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Numerous allergen and allergoid preparations are used in specific allergen
immunotherapy. In real life it may be difficult to assess differences between
various allergy vaccines based on drug labels and data supplied by
manufacturers. Vaccine standardization is another issue, because every
manufacturer utilizes in-house units. Many allergists make their choices based
on subjective experience. This review might be helpful in understanding
meanders of standardization and points out major issues important in vaccine
selection.

Alergolodzy maja dzis dostep do bardzo wielu szczepionek i wyciggow
alergenowych. Lekarzom praktykom, korzystajacym zwykle z informaciji
pochodzacych z przemystu farmaceutycznego czesto jest trudno ocenié
réznice pomiedzy poszczegolnymi preparatami stosowanymi

w immunoterapii swoistej. Podobnie wiekszos¢ lekarzy ma zasadnicze
ktopoty z porownaniem jednostek standaryzacji szczepionek oraz ilosci
alergenu gtéwnego, ktéry sie w nich znajduje.

Czesé informaciji na ten temat otrzymujemy od producentéw, czesé
pochodzi z literatury, a bardzo czesto w wyborze szczepionki kierujemy
sie subiektywnym doswiadczeniem. Niniejszy artykut jest proba
wskazania elementow, ktére moga by¢ wazne podczas doboru preparatu
do immunoterapii swoiste;j.

Pawliczak R.: Dob6r skutecznej szczepionki — rola alergenow gtéwnych. Alergia, 2008, 1: 10-13

Wstep

Skuteczno$¢ immunoterapii swoistej w astmie i alergicznym niezycie nosa jest dobrze
udokumentowana zaroéwno dzigki kontrolowanym badaniom klinicznym jak i danym
uzyskanym z duzych meta-analiz (1). Podobnie mechanizm immunoterapii swoiste;j
zwigzany z hamowaniem aktywnosci limfocytow Th2 i zwiekszeniem aktywnosci
limfocytow Th1 nie budzi dzis watpliwosci (2-4). Jedng z komorek, ktdre spetniajg
zasadniczg role w tym procesie sg epitopowo-swoiste limfocyty T regulatorowe (TRegs),
ktére wytwarzajg szereg cytokin (m.in. IL-10 i TGF-) odpowiedzialnych za wywotywanie
zjawiska obwodowej toleranc;ji limfocytow (4). W procesie tym zaangazowanych jest takze
szereg czgsteczek znajdujgcych sie na powierzchni limfocytéw takich jak CTLA-4 , PD-1,
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czy receptor histaminowy H2(2) . Pomimo dtugoletniej historii immunoterapii swoistej

do dzis nie ma dobrze udokumentowanych badan poréwnujgcych skutecznos¢ mieszanek
wyciggow alergenowych z preparatami zawierajgcymi jeden alergen. Pojawito sie ostatnio
kilka badan in vitro porownujgcych wyciggi alergenowe i szczepionki zwierajgce
modyfikowane chemicznie alergeny (alergoidy).

Kazdy z producentdéw szczepionek stosuje wtasne jednostki, w ktorych wyraza site
wyciggu alergenowego. Standaryzacja szczepionek stosowanych w immunoterapii, mimo
oczywistej potrzeby jest ciggle przedmiotem dyskusji.

Wiekszosc¢ alergologdw, na co dzien stosujgcych immunoterapie swoistg wydaje sie by¢
zagubiona w ggszczu pojec i jednostek. Niniejszy artykut jest probg przedstawienia
mozliwosci przed ktorymi staje dzis lekarz alergolog wypisujgcy recepte na szczepionke

a takze przedstawia zasadnicze elementy zwigzane ze standaryzacjg szczepionek.

Historia wyciagow alergenowych

Immunoterapia alergenowa ma dtugg historie. Pierwszy raz zostata zastosowana w 1911
roku przez Noona, ktéry takze tez po raz pierwszy wprowadzit proby jej standaryzaciji.

Noon arbitralnie ustalit, ze 1 g pytku to milion jednostek Noona. Tak wiec 1g
pytku poddany ekstrakcji w 10 ml plynu ekstrakcyjnego zawiera 100 000
jednostek Noona/ml.

Odkrycie IgE w 1967 spowodowato wprowadzenie metod analitycznych do standaryzacji
wyciggow alergenowych. W potowie lat siedemdziesigtych powstat dunski program
standaryzacji alergenow, ktorego skutkiem byto opracowanie Nordic Guidelines, ktére
byty pierwszym dokumentem ustalajgcym zasady standaryzacji. W latach
dziewie¢dziesigtych podobne zasady zostaty przyjete przez Swiatowg Organizacje
Zdrowia (5).

W Stanach Zjednoczonych funkcjonuje inny model standaryzacji, gdzie agencja
regulatorowa (FDA) jest zrodtem standardéw alergenowych dla wszystkich producentow,
ktérzy tworzg wewnetrzne standardy w oparciu o poréwnanie testow skérnych ze
standardami FDA (6).

Dlaczego szczepionki wymagaja standaryzaciji?

Szczepionki stosowane w immunoterapii swoistej powstajg z naturalnych surowcéw.
Naturalne pytki charakteryzujg sie rézng zawartoscig alergenu gtéwnego.

| tak gram pytku ambrozji zawierat w 1980 roku od 586 do 788 mikrograma Amb a1,

a w roku 1992 zawierat zaledwie 254-365 ug Amb a 1, a wiec tylko potowe.

Zawartosc¢ alergenow (w tym alergenu gtéwnego) w materiale pochodzgcym z jednego
zrodta moze sie istotnie rozni¢ w zaleznos$ci od sezonu. Materiat biologiczny z ktérego
otrzymujemy szczepionki i wyciggi do testéw skérnych jest mieszaning rozmaitych
alergendw. llos¢ alergenu gtdwnego (przeciwko ktéremu przeciwciata wykryto testem
skérnym lub metodami diagnostyki in vitro) moze réznic sie takze pomiedzy seriami
surowcow. Zalezy to od zrodta surowcow, czasu produkcji, metody pozyskania itp. Warto
pamietaé, ze alergeny sg biatkami, ktére przechowywane w temperaturze pokojowej sg
szybko rozktadane przez enzymy proteolityczne. W procesie produkcji uzyskuje sie
szczepionke, w ktérej zawarto$¢ alergenu gtownego lub biologiczna skutecznos¢ powinna
by¢ mozliwie zblizona pomiedzy r6znymi opakowaniami tej samej szczepionki.

Ponadto wiekszos¢ szczepionek i wyciggdéw alergenowych charakteryzuje sie
konieczno$cig stosowania kilku rozcienczen tej samej szczepionki, ktére sg podawane
kolejno podczas dochodzenia do dawki podtrzymujgcej. Pewnosc¢, ze stosujemy
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okreslone ilosci alergenu gtéwnego lub roztwor wywotujgcy przewidywalny skutek
biologiczny moze tylko zosta¢ uzyskana w wyniku standaryzacji szczepionek.
Najczestsze dziatania niepozgdane immunoterapii swoistej powstajg podczas zmiany
stezenia stosowanego preparatu lub podczas podania dawki z nowego opakowania
szczepionki (7). Istniejg dowody pochodzgce z niewielkich badan obserwacyjnych
wskazujgce na istotne znaczenie pochodzenia szczepionki oraz standaryzacji i kontroli
jakos$ci preparatu we wptywie na liczbe dziatan niepozgdanych wystepujgcych podczas
immunoterapii swoistej (8, 9). Rdznice te wskazujg wyraznie na koniecznos$¢ zwrdcenia
uwagi na standaryzacje szczepionek.

Skutecznos¢ swoistej immunoterapii w duzym stopniu zalezy od kumulacyjnej
dawki alergenu, ktéry otrzymuje pacjent w czasie odczulania. Standaryzacja
szczepionki zapewnia wiec nie tylko bezpieczenstwo ale takze skutecznosé
odczulania.

Od poczatku lat osiemdziesigtych Miedzynarodowa Unia Towarzystw Immunologicznych
(IUIS — International Union of Immunological Societies) wspdlnie ze Swiatowg
Organizacjg Zdrowia stworzyty standardy alergenowe dla brzozy, tymotki, ambrozji,
roztocza i psa. Ostatnio IUIS wraz z WHO oraz Unig Europejskg stworzyty projekt majgcy
na celu otrzymanie standaryzowanych materiatow, ktére mogg zostac uzyte

do poréwnania i standaryzacji szczepionek alergenowych. Standardy te nigdy nie weszty
w zycie i w praktyce niewielu producentéw szczepionek w Europie oficjalnie informuje

o ich stosowaniu.

Obecnie pod egidg Unii Europejskiej wspdlnie z instytutami naukowymi i przemystem
farmaceutycznym prowadzony jest projekt CREATE, jego celem jest rozwoj
certyfikowanych, referencyjnych materiatow sktadajgcych sie z naturalnych
oczyszczonych lub rekombinowanych alergenéw gtéwnych oraz walidacja istniejgcych
metod stosowanych do pomiarow alergendw gtoéwnych (10).

Standaryzacja szczepionek alergenowych jest wykonywana przez kazdego producenta
indywidualnie dzieki zastosowaniu wewnetrznych standardow (IHRP — in house reference
preparation).

Standaryzacja ta odbywa sie na dwoch drogach:

e in vivo np. przez porownanie reakcji na serie szczepionki do reakcji na standard
wewnetrzny przy uzyciu testow skornych u wybranej odpowiednio licznej grupie
pacjentow lub ochotnikéw

e ocene stezenia alergenu gidbwnego w szczepionce w masowych jednostkach
absolutnych (np. mikrogramach / ml), in vitro.

Zasady standaryzacji szczepionek miedzy seriami:

* identyczny sktad alergenowy

» stale stezenia poszczegdélnych alergenéw gtéwnych
» stala sita alergenowa szczepionek

Stezenie alergenu giéwnego

Spetnienie wszystkich trzech warunkow jest niezbedne, nie tylko ze wzgledu

na koniecznos¢ zapewnienia bezpieczenstwa i skutecznosci immunoterapii swoistej.
Szeroko akceptowanym jest fakt, ze dawka podtrzymujgca alergenu gtdwnego powinna
wynosi¢ od 5 do 20 mikrograméw, bez wzgledu na to jaki rodzaj alergenu jest stosowany
w szczepionce (6, 11).
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Istnieje szereg dobrze udokumentowanych badan sugerujgcych ten zakres dawki
podtrzymujgcej dla chwastow, traw, roztoczy, i alergenu kota. Stosowanie takiej dawki
skutecznie zmniejsza skale objawow klinicznych. Jak wida¢ zakres dawki
podtrzymujgcej jest bardzo szeroki. Badania ankietowe w srodowisku praktykujgcych
alergologow USA wykazaty, ze dawki podtrzymujgce stosowane w praktyce i zalecane
przez lekarzy wahajg sie od kilkudziesieciu BAU do kilku tysiecy BAU. Najnizsze dawki
amerykanscy alergolodzy stosujg w czasie odczulania szczepionkami zwierajgcymi
alergen kota, a najwyzsze w przypadku tymotki. Dlatego tez, stezenie alergenu gtéwnego
jest wazng informacjg i powinno by¢ mierzone w kazdej serii szczepionek. Czy stezenie
alergenu gtéwnego jest najwazniejszym elementem decydujgcym o skuteczno$ci
szczepionki lub wyciggu alergenowego? Wydaje sie, ze w duzym stopniu tak, warto
jednak pamietac, ze pewng role w immunoterapii spetniajg rowniez pozostate alergeny
mniejsze wchodzgce w sktad wysiegu alergenowego.

Samo stezenie alergenu gtdwnego nie moze by¢ poréwnywane pomiedzy preparatami
pochodzgcymi od réznych producentéw poniewaz stosujg oni rézne przeciwciata

(a czesto takze rozne systemy wskaznikowe).

Wydaje sie, ze najblizej rzeczywistosci znajdujg sie porownania wykorzystujgce jednostki
biologiczne. Standardy Europejskiej Akademii Astmy, Alergii i Immunologii Klinicznej
wyraznie wskazujg na celowe podawanie stezenia alergenu gtdbwnego w jednostkach
masy - pg/ml, wskazujg jednak na fakt, ze poréwnanie oznakowania réznych
producentow moze by¢ niemozliwe z powodu réznic w testach i technikach pomiaru
stezenia alergendéw gtéwnych (11).

Sita alergenowa szczepionki (ang. allergen vaccine
potency)

Parametr ten oznacza site oddziatywan pomiedzy wszystkimi epitopami alergenéw
zawartych w szczepionce a przeciwciatami klasy IgE. Pomiar odbywa sie testem
zahamowania RAST, testami immunoenzymatycznymi lub testem uwalniania histaminy
z bazofiléw. Ten ostatni test, ze wzgledu na konieczno$¢ dostepu do swiezej krwi
pochodzgcej od pacjentéw atopowych oraz trudnosci standaryzacyjne jest rzadko
stosowany.

o Giéwng metodg oceniajgca site alergenowg szczepionki in vivo jest wykonanie
testow skornych w wybranej grupie ochotnikow, co po porownaniu srednich Srednic
babla pomiedzy testowanymi preparatami lub poréwnaniu ich od bgbla uzyskanego
po podaniu histaminy pozwala na ocene sity alergenowej szczepionki.

* Metoda standaryzacji IDSOEAL, polega na ocenie kolejnych stezen wyciggu
alergenowego i ustaleniu stezenia, ktore powoduje bgbel o sumie srednic
wynoszgcej 50 mm po podaniu $rédskérnym (12). Badanie przeprowadza sie
metodg trzykrotnych rozcienczen roztworu alergenowego podajgc srodskornie
objeto$é 0,05 ml 15-20 uczulonym pacjentom. Srednie stezenie powodujgce rumien
o sumie srednic 50 ml arbitralnie otrzymuje stezenie 100 000 BAU/mI (bioequivalent
allergy unit).

e Inng metodg (Nordic Metod) jest jednostka HEP (Histamine equivalent by prick
testing) — roztwor alergenowy powodujgcy bgbel o identycznej Srednicy jak babel
wywotany przez reakcje na siarczan histaminy w stezeniu 10 mg/ml, ma 1000 BAU
(biological unit; jednostek biologicznych).

o Amerykanska agencja lekow i zywnosci (FDA) zaleca stosowanie jednostek BAU.
Metody biologiczne oceny sity alergenowej roztworéw szczepionek sg trudne, nie
mniej jednak sg prawdopodobnie najlepszg metodg standaryzacji szczepionek.
Metody in vitro mogg zaledwie by¢ uzupetnieniem metod biologiczne. Sposréd nich
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immunoblotting, elektroforeza dwuwymiarowa oraz RAST i ELISA znajdujg
zastosowanie w kontroli jakosci szczepionek i wyciggow alergenowych.

Modyfikacje szczepionek

Zasadniczym problemem spotykanym podczas stosowania immunoterapii w praktyce
klinicznej sg objawy niepozgdane miejscowe i ogdlne.

Warto przypomnieé, ze srednia czestos¢ wystepowania objawéw niepozadanych
wynosi jedno zdarzenie na 14 iniekcji szczepionki a zgon w przebiegu
immunoterapii swoistej wystepuje z czestoscig 1 na 2 540 000 podanych dawek .

Wiekszos$c¢ dziatan niepozgdanych pojawia sie w ciggu pierwszych trzydziestu minut

po otrzymaniu zastrzyku, zwykle sg to objawy miejscowe w postaci jest to rumienia,
obrzeku, $wigdu skory. Skuteczna immunoterapia swoista jest zwigzana ze
zmniejszeniem wytwarzania slgE, zwiekszeniem powstawania IgG (prawdopodobnie
lgG4) oraz poprawg kliniczng, ktéra jest najwazniejszym miernikiem skutecznosci
immunoterapii swoistej. Wiekszos¢ miejscowych i lokalnych dziatan niepozgdanych
immunoterapii jest zaleznych od dziatania przeciwciat IgE. Jak tego unikng¢? Producenci
szczepionek powszechnie stosujg kilka sposobow. Jednym z nich jest niezwykle
rygorystyczna standaryzacja (zwykle dzieki zastosowaniu jednostek biologicznych) oraz
stosowanie powolnego wzrostu stosowanych stezen i koncowej dawki alergenu
gtdbwnego. Innym jest stosowanie modyfikacji chemicznej alergenu. Wreszcie jeszcze inng
strategig postepowania jest stosowanie odczulania klasterowego lub technik typu rush lub
ultra-rush. Ostatnio, techniki biologii molekularnej pozwolity na uzyskanie alergenow
rekombinowanych, ktérych budowa chemiczna moze by¢ modyfikowana odpowiednim
doborem skfadu aminokwasowego.

Modyfikacja struktury trzeciorzedowej alergenu dokonywana przez zastosowanie
formaldehydu zostata wprowadzona do alergologii na poczatku lat siedemdziesigtych
przez Marsha i wspotpracownikéw (13, 14). Tak otrzymane substancje noszg nazwe
alergoidow. Majg wysokg mase czgsteczkowg. Obecnie zamiast formaldehydu stosuje sie
zwykle aldehyd glutarowy. Taka modyfikacja powinna odstania¢ determinanty tgczgcych
sie z receptorami limfocytow a zmniejsza¢ dostepnos¢ epitopoéw oddziatywujgcych z IgE.
W zwigzku z powyzszym alergoid miatby potencjalnie w wiekszym stopniu wiasciwosci
wptywajgce na modyfikowanie funkcji limfocytéw T, a w mniejszym stopniu w poréwnaniu
z wyciggami alergenowymi reagowatby z IgE. Powinno to zwieksza¢ bezpieczenstwo
immunoterapii alergoidami. Nie ma duzych badan klinicznych poréwnujgcych
bezpieczenstwo i skutecznosc alergoidéw i wyciggow alergenowych. Analiza bazy danych
PubMed wskazuje jednak na fakt, ze wiekszos¢ opublikowanych randomizowanych

i zaslepionych badan klinicznych dotyczgcych immunoterapii swoistej dotyczy alergendw,
a nie alergoidow (relacja 10:1).

Dane pochodzgce z niemieckiego Paul-Ehrlich Institute wskazujg jednoznacznie

na podobng liczbe dziatan niepozgdanych w przypadku alergoidéw i wyciggdéw
alergenowych na przestrzeni lat obserwacji 1991-2000.

Tak wiec dostepne w chwili obecnej badania wskazujg, ze stosowanie alergoidow moze
nie by¢ bardziej bezpieczne niz wyciggow alergenowych. Wydaje sie takze, ze
modyfikacja chemiczna alergenéw moze niekiedy prowadzi¢ nie tylko do pozgdanego
zmniejszenia alergenowosci ale takze do skutkujgcego zmniejszeniem skutecznosci
dziatania spadku immunogennosci (15). Zmiana organizacji przestrzennej alergenu
podczas modyfikacji chemicznej moze takze utrudnia¢ lub uniemozliwia¢ okreslenie
stezenia alergenu gtbwnego w preparacie stosowanym w immunoterapii, co utrudnia
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ocene dawki kumulacyjnej alergenu. Dane, Zze zjawisko to ma znaczenie kliniczne
pochodzg z badan kontrolowanych (16, 17). Wazng rzeczg jest podkreslenie, ze
wiekszos¢ wspotczesnie stosowanych technik stuzgcych do standaryzacji alergenéw nie
moze zosta¢ bezposrednio zastosowana do szczepionek zawierajgcych alergoidy. Dla
szczepionek takich zaleca sie oceny posrednie oraz analize sktadu alergenowego

na poszczegolnych etapach produkcji. Wskazane bytoby wykonanie duzych badan
klinicznych, ktore bezposrednio (head-to-head) poréwnywatyby skutecznosc

i bezpieczenstwo stosowania alergenow i alergoidéw.

Alergeny rekombinowane w immunoterapii

Z praktyki klinicznej wynika, ze wiekszos¢ pacjentdow wytwarza przeciwciata klasy IgE
skierowane tylko przeciwko ograniczonej liczbie alergendw, zwanych alergenami
gtébwnymi (ang. major allergens) wynikneta koncepcja otrzymania alergenéw gtéwnych
metodami biologii molekularnej i zastosowania ich w diagnostyce i terapii.

Pierwszym rekombinowanym alergenem byt Der p1 otrzymany przez Thomasa i wsp.

w komorkach bakteryjnych (18). Obecnie istnieje caty szereg szczepionek alergenowych
opartych na alergenach rekombinowanych ocenianych w badaniach klinicznych (19).

W wiekszosci przypadkow struktura alergenéw rekombinowanych stosowanych w tych
szczepionkach nie rézni sie istotnie od wystepujacych alergendéw naturze. Potencjalnie
istnienie alergenoéw rekombinowanych umozliwia diagnostyke epitopowg pacjentéw oraz
dobor szczepionki zawierajgcej wytgcznie te epitopy, przeciwko ktérym pacjent wytwarza
swoiste IgE (20). Szczepionki te znajdujg sie w fazie badan klinicznych i brak jest
dotychczas nawet wstepnych badan oceniajgcych ich przewage nad wyciggami
alergenowymi czy alergoidami. Mozliwosci otrzymywania alergenow rekombinowanych
pozwalajg na praktycznie dowolne modyfikacje sktadu aminokwasowego tych czgsteczek.
Tak wiec stanowig prostg droge do otrzymywania alergenow zawierajgcych wytgcznie
epitopy wigzace sie z receptorami limfocytow T i nie wchodzgce w interakcje z IgE.
Potencjalnie wiec pozwala to na uzyskanie szczepionek alergenowych
charakteryzujgcych sie duzym bezpieczenstwem i skutecznoscig poréwnywalng

do wyciggdéw alergenowych czy alergoidow. W chwili obecnej zasadniczym elementem
ograniczajgcym zastosowanie rekombinowanych alergendw praktyce jest ich wysoka
cena, ktéra zapewne zmniejszy sie wraz z rozpowszechnieniem ich zastosowan.

Podsumowanie

Alergolog ma dzis przed sobg szeroki wybér preparatow do immunoterapii
swoistej. Wydaje sie, ze najwazniejszym elementem, ktéry powinien decydowacé
o wyborze szczepionki jest jej jakos¢. Standaryzacja szczepionek a szczegodlnie
pewnos¢ tego samego sktadu alergenowego i takiej samej aktywnosci
biologicznej powinna by¢ zasadniczym elementem decydujagcym o wyborze
preparatu. Od standaryzacji szczepionki zalezy jej bezpieczenstwo

i skutecznosé.
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