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Synthetic oligodeoxynucleotides consisting of unmethylated cytosine-guanosine dinucleotides
as immunostimulators for poultry

Summary

Fragments of bacterial and viral DNA are identified by the immune system of vertebrates which cause the
activation of specific and non-specific mechanisms of immunological response. Similar immunostimulating
effects can be achieved by using oligodeoxynucleotides (ODN) consisting of unmethylated cytosine-guanosine
dinucleotides (CpG ODN). Numerous studies show the capability of their appliance in treating bacterial, viral
and parasitic infections, as well as in the therapy of tumors and cancers and in specific immunoprophylactics
of many kinds of animal (including bird) diseases. This fact creates the capability of using CpG ODN in large
scale poultry production. The authors describe the influence of CpG ODN on immune system cells and the
possibilities of the practical application of CpG ODN in therapy and immunoprophylaxis of poultry diseases.
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Poczatkowym etapem rozwoju nieswoistej reakcji
obronnej organizmu jest rozpoznanie obecnosci drob-
noustroju. Proces ten odbywa si¢ poprzez identyfika-
cj¢ molekularnych wzorcéw patogennosci (Patogen
Associated Molecular Patterns — PAMP). Jedna z cza-
steczek PAMP sa fragmenty bakteryjnego 1 wirusowe-
go DNA zawierajace niemetylowane, dinukleotydo-
we sekwencje cytozyno-guaninowe (Cytosine-phos-
phate-Guanosine — CpG). Podobnie na mechanizmy
odpornosciowe oddziatywuja ich syntetyczne odpo-
wiedniki oligodeoksynukleotydy zawierajace motywy
CpG, (Oligodeoxynucleotides containing the CpG
motif—CpG ODN). Receptorami dla czasteczek PAMP
sa receptory rozpoznajace wzorzec (Pattern Recogni-
tion Receptors — PRR), wsrod ktorych wyrozniamy
receptory Toll-podobne (Toll-like receptors — TLR).

Do dnia dzisiejszego u ssakow opisano kilkanascie
receptorow toll-podobnych (dwanascie u myszy, dzie-
sie¢ u ludzi) (15). Natomiast u ptakow stwierdzono
obecnos¢: TLR 1LA, TLR 1LB, TLR 2A, TLR 2B,
TLR 3, TLR 4, TLR 5, TLR 7, TLR 151 TLR 21 (28).

Immunostymulujace dziatanie bakteryjnego DNA
zostato po raz pierwszy opisane przez Tokunage i wsp.
ponad 20 lat temu (29). W pdzniejszych badaniach
doniesienia te potwierdzono, wykazujac takze, ze

DNA kregowcow nie posiada takich wtasciwosci (16).
Wkrotce tez efekt ten przypisano okreslonym palin-
dromowym sekwencjom, zawierajacym niemetylowa-
ne dinukleotydy cytozyno-guaninowe, umieszczone
w tzw. ,,szczegolnym kontekscie zasad” (zazwyczaj
w sasiedztwie dwoch zasad purynowych od konca 5’
1 dwoch pirymidynowych od konica 3”) (16, 25). Stwier-
dzono, ze DNA kregowcoOw wykazuje znaczaco niz-
sza zawartos$¢ takich motywow, ponadto cytozyna za-
zwyczaj wystgpuje w nich w postaci potaczonej z gru-
pa metylowa (16, 25), co, jak wykazano do$wiadczal-
nie, znosi immunostymulujace dziatanie takich sek-
wencji (16).

Sekwencje wykazujace najsilniejsze dziatanie immu-
nostymulujace sa rozne dla poszczegdlnych gatunkow
zwierzat. Aktywacja komorek uktadu odpornosciowe-
go cztowieka zachodzi najmocniej pod wptywem sek-
wencji GTCGTT (ODN-2006), a w odniesieniu do
komorek myszy jest to GACGTT (ODN- 1826) (25).
Przeprowadzone do dnia dzisiejszego badania nie po-
zwalaja na jednoznaczne wytypowanie takich sekwen-
cji dla poszczegdlnych gatunkéw ptakow.

Mechanizm molekularnego oddzialywania CpG
DNA na komorki uktadu odpornosciowego nie jest
w pelni poznany. Sposrod kilkunastu opisanych u ssa-
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koéw receptorow toll-podobnych za identyfikacje mo-
tywoéw CpG odpowiada TLRO (13, 31). Jak dotych-
czas u ptakow nie zidentyfikowano receptora TLR9
(28). Jednak liczne badania (7, 12, 15) wykazujace
oddzialywanie syntetycznych oligodeoksynukleotydoéw
zawierajacych motywy CpG na uktad odpornosciowy
ptakow pozwalaja przypuszczaé, iz odkrycie TLR9
u przedstawicieli tej gromady jest kwestia czasu lub
w proces identyfikacji CpG zaangazowany jest inny,
wystepujacy u ptakow receptor. Analiza budowy oraz
potozenia obszarow bogatych w leucyne (Leucine
Reach Regions — LRR) receptorow wykazata, iz funk-
cjonalnym odpowiednikiem TLR9 ssakow moze by¢
kurzy TLR7 —chTLR7 (Chicken TLR7) (37). Wedtug
innych autoréw, motywy CpG moga by¢ rozpoznawa-
ne poprzez receptory chTLR15 (Chicken TLR15) lub
chTLR21 (Chicken TLR21) (15).

Efekt oddziatywania CpG ODN na komorki uktadu
odporno$ciowego zostat dobrze poznany w przypad-
ku komorek uktadu odpornosciowego ssakow, zwlasz-
cza ludzi 1 myszy. Znacznie mniej wiadomo na ten te-
mat w odniesieniu do ptakow. Oligodeoksynukleoty-
dy zawierajace motywy CpG prowadza do aktywacji
zaréwno nieswoistych, jak i swoistych mechanizméw
odpornos$ci organizmu. Motywy CpG oddziatywuja
(bezposrednio lub za posrednictwem wydzielanych
przez inne komorki cytokin) na wiele r6znych komo-
rek uktadu odpornosciowego, w tym na komorki den-
drytyczne (Dendritic Cells — DC), makrofagi, mono-
cyty, komorki NK, neutrofile, limfocyty B oraz limfo-
cyty T (16, 22, 25, 31).

Motywy CpG stymuluja dojrzewanie i1 aktywuja
komorki dendrytyczne (16, 25). Pod wptywem ODN-
-CpG dochodzi do wzrostu ekspresji czasteczek MHC
klasy II oraz czasteczek kostymulujacych, tj.: CD40,
CD86, CD54 (10, 16, 25) na powierzchni komorek
dendrytycznych co przygotowuje je do prezentacji
antygenu limfocytom T. Oddziatywanie CpG ODN na
komorki dendrytyczne znaczaco zwigksza produkcije
IL-6, IL-10, IL-12, IL-18 oraz TNF-a (19, 25, 27).

Wykazano, iz stymulacja makrofagéw CpG ODN
prowadzi do wzrostu produkcji i uwalniania IL-12 oraz
TNF-a (16, 25, 26), jednak w odrdéznieniu od komo-
rek DC nie reaguja one wzrostem ekspresji czasteczek
powierzchniowych bioracych udziat w procesie pre-
zentacji antygenu. Wykazano nawet spadek ekspresji
czasteczek MHC klasy II na powierzchni makrofagow
pod wptywem CpG ODN (2). Badania przeprowadzo-
ne z uzyciem transformowane;j linii makrofagéow ku-
rzych HD11 wykazaty wzrost sekrecji IL-6, tlenku
azotu (NO) oraz zdolnosci fagocytozy 1 wewnatrzko-
morkowego zabijania Salmonella enteritidis pod wpty-
wem dziatania CpG ODN (35). Jednak w badaniach
tych wykazano takze efekt hamujacy proliferacj¢ oraz
1ndukujqcy apoptoze komorek linii HD11 (35). Zna-
czaco wyzszy efekt stymulujacy w odniesieniu do tych
komorek uzyskano stosujac ODN 2006 w poréwna-
niu z ODN 1826 (35).
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Stymulujacy efekt CpG ODN w odniesieniu do ludz-
kich monocytow przejawia si¢ wzrostem sekrecji
IL-12, IL-1, IL-6, TNF-a, IFN-a oraz IFN-f, a takze
wzrostem ekspresji czasteczki adhezji migdzykomor-
kowej-1 (Intracellular Adhesion Molecule-1 —ICAM-1)
(25, 20).

Aktywacja komorek NK pod wplywem CpG ODN
ma charakter posredni i zachodzi pod wptywem cyto-
kin uwalnianych przez komorki APC (IL-12, IFN-of3,
TNF-a) (1, 9). Aktywacja komorek NK prowadzi do
wzrostu sekrecji I[FN-y oraz stymulacji zar6wno ,,na-
turalnej” aktywnosci litycznej komorek NK, jak i me-
chanizmu cytotoksyczno$ci komorkowej zaleznej od
przeciwcial (Antibody Dependent Cellular Cytotoxi-
city — ADCC) (1, 9, 16). Wydzielany przez komorki
NK interferon-y, obok IL-12, ma decydujace znacze-
nie dla rozwoju procesow odpornosciowych typu Th-1
(14, 31).

Aktywacja limfocytéw B pod wptywem CpG ODN
prowadzi do hamowania procesu spontanicznej apop-
tozy 1 wzrostu przezywalno$ci tych komorek (31, 36),
zwigksza ekspresj¢ genow kodujacych czasteczki
MHC klasy II i czasteczki kostymulujace, tj.: B7.1,
B7.2, stymuluje wydzielanie cytokin (IL-6, IL-10) (25)
oraz znaczaco wplywa na poziom i rodzaj wytwarza-
nych przeciwciat (30, 31).

Oddziatywanie CpG ODN na limfocyty T ma praw-
dopodobnie charakter posredni i odbywa sig za posred-
nictwem cytokin wytwarzanych przez inne komoérki
(25, 31). Niektorzy autorzy nie wykluczaja rowniez
bezposredniego oddzialywania motywéw CpG na lim-
focyty T za posrednictwem fragmentow Poli-G (19).
Wytwarzana przez np. komoérki dendrytyczne IL-12
odgrywa kluczowa rol¢ w réznicowaniu prekursoro-
wych komorek ThO w komorki Thl podczas procesu
prezentacji antygenu. Istotne znaczenie dla rozwoju
proceséw typu Thl ma réwniez IFN-y wytwarzany
przez komorki NK i Thl (22, 23, 25, 31).

Ze wzgledu na mechanizm oddzialywania CpG
ODN na komorki uktadu odpornos$ciowego i stymula-
cj¢ odpowiedzi immunologicznej typu Th-1 szczegdl-
nie istotne wydaje si¢ zastosowanie tego immunosty-
mulatora w odniesieniu do patogenéw wewnatrzko-
morkowych. Dotychczasowe badania obrazuja immu-
noprotekcyjne oddziatywanie CpG ODN w przebiegu
zakazen bakteryjnych i pierwotniaczych u drobiu,
a takze mozliwos$ci zastosowania tego modulatora jako
adiuwantu szczepionkowego.

He 1 wsp. (11, 12) wykazali, i1z zastosowanie CpG
ODN u jednodniowych pisklat znaczaco zmniejsza
$miertelno$¢ oraz stopien kolonizacji narzadow we-
wngtrznych ptakow eksperymentalnie zakazonych pa-
teczkami Salmonella. W badaniach in vitro 1 in vivo
cytowani autorzy wykazali stymulujacy wptyw na
wybuch tlenowy, generowanie reaktywnych form tle-
nu oraz na stopien degranulacji heterofili kurzych (11,
12), ktorych aktywno$¢ ma istotne znaczenie dla roz-
woju uogdlnionej salmonellozy drobiu (5). Podobny
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wptyw CpG ODN na aktywno$¢ heterofili oraz kolo-
nizacjg jelit przez S. enteritidis u kilkudniowych kur-
czat uzyskano podajac immunostymulator do ptynu
owodniowego zarodkéw kurzych (20).

Roéwnie korzystny efekt protekcyjny uzyskano sto-
sujac CpG ODN w przypadku kolibakteriozy i celluli-
tis u brojlerow kurzych (8). W grupie ptakow otrzy-
mujacych CpG ODN wykazano znaczacy wzrost prze-
zywalnos$ci, mniejszy odsetek ptakéw z posocznica
oraz stabiej wyrazone zmiany anatomopatologiczne
1 histopatologiczne w przebiegu cellulitis (8). Nato-
miast w badaniu mikrobiologicznym materiatu pobra-
nego z workow powietrznych oraz z tkanki podskor-
nej wykazano znaczaco mniejszy wzrost E. coli (8).
W pdzniejszych badaniach stwierdzono takze, iz CpG
ODN podawane in ovo w 18. lub 19. dniu inkubacji
zarodkow moze wywiera¢ efekt ochronny przed roz-
wojem posocznicy u pisklat eksperymentalnie zaka-
zonych zjadliwymi szczepami E. coli (02, K1) (7).
Gomis 1 wsp. (6) zbadali takze efekt immunizacji kur-
czat szczepionka zawierajaca inaktywowany szczep
pateczki okrg¢znicy z CpG ODN jako adiuwantem
w porownaniu do analogicznej szczepionki zawiera-
jacej adiuwant w postaci emulsji wodno-olejowej. Po
eksperymentalnym zakazeniu ptakow zjadliwymi,
homologicznymi szczepami E. coli przezywalnos¢
w grupie, w ktorej zastosowano szczepionke z CpG
ODN, wynosita 92% (podczas gdy w grupie, ktorej
podano preparat zawierajacy emulsj¢ wodno-olejowa
tylko 65%). Podobnie, ocena odpowiedzi serologicz-
nej, a takze badanie mikrobiologiczne narzadow we-
wngtrznych badanych ptakow potwierdzity korzystny
efekt zastosowania CpG ODN podczas immunizacji
kurczat (6).

Wyniki badan z zastosowaniem CpG ODN w prze-
biegu kokcydiozy kur nie sa juz tak jednoznacznie
pozytywne. Wykazano wprawdzie redukcj¢ liczby
oocyt w kale, jednak efekt ten zalezny byt od linii ge-
netycznej 1 wieku ptakéw oraz dawki i postaci che-
micznej oligodeoksynukleotydu (4). Spadek liczby
wydalanych oocyst u ptakéw doswiadczalnie zakazo-
nych E. acervulina uzyskano takze podajac CpG ODN
do jamy owodniowej zarodkéw (3). Podobnie, poda-
nie ta droga szczepionki zawierajacej rekombinowa-
ne biatko mikronem (MIC2) i CpG ODN skutkowato
redukcja liczby oocyst w kale oraz zwigkszeniem przy-
rostow masy ciata ptakow (3).

W przeprowadzonych badaniach wykazano rowniez
korzystny efekt zastosowania CpG ODN w immuno-
profilaktyce chorob wirusowych drobiu: zakaznego
zapalenia bursy Fabrycjusza (Infectious Bursal Di-
sease — IBD), rzekomego pomoru drobiu (Newcastle
disease — ND) oraz influenzy ptakow (Avian influenza
— Al).

W 2003 r. Wang i wsp. (32) zbadali mozliwos¢ za-
stosowania szczepionki zawierajacej wbudowane do
plazmidowego DNA geny biatka wirusowego — VP2
(Viral Protein 2) wysoce zjadliwych (vvIBD — very
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virulent IBD) szczepow wirusa IBD w polaczeniu
z CpG ODN jako adiuwantem. Ptaki immunizowano
dwukrotnie w 7. 1 14. dniu zycia, a nast¢pnie inokulo-
wano vvIBD (izolat 99J1). U badanych ptakdéw stwier-
dzono nizsza $miertelnos$¢ 1 czgstotliwos¢ wystepo-
wania objawow klinicznych oraz mniejsze natgzenie
zmian anatomopatologicznych i histopatologicznych
w odniesieniu do grupy otrzymujacej szczepionke bez
CpG ODN. W badaniu serologicznym wykazano tak-
Ze istotnie wyzsze miana przeciwcial po immunizacji
szczepionka z adjuwantem CpG ODN (32). Podobny
efekt uzyskano poréwnujac efekt immunizacji kurczat
rekombinowanym plazmidem pRc-VP2 i CpG ODN
Z grupa otrzymujaca szczepionke bez adiuwantu oraz
z ptakami otrzymujacymi komercyjne szczepionki
przeciwko IBD (21). Jednak w podobnym do$wiad-
czeniu Roh 1 wsp. (24) badajac efekt trzech réznych
adiuwantow stosowanych ze szczepionka DNA zawie-
rajaca plazmid z wbudowanymi genami VP2, VP3,
VP4 wysoce zjadliwego szczepu IBDV (izolat SH/92),

uzyskah zupetie odmienne wyniki. Do§wiadczenie to
nie wykazalo zadnej statystycznie istotnej roznicy
w poziomie przeciwciat oraz indeksie stymulacji lim-
focytéw u kurczat, u ktoérych zastosowano CpG ODN.
Wykazano natomiast wigksza $miertelno$¢ oraz niz-
szy indeks masy bursy Fabrycjusza u ptakow, ktérym
podano szczepionke z adiuwantem ODN w poréwna-
niu do grupy szczepionej sama DNA szczepionka.
Autorzy sugeruja jednak mozliwo$¢ wystapienia za-
leznej od dawki ODN redukcji ekspresji plazmidowych
genow; zjawisko takie zostalo wczesniej opisane u my-
szy (34).

Skutecznos$¢ CpG jako adiuwantu szczepionkowe-
go potwierdzono takze w przypadku szczepien prze-
ciwko rzekomemu pomorowi drobiu. Wszystkie ba-
dane parametry (nasilenie objawow klinicznych, od-
setek $miertelno$ci, poziom przeciwciat klasy IgG
przeciwko NDV, indeks stymulacji limfocytow w tes-
cie transformacji blastycznej) potwierdzity korzystny
efekt zastosowania CpG jako adiuwantu (17). W ostat-
nim czasie wykazano tez mozliwo$¢ stymulacji me-
chanizméw odpornosci lokalnej bton sluzowych po
immunizacji kurczat przeciwko ND szczepionka z CpG
ODN podana donosowo (38).

Podjeto rowniez proby wykorzystania CpG ODN
w walce z wysoce zjadliwa grypa ptakow (Highly pa-
thogenic avian influenza — HPAI). Zastosowano szcze-
pionke z inaktywowanym szczepem H5N1 oraz frag-
menty bakteryjnego DNA lub CpG ODN jako adiu-
wantem. Uzyskano interesujace wyniki: zastosowanie
olejowej szczepionki z wezesniej inkorporowanym do
niej adiuwantem skutkowato silniejszym pobudzeniem
mechanizméw odpornosciowych, natomiast osobne
zastosowanie szczepionki i adiuwantu nie wywierato
takiego efektu (33).

Mimo iz dane pi$miennictwa potwierdzaja immu-
nostymulujace dziatanie syntetycznych oligodeoksy-
nukleotydow zawierajacych niemetylowane dinukleo-
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tydy cytozyno-guaninowe u drobiu, niezbgdne sa dal-
sze badania w celu opracowania praktycznych mozli-
wosci zastosowania CpG ODN w praktyce drobiarskie;.
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