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WSTEP

Pojecie szczepienia pojawito sie¢ ponad
200 lat temu, kiedy Jenner, po raz pierwszy,
podal wirusa ospy, aby zapobiec powstawa-
niu ospy prawdziwej. Przez ostatni wiek, roz-
woOj i powszechne uzycie szczepionek prze-
ciwko rozmaitym patogenom byt wielkim
triumfem nauk medycznych. Tak wielki po-
step w tej dziedzinie nie byl oczywiScie przy-
padkowy. Niewatpliwie ogromnie przyczynit
sie do niego burzliwy rozwoj, w ciagu ostat-
nich 15 lat, nowoczesnych technik biologii

molekularnej. Mimo to, nie ma skutecznej
szczepionki przeciw takim waznym choro-
bom pasozytniczym jak: malaria, leiszmanio-
za, toksoplazmoza, cryptosporydioza, schisto-
somoza czy fascjoloza. Wynika to ze zlozono-
Sci cyklu zyciowego i budowy pasozyta oraz
ze zlozonoSci oddzialywan miedzy pasozyta-
mi i ich zywicielami. Te czynniki powoduja,
ze skonstruowanie efektywnej szczepionki
przeciwpasozytniczej jest bardzo trudne.

RODZAJE SZCZEPIONEK

Stosowane obecnie technologie otrzymy-
wania antygenow do produkcji swoistych
szczepionek przeciwpasozytniczych umozli-
wiaja ich podzial na 4 grupy.

SZCZEPIONKI ZAWIERAJACE ZYWE ATENUOWANE
PATOGENY

Szczepionki takie zawieraja patogeny
poddane przypadkowej mutacji, indukowa-
nej przez niekorzystne warunki hodowli
i dlugotrwata selekcj¢ osobnikow, stale mo-
nitorowanych i selekcjonowanych pod ka-
tem zachowania antygenOw i zmniejszenia
ich zywotnosci. Wywoluja one niezwykle
wazna stymulacje miejscowa, istotna w po-
budzeniu uktadu odpornoSciowego bton Slu-
zowych. Jednakze ogranicza si¢ stosowanie
takich szczepionek, poniewaz istnieje oba-
wa odtworzenia inwazyjnej formy patogenu.
Na rynku dostepnych jest kilka tego rodzaju
szczepionek przeciwpasozytniczych, glownie

przeciwko chorobom wywotywanym przez
pierwotniaki, np. przeciwko toksoplazmozie
owiec, kokcydiozie kur (WEDRYCHOWICZ i WI-
SNIEWSKI 2003).

SZCZEPIONKI ZAWIERAJACE NATYWNE
(NATURALNE) ANTYGENY

W sktad ich wchodza wyizolowane an-
tygeny, najczeSciej powierzchniowe, lub
unieszkodliwione egzotoksyny wytwarzane
przez pasozyty. W tym przypadku duzym
problemem jest uzyskanie wystarczajacej
iloSci materialu do szczepienia oraz zmud-
ne procedury izolacji i oczyszczania bialek
antygenowych z organizmu wywolujacego
chorobg¢. Do tej pory przetestowano kilka
szczepionek przeciwko inwazjom F. hepatica
opartych na natywnych (naturalnych) bial-
kach strukturalnych badz wydalniczych przy-
wry (WEDRYCHOWICZ i KLOCKIEWICZ 1994,
SPITHILL i DALTON 1998). Zache¢cajace wyniki



124

LUIZA JEDLINA-PANASIUK

otrzymano u bydla zaszczepionego mieszani-
na natywnych katepsyn L1 i L2, gdzie uzyska-
no redukcje¢ liczby przywr rozwijajacych sie
po zarazeniu sprawdzajacym (ang. challenge)
0 55% (MULCAHY i wspotaut. 1999).

SZCZEPIONKI OPARTE NA REKOMBINOWANYCH
BIALKACH PATOGENU

Sklonowanie genu lub cDNA kodujacego
okreslone bialko jest tylko pierwszym z wie-
Iu krokow niezbednych do wyprodukowania
zrekombinowanego biatka. Drugim etapem
jest wprowadzenie genu do komorki go-
spodarza, ktora bedzie produkowala to bial-
ko. W komorkach bakteryjnych (najczeSciej
w E coli, Bacillus subtilis), w tani i prosty
sposob i w dos¢ krotkim czasie mozna otrzy-
mac duzg ilos¢ produktu. Cho¢ okazuje sig, ze
niektore biatka, eksprymowane na wysokim
poziomie (wiecej niz 10% masy wszystkich
bialek bakteryjnych), czesto ulegaja niepra-
widlowemu faldowaniu i odkladane sa w for-
mie nierozpuszczalnych ciatek inkluzyjnych.
Biatka po ekstrakcji z tych struktur czesto
sa biologicznie nieaktywne. Bialka otrzymu-
je sie rowniez w drozdzach (Saccharomyces
cerevisiae), ktore sa prostymi komoérkami eu-
kariotycznymi, przypominajacymi jednak pod
wieloma wzgledami komorki ssacze, a ro-
sna rownie szybko jak komorki bakteryjne.
Przeprowadzaja rowniez wiele z modyfikacji
posttranslacyjnych charakterystycznych dla
ludzkich biatek, a takze mozna je pobudzic
do wydzielania biatek w medium (pozywki).
Za pomoca wektorow bakulowirusowych
mozna otrzymac ekspresje heterologicznych
biatek w komorkach owadzich. Ekspresja jest
wprawdzie na wysokim poziomie, ale moga
pojawia¢ sie¢ modyfikacje posttranslacyjne,
a ponadto koszt tych hodowli jest cze¢sto
zbyt duzy. Na rynku jest dostepna szczepion-
ka przeciw inwazjom kleszcza Boophilus mii-

Dwuniciowy DNA plazmidowy
wektor ekspresyjny

>

Sekwencla promotorows

Rozcigcie DNA enzymem restivkeyjoym

Wprowadzenie selwenci DNA kodujace
anfygen (LIGACTA)

Wprowadzenie zrekombinowanego
DNA do komdrek

;II RNA

Nadekspresja bialka

Ryc. 1. Klonowanie antygenu szczepionkowego.

croplus, oparta na rekombinowanym biatku
z jelita tego krwiopijnego stawonoga (WE-
DRYCHOWICZ i WISNIEWSKI 2003).

SZCZEPIONKI Z NAGIEGO DNA

Szczepionki te zostaly okreSlone jako
szczepionki trzeciej generacji. Sa to szcze-
pionki zawierajace plazmidy ekspresyjne
z promotorem ecukariotycznym, w ktory
wklonowany jest antygen pasozyta w for-
mie cDNA. Bialko wytwarzane na jego bazie
w tkance szczepionego ssaka jest wychwy-
tywane przez komorki prezentujace anty-
gen, zarowno w kompleksach z czasteczkami
MHC Kklasy I, jak i II, zapewniajac powsta-
nie zarowno odpowiedzi immunologiczne;j
posredniczonej przez Thl, jak i Th2 (JAKO-
BISIAK i wspotaut. 2002). Wyniki wielu eks-
perymentow wskazuja, ze na typ skutecznej
odpowiedzi immunologicznej, wywolanej
przez szczepienie DNA, moze wplywac wiele
czynnikow, miedzy innymi: rodzaj plazmidu,
rodzaj adjuwantu, miejsce i metoda podania,
liczba dawek szczepionki, interwal czasowy
pomiedzy kolejnymi dawkami itp. (KOFTA
i WEDRYCHOWICZ 2001). Szczepionki otrzyma-
ne metodami rekombinacji DNA s3 stabilne
a ich stosowaniu nie towarzysza niepozadane
objawy. Preparaty mozna stosunkowo szybko
modyfikowa¢ do zmian cech patogennego
organizmu za pomoca immunomodulujacych
konstruktow DNA, mogacych wywota¢ od-
mienne od naturalnych ochronnych mecha-
nizmow odpowiedzi immunologicznej.

JAK OTRZYMUJE SIE SZCZEPIONKE DNA?

Aby otrzymac szczepionke DNA, musimy
wyizolowa¢ RNA z danego pasozyta (two-
rzenie bibliotek cDNA). Metoda RT-PCR, za
pomoca enzymu odwrotnej transkryptazy,
otrzymujemy cDNA kodujacy antygen szcze-
pionkowy, ktory jest namnazany metoda
PCR. Kolejna faza jest wklejenie cDNA anty-
genu do wektora plazmidowego. Wektor, to
czasteczka DNA, bedaca nosnikiem interesu-
jacej nas sekwencji DNA, ktora posiada zdol-
nos¢ do autonomicznej replikacji w danym
typie komorek. Zapewnia powielanie wpro-
wadzonego fragmentu DNA, czyli klonowa-
nie (Ryc. 1), a czasami takze wydajna synte-
z¢ kodowanego przez gen bialka (transkryp-
cje i translacje oraz jego stabilnoS¢) jak ma
to miejsce w tzw. wektorach ekspresyjnych
(Ryc 2). Sa rozne typy wektoréow a dobranie
odpowiedniego zalezy m.in. od tego, w jakich
komorkach zamierzamy klonowac¢ gen. Naj-
wazniejszym elementem warunkujacym spe-
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Ryc. 2. Mapa wektora UC18.

Plac, silny promotor; LacZ alpha, polilinker, oraz wy-
kaz enzymow restrykcyjnych przecinaacych polilin-
ker; Ampicilin, gen opronosci na ampicyline.

cyficznos¢ wektora sa sekwencje odpowie-
dzialne za inicjacje replikacji, tzw. sekwencje
ori. Najprostsze wektory posiadaty wylacznie
jedno, unikalne miejsce restrykcyjne, w ktore
mozna bylo wprowadzi¢ obcy DNA. Obecnie
najczesciej jest to tzw. Polilinker, tzw. synte-
tyczny odcinek DNA, w ktorym znajduje si¢
zwykle kilkanaScie miejsc rozpoznawanych
przez enzymy restrykcyjne. Pozwala to na
swobodniejszy dobor odpowiedniego do klo-
nowania enzymu. Wektory zazwyczaj posiada-
ja rowniez geny markerowe, czyli geny kodu-
jace bialka odpowiedzialne za tatwo wyroz-
nialne cechy fenotypowe. Wektor musi byc¢
tak skonstruowany, aby istniala mozliwos¢
selekcji tych komorek, do ktorych wniknat.
Jego budowa powinna pozwala¢ takze na od-
roznienie wektora zrekombinowanego od ta-
kiego, ktory zamknal sie bez wilaczenia frag-
mentu DNA. Taki konstrukt w odpowiednie;j
dawce, jest podawany do organizmu zywicie-
la, gdzie nastepnie cDNA antygenu ulega eks-
presji, a wydzielane bialko spelnia role anty-
genu. Waznym elementem, w projektowaniu
skutecznej szczepionki DNA jest zrozumienie
zaleznoSci pomiedzy mechanizmami immuno-
logicznymi zywiciela i pasozyta. Szczepienie
DNA potrafi pobudzi¢ odpowiedz immunolo-
giczna Thl-zalezna i Th2-zalezna. Odpowiedz
Th1, zalezna charakteryzuje si¢ produkcja
przeciwcial IgG2 (IgG1l u ludzi) i aktywacja
mechanizmu odpowiedzi cytotoksycznych
komorek T. Odpowiedz Th2 — zalezna zwia-
zana jest z przeciwciatami IgM, IgG1l (IgG4
u ludzi), IgA i odpowiedza przeciwcial IgE.
Jednakze, rezultat szczepienia czesto zalezny
jest od kilku czynnikow.

CZYNNIKI WPEYWAJACE NA EFEKTYWNOSC
IMMUNIZAC]I

EfektywnoS$¢ dziatania szczepionek prze-
ciwpasozytniczych zalezy od wielu czynni-
kow. Najwazniejsze z nich to: dobor odpo-
wiednich antygenow, wybor optymalnej dro-
gi podania antygenu, dobor odpowiedniego
protokotu immunizacji.

Wplyw formy antygenu na odpowiedz
immunologiczna

Rodzaj i intensywnoS¢ odpowiedzi immu-
nologicznej wywolywanej szczepieniem zale-
zy w duzej mierze od cech antygenu.

Istnieje wiele dowodow eksperymental-
nych na to, ze antygeny bialkowe i podane
w formie cDNA, stanowia odmienne ,wyzwa-
nia” dla uktadu immunologicznego, zarow-
no w zakresie rozpoznania, jak i odpowie-
dzi obronnej (KOFTA i WEDRYCHOWICZ 2001,
WEDRYCHOWICZ i WISNIEWSKI 2003). Dla pra-
widlowej odpowiedzi niezbedne jest rozpo-
znanie przez receptor limfocytu T czastecz-
ki antygenow zgodnoSci tkankowej na po-
wierzchni komorki prezentujacej antygen lub
komorki docelowej. Musza one ulec wstep-
nemu przetworzeniu w komorce prezentu-
jacej antygen, gdyz limfocyty T nie rozpo-
znaja natywnych bialek pasozyta. Sekwencja
aminokwasow i struktura ,przetworzonych”
peptydow determinuja interakcje kompleksu
MHC i receptora TCR limfocytu T. Tylko Sci-
sta komplementarnoS¢ struktur, warunkujaca
ich konformacj¢ przestrzenna, zapewnia roz-
poznanie antygenow i wywoluje odpowiedz.
Niektore peptydy, nawet majace zdolnosc
laczenia sie z MHC, nie indukuja proliferacji
komorek T. Przetwarzane peptydy pasozyta
sa prezentowane glownie limfocytom T CDS,
w kontekScie antygenoéw zgodnoSci tkanko-
wej klasy I (obecnych na wigkszosci komo-
rek organizmu), lub limfocytom T CD4, przy
udziale czasteczek MHC klasy II, znajduja-
cych si¢ na wyspecjalizowanych komorkach
prezentujacych antygen (APC). W zaleznoSci
od profilu uwalnianych cytokin wsrod limfo-
cytow CD4 wyrdzniono subpopulacje:

— Thl — produkujace IL-2, interferon
gamma i TNF, promujace odpowiedz komor-
kowg;

— Th2 — produkujace 1L-4, IL-5, IL-6 i IL-
-10, ktore wplywaja na rozwoj limfocytow
B i poteguja odpowiedZz humoralna.

W  wielu doswiadczeniach wykazano,
ze w przypadku szczepionek przeciwwiru-
sowych oraz przeciwbakteryjnych (TASCON
i wspotaut. 1996), antygen bialkowy stymu-
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luje gtownie odpowiedz typu humoralnego
(Th2 zalezna), za$ szczepionka DNA wywo-
tuje rowniez odpowiedz typu komorkowego
(Th1). Po Srodskornym podaniu szczepionki
w postaci wektora zawierajacego cDNA ko-
dujacy okreSlony antygen, obserwowano od-
powiedz typu Thl, natomiast po wprowadze-
niu ta sama droga antygenu w postaci biatka,
odpowiedz typu Th2 (RAz i wspotaut. 1996).
Pobudzenie odpowiedzi typu Thl przy uzy-
ciu szczepionki DNA jest zwiazane z wydzie-
leniem przez komorki prezentujace antygen
interleukiny 12 (IL-12), ktéra stymuluje pro-
dukcje interferonu gamma (IFN-y), kierujace-
go odpowiedz w strone Th-1 (RAZ i wspot-
aut. 1996). W badaniach nad szczepionka
przeciwko malarii ustalono, ze podanie jako
pierwszej dawki antygenu w formie cDNA,
a kolejnej w formie rekombinowanego anty-
genu bialkowego moze wywota¢ wyzszy po-
ziom odpornoSci na zarazenie niz dwukrotne
podanie antygenu w tej samej formie (KOFTA
i WEDRYCHOWICZ 2001).

W przypadku szczepionek przeciwko
F. hepatica stwierdzono, ze szczury immu-
nizowane cDNA kodujacym GST wykazywa-
ty zmniejszenie liczby przywr w watrobach
szczepionych szczuréow o 54% w poroOwna-
niu z kontrola zarazenia, natomiast szczury,
ktorym podano antygen w formie rekombi-
nowanego biatka GST syntetyzowanego w ko-
morkach owadzich wykazywaly nieco nizszy
(48% redukcja) poziom odpornosci na zara-
zenie oraz inny profil i dynamike odpowie-
dzi przeciwicial (WEDRYCHOWICZ i wspolaut.
2002). Z kolei SMOOKER i wspotaut. (2001)
wykazali, ze katepsyna L podana w formie
cDNA moze wywolywa¢ odpowiedz humo-
ralna, ktora u myszy byla znacznie nizsza niz
u owiec szczepionych biatkowa forma tego
enzymu.

Wptyw wielkosci i liczby dawek antygenu
na odpowiedZz immunologiczna

Do wywotania reakcji obronnej organi-
zmu niezbedna jest odpowiednia dawka an-
tygenu. W przypadku szczepienia DNA bar-
dzo wazna rol¢ odgrywa tez miejsce podania
konstruktu wektor-cDNA antygenu. I tak na
przyktad, podczas iniekcji domi¢Sniowej sto-
suje si¢ standardowo 100 pg na male zwie-
rz¢ laboratoryjne (szczur, mysz) (XU i LIEW
1994). Dodatkowo mozna wzmocni¢ pobie-
ranie DNA antygenu, stosujac domieSniowo
bupiwakaine. Srodek ten uszkadza widkna
mieSniowe, ktore po regeneracji pobieraja
z komorek satelitarnych wektor w wigkszej

ilosci (DAVIS i wsp. 1995). KOFTA i wspoétaut.
(2000) uzyskali wysoki stopiefi odpornosci
przeciwko inwazji F. hepatica u szczurOw
szczepionych 50 pg cDNA proteinazy cyste-
inowej z bupiwakaing. Mechanizm dziata-
nia szczepionki DNA zalezny jest od drogi
podania, rodzaju antygenu i dawki DNA.
Szczepionki DNA mozna podawaé w rozny
sposob, w zaleznoSci od typu wywolania po-
trzebnej odpowiedzi immunologicznej.

Wpltyw drogi podania antygenu na
odpowiedZz immunologiczna

Istnieje wiele drog podawania szczepio-
nek DNA (KOFTA i WEDRYCHOWICZ 2001), jak
i bialkowych. By wprowadzi¢ szczepionke
DNA do organizmu stosuje si¢ zwykla iniek-
cje, armatki genowe, aerozol, badz kroplie do
nosa. Najprostszym i najstarszym sposobem
jest iniekcja domieSniowa. W odniesieniu do
szczepionek DNA jest to metoda doS¢ wydaj-
na, poniewaz tkanka mieSniowa ma szczegol-
na zdolnos¢ do wychwytywania DNA (DANKO
i WOLFF 1994). W przypadku miegs$ni szkiele-
towych, przypuszcza sie, ze wazna role przy-
czyniajaca sie do skutecznoSci i wydajnoSci
ekspresji, odgrywaja komorki dendrytyczne,
nalezace do komorek prezentujacych antygen
(ERLT i XIANG 1996). Jednakze istnieja uzasad-
nione obawy, ze szczepienie domieSniowe
przeciwko pasozytom przewodu pokarmo-
wego moze by¢ malo skuteczne ze wzgledu
na fakt, ze domiesniowe podanie szczepion-
ki wywoluje gléownie systemowa odpowiedz
immunologiczna, zaS w odpornosci przeciw-
ko pasozytom jelitowym istotna role odgry-
wa lokalna odpowiedz immunologiczna bton
Sluzowych. Stosuje si¢ tez kompleksy DNA-
-lipid, ktore w podaniu dozylnym wykazuja
wicksza ekspresje (produkcje antygenow),
niz po podaniu domieSniowym. W ostatnim
czasie zaczeto podawa¢ DNA w formie aero-
zolu i uznano, ze najlepsze wyniki uzyskuje
si¢ przy wykorzystaniu tej metody do lecze-
nia choréb drog oddechowych. Zachecajace
wyniki w wywotlywaniu odpornosci przeciw-
ko inwazji Ascaris suum uzyskano podajac
antygen szczepionkowy w formie cDNA na
blone Sluzowa nosa myszy (Tsuji i wspolaut.
2003). Rowniez nasze wczesSniejsze badania
nad wykorzystaniem proteinazy cysteinowej
do uodpornienia zywicieli przeciwko inwazji
F. hepatica wykazaly, ze donosowe podanie
cDNA tego enzymu wywoluje znaczaca od-
pornos¢ szczuréw na zarazenie metacerkaria-
mi tej przywry (WEDRYCHOWICZ i wspolaut.
2003). DNA mozna rOwniez podawa¢ w for-
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Tabela 1. Przyklady prowadzonych badan nad szczepionkami cDNA przeciwko pasozytom.

Wynik

Literatura

Pasozyt Zywiciel cDNA

Plasmodium yoeli Mysz PyCSP, PyHEP17,
PySSP2

Plasmodium falci- Malpa Siedem antyge-

parum noéw z réznych
stadiow rozwojo-
wych pasozyta

Plasmodium falci- Naczelny Siedem antyge-

parum noéw z réznych
stadiow rozwojo-
wych pasozyta

Leishmania major Mysz Metaloproteinaza
gp63

Schistosoma japo-  Mysz 26 kDa GST

nicum

Schistosoma man-  Mysz Sm23

soni

Taenia ovis Mysz Rézne formy 45
w

Taenia crassiceps  Mysz KETc7

Fasciola hepatica  Szczur Proteinaza cyste-

inowa

Silna odpowiedz limfocy-
tow T CD8+

Wysokie miano specyficz-
nych przeciwciat

Brak odpornosci

Zmniejszenie uszkodzen i
ilosci pasozytow

Odpowiedz przeciwcial,

brak odpornosci

63% odpornosci na uszko-
dzenia

RoOzny poziom przeciwciat

Odpornos¢: samice — 59%

samce — 100%

Odpornos¢: samice — 74%

samce — 100%

HOFFMAN i wpolaut. 1994,
1997

TINE i wspotaut. 1996

OCKENHOUSE i wspofaut.
1998

XU i LIEw 1994

YANG i wspotaut. 1995

HARN i wspotaut. 1998

DREW i wspotaut. 2000

ROsAs i wspotaut. 1998

KOFTA i wspotaut. 2000

mie kulek zlota mikroskopijnej wielkoSci,
oplaszczonych antygenem (ang. gene gun).
Pistolet genowy bardzo czesto jest uzywany
w pracach nad szczepionkami, wykorzystuje
on sprezony hel do wstrzeliwania przez sko-
re zywiciela kuleczek zlota o Srednicy 1 mm,
pokrytych cDNA antygenu. Po wstrzyknieciu
dostaja sie one bezposrednio do cytosolu ko-
morek. Metoda ta, mimo ze jest kosztowna,
daje pomysSlne wyniki szczepien juz przy nie-
wielkich iloSciach antygenu.

WYNIKI BADAN NAD SZCZEPIONKAMI
PRZECIWKO PASOZYTOM

Do tej pory najwiecej badan przeprowa-
dzono nad szczepionkami przeciwko inwa-
zjom pierwotniaczym, w szczegolnosci paso-
zytom z rodzaju Plasmodium, oraz Leishania
sp. (Tabela 1). Inwazje te sa przyczyna wielu

zgonOw ludzi na Swiecie. Szczepiac myszy
DNA kodujacym bialko gp63, pochodzacym
od Leishmania major, a nastepnie zarazajac
je tym pasozytem, stwierdzono zmniejszenie
uszkodzen w poroéwnaniu ze zwierzetami nie
szczepionymi. COSTA i wspotaut. (1998) skon-
struowali plazmid zawierajacy DNA kodujacy
enzym wydzielany przez Trypanosoma crusi.
Myszy immunizowane tym konstruktem wy-
kazywaly znaczace zmniejszenie zywotnosSci
tego pasozyta.

WczesSniejsze, pozytywne proby nad
szczepionkami DNA spowodowaly, iz zosta-
ly wykorzystane do poszukiwafn skutecznej
szczepionki przeciw inwazjom robakow, t;j.
Schistosoma sp., Ancylostoma spp. oraz Fa-
sciola hepatica. Pierwsze szczepienie DNA
przeciw pasozytowi wielokomorkowemu wy-
konano na myszy wektorem niosacym cDNA
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biatka btonowego schistosomuli, Schistoso-
ma mansoni Sm23 (HARN i wspotaut. 1998),
jednakze nie udalo sie otrzymac skutecznej
szczepionki przeciwko inwazji Schistosoma
sp. Niewielki sukces odniesiono po immuni-
zacji owiec plazmidem zawierajacym antygen
(W45) przeciwko Taenia ovis, wywotlujace-
mu przede wszystkim wysokie miano prze-
ciwcial IgG1 (ROTHEL i wspotaut.1997).

W ostatnim czasie prowadzone sa inten-
sywne badania nad szczepionkami przeciwko
chorobie motyliczej u bydla i owiec. Mimo
pojawienia sie szczepionek rekombinowa-
nych, opartych na wybranych, wysoce im-
munogennych antygenach, ktore pobudzaja
silna odpowiedz humoralna, nie uzyskano
wystarczajacej odpornosSci na zarazenie. Stad
koncepcje szczepionek skojarzonych, opar-
tych na antygenach w formie DNA oraz bial-
ka, zawierajacych dodatkowo czynniki immu-
nomodulujace.

F. hepatica jest pasozytem wydzielaja-
cym do Srodowiska enzymy zabezpieczajace
przed wolnymi rodnikami tlenowymi, takie
jak dysmutazy nadtlenkowe, peroksydazy glu-
tationowe i transferazy S-glutationowe (GST).
Wedrujace i rozwijajace sie motylice wydzie-
laja proteinazy, ktore odcinaja z powierzchni
aktywnych limfocytow B, neutrofilow, ko-
morek dendrytycznych, makrofagow i plytek
krwi receptory CD 23 dla IgE. Odcinaja row-
niez fragmenty Fc, przeciwcial zwiazanych
z ich antygenami powierzchniowymi, dzieki
czemu unikaja uszkodzenia w wyniku po-
Sredniczonej przez przeciwciala reakcji cyto-
toksycznosci ADCC (TORT i wspotaut. 1999).

Obiecujace wyniki szczepien otrzymano
przy uzyciu proteaz cysteinowych motylicy
(z grup katepsyn L1 i L2 ). W wyniku poda-
wania cieletom roéznych iloSci natywnej ka-
tepsyny L1, wyizolowanej z ES F. hepatica,
uzyskano zmniejszenie populacji przywr osie-
dlajacych si¢ w watrobie po zarazeniu spraw-
dzajacym o 53,7% w porOwnaniu z nieimmu-
nizowana kontrola. Najlepsze jednak wyniki
(redukcja populacji przywr o 72,4%) otrzy-
mano po podaniu kombinacji natywnej he-
moglobiny i katepsyny L2 przywry (DALTON
i wspotaut. 1996). W wyniku dalszych badan
stwierdzono, ze podczas inwazji F. hepatica
u bydla stymulowana jest silna odpowiedzZ
przeciwcial z podklasy IgGl przeciwko an-
tygenom ekskrecyjno-sekrecyjnym przywry.
Natomiast skutecznosS¢ eksperymentalnych
szczepionek przeciwko fascjolozie bydia sko-
relowana byla z wysokim poziomem przeciw-
ciat z podklasy IgG2, czyli z pobudzeniem

innego niz naturalny mechanizmu odpowie-
dzi immunologicznej (MULCAHY i wspolaut.
1998).

Wiele antygenow szczepionkowych i pro-
tokoléw immunizacji testowano na szczurach.
W wyniku dwukrotnego podania do jamy
otrzewnej szczurOw biatek ekstraktu soma-
tycznego dorostej przywry z niekompletnym
adjuwantem Freunda uzyskano, w zalezno-
Sci od dawki antygenu, zmniejszenie liczby
przywr o 41-84% (OLDHAM 1983). Podajac
domiesniowo szczurom plazmid zawieraja-
cy cDNA sklonowanej z mRNA dorostych
przywr proteazy cysteinowej, KOFTA i wspot-
aut. (2000) uzyskali sterylna odpornos¢ na za-
razenie metacerkariami F. hepatica u samcOw
i 78% redukcje liczby przywr docierajacych
do watroby u samic. Podajac ten sam antygen
na Sluzéwke nosa stwierdzono 61-75% reduk-
cje liczby przywr osiedlajacych si¢ w watro-
bie (WEDRYCHOWICZ i wspotaut. 2003)

ZALETY I WADY STOSOWANIA SZCZEPIONEK DNA

Do tej pory nie poznano wszystkich me-
chanizmow dzialania szczepionek cDNA. Od
poczatku, szczepionki DNA oferowaly wiecej
korzySci niz tradycyjne szczepionki. Miedzy
licznymi zaletami, gldbwna korzyScia szczepio-
nek DNA, w poréwnaniu z konwencjonalny-
mi szczepionkami, jest fakt, ze sa one w sta-
nie wywola¢ odpowiedZ komoérkowa, jak
i humoralna. S3 one czesto silnie immuno-
genne, moga pobudza¢ mechanizmy odpor-
noSciowe, odmienne od naturalnej odpowie-
dzi immunologicznej, co moze by¢ decyduja-
cym czynnikiem w ich dzialaniu. Poza tym,
samo otrzymanie antygenu jest stosunkowo
fatwe, po sklonowaniu fragmentu cDNA do
odpowiedniego wektora mozna go wytwa-
rza¢ w znacznej iloSci (za pomoca reakcji
PCR), a antygen powstajacy w organizmie im-
munizowanego osobnika jest identyczny (lub
bardzo zblizony) do natywnego biatka pato-
genu. DNA jest trwale i termostabilne, nie
wymaga utrzymywania niskich temperatur
podczas transportu i przechowywania. Kosz-
ty szczepionki DNA sa stosunkowo niskie,
mniejsze niz szczepionek z rekombinowa-
nych biatek. Szczepienie DNA jest przydatne
w uodparnianiu niemowlat — zawodza tu tra-
dycyjne szczepionki, gdyz immunoglobuliny
pochodzace od matki wiaza drobnoustroje ze
szczepionek hamujac mozliwo$¢ rozwini¢cia
sic odpowiedzi immunologicznej (SIEGRIST
1997). Juz samo DNA moze byc¢ stosowane
jako adjuwant wzmacniajac pobudzenie od-
powiedzi immunologicznej. Obecnos¢ specy-
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ficznych sekwencji DNA, bogatych w nieme-
tylowane grupy CpG w wektorze, badz zasto-
sowane dodatkowo w skladzie szczepionki,
silnie pobudza odpowiedz Th typu 1, akty-
wujac dzialanie IL 12, IL 6 i IFN-y (COWDERY
i wspotaut. 1996, HALPERN i wspotaut. 19906,
KLINMAN i wspotaut. 1996).

W trakcie tych rozwazaf nasuwaja si¢
pytania dotyczace bezpieczenstwa stosowa-
nia szczepionek DNA. Czy DNA mogtby byc¢
szkodliwy dla zywiciela przez integracje w je-
go genom lub przez pobudzanie odpowiedzi
przeciwcial anty DNA? Czy antygen w tej for-
mie, w matych dawkach, wywotuje tolerancje
odpornosciowa? Lub przeciwnie, czy komor-
ki zawierajace wektor moglyby by¢ zniszczo-
ne przez komoérki T cytotoksyczne (komorki
Tc)? Wciaz, nie do kofica poznane sa wszyst-
kie mechanizmy dzialania tej formy antyge-
nu, totez prowadzone sa liczne badania po-
szukujace odpowiedzi na te pytania. Do tej
pory badania nie ujawnily integracji antyge-
nu w formie DNA do genomu szczepionego
zywiciela (DANKO i WOLFF 1994).

Dotychczas nie stwierdzono takze zad-
nych zmian patologicznych u czlowieka.
W fazie I badan klinicznych szczepionki
DNA kodujacej antygen malarii wykazano,
ze po 3 zastrzykach domieSniowych jedna
z czterech dawek wektoro6w DNA (od 20 do
2500 mikrogramow), nie bylo zadnych zna-
czacych kliniczne zmian hematologicznych
badz biochemicznych, oraz nie wykryto prze-
ciwcial anty dsDNA (LE i wspotaut. 2000).
Z kolei, immunohistochemia i mikroskopia
elektronowa pokazuja, ze widkna mieSniowe
u myszy sa zniszczone po okoto 10 dniach
po podaniu wektora DNA (DAVIS i wspolaut.
1997). Szczepionki DNA przynosza nadzieje
na skuteczne zapobieganie zlozonym inwa-
zjom pasozytniczym, gdzie szczepionki trady-
cyjne nie sprawdzaja sie.

Podsumowujac  dotychczasowe efekty
szczepien DNA uwaza si¢, ze jest to metoda
otwierajaca nowe perspektywy profilaktyce
przeciwpasozytnicze;j.

TRIALS AT APPLICATION OF GENETIC VACCINES AGAINST HELMINTHS

Summary

At present cloning technologies are being rap-
idly developed leading to creation of new vaccines,
especially based on DNA or recombinant proteins.
DNA vaccination appears to offer better prospects
for the development of multivalent vaccines that
will effectively activate both the humoral and cel-
lular mechanisms of the immune system. Currently
the possibility of DNA vaccination against such im-
portant parasitic diseases like malaria, leishmaniosis,

toxoplasmosis, cryptosporidiosis, schistosomosis, fas-
ciolosis is being widely explored. However, the out-
come of vaccination depends vastly on vaccine for-
mulations, dose and route of vaccine delivery, and
the species or even strain against which the host is
vaccinated. To overcome these problems much re-
search is still needed, specifically focused on clon-
ing and testing of new DNA target sequences.
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