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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
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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.
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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 strategia 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 genow
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
czgstoscig 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 indukowala
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 komoérce 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 wlasciwo$ciach (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
in vivo
L 4
LR J
S 32320 N "_\
OR O
® ®
0o /) le o5 : )
& : * >
promotor zmiana kopijnosci promotor indukowalny

indukowalny in vivo plazmidu

zwigzkiem drobnoczgsteczkowym

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
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Rys. 4. Schemat ,,programowanej lizy” komoérek Salmonella w warunkach in vivo.

W warunkach in vitro w podtozu uzupelnionym arabinoza ekspresji ulegaja geny sklonowane pod kontrola promotora BAD tj. murA i asd, kodujace

enzymy niezbedne do syntezy sciany komorkowej oraz c2 i lacl, kodujace represory blokujace synteze antysensownego mRNA murA-asd oraz hetero-

logicznego antygenu. W warunkach in vivo przy braku arabinozy zablokowana zostaje ekspresja genéw murA, asd, ktorych produkty sg niezbedne do

przezycia komorek. Jednoczeénie w komoérce zahamowaniu ulega produkeja represoréw C2 i Lacl, co umozliwia ekspresje sklonowanego pod kontrola

promotora P22R antysensowny RNA murA-asd oraz sklonowanego pod kontrola promotora trc genu kodujacy antygen. W konsekwencji prowadzi to do
lizy komorek i uwolnienia duzej ilosci antygenu.

Salmonella niosacym fuzje bialka Gag wirusa HIV
i SopE Salmonella nie skutkowata indukcja odpowiedzi
immunologicznej skierowanej przeciwko antygenowi
Gag [49]. Roznice w efektach eksperymentéw moga
wynika¢ zaréwno z uzytego modelu doswiadczalnego
(immunizacja kurczat, myszy lub ludzi) jak i innych
szczepow nosnikowych. Skutecznos¢ dziatania fuzji
translacyjnych domen translokacyjnych pieciu bia-
tek efektorowych SPI-2 (SiFA, SteC, SseL, Sce] i SseF)
z modelowymi antygenami (owoalbumina i listerioli-
zyna) wykazala, ze cho¢ in vitro wszystkie fuzje ule-
galy translokacji do cytozolu komdrek gospodarza to
w eksperymentach in vivo na modelu mysim tylko dwie
indukowaty znaczacy poziom odpowiedzi komoérkowej

[29, 36]. Prezentowane dane wskazuja, jak wnikliwie
musi by¢ dobierany system transportu heterologicznych
antygenow. Poznanie mechanizméw indukeji odpowie-
dzi immunologicznej zwiazanej z prezentacjg antyge-
néw za pomoca MHC klasy I przez komorki Salmonella
bedace no$nikami antygenéw zapoczatkowalo badania
nad ich wykorzystaniem jako szczepionek antynowo-
tworowych [57].

Ciekawym rozwigzaniem pozwalajagcym na prezen-
tacje antygenow za pomoca MHC klasy I oraz jedno-
cze$nie unikniecie niedogodnien zwigzanych z nadpro-
dukejg heterologicznych antygenéw na terenie komorki
noé$nikowej tj. zaburzen metabolizmu, toksycznosci
czy zmniejszenia immunogennosci, jest zastosowanie
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Rys. 5. Schemat dziatania szczepionki DNA skonstruowanej
z uzyciem komorek Salmonella jako no$nika. Opis w tekscie.

ukfadu pozwalajacego na ekspresje antygenow na terenie
komorek eukariotycznych. Do tej pory komorki Salmo-
nella zostaly z powodzeniem wykorzystane jako no$nik
szczepionek DNA przeciwko wielu patogenom zaréwno
wirusowym tj. HIV [41], wirusy odry [59], opryszczki
[17] czy zapalenia watroby typu B i C [6,83] jak i bakte-
ryjnym tj. Chlamydia trachomatis (5], Clostridium tetani
[58], L. monocytogenes [14] czy M. tuberculosis [33].

W przypadku konstrukcji tego typu szczepionek
heterologiczny gen musi znajdowac¢ si¢ na plazmidzie
pod kontrolg promotora funkcjonalnego w komoérkach
eukariotycznych - najczesciej promotora CMV (wirusa
cytomegalii) lub SV40 (simian virus 40), a rolg Salmo-
nella jest jedynie dostarczenie DNA plazmidowego do
komorek prezentujacych antygen (APC). Po lizie bakte-
rii w fagosomie czgsteczki wektora zawierajacy hetero-
logiczny gen s3 transportowane do jadra komoérkowego
(Rys. 5). Mechanizm tego procesu pozostaje nadal nie-
znany, co niewatpliwie utrudnia prace nad optymaliza-
cja szczepionek DNA. Na terenie jadra komoérkowego
heterologiczny gen ulega ekspresji. Syntetyzowany
antygen traktowany jest jako endogenne biatko i pre-
zentowany przez komorki prezentujace antygen z udzia-
tem czasteczek MHC klasy I, co stymuluje odpowiedz
komorkowa zwigzang z limfocytami T CD8*. Wykazano
jednak, ze szczepionki DNA stymuluja takze odpowiedz
humoralng i komdrkowa zwigzang z limfocytami Th,
co wynika ze zjawiska krzyzowej prezentacji antygenow
(cross-presentation) [65].

6. Podsumowanie
Opisane powyzej strategie uzywane w konstrukeji

szczepionek podjednostkowych opartych na awirulent-
nych szczepach Salmonella pozwalaja na zréznicowang
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modulacje odpowiedzi odpornosciowej immunizowa-
nego gospodarza. Jednakze nalezy podkresli¢, iz wybor
odpowiedniej strategii nie jest prosty, a efekt immuni-
zacji jest czesto trudny do przewidzenia. W konstrukgji
tego typu szczepionek musi by¢ brane pod uwage wiele
elementéw: od wyboru odpowiedniego zestawu anty-
genéw protekeyjnych, przez genotyp i wlasciwosci ate-
nuowanego szczepu nosnikowego, rodzaj stosowanych
promotoréw do wyrazania heterologicznych gendw,
strategie prezentacji antygenu komorkom prezentu-
jacym antygen, po dobranie odpowiedniego modelu
zwierzecego.
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