o podobnej sile
wymaga kilkukrotnego podania preparatu.

GEM-y, cho¢ pozbawione bialek powierzchnio-
wych, zachowujg wlasciwosci prozapalne charaktery-
styczne dla zywych bakterii. Indukuja proces dojrzewa-
nia komorek dendrytycznych i makrofagéw, produkcje
cytokin prozapalnych oraz czynnika martwicy nowo-
tworu (TNFa) [2, 3]. Jak dotad czgstki GEM zastoso-
wano jako no$niki w procesach uodparniania dla trzech
antygendw S. pneumoniae (IgA1 protease — IgAlp, puta-
tive proteinase maturation protein A — PpmA, strepto-
coccal lipoprotein — SlrA), bialka LerV Yersinia pestis
oraz antygenu MSA2 (merozoit surface antigen) Plas-
modium falciparum [2, 3, 69, 70]. U myszy, ktérym
podano odpowiednio zmodyfikowane czastki GEM
obserwowano podwyzszong odpowiedZ immunolo-
giczna (IgG, IgA).

Badania Saluja i wsp. wykazaly, ze czastki GEM maja
wiasciwosci adiuwantu. Wigkszo$¢ dostepnych na rynku
szczepionek przeciw grypie, podawana domie$niowo
badz podskornie, indukuje ogélnoustrojowa odpo-
wiedz immunologiczng. Szczepionki te nie sg jednak
zdolne do zaindukowania niezbednej do ochrony
gornych drég oddechowych odpowiedzi $luzéwko-
wej. Analizujac wlasciwosci adiuwantowe czastek
GEM donosowo zaaplikowano myszom komercyjnie
dostepng, monowalentng szczepionke H3N2 zawiera-
jacg hemaglutyning oraz czgstki GEM. W odrdznie-
niu od innych doswiadczen antygen wirusa grypy nie
byt zakotwiczony na powierzchni GEM-6w, a stano-
wil oddzielny sktadnik szczepionki. U zwierzat tych
odnotowano podobng odpowiedz ogdlnoustrojowa
(IgG) jak u myszy, ktérym domigsniowo podano sama
szczepionke przeciwko grypie. Jednakze odpowiedz
sluzéwkowa (sIgA) byla znaczaco wyzsza. Zaobserwo-
wano rowniez podwyzszona liczb¢ komoérek produku-
jacych INF-y, co wskazuje na dominujacg odpowiedz
typu Thl [75]. Przy zastosowaniu czastek GEM jako
adiuwantu nawet 5-krotnie zmniejszona dawka hema-
glutyniny wywotywala efekt ochronny u myszy [76].

Obiecujgce wyniki badan prowadzonych z wykorzy-
staniem czgstek GEM wywolaty zainteresowanie firmy
biotechnologicznej Mucosis. Obecnie koniczy sie¢ I faza
badan klinicznych opracowanej przez ta firme szcze-
pionki przeciwko grypie (FluGEM) przeznaczonej dla
ludzi. Jest to jak dotad jedyna szczepionka bazujgca na
wykorzystaniu jako no$nika bakterii kwasu mlekowego
na tak zaawansowanym etapie badan.
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3. Bakterie LAB jako szczepionki DNA

W prowadzonych od ponad 20 lat badaniach udo-
kumentowano, ze genetyczna immunizacja z zastoso-
waniem plazmidowego DNA stanowi obiecujacg strate-
gie nie tylko immunoprofilaktyki choréb infekcyjnych
ale i immunoterapii choréb nowotworowych. Immuni-
zacja DNA prowadzi do indukgji zaréwno humoralnej
jak i komérkowej odpowiedzi immunologicznej. Ta
druga jest szczegolnie interesujaca poniewaz jest to typ
odpowiedzi immunologicznej odgrywajacy istotna role
w immunoterapii choréb nowotworowych jak i immu-
noprofilaktyce choréb wywolywanych przez bakterie
wewnatrzkomorkowe, zdolne do inwazji do niefagocy-
tujacych eukariotycznych komorek. Plazmidowy DNA
moze by¢ dostarczany do organizmu uodpornianego
droga domigs$niowej iniekcji (tzw. nagi DNA - naked
DNA) lub przy uzyciu odpowiednich bakteryjnych
no$nikéw. Ten drugi proces, w znaczacy sposob zwiek-
szajacy ilos¢ DNA docierajacego do komorek prezen-
tujacych antygen (antigen presenting cells - APC) nosi
nazwe bakteriofekcji. Dodatkowo produkcja antygenu
w komorkach eukariotycznych zapewnia przepro-
wadzenie potranslacyjnych modyfikacji antygenow
lub ich epitopow - procesow, ktdre czesto nie zacho-
dza w komorkach prokariotycznych. Prowadzone jak
dotad intensywne badania koncentrowaly si¢ na zasto-
sowaniu jako no$nikéw DNA atenuowanych bakterii
enteroinwazyjnych takich jak Salmonella spp., Yersinia
enterocolitica czy Listeria monocytogenes lub tez odpo-
wiednio zmodyfikowanych komorek Escherichia coli
produkujacych listeriolizyne O L. monocytogenes lub/i
inwazyne Y. enterocolitica [21, 77]. Rozwdj inzynierii
genetycznej oraz nowych strategii sekwencjonowania
otworzyt mozliwosci wykorzystania réwniez bakterii
kwasu mlekowego w immunizacji DNA. Pierwsze
badania wykazaly, ze efektem trzygodzinnej inkuba-
¢ji niemodyfikowanego genetycznie nieinwazyjnego
szczepu L. lactis MG1363, niosacego plazmidowy DNA,
z komorkami CaCo-2 jest przekazanie DNA do komé-
rek eukariotycznych i ekspresja jego genéw. W tych eks-
perymentach zastosowano eukariotyczng kasete ekspre-
syjna zawierajaca ulegajacy transkrypcji pod kontrolg
promotora wirusa CMV ¢DNA kodujacy biatko BLG
(krowia (-laktoglobulina, gtéwny alergen krowiego
mleka) umieszczong na wahadlowym plazmidzie zdol-
nym do replikacji w komorkach E. coli i L. lactis [33].
Proces przekazania DNA miat takze miejsce in vivo po
doustnym podaniu myszom szczepu produkujacego
badany alergen. W komdrkach jelita cienkiego zwierzat
stwierdzono obecnos¢ cDNA, produkcje biatka oraz
dodatkowo odnotowano produkeje specyficznych prze-
ciwciat klasy IgG i IgA. Mechanizm warunkujacy obec-
nos¢ genu blg w komorkach eukariotycznych nie zostat
wyjasniony. Istnieja co najmniej dwie mozliwosci: albo
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komorki eukariotyczne pobierajag uwolniony w jelicie
z komorek L. lactis plazmidowy DNA albo L. lactis, jest
zdolny, z nieduzg czestoscia, do inwazyjnosci [16].
Kilka czynnikéw uznawane jest za krytyczne w pro-
cesie uzyskania skutecznych szczepionek DNA. Plaz-
midowy DNA powinien by¢ ze stosunkowo duza
wydajnoscig uwalniany z komorek bakterii nos$niko-
wej do cytozolu komorki eukariotycznej, chroniony
przed degradacja, by ostatecznie dotrze¢ do jadra
komorkowego, gdzie podlega procesowi transkryp-
cji. Powstaly mRNA po transporcie do cytozolu ulega
translacji a produkowane bialko rozpoznawane jako
endogenny antygen prezentowane jest z czasteczkami
MHC klasy I indukujac odpowiedz komoérkows. Czesé
antygenu uwalniana z komorek pobierana jest przez
APC, co skutkuje indukcja odpowiedzi humoralne;j.
Poniewaz bakterie LAB nie sg raczej zdolne do inwa-
zyjnosci podjeto proby konstrukeji szczepdw zdolnych
do kontaktu z komérkami eukariotycznymi zaktada-
jac, ze ten proces powinien skutkowa¢ ich internali-
zacja. Intensywnie przebadano proces przekazywania
plazmidowego DNA do komorek eukariotycznych
stosujac dwa typy rekombinowanych L. lactis: wyraza-
jacych zewnatrzkomdrkowo biatko FnBPA (biatko A
wigzace fibronektyne S. aureus) ora InlA (internalina
L. monocytogenes). Jako geny reporterowe (cDNA) sto-
sowano, wyzej opisany gen blg oraz gfp (gen kodujacy
biatko zielonej fluorescencji). Doswiadczenia, w ktérych
badano wpltyw FnBPA na wydajno$¢ procesu zardwno
w eksperymentach in vitro jak i in vivo wykazaty, pod-
wyzszenie ilosci DNA genu reporterowego na terenie
komorek eukariotycznych, co jednak nie powodowato
podwyzszenia ilo$ci produkowanego biatka. Dodat-
kowo przedstawione dane sugerujg rézny mechanizm
procesu w warunkach in vitro i in vivo [68]. Podobnie
podwyzszony poziom inwazyjnosci i dostarczania pla-
zmidu kodujacego GFP obserwowano w eksperymen-
tach in vitro w wypadku L. lactis wyrazajacego gtoéwna
inwazyne InlA Listeria monocytogenes. Receptorem dla
internaliny A jest E-kadheryna. Ze wzgledu na struk-
ture réznych E-kadheryn InlA rozpoznaje ludzka ale
nie mysig E-kadheryne. Skonstruowanie szczepu L. lac-
tis NZ9000 wyrazajacego zmutowana co do miejsca,
powierzchniowa InlA pozwolito na przeprowadzenie
eksperymentéw in vivo, ktére udokumentowaly raz
jeszcze podwyzszong inwazyjnos¢ szczepu in vitro, choé
in vivo nie zaobserwowano podwyzszonego poziomu
produkcji analizowanego biatka (BLG) [22, 38]. Przed-
stawione wyzej analizy in vitro oraz dane z eksperymen-
tow in vivo dotyczace uodparniania przeciwko S. prneu-
moniae czystym plazmidowym DNA [27, 86] sugeruja
duzy potencjat aplikacyjny bakterii kwasu mlekowego
jako szczepionek DNA. Aczkolwiek wiele problemoéw
pozostaje nadal do wyjasnienia szczegdlnie w $wietle
ostatnich badan wskazujacych na réznice w rodzaju
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indukowanej odpowiedzi immunologicznej pomiedzy
natywnymi a rekombinowanymi szczepami jak i zalez-
nosci rodzaju odpowiedzi immunologicznej od drogi
podania szczepionki DNA [67].

4. Modulacja dzialania ukladu immunologicznego

Szczepy bakterii kwasu mlekowego, w szczegolnosci
te o udokumentowanych wlasciwosciach probiotycz-
nych, moga wptywa¢ na dzialanie ukltadu immunolo-
gicznego gospodarza. Mechanizm lezacy u podstaw
tych oddzialtywan nie zostal do korica wyjasniony,
zwlaszcza, ze kazdy ze szczepéw LAB moze modulowaé
funkcjonowanie ukladu immunologicznego w sposob
charakterystyczny jedynie dla siebie.

Przeglad badan wykazuje, ze probiotyczne szczepy
LAB hamuja produkcje prozapalnych cytokin (np. IL-8,
tumor necrosis factor a — TNF-a) powstajacych w odpo-
wiedzi na kontakt komorek nablonkowych jelita z pato-
genami [41, 54, 98]. Jednoczesnie indukujg wytwarzanie
przeciwzapalnych czynnikéw takich jak TGF-p (trans-
forming growth factor B) oraz TSLP (thymic stromal
lymphopoietin), co prowadzi do réznicowania niedoj-
rzalych komoérek dendrytycznych [97]. Wsrdd cytokin
wydzielanych przez komoérki dendrytyczne i makro-
fagi w odpowiedzi na obecnos¢ szczepdéw probiotycz-
nych na szczegélng uwage zastuguja dwie z nich: IL-12
i IL-10. Pierwsza prowadzi do réznicowania komorek
T CD4* w komorki typu Thl oraz zwigksza aktywno$¢
cytotoksyczna komorek NK (natural killers). Druga zas
dziala immunosupresyjnie i przeciwzapalnie [78].

Szczepy indukujace produkcje IL-12 wydajq si¢ bar-
dziej skuteczne w zapobieganiu infekcjom, hamowaniu
alergii i obnizaniu ryzyka wystapienia nowotwordw.
Zas$ szczepy, ktore stymuluja produkcje IL-10 skutecz-
nie przeciwdzialaja nadmiernej odpowiedzi immunolo-
gicznej, co moze znalez¢ zastosowanie w leczeniu IBD
(inflammatory bowel diseases), choréb autoimmunolo-
gicznych oraz alergii. Opisano réwniez szczepy, ktére
prawdopodobnie w zalezno$ci od rodzaju komorek
zaangazowanych w odpowiedZ immunologiczng i bodz-
cow pochodzacych od mikroflory komensalnej, moga
indukowa¢ wytwarzanie zaréwno IL-10 jak i IL-12,
a tym samym wykazywac¢ skuteczno$¢ w terapii réznych
choréb. Przyktadem takich wielofunkcyjnych probioty-
kéw sa: Lactobacillus casei Shirota (LcS) i Lb. rhamnosus
GG [79]. I cho¢ coraz wigcej badan klinicznych wska-
zuje na zasadnos¢ stosowania preparatéw probiotycz-
nych w leczeniu wymienionych wyzej schorzen [24, 45,
50, 78], istnieja takze doniesienia o niekorzystnym ich
wplywie na zdrowie pacjentéw [10].

Zdecydowanie najwicksza uwage poswieca sie moz-
liwosci zastosowania bakterii z grupy LAB w terapii
przewleklych stanéw zapalnych przewodu pokarmo-
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wego (inflammatory bowel disease — IBD), takich jak
choroba Crohna (Crohn’s disease - CD) czy wrzodzie-
jace zapalenie jelita grubego (ulcerative colitis — UC).
Dane eksperymentalne wskazuja, ze choroby te uwa-
runkowane sg niewlasciwg odpowiedziag immunolo-
giczng na fizjologiczng flore bakteryjng a w ich roz-
woju odgrywaja role czynniki zaréwno $rodowiskowe
jak i genetyczne [47]. Schorzenia IBD wymagajg statego
stosowania lekéw immunosupresyjnych i przeciwzapal-
nych [79]. Zaobserwowano, ze podanie osobom cho-
rym na UC szczepu E. coli Nissle 1917 czy tez Lb. rham-
nosus GG zapobiega réwnie skutecznie nawrotom
choroby, co mesalazyna, przeciwzapalny lek stosowany
w terapii IBD [72, 99]. Dokladny mechanizm dziala-
nia probiotykéw, ktéry prowadzi do ztagodzenia obja-
wow stanu zapalnego jelit nie jest dokfadnie poznany.
Przypuszcza sig, ze szczepy probiotyczne przywracaja
réznorodnos¢ mikroflory jelitowej, zapobiegajac domi-
nacji gatunkow, ktore sg zaangazowane w patogeneze
UC [44]. Nie mozna réwniez wykluczy¢, ze polepszenie
stanu zdrowia pacjentéw zwigzane jest z oddzialywa-
niem przyjmowanych szczepdw probiotycznych na ich
ukltad immunologiczny [50].

Podejmowane s3 réwniez proby wykorzystania
szczepéw LAB do przenoszenia czastek umozliwia-
jacych sterowanie rodzajem indukowanej odpowie-
dzi immunologicznej. Badania prowadzone przez
Steidlera w 2000 roku wykazaly, ze podanie myszom
IL-107/- szczepu L. lactis wydzielajacego zachowujaca
biologiczng aktywno$¢ mysia IL-10 (mIL-10) zapobie-
galo rozwojowi zapalenia jelita grubego. Pozytywny
efekt — redukcje objawow chorobowych - uzyskano
réwniez podajac ten sam szczep myszom ze stanem
zapalnym jelita zaindukowanym DSS (dextran sulfate
sodium) [80]. Wyniki uzyskane na modelu zwierze-
cym zachecily badaczy do sprawdzenia skutecznosci
powyzszego preparatu u ludzi. Matej grupie pacjentow
cierpigcych na chorobe Crohna podano szczep L. lac-
tis, w genomie ktérego gen kodujacy syntetaze tymidy-
lanu (thyA) zastapiono przez sekwencje nukleotydowa
kodujacg dojrzalg ludzkg IL-10 (hIL-10). Tak przygo-
towane komorki bakteryjne (LL-Thy12) nie przezywaja
w $rodowisku pozbawionym tyminy badz tymidyny.
U pacjentéw nie obserwowano efektéw ubocznych,
ktore pojawialy si¢ podczas podskornej aplikacji rekom-
binowanej hIL-10 (Tenovil). Niewielka grupa chorych,
jak tez brak odpowiednich kontroli nie pozwolil jednak
na wiarygodng ocene skutecznosci LL-Thy12 [13, 14,
81]. W 2009 roku zakonczono II etap badan klinicz-
nych. Nie odnotowano istotnych statystycznie réznic
w gojeniu $luzéwki pomiedzy grupa badang i grupa
otrzymujacg placebo [53]. I cho¢ szereg eksperymen-
tow demonstruje uzyteczno$¢ terapii z wykorzystaniem
IL-10 w chorobach o charakterze zapalnym na mysich
modelach [29, 52], u ludzi wyniki dotychczasowych
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badan wskazuja na duzo mniejsza role tej interleukiny
w leczeniu stanéw zapalnych. Naukowcy nie ustajg jed-
nak w poszukiwaniu sposobu zwalczania choréb IBD
przy wykorzystaniu szczepow z grupy LAB. Sa one
m.in. wykorzystywane do przenoszenia innych czg-
stek odgrywajacych wazng role w ochronie i naprawie
$luzowki jelitowej, np. peptydéw TFF (trefoils factors)
[89]. Intensywnie bada si¢ mozliwo$¢ dostarczania do
miejsc objetych stanem zapalnym za posrednictwem
LAB enzymoéw antyoksydacyjnych (katalaza, dysmu-
taza nadtlenkowa) [93], jak réwniez inhibitoréw pro-
teaz (elafina) [61] a wigc czynnikéw oddzialujacych
na elementy ukfadu immunologicznego. Dodatkowo
poszukuje sie nowych szczepéw kolonizujgcych $lu-
zowke jelita, uzycie ktérych umozliwitoby potaczenie
naturalnych wlasnosci z wilasciwo$ciami przenoszo-
nych heterologicznych biatek. Swietnym przyktadem
jest komensal okreznicy Bacteroides ovatus. Zdolnos¢
wykorzystywania ksylanu przez Bacteroides ovatus
pozwala na regulowang produkcje biatek terapeutycz-
nych dla IBD: KGF-2 (keratinocyte growth factor-2)
badz TGF-B1 (transforming growth factor-1), w odpo-
wiedzi na obecno$¢ tego polisacharydu w diecie [34].
Cytokiny odgrywaja wazng role w sygnalizacji
komorkowej, przesylaniu bodzcow i kierowaniu odpo-
wiedzig ukladu immunologicznego. Zastosowanie
wektoréow LAB eksprymujacych antygeny patogen-
nych mikroorganizméw oraz wydzielane do srodowi-
ska cytokiny powinny zagwarantowa¢ skuteczniejsza
reakcje ukladu odpornosciowego. Pierwsze badania
dotyczace zastosowania cytokin w immunizacji z wyko-
rzystaniem L. lactis prowadzil Steidler i wsp. Donosowe
podanie myszom szczepu L. lactis produkujacego jed-
noczes$nie fragment C toksyny tezca (TTFC) i jedng
z biologicznie aktywnych mysich cytokin: IL-2 lub
IL-6 indukowalo znaczaco wyzszy poziom specyficz-
nych przeciwcial IgG w poréwnaniu do L. lactis pro-
dukujgcego jedynie TTFC [82, 84]. W ostatnich latach
intensywnie badane jest oddziatywanie IL-12 na uklad
odpornosciowy. Biologicznie aktywna interleukina 12
jest heterodimerem skladajacym sie z dwdch réznych
podjednostek: p35 i p40. Stymuluje proliferacje, akty-
wacje i cytotoksycznos$¢ limfocytéw Thl i komorek
NK oraz wytwarzanie przez te komorki IFN-y i TNE
Jednym z obiecujacych przykladéw zastosowania IL-12
w immunoprofilaktyce jest opracowanie szczepionki
przeciwko leiszmaniozie. Jest to pasozytnicza cho-
roba ludzi i zwierzat, ktorej czynnikiem etiologicznym
s3 jednokomorkowe wiciowce z rodzaju Leishmania.
Kazdego roku notuje si¢ 50 tys. przypadkow $mierci
powodowanych przez leiszmanioze na calym $wiecie.
Opracowano szczep L. lactis umozliwiajacy ekspresje
antygenu pochodzacego z L. major: homologa aktywo-
wanej kinazy C (LACK), oraz szczep zdolny do sekrecji
aktywnej mysiej IL-12. W efekcie podskoérnego poda-
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nia myszom obu tych szczepdw rozwijala si¢ swoista
odpowiedz Th1 [37]. Obiecujace wyniki zachecily bada-
czy do stworzenia szczepu zdolnego do jednoczesnej
ekspresji antygenu LACK oraz IL-12. Jego aplikacja
prowadzi do rozwoju odpowiedzi immunologicznej
chronigcej myszy przed kolejng infekcja L. major [36].

5. Bakterie LAB w immunoterapiach
chorob nowotworowych

Rak szyjki macicy (cervical cancer - CxCa) jest jed-
nym z najczesciej powodujacych $mier¢ kobiet nowo-
twordw. Czynnikiem ryzyka wystapienia zmian nowo-
tworowych jest zakazenie genitalnymi typami ludzkiego
wirusa brodawczaka (human papilloma virus - HPV).
Aktualnie dostepna jest szczepionka profilaktyczna
przeciw onkogennym typom HPV, ktéra - podana
przed inicjacja seksualng — wykazuje wysoka skutecz-
no$¢. Niemniej jednak w dalszym ciagu poszukuje sie
nowych sposobéw ochrony przed zakazeniami wirusem
brodawczaka, jak tez podejmowane sg proby stworzenia
preparatéw o charakterze terapeutycznym. W badania
te wpisuje sie¢ wykorzystanie szczepu L. lactis do eks-
presji genu onkoproteiny E7 papilloma wirusa HPV-16.
Eksperymenty przeprowadzone przez grupe badawcza
Cortés-Péreza wykazaly, ze donosowa immunizacja
samic myszy komorkami L. lactis eksponujacymi na
swej powierzchni antygen E7 indukuje wysoki poziom
odpowiedzi komdrkowej (IL-2 oraz IFN-y) [17]. Uzy-
skany prototyp szczepionkowy nieco zmodyfikowano,
co doprowadzito do znaczacego wzrostu specyficznej
odpowiedzi immunologicznej typu komdrkowego.
Razem z komérkami L. lactis prezentujagcymi na swo-
jej powierzchni bialko E7 podano komérki L.lactis
produkujace rekombinowang IL-12 [8]. Cytokina ta
wywiera silne immunomodulujace dzialanie obejmu-
jace stymulacje wydzielania IFN-y, hamowanie galezi
Th2 i stymulacje Th1 [4, 62]. IL-12 przeciwdziala réw-
niez angiogenezie i podana miejscowo powoduje regre-
sje istniejacych guzow i ograniczenie przerzutéw na
modelu mysim. Takie jej wlasciwosci powoduja, ze jest
ona brana pod uwage w immunoterapii nowotwordw.
Podanie myszom donosowo szczepéw L. lactis (scIL-12)
i L. lactis (E7) zapewnilo znaczacg ochrone przeciwko
rozwojowi raka u myszy, ktérym podano podskérnie
TCI1/E7 (E7-expressing TC-1 tumor cell line) - komorki
nowotworowe, ktdre umozliwiajg ekspresje biatka E7
na letalnym poziomie [6]. Zaobserwowano réwniez,
ze aplikacja tych szczepow zwierzetom z nowotwo-
rami zaindukowanymi przez podanie TC1/E7 prowa-
dzi do znaczacej regresji nowotworéw w poréwnaniu
z grupg kontrolng [6]. Wskazuje to na mozliwos¢ zasto-
sowania LAB zaréwno w profilaktyce jak i terapii anty-
-nowotworowej.
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6. Podsumowanie

Od pierwszego doniesienia dotyczacego wykorzy-
stania bakterii kwasu mlekowego jako wektora szcze-
pionkowego mineto wiele lat. W ciagu tego czasu opu-
blikowano wiele badan, w ktérych stosowano bakterie
kwasu mlekowego jako nos$niki obcych antygenéw do
immunizacji gléwnie przeciwko patogenom wnikajg-
cym do organizmu cztowieka poprzez blony sluzowe
ukladu oddechowego oraz pokarmowego. Prezento-
wane wyniki badan sg trudne do poréwnywania oraz
interpretacji ze wzgledu na ogromng réznorodno$¢
fizjologii w obrebie bakterii z grupy LAB. Charakte-
ryzuje je roézna zdolno$¢ do przetrwania w srodowisku
jelitowym. Interakcje bakterii z powierzchnig nablon-
kowa oraz komoérkami ukladu limfatycznego takze
moga by¢ odmienne u poszczegdlnych szczepdéw nawet
tego samego gatunku. Podsumowujac, nalezy podkres-
li¢, ze prawdopodobnie dla réznych szczepionek wyko-
rzystujagcych LAB jako nosniki antygenéw konieczne
bedzie opracowywanie odmiennych pod wzgledem
lokalizacji antygenu w komorce nosnika konstruktow
genetycznych oraz schematéw immunizacji.
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