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Ostatnie lataprzyniosły niezwykle szybki rozwój prac
nad szczepionkami genety cznymi, nazyw anymi potocz-
nie szczepionkami DNA. Ta nowa i bardzo obiecująca
metoda profilaktyki zakażeh wirusowych, bakteryj nych
i pasożytniczych polega na podskórnym lub domięśnio-
wym podaniu rekombinowanego fragmentu kwasu nu-
kleinowe go koduj ącego immuno genne białko, zllgow a-
nęgo z plazmidowym eukarioty cznymwektorem ekspre-
syj nym. O dpowi edn i a konstruk cj a plazmidów eukari o -
tycznych, zaopatrzonych m.in. w silny promotor ze
wzmacniaczami transkrypcji, terminator transkrypcji i
sygnał poliadenylacji, umożliwia wydajną ekspresję
wprowadzonych genów i powstanie odpowiedzi immu-
nologicznej zarówno humoralnej, jak i komórkowej, w
rożnym stopniu nasilenia (I3,14).

Ghatakterystyka wektorów plazmidowych używanych
do konstrukcji szczepionek genetycznych

W badaniach nad szczepionkami genetycznymi wy-
korzystywany jest szereg eukariotycznych plazmidów
ekspresyjnych, dostępnych w ofercie firm biotechnolo-
gicznych. Często wektory te są modyfikowane w celu
ich przystosowania do produkcji określonej szczepionki
(9, 15), Przykładem wektora ekspresyjnego może być
jeden z częściej używanych w pracach nad szczepionka-
mi genetycznymi plazmidów pcDNA3 (INVITRO-
GEN) (ryc. 1), który jest przeznaczony do klonowania i
ekspresji genów w systemach eukariotycznych. W jego
skład wchodzą:

l. wczesny promotor cytomegalowirusa (CMV) - se-
kwencj a DNA, z ktor ą w ląząs ię czynniki transkryp cyj -

ne. Należy on do najwydajniejszych promotorów euka-
riotycznych. Należy jednak pamiętać, ze w konstrukcji
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szczepionek genety cznych stosowanie silnych promoto-
rów nie zawszęjest celowe i zależy od rodzaju anĘgenu.
Drugi promotor (wirusa SV40) obecny na plazmidzie,
umozliwia ekspresję genu oporności na neomycynę;
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Ryc. 1. Schemat eukariotycznego wektora ekspresyjnego
pcDNA3 (INVITROGEN)
Objaśnienia: 1 -promotory 2 MCS, 3 sygnałypoliadenyla-
cji,4 - origin replikacji, 5 markery selekcyjne

ori 4



2. polilinker (MCS-multi cloninig site) syntetyczna
sekwencja DNA kodująca serię miejsc rozpoznawanych
przez endonlkleazy restrykcyjne. MCS ułatwia klono-
wanie i orientację inseftu w stosunku do promotora;

3. sygnał poliadenylacji - sekwencja oznacząąca miej-
sce, w którym polimeraza RNA dodaje niekodowanąprzęz
DNA serię reszt adeninowych. Sekwencja poli A zabez-
piecza powstaĘ mRNA przed zbrrĄ, szybką degradacją w
cytoplazmie. W plazmidzie pcDNA wykorzystano sygna-
ły poliadenylacjt z genu bydlęcego czynnika wzrostu -
BGH (bovine growth factor) dla mRNA powstającego
pod kontroląpromotora CMV i wirusa SV40, ktory za-
bezpl,ecza mRNA kodujący oporność na neomycynę;

4. origin replikacji sekwencja wiĘąca polimerazę
DNA odpow iedzialnąza powielanie plazmidu. Wektor
pcDNA3 jest zaopatrzony w fl ori pochodzącąz SV40
(replikacja w komórkach eukariotycznych syntetyzują-
cych antygen T) i ColEl umozliwiające replikację wek-
tora w E, coli;

5. rnarkery selekcyjne geny kodujące białka oporności
antybiotykowej (w tymprzypadku na neomycynę i am-
picylinę), pozwalające na wzrost na podłozach selekcyj-
nych wyłącznie komórkom posiadającym plazmid.

Konstrukcja plazmidu pcDNA3 i innych podobnych
wektorów umozliwia stosunkowo proste i wygodne prze-
prowadzanie manipulacji genetycznych i klonowań, a
ponadto zapewnia optymalną ekspresję genu ir vlvo, W
ostatnich latach są prowadzone intensywne prace nad
wektorami, które mogłyby być zaakceptowane do zasto-
sowania u ludzi i zwierząL Jakkolwiek nie udowodnio-
no, że dotychczas stosowane plazmidy mają działante
mutagenne, nie mozna jednak go wyklLrczyc, ze wzglę-
du na obecnośó w wektorach licznych sekwencji wiru-
sowych i bakteryjnych (9).

Mechanizmy prowadzące
do powstania odpowiedzi immunologicznej

Procesy molekularne i kornórkowe uinozliwiające
uzyskanie odpowiedzi immunologicznej po inokulacji
czystego kwasu nukleinowego nie zostały jeszcze do
końca wyjaśnione. Z dotychczasowych prac wynika, ze
naj silniej sza odpowied ź organizmuwystępuj e po domię-
śniowym lub śródskómym podaniu szczepionki (1).

Istnieje kilka możliwych mechanizmów, za pomocą
których antygen może byc przeniesiony do tkanki lim-
foidalnej i zaprezentowany limfocytom (l l ):

- Ekspresja antygenu może zachodzic w kołnórkach
mięśrri szkieletowych lub w keratynocytach skóry które
prezentują antygen układowi immunologicznemu.

- Antygen może być uwalniany z transfekowanych
komórek, a następnie rozpoznawany przez komórki im-
munokompetentne.

Komórki immunokompetentne mogą ulegac bezpo-
średniej transfekcji w miejscu administracji szczepton-
ki lub przez DNA, które zostało przeniesione przez krew
lub limfę do miejsc odległych od rejonu iniekcji.

Hipotetyczny mechanizm powstawania odpowiedzi
immunologicznej przedstawia rycina ż. Antygen prze-
niesiony do węzłów chłonnych i śledziony. jest prezen-
towany w tkance limfoidalnej limfocytom B i T. Tu na-
stępuje ich róznicowanie na komórki efektorowe (Be i
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Ryc. 2. Hipotetl,czny schemat powstawania odpowiedzi im-
munologicznej po inokulacji szczepionki genetycznej
Objaśnienia: Ag ,- antygen, APC komórkj prezentujące anty-
gen, Tc - cfcktorowe tinrfbcyty T, Be elektorowe limfocyty B.
Tm lirnfbcyty pamięci immunologicznej typLr ! Bm linlfocy-
ty pamięci inrmunologicznej typu B.

Te) oraz komórki pamięci imrrrunologicznej (Bm i Tm).
Tworzą się ośrodki odczynowe, w których kompleksy
antygen-przeciwciało zdeponowane są na powierzchni
komórek dendrytyczrrych. Róznicujące się w ośrodkach
odczynowych limfocyty B migrujądo szpiku kostnego i
rozpoczynalą syntezę przeciwciał klasy IgG długo utrzy-
mujących się w organizmie. Powstające jednocześnie w
ośrodkach odczynowych limfocyty pamięci Bm i Tn
krąząc we krwi obwodowej, wchodząw kontakt zBe i
po dtrzyn' uj ą produkcj ę przeciwciał l gG or az odpowiedz
limfocytów cytolitycznych CTL (cytolitic T lymphocy-
tes) (11).

W niektórych przypadkach (zwłaszcza gdy wprowa-
dzany gen koduje antygen zwięany zpowierzchniąko-
mórek), sposób podania szczepionki wydaje się wpły-
wać na wzmocnienie określonej odpou,iedzi 1imfocytóu,
pomocniczych Th. Domięśniowa iniekcja DNA w roz-
tworze soli fizjologicznej prowadzi do aktywacji limfo-
cytów Thl, które poprzez produkcję limfokin (zwłasz-
cza lNF17 i I1-2) aktywująmakrofagi tprzeciwciałaza-
leżne od dopełniacza oraz proces opsonizacji. Sródskór-
ne podanie tej samej szczepionki za pomocą techniki
gene-gun wzmacnia odpowiedź limfocytów Th2 (pro-
dukcja interleukin 4-6, l0) i aktywuje eozynoftle oraz
przeciwciał a niezależne od dopełniacza (3, 10, 1 l ). Tak
więc wpłyrv sposobu administracji szczepionki genetycz-
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nej na rodzaj reakcji limfocytów Th ma niebagatelne
znaczenie w zwa|czaniu infekcji i modulacji odpowie-
dzi immunologicznej (np. w chorobach alergicznych i
autoimmunolo gicznych). Należy j edn ak wytaźnie zazna-
czyć, że wiedza dotycząca mechanizmów inicjacji i roz-
woju odpowiedzi immunologicznej po zastosowaniu
szczepionek genetycznych j est j eszc zę bardzo ograniczo-
na i wymaga wielu dodatkowych badań.

Gzynniki wpływaiące
na skutecznośó immunizacji genetycznei

B adania przeprowad zonę na myszach przez Michaela
i wsp. (l ) wykazały, że na poziom odpowiedzi immuno -

logicznej, a zarazem na skuteczność szczepionek gene-
ty c zny ch m a wpływ wi e le c zynn 1kow, z których naj wi ęk-
sze Znaczenle maJą:

I. rodzaj lżytego antygenu (białko sekrecyjne, we-
wnątrzkomórkowe itp.), poziom jego ekspresji oraz
ewentualna toksyczność dla komórek;

2. gatunek szczepionego zwtetzęcia, jego wiek i ge-
notyp;

3. sposób i miejsce administracji szczepionki (iniek-
cja domięśniowa, gene gun, lioposomy);

4. ilość DNA uzyta do immunizacji.
Mimo, tż badania doĘczące szczepionek genetycz-

nych s ą przeprowadzan e na r ó żny ch modelach zw ierzę-
cych, większośc publikowanych prac wykonano na my-
szach. Prace nad korelacją skuteczności szczepień ge-
netycznych i wieku zwierzątwykazały, że przynajmniej
w przypadku niektórych antygenóą poziom indukowa-
nych przez nie przeciwciał maleje proporcjonalnie do
wieku myszy użytych do doświadczeń, co moze być spo-
wodowane zmianami poziomu ekspresji genów szczę-
pionkowych, zwlązanymi z procesem starzenia się.

Kluczowe znaczenię w stymulacji odpowiedzi immu-
nologicznej organizmu marodzaj lżytego antygenu. W
przypadku antygenów sekrecyjnych, usuwanych z ob-
szaru komórki (np. białka kapsydowe lub otoczkowe
wirusów), wysoki poziom ich ekspresji zwiększa ilość
produkowanych przeciwciał. Zastosowanie silnego pro-
motora np. wczesnego promotora wirusa cytomegalii
(CMV) zapewnia maksymalną odpowiedź immunolo-
giczną. Natomiast w przypadku zastosowania w szczę-
pionce genów kodujących np. toksyny lub białka pato-
genów wewnątrzkomórkowych, ich silna ekspresja po-
woduje uszkodzenie transfekowanych komórek lub dra-
styczne obniżenie poziomu ekspresji białek (17). Dlate-
go też, ńy zaplanować użycie odpowiedniego wektora
ekspresyjnego lub odpowiednią modyfikację genu ko-
dującego antygen (np. uzycie jedynie fragmentu genu),
ni e zb ę dna j e st znaj omo ś ć b io 1o gii antygenu pTzeznaczo -

nego do zastosowania w szczepionce genetycznej.
Miejsce i sposób wprowadzenia szczepionki do orga-

nizmu ma zasadniczy wpływ narodzaj i skuteczność re-
akcji immunologicznej . Z dotychczasowych badań wy-
nika, że najbardziej skuteczne jest domięśniowe_ poda-
nie oczyszczonego plazmidu w roztworze soli fizjolo-
gicznej lub śródskórne wprowadzentę szczepionki za
pomocą techniki gene-gun (koloidalne cząsteczki złota
opłaszczone DNA, rozpędzane sąw specjalnym akcele-
ratorze i kierowane na transfekowanątkankę) (10). Wy-

Ęrvalny poziom przeciwciał występuje również po iniek-
cji dożylnej, dotchawiczej, podskórnej, dostawowej oraz
po wprowadzeniu szczepionki do komory oka (1).

Ostatnio pojawiły się doniesienia o skutecznej immu-
nizacji myszy za pomocą iniekcji dootrzewnowej lub po
podaniu doustnym DNA zamkniętego w mikrokapsuł-
kach oznaczonych PLG (poly Dl-lactide-co-glycolyde).
Tak przygotowana szczepionka nie ulega degradacji i
indukuje oprocz ogólnej reakcji immunologicznej rów-
nież slmtezę przeciwciał IgA nabłonach śluzowych, które
nie są wytwarzane przy śródskórnym i domięśniowym
podaniu szczepionek genetycznych (5). Podobną reak-
cję immunologiczną zaobserwowano po donosowym
podaniu plazmidowego DNA zamkniętego w liposomach
zbudowanych z kationowych lipidów (6). Jest to bardzo
obiecujący sposób ochrony powierzchni błon śluzowych
przed zakażeniem.

Ptrykłady konstrukcji szczepionek genetycznych
w medycynie weterynaryinei

Retrowirus BLV jest czynnikiem etiologicznym bia-
łaczki bydła charakteryzującej się przewlekłą limfocy-
tozą oraz proliferacj ą zmienionych limfocytów B. BLV
wywołuje równiez leukemię u eksperymentalnie zaka-
żanych owiec. Poniewaz kliniczne objawy choroby wy-
stępują u owiec znacznię szybciej niż l bydła, ocenę
właściwości immunogennych szczepionki genetycznej
przeciwko zakażenlom BLV wykonano na tym modelu
zwierzęcym. Do konstrukcji szczepionki użyto genu
otoczki (env) wirusa. Doświad czenię przeprowadzono
na dwóch owcach. Po trzeciej, domięśniowej iniekcji pla-
zmidowego DNA, zwierzęta zakażono dzikim szczepęm
BLV, Szczepionka wykazała właściwości ochronne u
owiec przezĘ miesiące po zakńeniu doświadczalnym (7).

Innym przykładem konstrukcj i szczepionki genety cz-
nej w medycynie weterynaryjnej jest szczepionka DNA
przeciwko chorobie Aujeszkyego u świń. Do sporządze-
nia jej użyto genów dla immunogennych glikoprotein
otoczki gC i gD alfaherpeswirusa. Szczepienie świń pla-
zmidowym DNA zawierającym gen dla gC zapewniało
pełną ochro nę mvterząt przed letalnym zakażęniem szczę,
pem 75V19 i częściową odporność na wysokozjadliwy
szczęp NIA-3. Szczepionka sporządzona z gen:o gD nie
wywołała żadnej odpowiedzi immunologtcznej. Swoiste
przeciwciał abyły wykrlvane w surowicy szczepionych
zwierząt do dziewiątego miesiąca po immunizacji pla-
zmidem zawierającym gen gC. Wykazano równiez od-
porność komórkowąw próbie proliferacji z komórkami
mononukleartymi krwi obwodowej (4).

Szc zepionka DNA przeciwko pry szczy cy (FMD - foot
and mouth disease) została skonstruowana w oparciu o
cDNA kompletnego genomu dzikiego wirusa typu Alż.
Prototypowy plazmid pWRM (pochodna pcDNA3) z
niską częstością indukował syntezę cząsteczek wiruso-
wych in vitro w hodowli tkankowej komórek BHK. Pla-
zmtd szczepionkowy pWRMHX powstał przez usunię-
cie sekwencji kodującej miejsce wiązania komórek (CBS

cell binding site) znajdujące się na kapsydowym biał-
ku VPl i dodatnie do 3' końca sekwencji wirusowej
cDNA kodującej rybozym HDV (hepatitis delta virus).
Immunizacja myszy plazmidem pWRMHX wykazńa,



źe powstające cząsteczki wirusa, pozbawione CBS nie
są w stanie się namnażać. Równiez świnie szczepione
tymplazmidem nie wykazywały żadnych objawów kli-
nicznych choroby, zaś w ich surowicach stwierdzono
prz e c iwc i ał a neltr alizując e wiru s pr y szc zy cy. S kute c z -
ność szczepionki oceniono na ż0% (I5).

Do sporząd zenia szczępionki przeciwko zakażęniom
wirusem FIV u kotów (feline immunodeficiency virus)
zastosowano geny gpl20 i p10 kodujące jego białka
strukturalne. Domięśniowa iniekcj a plazmidu koduj ące-
go białko gpl20 indukowała słabą odpowiedź humoral-
ną. Dwukrotna immunizacja kotów wywołała różnę re-
akcje zwierzątpo próbie biologicznej. U części kotóą
po 2 tygodniach od challenge zaobserwowano objawy
zakażenia wirusem FIV, w drugiej zaś grupie nie doszło
do infekcji. Koty szczepione jednocześnie gp120 i p10
rozwinęły pełną odpowiedź humoralną przeciwko biał-
kom wirusa dopiero po zakażeniu doświadczalnym.
Autor zy pr acy pr zy puszcz aj ą że lzy skane wyn iki m o gą
być spowodowane niskim poziomem ekspresji wprowa-
dzonych genów, a takżę błędami w konstrukcji samej
szczepionki (2).

Skuteczna ochrona przed zakażenlami wywołanymi
pr zez b akteri e b ędąc e wewnątrzkomórkowymi p ato ge-
namizależy przede wszystkim od odporności komórko-
wej. Dlategoteż do konstrukcji szczepionki genetycznej
przeciwko brucelozie wykorzystano gen kodujący rybo-
somalne białko L7lLIż B. abortus, które jak wykazały
wcześniejsze badania, jest silnym stymulatorem limfo-
cytów bydlęcych. Jako wektory zastosowano dwa euka-
riotyczne plazmldy ekspresyjne - pcDNA3 (wczesny
promotor ludzkiego CV) i p6 (bydlęcy promotor MHC I
- BL3-6). Szczepionkę testowano na 6 tygodniowych
mys zach BALB/cB y J . Zw ierzęta immunizowano o dp o -
wiednio : pcDNA3 -L7 lLIz, p6-L7 |LIZ i atenuowanym
szczępem B. abortus S19, a następnie zakażono zjadli-
wym szczępem B. abortus 32308. Indukcję limfocy-
tów T badano w splenocytach izolowanych po 10, 20 i
30 dniach od zakażęnia. Myszy lmmunlzowanę szcze-
pionką geneĘ czną p cDNA3 -L 7 l L 12 lzy skały stop i eń
ochrony porównywalny do pozlomu występulącego u
zw ier ząt szczep iony ch ko m e rcyj n ą szc zep ionką sp o rzą-
dzonąze szczepu S19. Po inokulacji plazmidu p6-L7l
|LIZ stwięrdzono u myszy proliferację limfoclów T, ale
ni e z ap ewn 1ła ona znacząc ej o chrony zw ter ząt pr ze d za -
kazeniem przed B. abortus S2308 (8).

BVDV (bovine viral diarrhea virus) jest jednonicio-
wym wirusem RNA zawierającym jedną duzą otwartą
ramkę odczytll (ORF), kodującą białko o przybliżonej
masie 450 kD. W wyniku ko- i post- translacyjnej ob-
róbki powstaje 6 białek niestrukturalnych (Npro, NS23,
NS4A, NS4B, NS5A i NS5B), jedno białko kapsydowe
(pla) i ftzy gllkoproteiny otoczki (gp48, 25, 53). Do
konstrukcj i szczepionki genetycznej wykorzysta no zam-
plifikowany re gion genomu wirus a koduj ący główną gli-
koproteinę cytopatogennego szczęp:u BVDV (NADL
c) - gp53. PlazmidpcDNAigp3 podawano myszom do-
mięśniowo i śródskórnie. W obu przypadkach stwier-
dzono u nich syntezę przeciwciał neutralizujących wi-
rus, które obecne były jeszcze sześć miesięcy po immu-

nizacjL Poziom przeciwciał byłwyższy u myszy szcze-
pionych domięśniowo (12).

podsumowanie

C elem szczepienia j est efektywna pr ezentacja anty -
genu chronląca organizm przed zakażenięm wybranym
patogenem. Obecnie stosowane szczepionki komercyj-
ne zawierają w większości drobnoustroje inaktywowa-
ne lub atenuowane. Tego typtl szczepionki są często nie-
efektywne, potencjalnie niebezpieczne i drogie.W przy-
padku szczepów atenuowanych istnieje potencjalna
możliwość ich rewersji do formy zjadliwej, stwierdzane
jest również siewstwo drobnoustrojów, immunosupre-
sja lub interferencj a ze zjadltwymi patogenami. Szcze-
pionki zabite sąbardziej stabilne ibezpieczne, ale wy-
magaj ą dwukrotne g o szczepienia, mus z ą zaw ier aó wy -
soką koncentrację antygenu oraz nie są zdolne do in-
dukcj i cytotoksycznej odpowiedzi komórkowej. Ponad-
to proces inaktywacji moze powodować utratę niektó-
rych epitopów. Produk cja szczepionek podj ednostko-
wych irekombinowanych jest natomiast kosztowna, co
znacznte ogranicza ich zastosowanie w praktyce (16).
Alternatywą dla obecnych spo sobów immunizacj i mo gą
w niedługim czasie stać się szczepionki genetyczne. Są
one duzo prostsze w produkcji, od obecnie stosowanych
komercyjnych immunopreparatów. DNA j est bardzo sta-
bilne i oporne na temperaturę, dlatego przechowywanie,
transpoń i dystrybucj a szczepionek genetycznych wy-
daje się mniej skomplikowana. Z punkfu widzenia im-
munofi zj olo gii molekularnej mozliwe są niemal nieogra-
niczone modyfikacje sekwencji kodującej białko anty-
genu lub dodawanie heterologicznych epltopów przez
manipulacje na plazmidowym DNA, które pozwalająna
corazlepsze zrozumienie relacji między strukturąi funk-
cją antygenu, a reakcją systemu immunologicznego.
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