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%‘:ir'fi_"’-\ L S % A 4dl Blisko 1,5 miliona dzieci z krajow rozwijajacych sie

umiera kazdego roku z powodu choréb biegunkowych, a u dzieci, ktore przezywaja, czesto
pojawia sie wtorne przewlekle niedozywienie. Szczepienia przeciw najwazniejszym
patogenom jelitowym to najbardziej efektywny sposob, aby zmieni¢ te przygnebiajaca
statystyke.

Shigella i enterotoksynogenny szczep Escherichia coli (ETEC) sa, wraz z rotawirusami,
najwazniejszymi patogenami u dzieci ponizej piatego roku zycia. Oba patogeny z rodziny
Enterobacteriacea powoduja czerwonke, ktora objawia sie ostra krwawa biegunka w wyniku
zakazenia btony Sluzowej jelit oraz charakteryzuje sie symptomami przypominajacymi cholere
z uwagi na wytwarzanie silnych enterotoksyn, powodujacych ostre odwodnienie.

Dotychczas nie opracowano skutecznej szczepionki, ktéra mogtaby chroni¢ dzieci w endemicznych,
biednych regionach, w szczegélnosci w Czarnej Afryce i Azji Potudniowe;j.

Aby zmierzy¢ sie z tym powaznym problemem dotyczacym zdrowia publicznego, konsorcjum
finansowane przez UE STOPENTERICS (Vaccination against Shigella and ETEC: novel antigens,
novel approaches) zaproponowato zmiane paradygmatu i opracowanie oraz przebadanie
nowatorskich szczepionek przeciw Shigelli i ETEC.

"Nasz cel byl dwuwymiarowy, tzn. chcieliSmy zerwa¢ z dogmatem swoistosci dla serotypu i wywotac
ochronna odpornos$¢ krzyzowa przeciw tym dwoém patogenom oraz poprawi¢ ochronna
immunogenno$¢ szczepionek koniugatowych przeciw Shigella opartych na lipopolisacharydzie",
wyjasnia Philippe Sansonetti, koordynator projektu. "Aby osiagnac¢ drugi z tych celéw,
zaimplementowaliSmy dokladnie zaprojektowany syntetyczny funkcjonalny odpowiednik swoistych
dla serotypu somatycznych polisacharydow O (antygendéw O) oraz ich kontrolowanych koniugacji do
biatkowego nosnika toksoidu".

Budowa szczepionki i odpornos$¢ ochronna

Zamyst polegal na potaczeniu w jednym preparacie réznych antygendéw biatkowych odpornosci
krzyzowej i najczesciej wystepujacych syntetycznych oligosacharydéw definiujacych serotyp. W tym
celu partnerzy opracowali dwie platformy, jedna dedykowana identyfikacji i wytwarzaniu
nowatorskich biatek i chemicznie zdefiniowanych antygenéw polisacharydowych oraz druga do
przedklinicznej i klinicznej oceny bezpieczenstwa i immunogennosci potencjalnych antygenow.

W przypadku pierwszej platformy naukowcy wykorzystali najnowoczesniejsze technologie takie jak
genomika, transkryptomika i (immuno) proteomika, aby odkry¢ powierzchniowe i wirulencyjne
biatka zawarte w izolatach Shigella lub ETEC. Odkrycie krzyzowo-reaktywnych antygenow
biatkowych w Shigella i ETEC bylo duzym wyzwaniem dla konsorcjum.
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W celu uporania sie z genomiczna heteregenicznoscia ETEC naukowcy przeprowadzili szeroka
metaanalize bioinformatyczna, aby zidentyfikowac czeste geny kodujace immunogeniczne biatka
powierzchniowe. W Shigella i ETEC zidentyfikowano ograniczony zestaw obiecujacych biatek, ktore
obecnie poddawane sa ocenie w modelach przedklinicznych.

Naukowcy skupili sie réwniez na poprawieniu skutecznosci immunogenicznej badanych antygenéw.
W szczegdlnosci skupili sie na udoskonaleniu koncepcji szczepionki koniugatowej opartej na
lipopolisacharydzie dla antygendéw O z najczesciej wystepujacymi endemicznymi serotypami Shigella
(S. flexneri 1b, 2a, 3a, 6 i S. sonnei), dzieki czemu ostatecznie udalo im sie opracowac szczepionke
koniugatowa do wstrzyknie¢ zapewniajaca ok. 80% ochrone.

"ZastosowaliSmy multidyscyplinarng strategie oparta na najnowszej wiedzy z zakresu glikochemii,
immunochemii, biofizyki i analizy strukturalnej, aby zidentyfikowa¢ syntetyczne oligosacharydy,
ktore imituja naturalny antygen”, wyjasnia prof. Sansonetti. Kontrolowana koniugacja do toksoidu
tezca wybranych haptendw oraz ocena in vivo uzyskanych glikokoniugatéw (S. flexneri 2a i 3a),
pozwolila dodatkowo zoptymalizowa¢ dlugos$¢ tancucha, koncowa reszte oraz gestos¢ ekspozycji.
Takie samo obiecujace podejscie multidyscyplinarne (cho¢ nieco mniej zaawansowane) jest obecnie
stosowane do SF1b, SF6 i S. sonnei.

W odniesieniu do szczepionek przeciw Shigella, naukowcy opracowali inne innowacyjne podejscie
zwane "uogdlnionymi modutami dla antygenéw btony komoérkowej" (GMMA). GMMA to czasteczki
zewnetrznej btony, ktére uzyskuje sie w wyniku modyfikacji genetycznej bakterii gram-ujemnych
w celu zwiekszenia naturalnego wyzwalania pecherzykow z ich powierzchni. GMMA to antygeny
powierzchniowe w ich naturalnym kontekscie i w zwiazku z tym zostaly zastosowane jako zrédto do
odkrycia i oceny nowatorskich antygenéw Shigella o wiasciwosciach odpornosci krzyzowej, a takze
nosnikow antygenu O. Z uwagi na to, ze GMMA pochodza z btony zewnetrznej, naturalnie zawieraja
stymulatory wrodzonej odpowiedzi odpornosciowej i sa wysoce immunogeniczne. Aby zastosowac
GMMA w szczepionce, naukowcy przeprowadzili genetyczna detoksykacje endotoksyny, starajac sie
zmniejszy¢ reaktywnosé immunologiczna. Ponadto opracowali wysokowydajny i ekonomiczny system
produkcyjny, dzieki czemu GMMA sa atrakcyjnymi kandydatami na szczepionki.

W odniesieniu do ETEC, wiele uwagi poswiecono ostabieniu endotoksycznosci, stymulacji
immunogenicznosci i zniwelowaniu reaktywnosci immunologicznej toksyny cieptostatej (ST). Ta
ostatnia to niewielki stabo immunogeniczny peptyd aktywujacy w komoérce cyklaze guanylowa, ktorej
ekspresja jest Scisle zwiazana z ostrymi postaciami biegunki ETEC.

Wiele uwagi poswiecono réwniez opracowaniu optymalnej drogi podania szczepionki, skupiajac sie
na preparatach do podawania pozajelitowego. Naukowcy zoptymalizowali powigzany adiuwant,
dzieki czemu wzmocnili dzialanie swoistych przeciwciat surowicy i sluzéwki. Monitorowali réwniez
odpowiedzi immunologiczne, a w szczegolnosci komoérki pamieci B, ktdre odgrywaja kluczowa role
W procesie wzmocnienia odpowiedzi w przypadku ponownego zakazenia.

Badania kliniczne

Po przedklinicznej walidacji w zwierzecych modelach immunogennosci zastosowano dobre praktyki
wytwarzania do produkcji partii dwdch prototypow szczepionek przeciw Shigellazas, ktore
z powodzeniem przeszly testy toksycznosci, co otworzyto droge do dwoch badan fazy 1. Badana te
mialy na celu zwalidowanie pierwszego syntetycznego koniugatu opartego na weglowodanie przeciw
S. flexneri 2a (SF2a-TT15,) oraz kandydata przeciw S. sonnei opartego na GMMA (1790GAHB,).
Badanie GMMA zostato zakonczone i wykazato, ze GMMA byly dobrze tolerowane i wywotywaty
miana przeciwciat o tej samej wielkosci co tych obserwowanych po naturalnej ekspozycji na patogen.



Obecnie badaniom poddawany jest SF2a-TT15

Partnerzy projektu przewiduja, ze pelne wyniki badania beda dostepne w pierwszym kwartale 2017 r.
W obu przypadkach udato sie skutecznie wprowadzi¢ nowatorskie analizy immunomonitorowania.

Podsumowujac, multidyscyplinarna wiedza fachowa badania STOPENTERICS odegrata kluczowa
role w procesie projektowania, opracowywania i badania klinicznego tych nowatorskich szczepionek
przeciw patogenom jelitowym powodujacym powazne choroby.
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