Poordvaktsinoloogia ja
struktuuribioloogia:
uued votted vaktsiiniarenduses

Rein Sikut?

Klassikalised pohimotted vaktsinoloogias formuleeris 19. sajandi 16pul L. Pasteur. See
on andnud meile vaktsiine 27 haigustekitaja vastu ning viinud paljude nakkushaiguste
leviku olulise vihenemiseni, rougete puhul isegi tdieliku kadumiseni. Siiski on hulk
iile maailma levivaid haigusi, mille vastu pole suudetud seni kasutatud meetoditega
vaktsiini saada. Voib 6elda, et klassikalise vaktsinoloogia voimalused on praeguseks
ennast ammendanud ja vajadus uute strateegiate jirele on ilmselge. Molekulaarbio-
loogia areng on viimastel aastatel andnud konkreetseid viljundeid uute vaktsiinide
saamisel. Genoomika véimalusi kasutades on haigustekitajatest voimalik kiiresti
leida seni tundmata antigeene, mis on sobivad vaktsiini tegemiseks. Haigustekitaja
genoomi uurimisest saadud info kasutamist vaktsiiniantigeenide leidmiseks nimeta-
takse kokkuvdtlikult poordvaktsinoloogiaks. Artiklis on ldhemalt vaadeldud, kuidas
poordvaktsinoloogiat kasutati meningokokk B vastase vaktsiini loomisel. Samuti on
selgitatud struktuuribioloogia rolli seni kdttesaamatuks jadinud vaktsiinide arenda-

misel v6i olemasolevate vaktsiinide paremaks muutmisel.

Tartus médda Vanemuise tdnavat jalutades
vOib Vanemuise ja Riia tdnava vahelisel
alal tihe tlikoolile kuuluva hoone katusel
margata kirja ,Omicum® Tavakodanikule
ilmselt tdiesti arusaamatuks jadva tdhendu-
sega silt, veidi rohkem asjasse piithendatud
teavad, et see lithend koondab enda alla
praegusaja molekulaarbioloogias kiiresti
arenevaid siisteemseid analiitisimeetodeid:
genoomika, proteoomika, gliikoomika,
metaboloomika jt. Veelgi vihem teatakse
aga sellest, mida on reaalselt need ,,oomikad”
andnud praktilisele meditsiinile, kas tildse
on andnud. V&i on need siiski midagi sellist,
millest ehk kunagi kaugemas tulevikus
kasu voiks olla.

Artikli eesmirk on vaadelda, kuidas
genoomika on aidanud kaasa uute vakt-
siinide arendamisele, ja selgitada, mis on
poordvaktsinoloogia (ingl reverse vaccino-
logy) ning mille poolest erineb see klassika-
lisest vaktsinoloogiast. Tutvustatud on ka
struktuuribioloogia rolli uute vaktsiinide
arendamisel.

Praeguseks on suudetud luua vaktsiine
27 nakkushaiguse ennetamiseks. Kdik need
vaktsiinid on kas viiruslike v6i bakteriaal-
sete haiguste vastu. Uhegi parasitaarhaiguse
vastu praegu veel litsentseeritud vaktsiini

ei ole, kuid vdga ldhedal ollakse esimese
malaariavaktsiini kasutusloa saamisele.
Vaktsineerimine praeguses moistes sai
alguse juba 18. sajandi 16pul réugeviiruse
vastu ja seda ajal, kui haigustekitajat ennast
veel ei tuntudki. Sajand hiljem, kui avastati,
et nakkushaigusi pohjustavad mikroorga-
nismid, formuleeris Louis Pasteur klassika-
lised vaktsinoloogia pohireeglid (1). Need
seisnevad haigustekitaja kindlakstegemises,
tema kultiveerimises ja sellele jirgnevas
ndrgestamises voi inaktiveerimises ning
saadud materjaliga organismis immuun-
vastuse esilekutsumises (vt joonis 1). Sellist
empiirilist meetodit on kasutatud peaaegu
muutumatul kujul ligi 200 aastat ja nii on
paljude haiguste vastu saadud vdga tohusad
vaktsiinid. Praegu, mil molekulaarbioloogia,
valkude keemia ja biotehnoloogia on teinud
suuri edusamme, ei suudeta aga ikka veel
luua vaktsiine hulga iile maailma levivate
nakkushaiguste vastu, olgu siinkohal nime-
tatud HIV, kopsutuberkuloos, Dengue viirus,
respiratoorne slintsiitsiaalne viirus.
[Imselt on klassikaline késitlusviis vakt-
sinoloogias ennast ammendanud ja tarvis on
uusi. Esimene suurem labimurre seni kasutatud
metoodikas oli komponentvaktsiinide (tuntud
ka kui allithikvaktsiinid, ingl subunit vaccines)
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kasutuselevott 1980. aastatel. Kuna koiki
patogeene pole vdimalik in vitro tingimustes
kultiveerida (nt B-hepatiidi viirus), siis otsiti
muid lahendusi. Mdisteti, et alati polegi vaja
kasutada patogeeni tervikuna, vaid piisab ka
patogeeni valitud komponentide kasutamisest
kaitsva immuunvastuse saavutamiseks. Nii
loodi B-hepatiidi (HepB) vaktsiin (1986. a) ja
papilloomiviiruse (HPV) vaktsiinid (2006. a),
kus vaktsiini koostises on {iksainus kompo-
nent neist viirustest (vastavalt kas HepB
pinnaantigeen HBsAg voi HPV kapsiidi valk
L1D). Siia gruppi kuuluvad ka atsellulaarne lika-
kohavaktsiin, kus kasutatakse tiht kuni mitut
antigeenset komponenti ldkakoha bakterist,
samuti difteeria ja teetanuse vaktsiinid, kus
antigeeniks on iiksainus komponent (keemi-
liselt inaktiveeritud toksiin ehk toksoid)
kummastki bakterist. Nende vaktsiinide
tdnapdevasel tootmisel ei pea kultiveerima
haigustekitajat ennast, sest valitud kompo-
nente saab toota hoopis rakukultuuride
abil. Ndidetena voib tuua parmirakkude abil
toodetava B-hepatiidi pinnaantigeeni voi siis
teatud liiki liblika (Trichoplusia ni ehk pintsel-
00lane) roovikutest parinevate rakkude abil
toodetava HPV kapsiidivalgu L, kuhu sobiva
vektori abil sisestatakse soovitud antigeeni
kodeeriv geen. Rakukultuur toodab sisse-
viidud geeni info pdhjal vaktsiiniantigeeni,
kust see eraldatakse ning vajaliku astmeni
puhastatakse.

Komponentvaktsiinide kasutuselevott ei
olnud siiski pohimétteliselt uus kasitlusviis,

Patogeeni

isoleerimine

Patogeeni
kultiveerimine

Patogeeni komponentide,
néiteks toksiinide, kapsulaarsete
poliisahhariidide, pinnaantigeenide
eraldamine voi tootmine
geenitehnoloogia abil

Patogeeni
norgestamine
(koekultuuris
passeerimine)

H

Immunogeensuse
ja kaitse uurimine
katseloomadel

|

Immunogeensuse,
ohutuse ja tohususe
kliinilised uuringud

(1, I1ja 11l faas)

4

Joonis 1. Vaktsiinide saamise klassikaline kasitlus, mis on andnud praeguseks

vaktsiine 27 haigustekitaja vastu.

see oli pigem tehnilist laadi uuendus, mis sai
voéimalikuks tdnu biotehnoloogiliste meeto-
dite taiustumisele. Voib oelda, et eelmise
sajandi 16puks, selle sajandi alguseks olid
klassikalise, Louis Pasteur’i paika pandud
pdhimotete jargi kdik vaktsiinid tehtud,
mida vdimalik teha oli. Eeltoodud ndited
HepB ja HPV vaktsiini tegemise kohta on
edulood, sest nende patogeenide puhul
oli kerge dra arvata vaktsiini tegemiseks
sobivaid sihtmarke, mida insnergeneetika
meetodite abil oli lihtne toota. Alati ei
ole aga see lihtne ja alljirgnevate ndidete
varal on selgitatud, millised probleemid
on vaktsiinide tegemisel iiles kerkinud ja
milliseid pdhimotteliselt uusi teid nende
lahendamisel praegusel ajal kasutatakse.

MENINGOKOKK B (MenB)
VAKTSIIN: ESIMENE SAAVUTUS
POORDVAKTSINOLOOGIA
RAKENDAMISEL
Meningokokknakkus on pohjustatud
bakterist Neisseria meningitidis. Bakterit
imbritseb komplekssetest poliisahharii-
didest koosnev kihn ehk kapsel, mis on
oluline bakteri ellujddamiseks veres, sest
see takistab komplemendi vahendatud
tstitotoksilist reaktsiooni (2). Kapsulaarsete
poliisahhariidide struktuur miarab éara,
millisesse serogruppi bakter kuulub. Kokku
eristatakse 13 meningokoki serogruppi,
inimesele patogeensed on neist kuus: A, B,
C, Y, W135 (3) ning ka viimasel ajal leitud
serogrupp X (4).

Meningokokivastastes vaktsiinides
kasutatakse antigeenina puhastatud kapsu-
laarseid poliisahhariide, mille vastased
antikehad kdivitavad tdhusa komplemendi
vahendatud tsiitotoksilisuse reaktsiooni. Sel
moel on saadud vaktsiinid meningokoki A,
C, Y ja W135 serogrupi vastu. B-serogrupi
kapsulaarne poliisahhariid koosneb aga
poliisiaalhappest, mis sarnaneb iihe inimese
rakkude pinnal oleva gliikoproteiiniga
(N-CAM, neural cell adhesion molecule).
Seetottu on tegemist potentsiaalse autoan-
tigeeniga, mis on vihe immunogeenne ja
mille vastu antikehi normaaljuhul ei teki (5).

Klassikaline vaktsinoloogia ei ole seetdttu
andnud tulemusi MenB-vastase tohusa vakt-
siini loomisel, vajadus selle jarele aga on.
USAs pohjustab B-serogrupp kolmandiku
meningokoki juhtumitest (6), Euroopas vdib
see paljudes riikides olla kuni 90% (7). MenB-
vastase vaktsiini tegemisel voeti appi genoo-
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mika. Neisseria meningitidis’e genoom sekve-
neeriti tdispikkuses, sest genoomi jarjestus
annab infot koikide valkude kohta, mida
vastav organism on vdimeline tootma (8).
Genoomi jarjestusanaliilis nditas tile 2000
potentsiaalse valkantigeeni olemasolu.

Kuna meningokoki vastu on vajalik
vaktsineerimise abil saavutada humoraalne
immuunsus (antikehad), siis analiilisiti
saadud jarjestusi bioinformaatika meeto-
ditega ning valiti vidlja antigeenid, mis on
eksponeeritud patogeeni vilispinnal vdi on
sekreteeritavad (kuna bakteri sisemuses
olevad antigeenid pole antikehadele kétte-
saadavad). Tulemus nditas 570 sekretoorse
vOi pinnaantigeeni olemasolu. Saadud geeni-
jarjestused klooniti, viidi sobivate vektorite
abil E.coli bakterisse ja bakterikultuuri
abil toodeti vastavad antigeenid edasiseks
uurimiseks. Sel moel dnnestus edukalt toota
350 erinevat valkantigeeni.

Vaktsiini jaoks sobivate sihtméarkide
valjaselgitamiseks immuniseeriti katseloomi
(hiired) eraldi kéigi puhastatud antigeeni-
dega ning tekitati igatihe vastu eraldi anti-
seerumid. Saadud antiseerumeid testiti in
vitro komplemendi vahendatud bakteritsiid-
suse testis, mis tdhendab, et uuriti, millised
antiseerumid koos komplemendislisteemi
valkudega olid koige tdhusamad baktereid
ltitisima. See test on tuntud kui meningo-
kokivastast immuunkaitset nditav korrelaat
inimesel. Nii leiti 28 antigeeni, mis kutsuvad
esile bakteritsiidsete antikehade tekke (9).

Jargmine samm oli saadud antigeeni
kandidaatide edasine pingeritta seadmine
konserveerituse jargi. Ehk lihtsamalt 6eldes
valiti vdlja need, mille jarjestus oleks vdima-
likult sarnane erinevatel MenB isolaatidel
ja tekkiv immuunvastus oleks véimalikult
laiapohjaline. Selleks kasutati MenB tlivede
kollektsiooni, mis oli ile maailma kokku
kogutud, ning uuriti valitud antigeenide
varieeruvust erinevates tiivedes. Lopuks
jaadi pidama kolmel tugevalt immuno-
geensel valgul: NHBA (Neisseria hepariini
siduv antigeen), NadA (neisseriaalne adhe-
siin A) ja fHbp (faktor H-d siduv valk).
Lisaks voeti veel kaks antigeeni, GNA 2091
ja GNA1030 (Genome-derived Neisseria
Antigen), mis osa parameetrite alusel samuti
sobisid. Tootmise lihtsustamiseks on moned
antigeenid kombineeritud liitvalkudeks
(fusion protein) ja vaktsiini I6ppkoostis on
jargmine: 50 pg NHBA-GNA1030 liitvalku, 50
pg GNA2091-fHbp liitvalku ja 50 pg NadA-d.

Patogeeni genoomijarjestuse maaramine

. 2

( Bioinformaatiline analiiiis: vaktsiiniks sobivate antigeenid

Koikide valkantigeenide kindlakstegemine )
e)

leidmine, immunogeensuse ennustamine

Kandidaatantigeenide tootmine in vitroja immunogeensuseD

protektsiooni uurimine katseloomadel

v

( Immunogeensuse, ohutuse ja tohususe kliinilised uuringud)

(1, I1ja 11l faas)

Joonis 2. Poordvaktsinoloogia pohiméotteline
skeem, mis praeguseks on andnud iihe konkreetse
tulemuse: meningokokk B vaktsiin sai Euroopas
kasutusloa 2012. aastal. Genoomi jarjestuse
analiiis nditas enam kui 2000 valkantigeeni
olemasolu, millest 570 olid potentsiaalselt sobivad
sihtméargid antikehadele (sekretoorsed voi
membraanseoselised valgud). Neist 350 antigeeni
dnnestus toota in vitro ja saadud antiseerumid
naitasid 28 antigeeni voimekust esile kutsuda
bakteritsiidseid antikehi. Vaktsiini Ioppkoostisse
valiti 5 antigeeni. Sel moel tehti kindlaks seni
tundmatud ja tugevalt immunogeensed vaktsiini
tarbeks sobivad sihtmargid.

Joonisel 2 on ndha MenB -vastase vaktsiini
loomise loogika ja etapid (viite nr 9 pdhjal).
Ulalkirjeldatud lihenemine vaktsiini
arenduses vbimaldas leida meningokoki
bakterist seni tdiesti tundmata antigeene,
saadud vaktsiin on tugevalt immunogeenne
ja kasutamiseks sobiva ohutusprofiiliga
ning suudab kaitsta enamiku maailmas
levivate MenB tiivede vastu. Kliinilistest
uuringutest saadud tulemused véimaldasid
Euroopa Ravimiametil (EMA) anda sellele
vaktsiinile kasutusloa aastal 2012.

STRUKTUURIBIOLOOGIA
MEETODID VAKTSINOLOOGIAS
Poordvaktsinoloogia voimaldab kill kind-
laks teha uusi vaktsiini jaoks sobivaid anti-
geene, kuid alati sellest ei piisa. See kehtib
eriti just viiruste kohta: enamiku viiruste
genoom on vaga vidike, nende jarjestused
ammu maidratud ning potentsiaalsed siht-
margid vaktsiini tegemiseks samuti teada,
kuid efektiivset vaktsiini ikka veel ei ole.
Olgu siinkohal niiteks HI-viirus (HIV-1)
jarespiratoorne siintsiitsiaalne viirus (RSV).
HIV-1 isoleeriti juba 31 aastat tagasi ja
selle molekulaarbioloogiat ja patogeneesi
mehhanisme on vdga pdhjalikult uuritud.
HIV genoom sisaldab 9 geeni, mis toodavad
16 valku. See on teada juba kaua aega, aga
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vaatamata sellele pole suudetud siiani luua
tihtegi toimivat profiilaktilist ega terapeu-
tilist vaktsiini. HI-viirust imbritseb lipiidne
membraan, mis parineb nakatunud rakust,
kust viirusosake védlja pungus. Viirust
timbritsevas membraanis paikneb timbrise
valk, mis koosneb viiruse Env-geeni maaratud
transmembraansest osast gp41 ja sellega
seonduvast rakuvilisest osast gp120. Need
valgud moodustavad membraanis kolmikuid
ehk trimeere ja need on absoluutselt vaja-
likud viiruse sisenemiseks rakku.
HIl-viiruse avastamisele jargnevatel
aastatel tundus, et vaktsiini saamine on
paari aasta klisimus, kuna umbes samal ajal
valminud B-hepatiidi komponentvaksiin
toimis véga efektiivselt, kui vaktsiini koos-
tisse viidi ainult hepatiidiviiruse pinnaan-
tigeen (HBsAg). Koik jargnevad katsetused
HIV-vaktsiiniga, kus kasutati antigeenina
ainult Env-geeni produkte ja mille soovitud
eesmirk oli kutsuda esile viirust neutralisee-
rivate antikehade teke, l16ppesid aga nurju-
mistega. Vaktsineeritutel antikehad kiill
tekkisid, kuid neil polnud mingit kaitsvat
moju nakatumise vastu (10, 11).
Praeguseks on saadud aru, et viirust neut-
raliseerivaid antikehi, mis on tohusad viga
laia valiku maailmas ringlevate Hl-viiruse
tiivede vastu (ingl broadly neutralizing
antibodies) osal HIV-nakkusega patsientidel
vdhesel méddral siiski tekib. Patsientidelt
on vastavad antikehad isoleeritud ja neist
on valmistatud monoklonaalseid antikehi
tootvad rakuliinid, mille abil on kindlaks
tehtud viiruse jaoks kriitilised seondumis-
kohad timbrisevalgul. Selline info on saadud
neutraliseerivate monoklonaalsete antike-
hade ja HIV-1 iimbrise valgu komplekside
rontgenkristallograafilisel analiiiisil. On
moistetud, et laia spektriga neutraliseerivate
antikehade esilekutsumiseks on vaja konst-
rueerida kunstlik immunogeen, mis sobivaid
struktuure immuunsiisteemile eksponeeriks.
Loodusliku antigeeni kasutamisel pole
vajalikud seondumiskohad (epitoobid) piisa-
valt hasti immuunsiisteemile eksponeeritud
vdi nad pole piisavalt immunogeensed. Prae-
gused joupingutused HIV-vaktsiini tegemisel
ongi peamiselt suunatud sobiva kunstliku
immunogeeni tekitamisele, mis kutsuks esile
laialt neutraliseerivate antikehade teket.
Valkude struktuuri kohta kdivat infot
kasutatakse ka RSV-vastase vaktsiini aren-
damiseks. RSV on alumisi hingamisteid
nakatav ning vaikelaste hospitaliseerimist

pohjustav viirus - tiks viimaseid laialt levinud
viiruseid, mille vastu vaktsiin puudub (12).
Vaktsiiniks sobiv sihtmérk on ilmselt viiruse
pinnal olev F-valk, mis sarnaselt HI-viiruse
Env-valguga moodustab trimeere ja on
vajalik viiruse rakku sisenemiseks. F-valgu
struktuuri ebastabiilsuse tdttu pole aga
voimalik muutmata kujul seda valku vaktsiini
koostises kasutada, sest antigeeni vidlja-
puhastamisel voi selle insenergeneetilisel
tootmisel rakukultuuride abil ei sdili anti-
geeni loomulik konformatsioon ja seetottu
ei teki viirust neutraliseerivaid antikehi.
Kasutades valgu rontgenkristallograafiast
saadud infot ja kombineerides seda insener-
geneetika vdimalustega, on konstrueeritud
uus stabiliseeritud konformatsiooniga anti-
geen, mille tdhusust hinnatakse kliinilistes
uuringutes (13, 14).

RSV-vastast vaktsiini katsetati esimest
korda juba 1960. aastatel, kuid formaliiniga
inaktiveeritud vaktsiin tekitas kiill viiruse
pinnavalkude vastu antikehi, kuid neil
ei olnud mingit neutraliseerivat toimet.
Vastupidi, mitteneutraliseerivad antikehad
hoopis suurendasid haiguse raskusastet neil
lastel, kes parast vaktsineerimist loodusliku
viirusega nakatusid (15). See oli oluline
signaal nditamaks, et klassikaline kéasitlus
vaktsinoloogias ei ole rakendatav koikide
patogeenide puhul.

Struktuuribioloogia meetodite kasuta-
mine vaktsinoloogias on muutumas iiheks
olulisemaks vdtteks seni kdattesaamatuks
jadnud vaktsiinide loomisel voi olemasole-
vate vaktsiinide paremaks muutmisel. Ka
universaalse gripivaktsiini loomisel kasu-
tatakse valkude struktuuri infol péhinevat
késitlust. Kindlaks on tehtud gripiviiruse
HA antigeeni konserveerunud piirkond,
mis looduslikul viirusel on viheimmuno-
geenne ja immuunvastus tekib eelistatult
immunodominantse, kuid viga muutliku
antigeeni osa vastu (16). Ka siin on vajalik
konstrueerida kunstlik immunogeen, mis
kutsuks esile universaalse immuunvastuse
gripiviiruse vastu ja kaoks vajadus iga-
aastase vaktsineerimise jarele.

Vaktsineerimispraktika on praegu oma
kolmanda aastasaja alguses, ja kui arutleda
selle tuleviku tile, siis on vaktsiiniarenduses
ndha selge suund fundamentaaluuringutest
tuleva info suurema kasutamise poole
vaktsiinide vdljatootamisel, mida nimeta-
takse ka vaktsiinide otstarbekohaseseks
loomiseks (rational vaccine design) ja mis on
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vaktsinoloogias ttha enam asendamas empii-
rilist kasitlust (17). See ei puuduta mitte
ainult neid vaktsiine, mida praegu veel pole,
vaid kiillalt ruumi on ka olemasolevate vakt-
siinide tdhusamaks muutmisel. Likakoha
levik maailmas vaatamata vaktsineerimisele
on Uiks ndide, kus vaktsiinide tohusust oleks
vaja suurendada. Viimasel ajal on kogunemas
andmeid, et levima on hakanud sellised
lakakoha bakteri tiived, kus moned vaktsiini
koostises olevad antigeenid (pertaktiin) on
kadunud inimpopulatsioonis ringlevatest
tiivedest (18). Uks véimalik lahendus oleks
siinkohal podrdvaktsinoloogia abiga leida
uusi vaktsiini antigeene. Ka pneumokoki-
vastaste vaktsiinide puhul oleks vaja leida
uusi antigeene, mis oleksid universaalsed
koikidele levinud serotiitipidele. Praegu
kasutusel olevad konjugeeritud vaktsiinid
pdhinevad pneumokoki serotiitibispetsiifi-
listel kapsulaarsetel poliisahariididel ning
sisaldavad 10 voi 13 (séltuvalt tootjast)
serotiilibi poliisahhariidseid antigeene.
Vajadus universaalse pneumokokivastase
vaktsiini jarele on olemas, et tagada kaitse
ka vaktsiinides mittesisalduvate serotiiii-
pide vastu. Uurimistéid sel suunal tehakse
palju, on identifitseeritud moningad bakteri
pinnal olevad valgulised antigeenid, nditeks
PspA ja PspC (19), ja ilmselt on aja kiisimus,
kunas vastavad vaktsiinid turule jéuavad.
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Autor ténab prof Ants Kurge TU molekulaar- ja rakubioloogia
instituudist ning dr Kadri Kéivumage TU Kliinikumist kasikirja
lilevaatamise ja tehtud markuste eest
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Autor tootab teadusnounikuna GSK Eesti OUs, mis on vaktsiinide
véiljatootamise ja turustamisega tegelev ettevote.

SUMMARY

Reverse vaccinology and structural
biology: new strategies in vaccine
development

Rein Sikut?

Basic rules in vaccinology were established
by L. Pasteur at the end of the 19th century.
This classical approach has delivered vaccines
against 27 different infectious agents and
has led to the reduction in several devas-
tating infectious diseases and eradication
of smallpox. However, there are numerous

diseases that have resisted the classical
approach in vaccinology. These are spreading
globally, and the need for innovative strate-
gies is obvious. Development of molecular
biology has already yielded tangible results
in vaccinology. A new approach, ,reverse
vaccinology,” uses genomic information to
identify antigens suitable for vaccine devel-
opment from any microorganism over a
short time frame. This article describes how
this method was used to develop a vaccine
against meningococcus B. It also explains
the role of structural biology in development
of vaccines refractory to existing efforts, as
well as in improvement of currently avail-
able vaccines.
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