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Abstract: Campylobacter jejuni is currently recognized as a major cause of food-borne human gastroenteritis worldwide. In developed
countries the majority of Campylobacter infections are associated with the consumption of undercooked poultry meat. Although a isease
lasts only several days and is very often self-limiting, campylobacteriosis constitutes a serious medical and socioeconomic problem. In
patients, especially from developed countries, who have notencountered the pathogen before the infection can resultin severe gastroenteritis
accompanied with long-lasting bloody or mucus diarrhea. Moreover, C. jejuni can cause septicemia in immunocompromised individuals
or induce autoimmune neurological disorders. Rapidly increasing antibiotic resistance of Campylobacter strains compels us to develop
alternative therapeutic strategies. Implementation of immunoprophylaxis for humans or chickens seems to be the most effective strategy
to decrease the number of human infections. Subunit vaccines are the safest, but mildly immunogenic, prophylactic method therefore,
heterologous antigens are frequently delivered to a host by special delivery vectors i.e. attenuated Salmonella strains, to induce protective
immune response. Avirulent Salmonella strains were also successfully used as a carrier to construct anti-Campylobacter subunit vaccines.
Up till now, only several Campylobacter genes encoding immunogenic proteins: Peb1A, CjaA, Pal, Cj0420 and bacterioferritin, were
cloned in Salmonella cells and the immune response and protection efficiency of constructed vaccine were determined on animal
models. Here, we discuss the recent developments in the field of Salmonella-based anti-Campylobacter vaccines.

Contents: 1. Pathogen characteristics and infection epidemiology. 2. The symptoms and source of infections. 3. Anti-Campylobacter

vaccines. 4. Anti-Campylobacter subunit vaccines constructed with attenuated S. enterica cells. 5. Conclusions
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1. Charakterystyka patogenu i epidemiologia zakazen

Bakterie z rodzaju Campylobacter to Gram-ujemne,
mikroaerofilne, spiralne, ruchliwe pateczki nalezgce do
klasy e-Proteobacteria. Aktualnie mikroorganizmy te
s3 najczesciej izolowanym czynnikiem etiologicznym
stanow zapalnych przewodu pokarmowego u ludzi
zaréwno w krajach rozwinietych jak i rozwijajacych sie
[3,33]. Infekcje wywolywane sg gléwnie przez dwa nie-
rozrdéznialne pod wzgledem klinicznym gatunki: Cam-
pylobacter jejuni i Campylobacter coli. Wg raportu EFSA
(Europejski Urzad ds. Bezpieczenistwa Zywnosci, Euro-
pean Food Safety Agency) i ECDC (Europejskie Centrum
Zapobiegania i Kontroli Chordb, European Center for
Disease Control and Prevention) odpowiadaja one za
35,7% i 2,3% odnotowanych przypadkéw kampylobak-
teriozy w Unii Europejskiej (UE) w 2010 1. [6].

Dane epidemiologiczne wskazuja, iz liczba przypad-
kéw kampylobakteriozy w skali $wiatowej siega az 400 mi-
lionéw rocznie (48). Wg danych CDC (Centrum Zwal-
czania i Zapobiegania Choréb, Center for Disease Control
and Prevention) kazdego roku infekcje Campylobacter po-
wodujg ok. 2-3 miliona przypadkéw zachorowan w USA

(http://www.cdc.gov/nczved/divisions/dfbmd/diseases/
campylobacter/technical html# incidence). W UE liczba
przypadkow kampylobakteriozy szacowana jest na przy-
najmniej 2 miliony, a moze sigga¢ nawet 20 milionéw
rocznie [7]. Wg raportéw EFSA w UE od 2005 do 2010.
kampylobakterioza byta nieprzerwanie najczesciej wyste-
pujaca chorobg odzwierzecg. We wszystkich krajach
czfonkowskich w 2010r. odnotowano 212064 przy-
padkow zakazen Campylobacter sp. [6]. W poréwnaniu
do roku poprzedniego byl to wzrost 0 6,7%. W tym sa-
mym czasie odnotowano 99 020 przypadkéw salmonel-
lozy, drugiej najczesciej wystepujacej zoonozy. Jednakze
w przypadku zakazen paleczkami Salmonella ich liczba
od 5 lat systematycznie si¢ obniza (w 2010r. spadek
0 8,8% w poréwnaniu do roku poprzedniego) (Rys. 1).
Liczba zdiagnozowanych przypadkéw kampylobak-
teriozy w poszczegdlnych krajach UE ze wzgledu na
odmienne systemy monitorowania zakazen bakteryjnych
znacznie si¢ réznila i wynosita od 0,04 do 200,58 przy-
padkéw zachorowan na 100 000 mieszkancéw. W Polsce
w 2010 1. potwierdzono jedynie 367 przypadkéw kam-
pylobakteriozy (0,96 zachorowan na 100000 osdb).
Tak niski poziom wynika prawdopodobnie z faktu, iz
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Rys. 1. Kinetyka zachorowan na kampylobakterioze i salmonelloze
w Unii Europejskiej w latach 2006-2010 wg [6]

w Polsce dopiero od niedawna rejestruje si¢ przypadki
kampylobakteriozy jako wyodrebnionej jednostki cho-
robowej. Co wiecej szacuje sig, ze tylko co dziesiaty
przypadek kampylobakteriozy jest odnotowywany,
reszta zakazonych osdb ze wzgledu na tagodny prze-
bieg infekcji prawdopodobnie nie zgtasza sie do lekarza.

2. Objawy chorobowe i Zrodla zakazen

Kliniczna manifestacja zakazen Campylobacter spp.
bywa bardzo réznorodna i waha sie od przypadkow
asymptomatycznych do ostrych stanéw zapalnych jelit,
ktérym towarzyszy dlugotrwata, krwawa lub sluzowata
biegunka [1]. Te ostatnie symptomy chorobowe charak-
terystyczne s dla osob zakazonych z krajow rozwinie-
tych, ktore w przeszlosci nie zetknely si¢ z patogenem.
W wiekszosci przypadkow stan chorobowy trwa kilka
dni, a infekcje majg tendencje do samowyleczenia. Jed-
nakze u ludzi z obnizong odpornoscia (dzieci w wieku
ponizej 2 lat, osoby starsze, osoby po przebytych cho-
robach nowotworowych czy zakazeni wirusem HIV)
infekcje Campylobacter sa czesto przyczyng zakazen
ogolnoustrojowych oraz posocznicy [20]. Dodatkowo
udokumentowano, ze infekcje Campylobacter moga
prowadzi¢ do rozwoju choréb autoimmunizacyjnych
i neurologicznych: reaktywnego artretyzmu i neuro-
patii obwodowego ukladu nerwowego tj. zespot Guil-
laina-Barrégo (GBS) czy choréb zapalnych jelit (IBD,
inflammatory bowel diseases, tj. choroba Le$niowskiego-
-Crohna [18, 22, 29]. Campylobacter jest takze druga
po zakazeniach enterotoksycznymi szczepami E. coli
(ETEC) przyczyna biegunek podréznych [8].

W krajach rozwinietych do zakazen paleczkami
Campylobacter u ludzi dochodzi najczesciej przez spo-
zycie zanieczyszczonego pateczkami patogenu mleka,
wody lub migsa, zwlaszcza nieodpowiednio przygo-
towanego drobiu [17]. Niewatpliwie gléwnym zrod-
tem patogenu sa kurczeta ulegajace kolonizacji we
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wczesnym okresie zycia. Potwierdza to ostatni raport
EFSA i ECDC, ktory wskazuje, ze w 2010 r. w UE az 2/3
(17 z 27) ognisk epidemiologicznych (outbreak) kam-
pylobakteriozy o udokumentowanym zrédle powigza-
nych bylo z zanieczyszczonym Campylobacter migsem
drobiowym [6]. Mechanizm zapoczatkowania infekcji
kurczat na fermach pozostaje niewyjasniony, lecz nie-
zaleznie od zrédla zakazenia Campylobacter rozprze-
strzenia si¢ w stadach kurczat bardzo szybko doprowa-
dzajac do zakazenia nawet 100% ptakéw [30]. Chociaz
poziom kolonizacji jelit kurczat jest bardzo wysoki
(nawet 10" CFU na gram zawartosci jelit), nie wywo-
tuje to u ptakéw objawow chorobowych. Fakt ten unie-
mozliwia eliminacje ze stad osobnikéw zainfekowanych
[17]. Do dalszego zanieczyszczenia miesa drobiowego
dochodzi w rzezniach, stad wysoki procent tusz kur-
czat znajdujacych si¢ na rynku zawiera duze liczby ko-
morek tego drobnoustroju. Podczas przetwarzania miesa
komorki patogenu przedostajg na skore tusz drobiowych
poprzez zanieczyszczenie zawarto$cig przewodu pokar-
mowego. Specyficzne mikrosrodowisko na powierzchni
tusz sprzyja przetrwaniu palteczek w temperaturze 4°C,
a nawet po zamrozeniu. Dodatkowo wykazano, iz pato-
gen w przypadku nieodpowiedniego przechowywania
miesa moze ulec w tymze srodowisku namnozeniu [41].
Wg danych EFSA i ECDC w 2010 1. 29,6% tusz drobio-
wych w UE bylo zanieczyszczonych paleczkami Campy-
lobacter [6]. W poszczegolnych krajach cztonkowskich
udzial zakazonego $wiezego miesa wynosit od 3,1% az
do 90,0%. Poniewaz dawka infekcyjna dla czlowieka jest
wzglednie niska (10> CFU), do zakazen cztowieka moze
dochodzi¢ stosunkowo fatwo i czesto [20].

Dodatkowym problemem z medycznego punktu
widzenia jest zjawisko nasilajacej si¢ antybiotykoopor-
noéci bakterii z rodzaju Campylobacter wynikajace
z nadmiernego i czesto nieuzasadnionego stosowania
antybiotykéw w praktyce weterynaryjnej jak i terapii
ludzi. Jak wczes$niej wspomniano w wiekszosci przy-
padkow zakazenia Campylobacter przebiegaja w fagodny
sposob i wymagaja jedynie leczenia objawowego (obser-
wacja, uzupelnienie ptynéw i elektrolitow). Antybio-
tykoterapi¢ stosuje si¢ jedynie w przypadku ciezkiego
przebiegu choroby. Badania epidemiologiczne pokazuja
jednak gwaltowny wzrost opornoéci na powszechnie
stosowane terapeutyki (tj. makrolidy, fluorochinolony
i tetracykling) zaréwno wsérod klinicznych szczepow
C. jejuni/coli jak i szczepdw izolowanych z pozywienia
[10, 26, 27]. Wykazano takze rosnacg liczbe szczepow
wieloopornych, co niewatpliwie utrudnia zwalczanie
przypadkéw kampylobakteriozy, wydluzajac okres
leczenia lub powodujac calkowitg nieskuteczno$¢ stoso-
wanej terapii. W przypadku ogdlnoustrojowych infekcji
spowodowanej przez szczepy Campylobacter oporne na
makrolidy i fluorochinolony jedyna alternatywa wydaje
sie zastosowanie gentamycyny [31, 41].
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3. Szczepionki anty-Campylobacter

Ograniczenie liczby przypadkéw kampylobakteriozy
u ludzi mozna osiagnac na drodze obnizenia poziomu
zakazen stad drobiu. W ramach multidyscyplinarnego
programu CARMA (Campylobacter Risk Manage-
ment and Assesment) badano wprowadzanie réznego
rodzaju interwencji w procesie produkcji, przetwarza-
nia i spozycia miesa drobiowego (from farm to fork) tj.
podniesienie poziomu higieny na fermach, rzezniach
i przedsigbiorstwach procesujacych zywnos¢ czy edu-
kacja spoleczenstwa [14]. Metody te okazaly sie jednak
nieskuteczne, stad wprowadzenie do powszechnego sto-
sowania szczepien ochronnych ludzi lub kurczat wydaje
sie najwlasciwszg strategia zapobiegania ludzkim przy-
padkom kampylobakteriozy.

Jak dotad na $wiecie nie ma dostepnej na rynku sku-
tecznej szczepionki anty-Campylobacter, pomimo iz od
kilkunastu lat europejskie i amerykanskie o$rodki nau-
kowe wraz z firmami biotechnologicznymi prowadza
intensywne badania w tym kierunku. Szczepionka anty-
-Campylobacter dla ludzi przeznaczona bedzie prawdo-
podobnie tylko dla 0s6b z grupy podwyzszonego ryzyka
tj. personelu medycznego, 0os6b podroézujacych do regio-
noéw $wiata, gdzie kampylobakterioza jest chorobg ende-
miczng lub 0séb zagrozonych rozwojem choréb autoim-
munizacyjnych [46]. Ze wzgledu na wystepujace zjawisko
mimikry molekularnej pomiedzy lipooligosacharydem
(LOS) C.jejuni a ludzkimi gangliozydami badania kli-
niczne prototypow szczepionek na ludzkich ochotnikach
wigzaly si¢ z ryzykiem wystapienie u pacjentéw choréb
autoimmunizacyjnych. Identyfikacja szczepu C. jejuni
CG8421, niewywolujacego u ludzi GBS, niewatpliwie
ulatwi testowanie tego rodzaju szczepionek [45].
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Badane prototypy szczepionek anty-Campylobacter
przeznaczone zaréwno dla ludzi jak i kurczat ogdlnie
mozna podzieli¢ na szczepionki skonstruowane w opar-
ciu o zabite komoérki drobnoustroju tzw. CWC (Cam-
pylobacter whole-cell vacinnes) oraz szczepionki podjed-
nostkowe zawierajace jedynie wybrane antygeny Cam-
pylobacter [5, 19]. Charakterystyke ostatnio badanych
szczepionek anty-Campylobacter przedstawiono w Tab. I.

Szczepionki anty-Campylobacter zawierajace cale ko-
morki patogenu majg kilka ograniczen. Najwazniej-
szym z nich jest wysoki poziom zmiennosci genetycz-
nej C.jejuni [11, 34]. Mikroorganizmy te posiadaja
sie tzw. ,otwarty” pangenom (pula wszystkich genow
obecna w genomach przedstawicieli danego gatunku
lub rodzaju). Oznacza to, ze poznanie materiatu gene-
tycznego kolejnych szczepdw C. jejuni wzbogaca pan-
genom gatunku o kolejne unikatowe geny. Poréwnanie
materialu genetycznego 13 szczepéw C. jejuni wyka-
zalo, ze jedynie 2/3 genéw stanowig tzw. geny podsta-
wowe (core genes), wystepujace w genomach wszystkich
przedstawicieli gatunku. Reszta gendw byla specyficzna
dla poszczegdlnych szczepdw lub kilku przedstawicieli
gatunku (dispensable/auxillary genes). Przykladowo
genom C. jejuni M1 sktada si¢ z 1080 genéw podstawo-
wych i az 547 genéw dodatkowych [9]. Analiza mate-
rialu genetycznego 5 blisko spokrewnionych szczepow
ST-21 wyizolowanych z réznych zrédet (tj. klinicznych
i srodowiskowych) i scharakteryzowanych za pomoca
techniki MLST (multi locus sequence typing) wykazata
ich wysoka zmiennos$¢ fenotypowa i genetyczna, co
niewatpliwie warunkuje ich zdolnos¢ przystosowaw-
czg do réznych srodowisk [13]. Ostatnio przeprowa-
dzone analizy transkryptoméw oraz proteomow
C. jejuni wykazaly takze olbrzymia zmiennos¢ profilu

Tabela I
Prototypy podjednostkowych szczepionek anty-Campylobacter skonstruowanych z wykorzystaniem atenuowanych szczepow S. enterica
Badany Rodzaj atenuacji Lokalizacja MOdel Efekt szczepienia Pi$miennictwo
antygen transgenu |zwierzecy
PeblA |AphoPQ plazmid myszy  |indukcja specyficznych przeciwciat klasy IgG; [42]
brak protekeji
CjaA  |Acrp Acya plazmid kurczgta |indukeja specyficznych przeciwcial klasy IgY i IgA; [50]
obnizenie kolonizacji o 6 log
AaroA plazmid kurczeta |indukeja specyficznych przeciwcial; (2]
obnizenie poziomu kolonizacji o 1,4 log
AaroA Ahtr chromosom | kurczeta |indukcja specyficznych przeciwcial klasy IgY i IgA; [23]
obnizenie poziomu kolonizacji o 2 log
Pal AaroA Ahtr chromosom | kurczeta |indukcja specyficznych przeciwcial klasy IgY i IgA; [23]
obnizenie poziomu kolonizacji o 4 log
Acrp Acya plazmid kurczeta |indukcja specyficznych przeciwcial klasy IgY i IgA; | (Laniewski i wsp.
brak protekeji dane niepublikowane)
Cj0420 |AaroA Ahtr chromosom | kurczeta |indukcja specyficznych przeciwciat klasy IgY i IgA; (23]
obnizenie poziomu kolonizacji o 1 log
Cj1534c|AP, =TT araCP,, | fur |plazmid kurczeta |obnizenie poziomu kolonizacji o 3,6 log [21]
Apmi A(gmd-fcl) AasdA
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biatkowego mikroorganizmu w zaleznosci od warunkéw
i fazy wzrostu [25, 49]. Dodatkowo badania wykazaly,
iz kurczeta w trakcie swojego zycia wielokrotnie ulegaja
kolonizacji przez rdzne szczepy Campylobacter spp. [43],
stad skonstruowanie skutecznej szczepionki CWC dla
kurczat wydaje si¢ bardzo trudne. W przypadku ludzi
uzycie takiej szczepionki, bez dokladnego poznania
mechanizméw patogenezy pateczek C. jejuni jest dos¢
ryzykowne, gdyz moze prowadzi¢ do rozwoju choréb
autoimmunizacyjnych.

Szczepionki podjednostkowe uwazane sg za najbez-
pieczniejsze, lecz ich immunogenno$¢ w poréwnaniu do
szczepionek zawierajacych zywe atenuowane komorki
jest duzo nizsza. W procesie konstrukcji tego typu
szczepionek krytyczny jest wybdr antygenow. Pateczki
C. jejuni posiadajg wiele biatek o wlasciwosciach immu-
nogennych, jednakze niewiele z nich posiada odpo-
wiedni potencjal ochronny. Rozwdj badan z dziedziny
genomiki, transkryptomiki i proteomiki w ostatnich
latach niewatpliwie przyczynil si¢ do duzego postepu
w identyfikacji nowych antygenéw. Jednakze do tej pory
na zwierzetach laboratoryjnych testowano tylko kilka
potencjalnych kandydatéw do konstrukeji szczepionki
— gléwnie w postaci oczyszczonych rekombinowanych
biatek lub produkowanych w zywych atenuowanych
szczepach bakteryjnych [19].

4. Podjednostkowe szczepionki anty-Campylobacter
skonstruowane z uzyciem atenuowanych
szczepow S. enterica

Jako noénik genéw C. jejuni z powodzeniem wyko-
rzystano m.in. atenuowane szczepy S. enterica. Zastoso-
wana strategia powinna podwyzszy¢ lub/i ukierunkowa¢
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odpowiedz immunologiczng szczepionego gospodarza
i zapewni¢ efekt ochronny. W celu dostarczenia antyge-
néw C. jejuni do komérek ukladu immunologicznego
stosowano zaréwno szczepy S. enterica sv. Typhimurium
jak i Enteritidis zmutowane w genach kodujacych biatka
regulatorowe (AphoPQ, Acrp Acya), bialka szlakéw syn-
tezy zwigzkow aromatycznych (AaroA) czy biatka szoku
cieplnego (Ahtr). Do konstrukeji tego rodzaju proto-
typow szczepionek podjednostkowych wykorzystano
nastepujace biatka Campylobacter: PeblA (Cj0921c),
CjaA (Cj0982c), Pal (Cj0113), Cj0420 i bakterioferry-
tyne (Cj1534c) (Tab. II).

Bialko PeblA jest jednym z waznych czynnikow
wirulencji C. jejuni. Poczatkowo zostalo zidentyfiko-
wano jako adhezyna. Inaktywacja kodujacego go genu
¢j0921c powodowata ok. 100-krotne obnizenie poziomu
adhezji zmutowanego szczepu C. jejuni do komorek
eukariotycznych i wplywatla na kolonizacje jelita myszy
[36]. Biatko Peb1A petni w komorce C. jejuni takze inng
funkcje. Leon-Kempis Mdel iwsp. [24] wyka-
zali, Ze Peb1A bierze udziat w transporcie do wnetrza
komorki bakteryjnej dwdch aminokwaséw: glutami-
nianu i asparaginianu. Badania wykazaly, ze biatko to
stanowi skfadnik wigzacy ligand systemu transportu
typu ABC i jest niezbedne dla C. jejuni do wykorzy-
stania tychze aminokwasow jako zrdédla wegla. Warto
podkredli¢, ze transport aminokwaséw jest niezwykle
wazny w fizjologii komoérek C. jejuni. Mikroorganizm
ten nie posiada genu kodujgcego 6-fosfofruktokinaze
- enzymu niezbednego w katabolizmie glukozy, stad
aminokwasy in vivo stanowia dla C. jejuni gtéwne zrédlo
wegla i energii [15, 44, 47]. Bialko Peb1 A w komodrkach
C. jejuni zlokalizowane jest gléwnie w peryplazmie, jed-
nakze odnajdywane bylo takze na powierzchni komérki

Tabela II
Rodzaje testowanych szczepionek anty-Campylobacter [19]
Rodzaj szczepionki Sktad Droga Model Efekt szczepienia
podania
Szczepionki CWC
C. jejuni 81-176 komorki inaktywowane formaling doustna | fretki protekcja 40-89%
C. jejuni FIMCB komorki inaktywowane formaling doustna | kurczeta protekcja 16-93%
Campyvax® komorki przygotowane doustna  |ludzcy III faza kliniczna
wg Nutriment Signal Technology ochotnicy (wyniki niedostepne)
Szczepionki podjednostkowe
rekombinowane biatka | oczyszczone z komoérek E. coli rekombinowane | donosowa | myszy redukcja kolonizacji;
biatka tj. FlaA-MBP, LivK, Cj1643, Cj0092, lub protekcja w zaleznosci od
Cj0420, FlaC, FspAl, FspA2 podskdrna uzytego bialka: 17-89%
koniugaty CPS-CRM: polisacharyd otoczkowy C. jejuni |podskoérna| myszy; matpy brak objawéw chorobowych
polisacharydowe 81-176 skoniugowany z inaktywowana (Aotus nancymae) | przy jednoczesnej kolonizacji
toksyna blonicza
szczepy S. enterica jako | biatka Peb1A, Pal, CjaA, Cj420 produkowane |doustna | myszy; kurczeta | redukcja kolonizacji
noséniki antygenow w atenuowanych komorkach S. enterica
Campylobacter
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(4, 24]. Ze wzgledu na rézng lokalizacje PeblA moze
petni¢ w komdrce podwdjna role tj. adhezyny i bialtka
wigzacego ligand.

Szczepy S. Typhimurium produkujace antygen Peb1A
zostaly skonstruowane przez amerykanska firme biotech-
nologiczng AVANT Immunotherapeutics [42]. W tym
celu fragmenty genu ¢j0921c¢ (kodujace bialko Peb1A bez
sekwencji sygnalnej) sklonowano w trzech réznych pla-
zmidach serii Asd* i wprowadzono do komoérek S. Typhi-
murium AphoPQ. W dwdch pierwszych przypadkach
uzyte wektory zapewnialy wewnatrzkomorkowa produk-
cje biatka. Plazmidy te rdznily sie jedynie liczbg kopii.
Pierwszy posiadal ori replikacji pBR, drugi zas dwa sys-
temy replikacji: pSC101 i indukowalny in vivo system
replikacji pUC. Trzeci z uzytych wektoréw zapewniat
za$ sekrecje antygenu do $rodowiska za pomocg sys-
temu transportu hemolizyny. Skonstruowanymi pro-
totypami szczepionek produkujacymi antygen PeblA
immunizowano doustnie myszy BALB/c. Pomimo, iz
analizy Western blot w surowicy szczepionych zwierzat,
wykazaly indukeje produkcji specyficznych przeciwciat
anty-Peb1A klasy IgG, immunizacja nie chronila myszy
przed zakazeniem pateczkami C. jejuni.

Antygen CjaA (Cj0982c) zostal zidentyfikowany
przez nasza grupe badawcza jako bialko silnie reagujace
z przeciwcialami anty-Campylobacter [35]. CjaA, podob-
nie jak PeblA, jest zewnatrzkomoérkowym biatkiem
C. jejuni, bedacym skfadnikiem systemu transportu typu
ABC, niezbedne w transporcie aminokwaséw. Analiza
krystalograficzna biatka wykazata, ze posiada ono silne
powinowactwo do cysteiny [28]. Ze wzgledu na fakt, iz
ekspresja genu cjaA wrasta w warunkach obnizonego
dostepu zelaza a takze na podlozu stalym, jego produkt
moze bra¢ udzial w procesach kolonizacji i wirulencji
[16,38]. Dodatkowo wykazano, iz biatko CjaA wystepuje
w wiekszej ilosci w komorkach $wiezych klinicznych
izolatow niz w komorkach wielokrotnie pasazowanych
szczepow laboratoryjnych (4). Biatko CjaA zostalo takze
zidentyfikowane jako rozpoznawane przez przeciwciata
matczyne, chronigce kurczeta przez pierwsze tygodnie
zycia przed zakazeniem C. jejuni [40].

W celu oceny potencjatu protekcyjnych biatka CjaA
w Zakladzie Genetyki Bakterii UW skonstruowano
szczep S. Typhimurium Acrp Acya produkujacy anty-
gen [50]. Gen ¢jaA sklonowano do wysokokopijnego
plazmidu Asd* i wprowadzono do komorek nosnika
zawierajacego dodatkowo chromosomowg delecje genu
asd. Skonstruowanym prototypem szczepionki immu-
nizowano kurczeta dwukrotnie w 1-szym i 14-tym dniu
zycia. Przeprowadzone eksperymenty wykazaty induk-
cje przeciwcial anty-Campylobacter klasy IgY (IgG)
w surowicy oraz sIgA w §luzie jelitowym szczepionych
kurczat. Uodpornianie kurczat skonstruowanym pro-
totypem szczepionki prowadzilo takze do obnizenia
poziomu kolonizacji jelita ptakow przez heterologiczny
szczep C. jejuni az o 6 rzedoéw wielkosci.
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Skutecznos¢ zastosowania antygenu CjaA potwier-
dzily tez eksperymenty z uzyciem innego atenuowanego
szczepu S. Typhimurium uszkodzonego w szlakach syn-
tezy aminokwas6w aromatycznych [2]. W tychze bada-
niach gen cjaA sklonowano na plazmidzie pod kontrolg
indukowalnego in vivo promotora nirB w fuzji trans-
lacyjnej z fragmentem DNA kodujagcym C-terminalny
fragment toksyny tezca. Plazmid zawierajacy gen cjaA
wprowadzono do komorek S. Typhimurium AaroA, po
czym dwukrotnie szczepiono nim kurczeta. Ekspery-
ment ochronny wykazal obnizenie poziomu kolonizacji
ptakow o 1,4 rzedu wielkosci w 3. i 4. tygodniu od zaka-
zenia pateczkami C. jejuni. Analiza odpowiedzi immu-
nologicznej wykazata, iz protekcja zwigzana jest Scisle
z indukcja specyficznych przeciwcial zaréwno klasy IgY
jak i IgA rozpoznajacych bialko CjaA. Plazmid zawie-
rajacy gen cjaA wprowadzono takze do innych atenu-
owanych szczepow S. Typhimurium tj. AspaS i AssaU.
Zmiana rodzaju atenuacji komoérek nosnika przyczy-
nila si¢ do zwigkszenia efektu protekcyjnego, co praw-
dopodobnie wynikalo z ich diuzszej przezywalnosci
w organizmie ptakéw w poréwnaniu do stosowanego
wczesniej szczepu AaroA.

W identyczny sposéb badano takze potencjal och-
ronny innych antygendéw C.jejuni tj. PeblA, GInH
i ChuA. Jedynie zastosowanie szczepu S. Typhimurium
AaroA produkujacego bialko Peb1A obnizato poziomu
kolonizacji przewodu pokarmowego kurczat do poziomu
obserwowanego w przypadku uzycia antygenu CjaA.

Kolejnym antygenem C. jejuni zidentyfikowanym
i testowanym przez nasza grupe badawcza byto biatko
Pal (peptidoglycan-associated lipoprotein). Lipopro-
teina ta zwana takze CjaD lub Omp18 zakotwiczona
jest w blonie zewnetrznej komorek C. jejuni. Poprzez
oddzialywanie z kompleksem bialek Tol odpowiada
za utrzymanie integralnosci oston komorkowych [12].
Prawdopodobnie biatko Pal jest niezbgdne do przezycia
komorek C. jejuni — wielokrotne proby skonstruowania
w naszym laboratorium mutanta delecyjnego w koduja-
cym je genie cj0113 konczyly si¢ niepowodzeniem (dane
niepublikowane). W celu oceny wiasciwosci ochronnych
antygenu gen ¢j0113 sklonowano na wysokokopijnym
plazmidzie Asd* i wprowadzono do komorek S. Typhi-
murium Acrp Acya Aasd. Bialko w komoérkach hete-
rologicznego gospodarza lokalizowalo si¢ w ostonach
komorkowych (gtéwnie w blonie zewnetrznej). Bada-
nia na modelu kurzym wykazaly, iz pomimo indukcji
humoralnej odpowiedzi odpornosciowej anty-Cam-
pylobacter, immunizacja nie prowadzila do obnizenia
poziomu kolonizacji przewodu pokarmowego kurczat
przez pateczki C. jejuni (dane niepublikowane).

Analizowano takze przydatno$¢ do konstrukeji
szczepionki bialka Cj0420 (ACE393) zidentyfikowa-
nego technikami proteomicznymi przez dunska firme
farmaceutyczna ACE BioSciences jako silny immunogen
zlokalizowany na powierzchni komoérek C. jejuni [37].
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Analiza siewstwa przeprowadzona na modelu mysim
potwierdzila potencjal ochronny biatka Cj0420. Zwie-
rzeta szczepione podskornie oczyszczonym rekombi-
nowanym biatkiem byty kolonizowane przez pateczki
C. jejuni znacznie rzadziej w stosunku do kontroli [39].

Layton iwsp.[23] zastosowali odmienna strategie
immunizacji, produkujac w komoérkach nosnika jedynie
wybrane epitopy biatek Pal, CjaA i Cj0420. W badaniach
jako nosnika heterologicznych genéw uzyto szczepu
S. Enteritidis AaroA Ahtr. DNA kodujacy wybrane
fragmenty biatek Pal, CjaA i Cj0420 wprowadzono do
chromosomu szczepu no$nikowego w obreb genu lamB,
kodujgcego zewnatrzkomorkows poryne. Dzigki inte-
gracji DNA i uzyskanym fuzjom epitopy wybranych
bialek byly prezentowane na powierzchni komoérek
S. Enteritidis. Uzyty szczep no$nikowy oprocz anty-
genu w celu stymulacji komdrkowej odpowiedzi odpor-
noséciowej produkowal takze peptyd CD154 (CD40L),
bedace ligandem czynnika TNF (tumor necrosis factor)
[32]. Skonstruowane w powyzszy sposob prototypy
szczepionek podano per os kurczetom w dniu wyklu-
cia. Ptaki zakazano paleczkami C.jejuni 3 tygodnie
pdzniej. Analiza odpowiedzi odpornosciowej wykazaty
we wszystkich przypadkach indukcje w surowicy specy-
ficznych przeciwcial klasy IgY (IgG). Najwyzsze miano
przeciwcial anty-Campylobacter uzyskano po immu-
nizacji kurczat szczepem produkujacym epitop biata
Pal. W tym przypadku widoczna byla takze indukcja
wydzielniczych przeciwcial klasy IgA. Eksperyment
ochronny na modelu kurzym wykazal, ze szczepionka
zawierajaca epitop Pal obniza poziom kolonizacji kur-
czat przez C.jejuni az o 4 rzedy wielkosci tj. ponizej
poziomu kolonizacji wykrywalnego za pomocg stoso-
wanej techniki qPCR - ilo$ciowej reakcji PCR w czasie
rzeczywistym (quantitive real-time PCR). Produkcja
w komorkach S. Enteritidis epitopéw biatek Cj0420
i GjaA takze przyczynita si¢ do obnizenia poziomu kolo-
nizacji kurczat odpowiednio o ok. 1 i 2 rzedy wielkosci.

5. Podsumowanie

Podsumowujac, przeprowadzone eksperymenty na
modelach zwierzecych sugeruja, iz z badanych dotad
antygenow Campylobacter biatka CjaA i PeblA maja
najwigkszy potencjal ochronny, ktdry powinien by¢
wykorzystany w konstrukcji szczepionki anty-Cam-
pylobacter przeznaczonej dla drobiu. Niezbe¢dne jest
jednak kontynuowanie badan majgcych na celu iden-
tyfikacje nowych skutecznych antygenéw - biatek kon-
serwowanych w obrebie wielu serotypéw, wystepujacych
w komorce w duzej ilosci i indukujacych silng odpo-
wiedz odpornosciows. Jednoczes$nie powinno si¢ opra-
cowywac nowe rodzaje strategii majace na celu wzmoc-
nienie/modulacj¢ odpowiedzi odpornosciowej kurczat.
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Subunit vaccine construction using Salmonella enterica cells as a carrier of heterologous genes

Abstract: Salmonella enterica strains are widely employed as a live delivery vector for subunit vaccine construction. Vaccine strains must
be safe but still immunogenic; therefore, it is crucial to obtain a proper balance between the attenuation and the reactogenicity of the
constructed strains. Salmonella strains used in immunoprophylaxis are mainly constitutively disrupted in genes involved in auxotrophy,
virulence or regulation. A novel promising concept of the Salmonella-based vaccine design is a regulated delayed attenuation in vivo
combined with a delayed antigen expression system. Using this approach bacteria display features of a wild-type strain at the time of oral
vaccination to effectively colonize the lymphoid tissue and the fully attenuated phenotype after host tissue colonization. Expression of
heterelogous genes in Salmonella cells is mainly achieved by introducing recombinant plasmids harboring gene of interest. Alternatively,
a transgene can be integrated into a chromosomal DNA. Diverse strategies were developed to control plasmid maintenance and foreign
gene expression. Among them the most frequently used are the balanced-lethal and toxin-antidote systems or operator-repressor titration
technology. Overproduction of a recombinant protein often causes a metabolic burden in vaccine cells resulting in the loss of their
viability. To overwhelm the problem, the transgene expression is kept under control of an in vivo inducible promoter or a promoter which
activity is regulated by appropriate small molecules. Alternatively, plasmids with a regulated copy number or a delayed antigen synthesis
system have been employed by various research groups. Localization of an antigen in a carrier cell is also critical for the strength and type
of immune response. A programmed lysis of carrier cells is used to deliver the antigen to host immune cells. Moreover, Salmonella is used
to carry DNA vaccines. Here, we review the latest strategies in the design of Salmonella-based subunit vaccines.

Contents: 1. Salmonella as a perfect carrier of heterologous antigens. 2. Attenuation of S. enterica cells. 3. Transgene stability. 4. Transgene

expression level. 5. Antigen localization and the type of immune response. 6. Conclusions

Stowa kluczowe: atenuacja, no$nik, Salmonella, szczepionka podjednostkowa
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1. Salmonella jako idealny no$nik
heterologicznych antygenow

Bakterie Salmonella enterica posiadaja wiele cech
predysponujacych je do uzycia jako nosnik heterologicz-
nych antygenow w konstrukgji szczepionek podjednost-
kowych. Mikroorganizmy tego gatunku w zaleznosci
od serotypu wywoluja u ludzi rézne choroby. S. ente-
rica sv. Typhi (S. Typhi) jest czynnikiem etiologicznym
duru brzusznego, natomiast infekcje ludzi S. enterica sv.
Typhimurium (S. Typhimurium) oraz S.enterica sv.
Enteritidis (S. Enteritidis) sa czgsto przyczynag tzw.
zatru¢ pokarmowych [53]. Pomimo, iz szczepy S. ente-
rica s3 wysoce wirulentne, wystarczy inaktywacja kilka
genow aby uzyskaé wystarczajaco bezpieczny poziom
atenuacji komorek patogenu. Wiekszo$¢ narzedzi gene-
tycznych uzywanych do badan na modelowym organi-
zmie jakim jest Escherichia coli, ze wzgledu na bliskie
pokrewienstwo obu bakterii, mozna zastosowa¢ takze
do manipulacji genetycznych komoérek Salmonella.
Szczepionki podjednostkowe skonstruowane w opar-

ciu o atenuowane szczepy Salmonella silnie stymuluja
zardbwno odpowiedz humoralng jak i komodrkows.
Dodatkowo podane droga doustng lub donosowg indu-
kuja mechanizmy odpornosciowe w btonach $luzowych.
Ten latwy i nie wymagajacy uzycia strzykawek sposob
podania szczepionki umozliwia w przypadku zwierzat
jednoczesng immunizacje calych stad poprzez rozpyle-
nie bakterii lub dodanie ich do wody pitnej. Kluczowa
kwestig s tez niskie koszty produkgji tego typu szcze-
pionek, a takze mozliwos¢ liofilizacji i przechowywania
preparatu w temperaturze pokojowej, co jest niestycha-
nie istotng zaletg szczepionki w przypadku uzycia jej
w krajach rozwijajacych sie.

2. Atenuacja komorek S. enterica

Obecnie na rynku znajdujg si¢ dwa licencjowane
rodzaje szczepionek przeciwko durowi brzusznemu.
Tylko jedna z nich - o nazwie handlowej Vivotif® (Berna
Biotech AG) - zawiera zywe komorki S. Typhi Ty21a.

* Autor korespondencyjny: Zaktad Genetyki Bakterii, Instytut Mikrobiologii, Wydziat Biologii, Uniwersytet Warszawski, ul. Miecz-

nikowa 1, 02-096 Warszawa; e-mail: kjkryn@biol.uw.edu.pl
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Szczep ten zostal otrzymany w latach 70. ubieglego
wieku w wyniku niespecyficznej chemicznej muta-
genezy wirulentnych komdrek szczepu S. Typhi Ty2
przy uzyciu nitrozoguanidyny [27]. Poczatkowo zostal
scharakteryzowany jako mutant w genie galE, kodu-
jacym 4-epimeraz¢ UDP-galaktozowa — enzym odpo-
wiedzialny za wytwarzanie pelnego lipopolisacharydu
(LPS). Dalsze badania wykazaly, ze nie produkuje on
takze antygenu Vii posiada w genomie ponad 30 innych
mutacji odrdzniajacych jego material genetyczny od
wyjsciowego szczepu Ty2 [28, 48]. Szczepionka ta jest
dobrze tolerowana i bezpieczna w uzyciu. W ciggu 25 lat
zaszczepiono nig ponad 200 milionéw ludzi i obserwo-
wano stosunkowo nieduzg liczbe odczynéw poszcze-
piennych. Jednakze nie jest ona catkowicie skuteczna
i w celu zapewnienia dltugotrwatego efektu ochronnego
musi by¢ podawana doustnie co najmniej w 3 dawkach.
Druga dostepna szczepionka — Typhim Vi® (Sanofi
Pasteur) — zawiera oczyszczony polisacharyd otoczkowy
Vi, ktéry jest charakterystyczny dla serowaréw Typhi,
Paratyphi C i Dublin [30]. Szczepionka ta podawana
jest domig$niowa jednokrotnie, gdyz dawki przypomi-
najace, tak jak w przypadku stosowania innych szcze-
pionek polisacharydowych, nie wzmacniaty odpowiedzi
immunologicznej. Podobnie jak Vivotif® szczepionka ta
charakteryzuje sie tylko 55-70% skuteczno$cig. Dodat-
kowo nie wykazuje efektu ochronnego u dzieci ponizej
2 roku zycia [42,50]. Ta jej wada zostanie prawdopo-
dobnie w najblizszym czasie przezwyci¢zona poprzez
wprowadzenie na rynek szczepionek zawierajacych
polisacharyd Vi skoniugowany z biatkiem nosnikowym
tj. nietoksyczng rekombinowang egzotoksyna A Pseu-
domonas aeruginosa (szczepionka Vi-rEPA) lub nie-
aktywng toksyng bloniczg CRM,  (cross reacting mate-
rial). Szczepionka Vi-CRM, ., opracowana przez firme
Novartis, zawiera jako biatko no$nikowe CRM,,, aktual-
nie juz licencjonowany do stosowania w szczepionkach
dla ludzi preparat, oraz polisacharyd Vi otrzymany ze
szczepu Citrobacter freundii WR7011. Polisacharyd Vi
C. freundii jest strukturalnie zblizony i immunologicznie
nierozréznialny od Vi S. Typhi [54, 63, 71, 76].
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Rozwdj technik inzynierii genetycznej oraz dokfadne
poznanie mechanizméw patogenezy S. enterica pozwo-
lifo na skonstruowanie wielu awirulentnych szczepow
zawierajacych w przeciwienstwie do S. Typhi Ty21a kilka
zdefiniowanych mutacji. Najwazniejsze prototypy szcze-
pionek przeciwko durowi brzusznemu bedace obec-
nie w fazie badan klinicznych przedstawiono w Tab. L.
Jednoczesnie szczepy te sa wykorzystywane jako nos-
niki heterologicznych antygenéw m.in. ureazy Helico-
bacter pylori (Ty800) [15], C-terminalnego fragmentu
toksyny tezca [69], podjednostki PA83 toksyny waglika
(CVD 908-htrA) [21] czy antygenéw wirusa HPV
(human papilloma virus) (Ty21a, CVD 908-htrA, Ty800
[18] w celu konstrukeji biwalentnych szczepionek.

Najczesciej wprowadzanymi zmianami w chromo-
somie powodujacymi utrate wirulencji przez komorki
S. enterica, zaréwno S. Typhi jak i S. Typhimurium, byly
delecje nastepujacych genow:

o put, aro, gua — kodujacych biatka niezbedne w biosyn-
tezie puryn, aminokwaséw aromatycznych i guani-
dyny (mutacje auksotroficzne);

o htrA - kodujacym peryplazmatyczng proteazg sery-
nows, indukowang w warunkach stresowych i nie-
zbedna dla komorek S. enterica do przetrwania w ma-
krofagach;

o ssaV, cdt - kodujacych czynniki wirulencji (ssaV ko-
duje biatko strukturalne budujace aparat sekrecyjny
typu III wyspy patogennosci SPI-2 a cdt bialko warun-
kujace kolonizacje¢ glebiej potozonych tkanek);

 phoPQ, cya, crp, fur, rpoS, rhoE, rfaH, dam - kodu-
jacych biatka regulatorowe, alternatywne czynniki o,
antyterminatory transkrypcji lub metylazy DNA;

o galE, pmi, rfaH, rfc - kodujacych biatka niezbedne
w biogenezie lipopolisacharydu.

Wprowadzenie wyzej wymienionych mutacji w szcze-
pach S. enterica uzywanych jako nosniki heterologicz-
nych genéw powinno zapewnia¢ odpowiedni poziom
atenuacji komoérek. Wazne jest, aby skonstruowany
szczep Salmonella byl jednocze$nie bezpieczny w uzy-
ciu tzn. nie wywotywal objawéw poszczepiennych nawet
u 0s0b z ostabionym ukladem immunologicznym a jed-

Tabela I
Obecnie badane szczepionki nowej generacji przeciwko durowi brzusznemu

Nazwa Genotyp Faza badan | Pi$miennictwo
CVD 908-htrA S. Typhi Ty2 AaroC AaroD AhtrA I [70]
CVD 909 (HolaVax-Typhoid®) |S. Typhi Ty2 AaroC AaroD AhtrA P _viaB
(produkujacy konstytutywnie antygen Vi)* I [70]
MO01ZHO09 S. Typhi Ty2 AaroC AssaV I (44, 75]
Ty800 S. Typhi Ty2 AphoPQ 1 [31]

* Geny kodujace antygen Vi znajduja pod kontrolg $cisle regulowanego promotora. Ich ekspresja jest indukowana jedynie
w $rodowisku zewnatrzkomoérkowym, natomiast gdy komorki Salmonella znajduja si¢ wewnatrz makrofagéw i komorek
dendrytycznych geny kodujace biatka niezbedne do produkeji antygenu Vi nie s3 wyrazane. W celu stymulacji odpowiedzi
immunologicznej wobec antygenu Vi, w szczepie CVD 909 viaB sklonowano pod kontrolg konstytutywnego promotora tac.
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noczesnie byt silnie immunogenny w celu zapewnienia
diugotrwalego efektu ochronnego (najlepiej po zazyciu
juz jednej dawki preparatu). Przykladem nieprawidto-
wego zbalansowania poziomu atenuacji i immunogen-
nosci jest aktualnie uzywany jako szczepionka przeciwko
durowi brzusznemu szczep S. Typhi Ty21. Jego niska
skuteczno$¢ prawdopodobnie wynika z nadatenuacji,
braku aktywnego genu rpoS kodujacego jeden z alterna-
tywnych czynnikéw o polimerazy RNA. Z drugiej strony
szczepy zawierajgce unieczynnione pojedyncze geny
lub szlaki metaboliczne niezbedne do infekcji komo-
rek gospodarza moga wykazywac nadal zbyt wysoki
poziom wirulencji. Szczep CVD 908 skonstruowano
mutujgc wirulentne komérki S. Typhi Ty2 w genach
aroCiaroD, ktérych produkty sa niezbedne do biosyn-
tezy aminokwasow aromatycznych [70]. W rezultacie
szczep ten nie namnaza si¢ wewnatrz komoérek euka-
riotycznych, jednak jest w stanie przetrwa¢ wewnatrz
ich na tyle dlugo, aby zaindukowac¢ silng odpowiedz
immunologiczng. Badania kliniczne na ludzkich ochot-
nikach wykazaly, ze szczep CVD 908 rzeczywiscie indu-
kuje wysoki poziom przeciwcial anty-LPS klasy IgG
w surowicy jak i stymuluje powstawanie limfocytow B
produkujacych przeciwciala anty-LPS klasy IgA juz po
zazyciu pojedynczej dawki. Jednak szczepionka byla
dobrze tolerowana przez pacjentdéw tylko w przypadku
doustnego podania pojedynczej dawki zawierajacej
5x10*lub 5x 10° CFU. Podanie wyzszych dawek powo-
dowalo u pacjentéw asymptomatyczng poszczepienng
bakteriemi¢. Okazalo sig¢, ze dopiero wprowadzenie
dodatkowej mutacji w genie htrA, zwiekszajacej wrazli-
wos¢ komorek Salmonella na stres oksydacyjny, pozwo-
lito na osiagniecie odpowiedniego poziomu atenuacji.
Badania wykazaly, ze w ten sposéb skonstruowany
szczep CVD 908-htrA w pordwnaniu do poprzedniego
nadal jest silnie immunogenny i nie jest odnajdywany
we krwi pacjentéw, nawet przy zastosowaniu wysokich
dawek preparatu (tj. 5x 10° CFU). Przyklad ten ilustruje
jak wazne jest w konstrukeji awirulentnych szczepow
Salmonella odpowiednie zbilansowanie poziomu ate-
nuacji i immunogennosci komorek. Jedng z przyczyn
utrudniajacych otrzymanie odpowiednio atenuowa-
nych i wysoce immunogennych szczepéw S. Typhi jest
brak modelu zwierzecego do badan, ze wzgledu na silny
tropizm gatunkowy S. Typhi. S. Typhi jest patogenem
wylacznie ludzi. Poczatkowe badania oceniajgce atenu-
acje i immunogenno$¢ zmienionych genetycznie szcze-
pow Salmonella przeprowadzane sa z wykorzystaniem
S. Typhimurium na modelu mysim. Infekcja myszy
S. Typhimurium wywotuje u tych zwierzat objawy cho-
robowe podobne do ludzkiego duru brzusznego. Jednak
w wigkszo$ci przypadkéw wprowadzenie identycznych
mutacji do genomu S. Typhi skutkuje niecalkowitg ich
atenuacjg i niemozliwym do zaakceptowania pozio-
mem reaktogennosci lub tez ich nadatenuacja. Trzeba
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pamietad, ze u ludzi te dwa serotypy charakteryzuja si¢
innym przebiegiem infekcji, zakazenie S. Typhi wywo-
tuje ogélnoustrojowa infekcje, a zakazenie S. Typhi-
murium infekcje lokalng ze stanem zapalnym. Jednym
z przykladow sa podane wyzej badania dotyczace serii
szczepow S. Typhi CVD, innym badania majace na celu
skonstruowanie szczepéw S. Typhi RASTyV (recombi-
nant attenuated S. Typhi vaccine). W tym drugim przy-
padku wprowadzenie na plazmidzie genu rpoS, ktory
byl nieaktywny w wyjsciowym szczepie S. Typhi Ty2
w znaczacy sposob zwigkszylo skuteczno$¢ immuniza-
cji [66]. Nalezy tez wnikliwie przeanalizowa¢ fenotypy
szczepow wyjsciowych stosowanych do otrzymania
wersji atenuowanych. Znaczace réznice w genomach
wystepujace nie tylko pomiedzy réznymi serotypami,
ale takze pomiedzy szczepami tych samych serotypow
Salmonella, skutkujg r6znym rodzajem i réznym pozio-
mem odpowiedzi immunologicznej [10, 66].

Optymalnie atenuowane szczepy S. Typhi lub S. Ty-
phimurium wykorzystane jako nosniki heterologicznych
antygenéw moga nie funkcjonowa¢ idealnie z powodu
zaburzenia metabolizmu komoérek no$nika zwiazanego
z ekspresjg transgenu. W wyniku nadprodukcji hetero-
logicznego biatka komorki Salmonella staja si¢ czesto
nadatenuowane i zbyl stabo immunogenne. Nowator-
skim rozwigzaniem tego problemu jest wykorzystanie
strategii ,,regulowanej opdznionej atenuacji in vivo”
(regulated delayed attenuation in vivo) [12]. Klasyczna
konstrukcja awirulentnych szczepdw Salmonella pole-
gala na ich konstytutywnej atenuacji, nowa metoda
opiera si¢ zas na warunkowej atenuacji. Szczep skon-
struowany wedlug tej metody w momencie przygotowa-
nia preparatu i szczepienia posiada dziki fenotyp, dzieki
czemu nie ma obnizonego potencjalu kolonizacyjnego
i potrafi spenetrowa¢ glebokie warstwy tkanki GALT
oraz odpowiednie narzady limfatyczne immunizowa-
nego gospodarza. Dopiero w momencie oddzialywania
z komorkami prezentujacymi antygen (tj. makrofagami
czy komoérkami dendrytycznymi) komérki Salmonella
ulegaja atenuacji.

Konstrukcje szczepu o opdznionej atenuacji mozna
osiggnac¢ na kilka sposobdw. Jednym z nich jest delecja
genu pmi, kodujacego izomeraze mannozo-6-fosfora-
nowa [13]. Enzym ten, katalizujacy reakcje konwersji
fruktozo-6-fosforanu do mannozo-5-fosforanu, jest
niezbedny do syntezy pelnego antygenu O lipopoli-
sacharydu. Komorki mutanta w genie pmi hodowane
w obecno$ci mannozy syntetyzuja pelen LPS (smooth
LPS), jednak po skolonizowaniu tkanek gospodarza
po 7-8 podzialach traca antygen O, stajac si¢ bardziej
podatne na fagocytoze i dzialanie uktadu dopelniacza.
W celu zapewnienia wykorzystania mannozy przez
komorki podczas hodowli in vitro tylko do syntezy LPS
dodatkowo zinaktywowano geny gmd-fcl. Produkty
tych genéw umozliwiaja przeksztatcenie GDP-mannozy
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w GDP-fukoze i synteze polisacharydowego kwasu kolo-
nowego (colanic acid). Wykazano, ze mutacja obniza
takze zdolno$¢ do tworzenie biofilmu i koloniza-
cje powierzchni kamieni zélciowych, jednak nie ma
wplywu na immunogennos¢ szczepu.

Inng strategig uzyskania opdznionej atenuacji jest
konstrukcja warunkowych mutantéw z uzyciem kasety
araC P, & zawierajacej regulator i promotor arabino-
zowy [12]. Delecja w chromosomie nukleotydowej
sekwencji promotorowej wybranego genu lub genéw
i zastgpienie jej kaseta arabinozowg skutkuje transkryp-
cja genu/6w tylko w obecnosci arabinozy. Po skoloni-
zowaniu tkanek gospodarza, ekspresja tychze gendw ze
wzgledu na brak induktora, zostaje zahamowana.

Badania z uzyciem szczepu S. Typhimurium o op6z-
nionej atenuacji produkujacego antygen PspA Strep-
tococcus pneumoniae na modelu mysim wykazaly, ze
kolonizuje on watrobe i sledziong z 10-krotnie wyzsza
czestoscig niz szczepy atenuowane w standardowy spo-
sob [51]. Uzyty w tych badaniach szczep zawieral wiele
zmian w chromosomie, a jego opdzniona atenuacja
wynikata z delecji genu pmi oraz wprowadzeniu kaset
arabinozowych powyzej genéw fur lub/i crp, kodujace
istotne dla wirulencji biatka regulatorowe. Immuniza-
cja myszy szczepem o opoznionej atenuacji indukowata
wyzszy poziom specyficznych przeciwcial anty-PspA
klasy IgG oraz wyzszy poziom cytokin charakterystycz-
nych zaréwno dla odpowiedzi immunologicznej typu
Th1 jak i Th2 tj. IFN-y i IL-4. Co wiecej jego zastoso-
wanie prowadzilo do podwyzszenia skutecznosci szcze-
pionki z 21% az do 71-86% (odsetek przezycia myszy
zakazanych wirulentnym szczepem S. pneumoniae).
Wyniki eksperymentu potwierdzily, ze rodzaj atenuacji
szczepu nosnikowego ma ogromny wplyw na immuno-
gennos¢ heterologicznego antygenu.

3. Stabilno$¢ utrzymania transgenu

Najczestszym narzedziem wykorzystywanym do eks-
presji heterologicznych genéw w komoérkach bakteryj-
nych sa rekombinowane plazmidy. W celu zapewnienia
ich stabilnego utrzymania w komdrce w warunkach
in vitro stosuje sie antybiotykowa presje selekcyjna.
Jednakze w trakcie immunizacji w warunkach in vivo
plazmid moze by¢ spontaniczne tracony, poniewaz
ekspresja heterologicznego genu zlokalizowanego na
plazmidzie stanowi spore obcigzenie metaboliczne dla
komorek no$nikowych. Komoérki w srodowisku pozba-
wionym presji selekcyjnej moga utraci¢ plazmid i zdo-
by¢ przewage w populacji, co niewatpliwie drastycznie
obnizaloby efektywno$¢ immunizacji. Ze wzgledow
bezpieczenstwa odpowiednie agencje wprowadzily
takze regulacje zabraniajace uzywania kaset niosacych
geny warunkujagce antybiotykoopornos¢ w konstruk-
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cji szczepionek przeznaczonych dla ludzi lub zwierzat.
Dodatkowo stosowane do konstrukcji szczepow szcze-
pionkowych rekombinowane plazmidy powinny by¢
niekoniugacyjne, niemobilizowane i charakteryzowa¢
sie waskim zakresem gospodarza. Uniemozliwia to
przeniesienie transgenu do innych bakterii na drodze
horyzontalnego transferu genéw.

W celu stabilnego utrzymywania plazmidéw w ko-
morkach Salmonella bez konieczno$ci stosowania anty-
biotykowej presji selekcyjnej skonstruowano tzw. ,,balan-
ced-lethal host-vector system” lub ,,conditional-lethal sys-
tem”. W ukladach tych szczep no$nikowy zawiera chro-
mosomowg delecje genu metabolizmu podstawowego
(house-keeping gene). Mutacja (najczesciej warunkujaca
auksotrofizm) jest komplementowana przez funkcjo-
nalny allel genu zlokalizowany na rekombinowanym
plazmidzie; tak wiec, do przezycia komdrek niezbedne
jest posiadanie plazmidowej kopii genu. Komorki, ktory
utracg plazmid sg eliminowane z populacji w wyniku
zaburzenia prawidlowego metabolizmu. Jednym z genéw
wykorzystanych z powodzeniem w konstrukeji takiego
uktadu jest gen asd, kodujacy dehydrogenaze semial-
dehydu asparaginianowego — enzymu niezbednego do
biosyntezy m.in. kwasu diaminopimelinowego, sklad-
nika peptydoglikanu [11]. Plazmidy zawierajace sklono-
wany i zoptymalizowany pod katem poziomu ekspresji
gen asd wykorzystano z powodzeniem do produkeji
w komorkach S. Typhimurium m.in. antygenéw PspA
i PsaA S. pneumoniae [40, 80], PsaA i LcrV Yersinia
pestis [4, 72, 73], CjaA Campylobacter jejuni [84] czy
tez ESAT-6 i CFP-10 Mycobacterium tuberculosis [38].

Inne geny wykorzystane do konstrukeji tego typu
systemu to m.in. dadB i murA kodujace takze enzymy
niezbedne do syntezy peptydoglikanu, odpowiednio
racemaze alaninows i transferaze enoilopirogronianowg
[78], thyA, kodujacy synteze tymidylanowa niezbedna
w biosyntezie tymidyny [3] czy tez ssb (single-stranded
binding protein) kodujacy bialko biorace udzial w proce-
sach replikacji, rekombinacji i naprawy DNA [22].

Inng strategia majaca na celu zapobieganie utracie
plazmidow jest wykorzystanie wystepujacego naturalnie
w komorkach bakteryjnych mechanizmu posegregacyj-
nej eliminacji bezplazmidowych komorek (post-segre-
gational killing system) hok-sok [20]. Ten system addyk-
cyjny zwany systemem ,,trucizna-antidotum” skfada si¢
z trzech gendw: hok (host killing), mok (mediation of
killing) i sok (suppresion of killing). W komorkach zawie-
rajacych plazmid transkrypcji ulegaja gen hok, kodujacy
biatko o toksycznych dla komorki wlasciwosciach (tru-
cizna) jak i gen sok, kodujacy krotki antysensowny RNA
(antidotum). Oddzialywanie RNA sok z transkryptem
mRNA zachodzacych na siebie gendéw mok-hok pro-
wadzi do degradacji powstalej dwuniciowej struktury
przez RNaze III, co uniemozliwia produkcje toksyny.
W przypadku utraty przez komorke plazmidu zawiera
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ona otrzymane w wyniku podzialu zaréwno czasteczki
mRNA trucizny jak i antidotum. Antysensowny RNA
sok w przeciwienstwie do mRNA mok-hok jest mniej
stabilny i szybciej ulega degradacji. W ten sposéb
w komorce gen hok ulega transkrypcji, syntetyzowana
toksyna depolaryzuje blong cytoplazmatyczna, co pro-
wadzi do $mierci komérki [26]. System ten wykorzy-
stano m.in. w badaniach przedklinicznych do stabilnego
utrzymywania przez komorki S. Typhi CVD 908-htrA
plazmidu kodujacego podjednostke toksyny waglika
PA83 w fuzji z biatkiem ClyA [19].

Ciekawym rozwigzaniem jest takze strategia utrzy-
mywania plazmidow opierajgca si¢ na oddzialywaniu
sekwencji operatorowych lacO z represorem Lacl tzw.
ORT (,,operator-repressor titration technology”) [24].
W celu jej zastosowania niezbedna byla konstrukcja
szczepu S. Typhimurium zawierajacego zlokalizowany
na chromosomie gen metabolizmu podstawowego tj.
dapD, kodujacy enzym niezbedny do syntezy lizyny,
pod kontrolg promotora laktozowego. Wprowadzenie
do komorek rekombinowanego plazmidu zawierajacego
sekwencje operatora lacO powoduje wysycenie represora
LacI, co umozliwia synteze biatka niezbednego do prze-
zycia komorek. W przypadku utraty plazmidu, nadmiar
produkowanego represora Lacl blokuje synteze bialtka
DapD, co prowadzi do $mierci komorki. System ten
zostal wykorzystany do konstrukgji szczepu S. Typhimu-
rium produkujgcego antygen F1 Y. pestis [25]. Badanie
na modelu mysim wykazalo stabilne utrzymanie pla-
zmidu, co przyczynilo si¢ do uzyskania efekt protekcyj-
nego po jednokrotnym szczepieniu zwierzat. Ostatnio
technologie t3 z powodzeniem wykorzystano takze do
konstrukeji prototypu szczepionki DNA przeciwko prat-
kom gruzlicy [33]. Za pomoca mikroskopii immuno-
fluorescencyjnej wykazano skuteczno$¢ systemu ORT
w dostarczaniu heterologicznego DNA (tj. genu mpt64
M. tuberculosis) do wnetrza mysich makrofagow.

Alternatywnym sposobem utrzymywania transgenu
w komorkach Salmonella jest integracja heterologicz-
nego DNA do chromosomu szczepu nosnikowego.
Niewatpliwg zaletg tej strategii jest mozliwo$¢ jedno-
czesnej inaktywacji genu prowadzacej do atenuacji
szczepu no$nikowego wraz z wprowadzeniem kasety
ekspresyjnej. Integracja do DNA zapewnia wysoka
stabilnos$¢ utrzymania transgenu, gdyz geny zlokalizo-
wane na chromosomie bardzo rzadko ulegaja sponta-
nicznym delecjom.

Do niedawna ta genetycznie skomplikowana metoda,
opierajaca sie gléwnie na rekombinacji homologicznej
Rec, wymagata przeprowadzenia wielu manipulacji in
vitro oraz stosowania kaset niosacych geny warunkujace
antybiotykoopornos¢. Opracowanie nowego narzedzia
do konstrukcji mutantéw wykorzystujacego rekom-
binaze Red faga A (recombineering) niewatpliwie uta-
twi i przyspieszy konstrukeje szczepow zawierajacych
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zintegrowany z chromosomem heterologiczny DNA
[35]. System z uzyciem fagowej rekombinazy pozwala
na efektywniejsze i bardziej precyzyjne manipulowa-
nie materialem genetycznym Salmonella. W przeci-
wienstwie do bakteryjnego systemu rekombinacji Rec
wymaga on jedynie krotkich nukleotydowych sekwencji
homologicznych (30-50 pz). Daje tez mozliwos¢ usunie-
cia kasety ,,antybiotykoopornosci” po selekcji mutan-
tow, co jest istotnym elementem w konstrukeji szczepow
szczepionkowych. Usuniecie niepozadanej nukleotydo-
wej sekwencji DNA jest mozliwe, dzigki wykorzystaniu
aktywnosci enzymatycznej rekombinazy specyficznej
co do miejsca FLP (tzw. flipazy) wycinajacej dowolng
nukleotydowa sekwencje polozong miedzy dwoma
sekwencjami FRT (FLP recombinase target) o zgodnej
orientacji. Uzycie w konstrukcji mutanta kasety ,,anty-
biotykoopornosciowe;j” oflankowanej sekwencjami FRT
pozwala na jej skuteczne usuniecia za pomoca rekom-
binazy FLP. Poszczegélne etapy opisanej wyzej metody
integracji transgenu do chromosomowego DNA przed-
stawia Rys. 1.

/_—fmmz}m:’

amplifikacja konstruktu
w reakcji PCR
IVIP

Mm)

I Red-zalezna

j rekombinacja
’

chromosom
jednoczesna delecja
i integracja DNA
IVIP

chromosom
FLP-zalezna
rekombinacja

IVIP
chromosom

Rys. 1. Mechanizm integracji heterologicznego DNA do chromo-
somu Salmonella za pomocg systemu rekombinacji Red faga A.
Opis w tekscie. Objasnienia: IVIP - promotor indukowalny in vivo;
FLP - rekombinaza specyficzna co do miejsca (flipaza); FRT - sekwencja
rozpoznawana przez flipaze; aph — gen opornosci na kanamycyne.
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Ze wzgledu na fakt, iz w ten sposdb wprowadzony
gen posiada tylko jedng kopi¢ w komdrce wazne jest
zapewnienie optymalnej produkcji heterologicznego
bialka w celu uzyskania odpowiedniej immunogen-
nosci [34].

4. Poziom ekspresji transgenu

Jak wspomniano wcze$niej konstytutywna produk-
cja antygenu najczesciej z wysokokopijnego plazmidu
powoduje zaburzenie metabolizmu komorki nosnika,
co wplywa na infekcyjnos¢ szczepu in vivo i moze pro-
wadzi¢ do obnizenia skuteczno$ci immunizacji.

Jedng ze strategii ograniczajaca ekspresj¢ heterolo-
gicznych gendw jest uzycie promotoréw indukowalnych
in vivo - IVIP (in vivo inducible promoter) (Rys.2).
W tym przypadku antygen jest syntetyzowany przez
komorki nosnika tylko w momencie oddzialywania
z komoérkami APC uktadu immunologicznego gospoda-
rza. Do tej pory zastosowano promotory nastepujacych
genow S. enterica tj. nirB, dmsA, pagC, spv, dps, phoP,
ompC, htrA, groE, katG, sseA czy ssaG [7].

Jednymi z najczesciej uzywanymi w konstrukcji
szczepionek sa promotory gendéw pagC i ssaG. Gen
pagC koduje bialko zlokalizowane w blonie zewnetrznej
istotne dla komorek S. enterica do przetrwania wewnatrz
makrofagéw [55]. Natomiast biatko SsaG stanowi sklad-
nik aparatu transportu typu III, kodowanego przez geny
zlokalizowane na wyspie patogennosci SPI-2. Promo-
tory pagC1i ssaG z powodzeniem wykorzystano do eks-
presji heterologicznych gendw, gdyz ulegajg one indukcji
w makrofagach, a w warunkach in vitro wykazuja niski
poziom ekspresji.

Wplyw indukcji produkcji antygenu tylko w warun-
kach in vivo na efektywno$¢ immunizacji badano
z udzialem réznych promotoréw wielokrotnie. Porow-
nywano m.in. dwa regulowane przez bialko FNR (fuma-
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rate nitrate reduction) promotory nirB i dmsA uzyte do
ekspresji DNA kodujacego C-fragment toksyny tezca
[56]; promotor nirB i htrA zastosowane do ekspresji
DNA kodujacego C-fragment toksyny tezca [62]; pro-
motor nirB ze sztucznie skonstruowanym podwdjnym
promotorem nirB-T7 uzytym do ekspresji fuzji anty-
genu Streptococcus mutans z podjednostka B toksyny
LT E. coli [64]; promotory pagC i nirB zastosowane do
ekspresji epitopow biatek wirusa TGEV (transmissible
gastroenteritis virus) [9]. W wiekszosci przypadkow
ich zastosowanie zwieksza poziom odpowiedzi immu-
nologicznej w stosunku do zastosowania promotoréow
aktywnych konstytutywnie, cho¢ decyzja wyboru IVIP
do kontroli konkretnego antygenu w konkretnym szcze-
pie no$nikowym winna by¢ dobrana eksperymentalnie.

Synteza owoalbuminy przez komorki S. Typhimu-
rium AsseC (SseC — sktadnik kompleksu aparatu sekre-
cyjnego typu III SPI-2) w warunkach in vivo, wynikajaca
ze sklonowania heterologicznego genu na plazmidzie
pod kontrola promotora sseA (SseA - bialko opiekun-
cze systemu sekrecji typu III SPI-2), w poréwnaniu do
konstytutywnej syntezy bialka indukowata u myszy wyz-
szy poziom specyficznych przeciwcial zaréwno klasy
IgG jak i IgA, ale takze silniej stymulowata odpowiedz
komoérkows. Zastosowanie analogicznej produkcji anty-
genu p60 Listeria monocytogenes w tychze komdrkach
zapewniala wyzszy poziom protekcji [35].

Bumann (2001) [cyt. wg. 7] wykazal zas, ze
zaréwno konstytutywna jak i regulowana (za pomocg
promotora genu pagC) produkcja owoalbuminy przez
komérki S. Typhimurium AaroA stymuluje u myszy
podobny poziom odpowiedzi immunologicznej zwia-
zany z limfocytami Th CD4". Jednakze w przypadku
produkgji bialka z wykorzystaniem IVIP do stymu-
lacji podobnego poziomu odpowiedzi komoérkowej
potrzebna byta 1000-krotnie nizsza dawka bakterii.

W przypadku transgendw zlokalizowanych na chro-
mosomie zastosowanie konstytutywnych silnych pro-

plazmid
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_d L 2 induktor
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Rys. 2. Strategie indukcji ekspresji heterologicznych gendéw w warunkach in vivo poprzez zastosowanie promotoroéw
indukowalnych in vivo, zmiany kopijnosci plazmidu in vivo lub uzycie odpowiedniego induktora ekspresji genu
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motoréw ma na celu zapewnienie wystarczajacej ilo$ci
antygenu do stymulacji reakcji odpornosciowej. Badania
wykazaly jednak, ze i w tym przypadku zastosowanie
promotoréw indukowanych in vivo prowadzi do uzyska-
nia lepszych rezultatéw [32]. Pod kontrolg promotora
genu ssaG sklonowano gen eltB, kodujgcy podjednostke
B toksyny LT enterotoksycznego szczepu E. coli (ETEC)
[68]. Kasete ekspresyjna wprowadzono do chromosomu
szczepu S. Typhi M01ZHO09. Wykazano, ze ekspresja
genu eltB w komorkach nosnika, ktore ulegly fagocyto-
zie przez ludzkie komorki U937 wzrasta az 500-krotnie
w poréwnaniu do poziomu jego ekspresji w komoérkach
S. Typhi hodowanych na sztucznej pozywce. Badanie
poziomu odpowiedzi immunologicznej myszy immu-
nizowanych donosowo pojedyncza dawka szczepionki
wykazalo indukcje specyficznych przeciwcial IgG jedy-
nie w przypadku antygenu produkowanego in vivo. Jako
kontrole uzyto szczepu produkujacego antygen w spo-
sob konstytutywny (gen eltB pod kontrolg promotora
tac). Eksperyment ten dowodzi stusznosci hipotezy
mowigcej, ze nie ilos¢ produkowanego antygenu a odpo-
wiedni czas jego produkc;ji i lokalizacja jest czynnikiem
krytycznym w uzyskaniu odpowiedzi immunologiczne;j.

Indukcje ekspresji heterologicznego genu mozna
takze osiggnac poprzez zastosowanie strategii opierajacej
sie na kontrolowaniu liczby kopii czasteczek plazmidu
w komorce nosnika [52]. W tym celu stosuje si¢ wektor
ekspresyjny posiadajacy dwa rozne systemy replikacji
zapewniajace rézng liczbe jego kopii. W warunkach in
vitro plazmid replikuje si¢ dzieki konstytutywnemu sys-
temowi replikacji warunkujacemu jedng lub niewielka
liczbe kopii w komorce. Sklonowanie genu kodujacego
biatko inicjacyjne drugiego systemu replikacji pod
kontrolg indukowalnego in vivo promotora umozliwia
zwiekszenie liczby kopii plazmidu, co skutkuje nadpro-
dukcjg heterologicznego biatka w warunkach in vivo
(Rys.2). Dodatkowo sklonowanie heterologicznego
genu na plazmidzie takze pod kontrolg indukowalnego
in vivo promotora moze spotegowac zamierzony efekt.

Podobna strategie zwang takze ,,runaway-like replica-
tion”, opartg na bardziej skomplikowanym mechanizmie
regulacji kopijnosci plazmidu, zastosowano do nadpro-
dukgji przez komoérki S. Typhimurium w warunkach in
vivo antygenu LcrV Y. pestis [74]. Immunizacja myszy
skonstruowanym szczepem indukowata u zwierzat silng
odpowiedz odpornosciowg zaréwno typu Thl jak i Th2,
co chronilo je w eksperymencie protekcyjnym przed
letalng dawka Y. pestis.

Inng metodg majacg na celu indukcje ekspresji hete-
rologicznych genéw w komorkach Salmonella w odpo-
wiednim momencie infekgji jest zastosowanie promo-
torow Scisle regulowanych przez drobnoczgsteczkowe
substancje (Rys.2) [52]. Jednym z promotoréw, ktory
umozliwia ,,zdalne sterowanie” ekspresja genow jest pro-
motor arabinozowy. Wprowadzenie kasety zawierajacej
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gen kodujacy biatko regulatorowe oraz promotor (araC
P,,,) powyzej heterologicznego genu pozwala na kon-
trolowanie produkcji antygenu za pomocg induktora tj.
arabinozy. W identyczny sposéb mozna takze sterowac
liczbg kopii czasteczek plazmidu.

Alternatywng strategia do stosowania indukowal-
nych in vivo promotoréw genéw Salmonella jest zasto-
sowaniem systemu RDAS (regulated delayed antigen syn-
thesis) polegajacego na opoznionej produkcji antygenu
[79]. W uktfadzie tym heterologiczny gen zlokalizowany
na plazmidzie klonowany jest pod kontrolg promotora
trc. Promotor ten zapewnia wysoki poziom ekspresji
i jest Scisle regulowany przez represor Lacl. Gen kodu-
jacy bialko regulatorowe zlokalizowany na chromosomie
znajduje si¢ ponizej kasety arabinozowej (araC P, ).
W warunkach in vitro bakterie hodowane w obecnosci
arabinozy produkuja represor Lacl, ktéry hamuje eks-
presje heterologicznego genu. Natomiast w warunkach
in vivo, w uodparnianym organizmie, gdzie bakterie nie
maja dostepu do arabinozy, ekspresja genu lacl zostaje
zablokowana. Stezenie represora w komorkach zmniej-
sza si¢ z kazdym podzialem, co powoduje stopniowa
indukcje syntezy heterologicznego antygenu. Schemat
dzialania systemu RDAS przedstawia Rys.3. W celu
poprawy kontroli produkcji antygenu w komdrkach
nos$nika, natywny gen lacl poddano réznym modyfika-
cjom genetycznym m.in. zmieniono jego kodon inicja-
cyjny, sekwencje RBS oraz zoptymalizowano niektdre
kodony biorgc pod uwage ich uzywalnos¢ w komoérkach
rodzaju Salmonella. Zmiany te przyczynily sie do scilej-
szej represji heterologicznego genu w warunkach in vitro
i wyzszej indukgji jego ekspresji w warunkach in vivo.
Badanie na modelu mysim przy uzyciu antygenu PspA
S. pneumoniae wykazaty wyzsza skuteczno$¢ szczepu
S. Typhimurium produkujacej antygen z opdznieniem
od szczepu produkujacego go w sposdb konstytutywny.

Ostatnio poréwnano takze skutecznos¢ dziatania sys-
temu RDAS z uktadami stosujacymi promotory induko-
walne in vivo [81]. W tym celu skonstruowane zostaly
trzy plazmidy zawierajace gen pspA S. pneumoniae pod
kontrolg réznych promotoréw: trc, pagCi ssaG. Wektory
wprowadzono do komoérek S. Typhimurium produku-
jacych i nieprodukujacych represor Lacl, a nastepnie
immunizowano nimi myszy. Przeprowadzona analiza
wykazala, ze szczep S. Typhimurium z systemem RDAS
indukuje u szczepionych zwierzat najwyzszy poziom
specyficznych przeciwcial klasy IgA i IgG rozpoznaja-
cych antygen PspA. Uzyskana po immunizacji zwierzat
odpowiedz humoralna byla az 100-krotnie wyzsza od
odpowiedzi immunologicznej uzyskanej w przypadku
zastosowania do ekspresji genu pspA promotora ssaG.
Poziom protekeji uodparnianych myszy po zakazeniu
wirulentnym szczepem S. pneumoniae byl poréwny-
walny w przypadku uzycia jako nosnika genu pspA
S. Typhimurium RDAS i S. Typhimurium wyrazajacej
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Rys. 3. Schemat dzialania systemu op6znionej produkeji antygenu (RDAS) w komoérkach Salmonella.

W warunkach in vitro w podlozu uzupetnionym arabinoza gen lac, sklonowany pod kontrolg promotora BAD ulega ekspresji
a produkowany represor Lacl blokuje transkrypcje genu x sklonowanego pod kontrolg promotora trc. W warunkach in vivo przy braku
arabinozy dimer biatka regulatorowego AraC uniemozliwia produkcj¢ represora Lacl co skutkuje ekspresja genu kodujacego antygen.

PspA z promotora genu pagC w przeciwienstwie do
uzycia do ekspresji transgenu promotora genu ssaG.
Zaobserwowane w tym eksperymencie réznice w pro-
dukcji heterologicznego antygenu z dwodch réznych
indukowalnych in vivo promotoréw mogg by¢ spowo-
dowane r6znymi mechanizmami regulacyjnymi. Aktyw-
nos$¢ obu promotoréw P e i Pggjest regulowana przez
uklad dwuskladnikowy PhoP-PhoQ, tak wiec zaden z
tych promotoréw nie moze by¢ zastosowany do ekspresji
heterologicznego genu w zczepie atenuowanym przez
unieczynnienie genéw kodujacych biatka tego ukladu
dwuskladnikowego. Promotor P___jest dodatkowo regu-
lowany przez mechanizmy warunkujace ekspresje genow
wyspy patogennos$ci SPI-2 jak np. uktad dwuskladni-
kowy SsrA-SsrB, co moze wptywac na skuteczno$¢ dzia-
tania prototypu szczepionki. W tych eksperymentach
wykazano, ze system RDAS moze by¢ alternatywnym,
do zastosowania promotoréw indukowalnych in vivo,
sposobem wzmocnienia immunogennosci szczepio-
nek opartych na zywych komoérkach Salmonella. Jego
zaletg jest zastosowanie mechanizmoéw regulatorowych
»obcych” dla komoérek rodzaju Salmonella i niezaleznych
od metodyki uzytej do atenuacji szczepu no$nikowego.

5. Lokalizacja antygenu a typ odpowiedzi
immunologicznej

Odpowiednia lokalizacja antygenu produkowanego
w komorkach nosnikowych Salmonella jest istotna
z kilku powodéw. Heterologiczne biatka w cytoplazmie,
zwlaszcza ulegajace nadprodukeji, moga by¢ toksyczne

dla komérek nosnikowych lub tez moga przyczynic si¢
do obnizenia ich immunogennoéci. Biatko o lokalizacji
cytoplazmatycznej bedzie dostepne dla komoérek uktadu
immunologicznego gospodarza dopiero po lizie ko-
morek nosnika. Heterologiczne biatka wybrane do kon-
strukgji szczepionek podjednostkowych to czgsto biatka
zewnatrzkomorkowe, stad ich lokalizacja w redukuja-
cym $rodowisku cytozolu moze prowadzi¢ do uzyska-
nia nieprawidtowej konformacji. Ze wzgledu na fakt, ze
wiele determinant antygenowych to epitopy konforma-
cyjne, moze si¢ to przyczyni¢ do braku indukgji specy-
ficznych przeciwcial. Dodatkowo udokumentowano, ze
za pomocg réznych lokalizacji antygenu w komoérkach
Salmonella mozliwe jest wzmocnienie i odpowiednie
ukierunkowanie odpowiedzi immunologiczng gospo-
darza. Do tej pory opracowano bardzo wiele technologii
majacych na celu ,wysyltanie” heterologicznych bialek
do peryplazmy, na powierzchni¢ komérek noénika lub
do otaczajacego srodowiska.

Kang iwsp. [40] wykorzystali do sekrecji antygenu
PspA S. pneumoniae sekwencje sygnalna (-laktamazy
(Bla) E. coli. Badania wykazaty ze fuzyjne biatko Bla
-PspA wydzielane do peryplazmy i na zewnatrz komdrek
S. Typhimurium indukuje az 10 000-krotnie wyzsza spe-
cyficzng odpowiedz humoralng w poréwnaniu do biatka
produkowanego na terenie cytoplazmy [39]. Immuniza-
cji myszy skonstruowanym szczepem S. Typhimurium
0 opoznionej atenuacji, wydzielajgcym antygen PspA
przy uzyciu sekwencji sygnalnej Bla, efektywnie chronita
zwierzeta przed zakazeniem S. pneumoniae [51].

Do sekrecji heterologicznych bialek do peryplaz-
my komorek Salmonella uzywano takze sekwencji syg-
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nalnych biatek MalE i PhoA, a do ich prezentacji na
powierzchni komorek nosnika fuzji translacyjnych
z bialkami OmpA, Lpp, LamB, a takze fimbrii i auto-
transporteréw AIDA i MisL [7]. Produkowane w komor-
kach szczepu nosnikowego antygeny pobudzajg gtéwnie
odpowiedz humoralng poprzez prezentacj¢ antygenow
limfocytom CD4" przez MHC klasy II.

W konstrukgji szczepionek podjednostkowych wyko-
rzystywane s3 takze pecherzyki zewnatrzkomodrkowe
OMV (outer membrane vesicle). OMYV, bedace natural-
nymi proteoliposomami, produkowane sg przez wiele
gatunkow mikroorganizmoéw, gtéwnie gramujemnych,
w roznych fazach wzrostu. Ich liczba wzrasta znaczaco
w warunkach stresowych. Zawieraja glownie biatka
oston komoérkowych i biatka peryplazmatyczne, w tym
takze czynniki wirulencji. Mechanizm segregacji biatek
do OMYV nie zostat jak dotad dokladnie wyjasniony [16].
OMYV maja zdolno$¢ do interakcji zaréwno z komor-
kami prokariotycznymi jak i eukariotycznymi, sg wiec
wykorzystywane do produkeji szczepionek podjednost-
kowych jako no$niki antygenéw. Wchodza m.in. w skiad
wieloskladnikowej podjednostkowej szczepionki anty-
-Neisseria meningitidis typu B (MenB) opracowanej
przez firme Novartis i bedacej aktualnie w III fazie
badan klinicznych [61].

Nietypowa metoda majacg na celu sekrecje hetero-
logicznych biatek przez komorki Salmonella jest uzycie
fuzji z cytolizyng A (ClyA), nazywang réwniez SheA
lub HIYE [23]. Nieznany jest mechanizm transportu tej
toksyny przez blone cytoplazmatyczng, udowodniono
jednak, ze w jej wydzielaniu poza komorke bakteryjna
biorg udzial OMV [77]. Fuzje translacyjne heterolo-
gicznych antygenow z ClyA réwniez wydajnie segreguja
do OMYV, co umozliwia ich wydzielanie na zewnatrz
komorki nos$nika. Dodatkowa zaletg tej specyficznej
sekrecji antygenéw moze by¢ pobudzenie wrodzonej
odpowiedzi immunologicznej przez LPS znajdujacy sie
na powierzchni OMV [8, 43].

Strategie ta wykorzystano m.in. w konstrukeji szcze-
pionki przeciwko waglikowi. Badania wykazaly, ze
immunizacja myszy szczepem S. Typhimurium produ-
kujagcym fuzyjne biatko ClyA-PA83 chroni zwierzeta
przed zakazaniem sporami B.anthracis [67]. Podob-
nego efekty protekcyjnego nie uzyskano w przypadku
zastosowania do sekrecji antygenu systemu sekrecji
Hly (jednoetapowy system sekrecji typul). Ekspery-
ment przeprowadzony na matpach z wykorzystaniem
szczepu szczepionkowego S. Typhi CVD 908-htrA jako
nos$nika potwierdzil skuteczno$¢ immunizacji przy
uzyciu fuzyjnego biatka ClyA-PA83 [19]. Efekt ten uzy-
skano niewatpliwie dzieki sekrecji antygenu na zewnatrz
komorek Salmonella, ktérg potwierdzono za pomoca
techniki mikroskopii elektronowej z uzyciem prze-
ciwcial znakowanych koloidalnym zlotem (immuno-
gold staining).
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Interesujaca niedawno opracowang strategia majaca
na celu uwolnienie z komoérek no$nika produkowanego
antygenu jest programowana liza komoérek noénika [45].
System ten jest dos¢ skomplikowany i skfada sie z cze$ci
kodowanej chromosomowo oraz wprowadzonej in trans
na plazmidzie (Rys. 4). Szczep S. Typhimurium posiada
w chromosomie m.in. gen murA pod kontrola kasety
arabinozowej (araC P, ) oraz delecje genu asd. Jak juz
wczesniej wspomniano produkty tych gendw sa nie-
zbedne w syntezie peptydoglikanu. Na chromosomie
pod kontrolg promotoréw arabinozowych znajduja sie
takze geny kodujace bialka regulatorowe Lacl (repre-
sor promotora trc) i C2 (represor promotora P22R).
Na plazmidzie za$ znajduja si¢ kopie genéw asd oraz
murA pod kontrolg promotora arabinozowego oraz
pokrywajaca si¢ z nimi otwarta ramke odczytu kodu-
jacy antysensowny RNA pod kontrolg promotora P22R.
Plazmid zawiera takze gen kodujacy heterologiczny
antygen pod kontrolg promotora trc. W warunkach in
vitro w obecnosci arabinozy ekspresji ulegaja geny asd,
murA, c2 i lacl, co zapewnia normalny wzrost komoérek
oraz blokuje ekspresje heterologicznego genu. W $rodo-
wisku pozbawionym arabinozy, ekspresja wyzej wymie-
nionych genéw ulega zahamowaniu. Odblokowana
zostaje za$ ekspresja gendéw kodujacych antygen oraz
antysensowny RNA asd-murA. Blokuje to catkowicie
produkeje biatek Asd i MurA w komorce, co w kon-
sekwencji prowadzi do jej lizy i uwolnienia antygenu.
Metodg to wykorzystano m.in. w konstrukeji prototypow
szczepionek przeciwko S. pneumoniae [45], M. tuber-
culosis [38] czy wirusowi grypy [2].

Dla wzmocnienia odpowiedzi komoérkowej skon-
struowano szczepy Salmonella wydzielajace hetero-
logiczne antygeny na zewnatrz komorki, do cytozolu
komorek eukariotycznych. W tym celu wykorzystano
systemy transportu typu III S. enterica kodowane przez
geny zlokalizowane na SPI-1 i SPI-2. Te systemy sekrecji
aktywne s3 na roznych etapach infekcji. SPI-1 warun-
kuje inwazje do komdrek eukariotycznych, SPI-2 jest
aktywny podczas wzrostu Salmonella wewnatrz ko-
morek eukariotycznych i warunkuje biogeneze wakuoli
(SCV - Salmonella containing vacuole). Oba przekazujg
do komorek eukariotycznych wiele bialek efektorowych
modulujacych ich metabolizm [1, 60, 82]. Stworze-
nie fuzji translacyjnych heterologicznych antygenow
z N-fragmentami bialek efektorowych SPI-1tj. SopE czy
SptP przyczynialo si¢ do zwiekszenia prezentacji anty-
genu cytotoksycznym limfocytow T CD8* z udzialem
czasteczek MHC klasy I. Skuteczno$¢ dziatania tego typu
fuzji efektoréw SPI-1 udokumentowano w stosunku do
kilku antygenéw Eimeria (czynnik etiologiczny kokcy-
diozy drobiu) [46,47] oraz w immunizacji myszy anty-
genami (ESAT- 6 i CFP-10) M. tuberculosis [37]. Nie
we wszystkich eksperymentach uzyskano efekty pozytyw-
ne. Immunizacja ochotnikéw atenuowanym szczepem



