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Artyku³ przegl¹dowy Review

Pocz¹tkowym etapem rozwoju nieswoistej reakcji
obronnej organizmu jest rozpoznanie obecno�ci drob-
noustroju. Proces ten odbywa siê poprzez identyfika-
cjê molekularnych wzorców patogenno�ci (Patogen
Associated Molecular Patterns � PAMP). Jedn¹ z cz¹-
steczek PAMP s¹ fragmenty bakteryjnego i wirusowe-
go DNA zawieraj¹ce niemetylowane, dinukleotydo-
we sekwencje cytozyno-guaninowe (Cytosine-phos-
phate-Guanosine � CpG). Podobnie na mechanizmy
odporno�ciowe oddzia³ywuj¹ ich syntetyczne odpo-
wiedniki oligodeoksynukleotydy zawieraj¹ce motywy
CpG, (Oligodeoxynucleotides containing the CpG
motif � CpG ODN). Receptorami dla cz¹steczek PAMP
s¹ receptory rozpoznaj¹ce wzorzec (Pattern Recogni-
tion Receptors � PRR), w�ród których wyró¿niamy
receptory Toll-podobne (Toll-like receptors � TLR).

Do dnia dzisiejszego u ssaków opisano kilkana�cie
receptorów toll-podobnych (dwana�cie u myszy, dzie-
siêæ u ludzi) (15). Natomiast u ptaków stwierdzono
obecno�æ: TLR 1LA, TLR 1LB, TLR 2A, TLR 2B,
TLR 3, TLR 4, TLR 5, TLR 7, TLR 15 i TLR 21 (28).

Immunostymuluj¹ce dzia³anie bakteryjnego DNA
zosta³o po raz pierwszy opisane przez Tokunagê i wsp.
ponad 20 lat temu (29). W pó�niejszych badaniach
doniesienia te potwierdzono, wykazuj¹c tak¿e, ¿e

DNA krêgowców nie posiada takich w³a�ciwo�ci (16).
Wkrótce te¿ efekt ten przypisano okre�lonym palin-
dromowym sekwencjom, zawieraj¹cym niemetylowa-
ne dinukleotydy cytozyno-guaninowe, umieszczone
w tzw. �szczególnym kontek�cie zasad� (zazwyczaj
w s¹siedztwie dwóch zasad purynowych od koñca 5�
i dwóch pirymidynowych od koñca 3�) (16, 25). Stwier-
dzono, ¿e DNA krêgowców wykazuje znacz¹co ni¿-
sz¹ zawarto�æ takich motywów, ponadto cytozyna za-
zwyczaj wystêpuje w nich w postaci po³¹czonej z gru-
p¹ metylow¹ (16, 25), co, jak wykazano do�wiadczal-
nie, znosi immunostymuluj¹ce dzia³anie takich sek-
wencji (16).

Sekwencje wykazuj¹ce najsilniejsze dzia³anie immu-
nostymuluj¹ce s¹ ró¿ne dla poszczególnych gatunków
zwierz¹t. Aktywacja komórek uk³adu odporno�ciowe-
go cz³owieka zachodzi najmocniej pod wp³ywem sek-
wencji GTCGTT (ODN�2006), a w odniesieniu do
komórek myszy jest to GACGTT (ODN-1826) (25).
Przeprowadzone do dnia dzisiejszego badania nie po-
zwalaj¹ na jednoznaczne wytypowanie takich sekwen-
cji dla poszczególnych gatunków ptaków.

Mechanizm molekularnego oddzia³ywania CpG
DNA na komórki uk³adu odporno�ciowego nie jest
w pe³ni poznany. Spo�ród kilkunastu opisanych u ssa-
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ków receptorów toll-podobnych za identyfikacjê mo-
tywów CpG odpowiada TLR9 (13, 31). Jak dotych-
czas u ptaków nie zidentyfikowano receptora TLR9
(28). Jednak liczne badania (7, 12, 15) wykazuj¹ce
oddzia³ywanie syntetycznych oligodeoksynukleotydów
zawieraj¹cych motywy CpG na uk³ad odporno�ciowy
ptaków pozwalaj¹ przypuszczaæ, i¿ odkrycie TLR9
u przedstawicieli tej gromady jest kwesti¹ czasu lub
w proces identyfikacji CpG zaanga¿owany jest inny,
wystêpuj¹cy u ptaków receptor. Analiza budowy oraz
po³o¿enia obszarów bogatych w leucynê (Leucine
Reach Regions � LRR) receptorów wykaza³a, i¿ funk-
cjonalnym odpowiednikiem TLR9 ssaków mo¿e byæ
kurzy TLR7 � chTLR7 (Chicken TLR7) (37). Wed³ug
innych autorów, motywy CpG mog¹ byæ rozpoznawa-
ne poprzez receptory chTLR15 (Chicken TLR15) lub
chTLR21 (Chicken TLR21) (15).

Efekt oddzia³ywania CpG ODN na komórki uk³adu
odporno�ciowego zosta³ dobrze poznany w przypad-
ku komórek uk³adu odporno�ciowego ssaków, zw³asz-
cza ludzi i myszy. Znacznie mniej wiadomo na ten te-
mat w odniesieniu do ptaków. Oligodeoksynukleoty-
dy zawieraj¹ce motywy CpG prowadz¹ do aktywacji
zarówno nieswoistych, jak i swoistych mechanizmów
odporno�ci organizmu. Motywy CpG oddzia³ywuj¹
(bezpo�rednio lub za po�rednictwem wydzielanych
przez inne komórki cytokin) na wiele ró¿nych komó-
rek uk³adu odporno�ciowego, w tym na komórki den-
drytyczne (Dendritic Cells � DC), makrofagi, mono-
cyty, komórki NK, neutrofile, limfocyty B oraz limfo-
cyty T (16, 22, 25, 31).

Motywy CpG stymuluj¹ dojrzewanie i aktywuj¹
komórki dendrytyczne (16, 25). Pod wp³ywem ODN-
-CpG dochodzi do wzrostu ekspresji cz¹steczek MHC
klasy II oraz cz¹steczek kostymuluj¹cych, tj.: CD40,
CD86, CD54 (10, 16, 25) na powierzchni komórek
dendrytycznych, co przygotowuje je do prezentacji
antygenu limfocytom T. Oddzia³ywanie CpG ODN na
komórki dendrytyczne znacz¹co zwiêksza produkcjê
IL-6, IL-10, IL-12, IL-18 oraz TNF-á (19, 25, 27).

Wykazano, i¿ stymulacja makrofagów CpG ODN
prowadzi do wzrostu produkcji i uwalniania IL-12 oraz
TNF-á (16, 25, 26), jednak w odró¿nieniu od komó-
rek DC nie reaguj¹ one wzrostem ekspresji cz¹steczek
powierzchniowych bior¹cych udzia³ w procesie pre-
zentacji antygenu. Wykazano nawet spadek ekspresji
cz¹steczek MHC klasy II na powierzchni makrofagów
pod wp³ywem CpG ODN (2). Badania przeprowadzo-
ne z u¿yciem transformowanej linii makrofagów ku-
rzych HD11 wykaza³y wzrost sekrecji IL-6, tlenku
azotu (NO) oraz zdolno�ci fagocytozy i wewn¹trzko-
mórkowego zabijania Salmonella enteritidis pod wp³y-
wem dzia³ania CpG ODN (35). Jednak w badaniach
tych wykazano tak¿e efekt hamuj¹cy proliferacjê oraz
indukuj¹cy apoptozê komórek linii HD11 (35). Zna-
cz¹co wy¿szy efekt stymuluj¹cy w odniesieniu do tych
komórek uzyskano stosuj¹c ODN 2006 w porówna-
niu z ODN 1826 (35).

Stymuluj¹cy efekt CpG ODN w odniesieniu do ludz-
kich monocytów przejawia siê wzrostem sekrecji
IL-12, IL-1, IL-6, TNF-á, IFN-á oraz IFN-â, a tak¿e
wzrostem ekspresji cz¹steczki adhezji miêdzykomór-
kowej-1 (Intracellular Adhesion Molecule-1 � ICAM-1)
(25, 26).

Aktywacja komórek NK pod wp³ywem CpG ODN
ma charakter po�redni i zachodzi pod wp³ywem cyto-
kin uwalnianych przez komórki APC (IL-12, IFN-áâ,
TNF-á) (1, 9). Aktywacja komórek NK prowadzi do
wzrostu sekrecji IFN-ã oraz stymulacji zarówno �na-
turalnej� aktywno�ci litycznej komórek NK, jak i me-
chanizmu cytotoksyczno�ci komórkowej zale¿nej od
przeciwcia³ (Antibody Dependent Cellular Cytotoxi-
city � ADCC) (1, 9, 16). Wydzielany przez komórki
NK interferon-ã, obok IL-12, ma decyduj¹ce znacze-
nie dla rozwoju procesów odporno�ciowych typu Th-1
(14, 31).

Aktywacja limfocytów B pod wp³ywem CpG ODN
prowadzi do hamowania procesu spontanicznej apop-
tozy i wzrostu prze¿ywalno�ci tych komórek (31, 36),
zwiêksza ekspresjê genów koduj¹cych cz¹steczki
MHC klasy II i cz¹steczki kostymuluj¹ce, tj.: B7.1,
B7.2, stymuluje wydzielanie cytokin (IL-6, IL-10) (25)
oraz znacz¹co wp³ywa na poziom i rodzaj wytwarza-
nych przeciwcia³ (30, 31).

Oddzia³ywanie CpG ODN na limfocyty T ma praw-
dopodobnie charakter po�redni i odbywa siê za po�red-
nictwem cytokin wytwarzanych przez inne komórki
(25, 31). Niektórzy autorzy nie wykluczaj¹ równie¿
bezpo�redniego oddzia³ywania motywów CpG na lim-
focyty T za po�rednictwem fragmentów Poli-G (19).
Wytwarzana przez np. komórki dendrytyczne IL-12
odgrywa kluczow¹ rolê w ró¿nicowaniu prekursoro-
wych komórek Th0 w komórki Th1 podczas procesu
prezentacji antygenu. Istotne znaczenie dla rozwoju
procesów typu Th1 ma równie¿ IFN-ã wytwarzany
przez komórki NK i Th1 (22, 23, 25, 31).

Ze wzglêdu na mechanizm oddzia³ywania CpG
ODN na komórki uk³adu odporno�ciowego i stymula-
cjê odpowiedzi immunologicznej typu Th-1 szczegól-
nie istotne wydaje siê zastosowanie tego immunosty-
mulatora w odniesieniu do patogenów wewn¹trzko-
mórkowych. Dotychczasowe badania obrazuj¹ immu-
noprotekcyjne oddzia³ywanie CpG ODN w przebiegu
zaka¿eñ bakteryjnych i pierwotniaczych u drobiu,
a tak¿e mo¿liwo�ci zastosowania tego modulatora jako
adiuwantu szczepionkowego.

He i wsp. (11, 12) wykazali, i¿ zastosowanie CpG
ODN u jednodniowych piskl¹t znacz¹co zmniejsza
�miertelno�æ oraz stopieñ kolonizacji narz¹dów we-
wnêtrznych ptaków eksperymentalnie zaka¿onych pa-
³eczkami Salmonella. W badaniach in vitro i in vivo
cytowani autorzy wykazali stymuluj¹cy wp³yw na
wybuch tlenowy, generowanie reaktywnych form tle-
nu oraz na stopieñ degranulacji heterofili kurzych (11,
12), których aktywno�æ ma istotne znaczenie dla roz-
woju uogólnionej salmonellozy drobiu (5). Podobny
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wp³yw CpG ODN na aktywno�æ heterofili oraz kolo-
nizacjê jelit przez S. enteritidis u kilkudniowych kur-
cz¹t uzyskano podaj¹c immunostymulator do p³ynu
owodniowego zarodków kurzych (20).

Równie korzystny efekt protekcyjny uzyskano sto-
suj¹c CpG ODN w przypadku kolibakteriozy i celluli-
tis u brojlerów kurzych (8). W grupie ptaków otrzy-
muj¹cych CpG ODN wykazano znacz¹cy wzrost prze-
¿ywalno�ci, mniejszy odsetek ptaków z posocznic¹
oraz s³abiej wyra¿one zmiany anatomopatologiczne
i histopatologiczne w przebiegu cellulitis (8). Nato-
miast w badaniu mikrobiologicznym materia³u pobra-
nego z worków powietrznych oraz z tkanki podskór-
nej wykazano znacz¹co mniejszy wzrost E. coli (8).
W pó�niejszych badaniach stwierdzono tak¿e, i¿ CpG
ODN podawane in ovo w 18. lub 19. dniu inkubacji
zarodków mo¿e wywieraæ efekt ochronny przed roz-
wojem posocznicy u piskl¹t eksperymentalnie zaka-
¿onych zjadliwymi szczepami E. coli (O2, K1) (7).
Gomis i wsp. (6) zbadali tak¿e efekt immunizacji kur-
cz¹t szczepionk¹ zawieraj¹c¹ inaktywowany szczep
pa³eczki okrê¿nicy z CpG ODN jako adiuwantem
w porównaniu do analogicznej szczepionki zawiera-
j¹cej adiuwant w postaci emulsji wodno-olejowej. Po
eksperymentalnym zaka¿eniu ptaków zjadliwymi,
homologicznymi szczepami E. coli prze¿ywalno�æ
w grupie, w której zastosowano szczepionkê z CpG
ODN, wynosi³a 92% (podczas gdy w grupie, której
podano preparat zawieraj¹cy emulsjê wodno-olejow¹
tylko 65%). Podobnie, ocena odpowiedzi serologicz-
nej, a tak¿e badanie mikrobiologiczne narz¹dów we-
wnêtrznych badanych ptaków potwierdzi³y korzystny
efekt zastosowania CpG ODN podczas immunizacji
kurcz¹t (6).

Wyniki badañ z zastosowaniem CpG ODN w prze-
biegu kokcydiozy kur nie s¹ ju¿ tak jednoznacznie
pozytywne. Wykazano wprawdzie redukcjê liczby
oocyt w kale, jednak efekt ten zale¿ny by³ od linii ge-
netycznej i wieku ptaków oraz dawki i postaci che-
micznej oligodeoksynukleotydu (4). Spadek liczby
wydalanych oocyst u ptaków do�wiadczalnie zaka¿o-
nych E. acervulina uzyskano tak¿e podaj¹c CpG ODN
do jamy owodniowej zarodków (3). Podobnie, poda-
nie t¹ drog¹ szczepionki zawieraj¹cej rekombinowa-
ne bia³ko mikronem (MIC2) i CpG ODN skutkowa³o
redukcj¹ liczby oocyst w kale oraz zwiêkszeniem przy-
rostów masy cia³a ptaków (3).

W przeprowadzonych badaniach wykazano równie¿
korzystny efekt zastosowania CpG ODN w immuno-
profilaktyce chorób wirusowych drobiu: zaka�nego
zapalenia bursy Fabrycjusza (Infectious Bursal Di-
sease � IBD), rzekomego pomoru drobiu (Newcastle
disease � ND) oraz influenzy ptaków (Avian influenza
� AI).

W 2003 r. Wang i wsp. (32) zbadali mo¿liwo�æ za-
stosowania szczepionki zawieraj¹cej wbudowane do
plazmidowego DNA geny bia³ka wirusowego � VP2
(Viral Protein 2) wysoce zjadliwych (vvIBD � very

virulent IBD) szczepów wirusa IBD w po³¹czeniu
z CpG ODN jako adiuwantem. Ptaki immunizowano
dwukrotnie w 7. i 14. dniu ¿ycia, a nastêpnie inokulo-
wano vvIBD (izolat 99J1). U badanych ptaków stwier-
dzono ni¿sz¹ �miertelno�æ i czêstotliwo�æ wystêpo-
wania objawów klinicznych oraz mniejsze natê¿enie
zmian anatomopatologicznych i histopatologicznych
w odniesieniu do grupy otrzymuj¹cej szczepionkê bez
CpG ODN. W badaniu serologicznym wykazano tak-
¿e istotnie wy¿sze miana przeciwcia³ po immunizacji
szczepionk¹ z adjuwantem CpG ODN (32). Podobny
efekt uzyskano porównuj¹c efekt immunizacji kurcz¹t
rekombinowanym plazmidem pRc-VP2 i CpG ODN
z grup¹ otrzymuj¹c¹ szczepionkê bez adiuwantu oraz
z ptakami otrzymuj¹cymi komercyjne szczepionki
przeciwko IBD (21). Jednak w podobnym do�wiad-
czeniu Roh i wsp. (24) badaj¹c efekt trzech ró¿nych
adiuwantów stosowanych ze szczepionk¹ DNA zawie-
raj¹c¹ plazmid z wbudowanymi genami VP2, VP3,
VP4 wysoce zjadliwego szczepu IBDV (izolat SH/92),
uzyskali zupe³nie odmienne wyniki. Do�wiadczenie to
nie wykaza³o ¿adnej statystycznie istotnej ró¿nicy
w poziomie przeciwcia³ oraz indeksie stymulacji lim-
focytów u kurcz¹t, u których zastosowano CpG ODN.
Wykazano natomiast wiêksz¹ �miertelno�æ oraz ni¿-
szy indeks masy bursy Fabrycjusza u ptaków, którym
podano szczepionkê z adiuwantem ODN w porówna-
niu do grupy szczepionej sam¹ DNA szczepionk¹.
Autorzy sugeruj¹ jednak mo¿liwo�æ wyst¹pienia za-
le¿nej od dawki ODN redukcji ekspresji plazmidowych
genów; zjawisko takie zosta³o wcze�niej opisane u my-
szy (34).

Skuteczno�æ CpG jako adiuwantu szczepionkowe-
go potwierdzono tak¿e w przypadku szczepieñ prze-
ciwko rzekomemu pomorowi drobiu. Wszystkie ba-
dane parametry (nasilenie objawów klinicznych, od-
setek �miertelno�ci, poziom przeciwcia³ klasy IgG
przeciwko NDV, indeks stymulacji limfocytów w te�-
cie transformacji blastycznej) potwierdzi³y korzystny
efekt zastosowania CpG jako adiuwantu (17). W ostat-
nim czasie wykazano te¿ mo¿liwo�æ stymulacji me-
chanizmów odporno�ci lokalnej b³on �luzowych po
immunizacji kurcz¹t przeciwko ND szczepionk¹ z CpG
ODN podan¹ donosowo (38).

Podjêto równie¿ próby wykorzystania CpG ODN
w walce z wysoce zjadliw¹ gryp¹ ptaków (Highly pa-
thogenic avian influenza � HPAI). Zastosowano szcze-
pionkê z inaktywowanym szczepem H5N1 oraz frag-
menty bakteryjnego DNA lub CpG ODN jako adiu-
wantem. Uzyskano interesuj¹ce wyniki: zastosowanie
olejowej szczepionki z wcze�niej inkorporowanym do
niej adiuwantem skutkowa³o silniejszym pobudzeniem
mechanizmów odporno�ciowych, natomiast osobne
zastosowanie szczepionki i adiuwantu nie wywiera³o
takiego efektu (33).

Mimo i¿ dane pi�miennictwa potwierdzaj¹ immu-
nostymuluj¹ce dzia³anie syntetycznych oligodeoksy-
nukleotydów zawieraj¹cych niemetylowane dinukleo-
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tydy cytozyno-guaninowe u drobiu, niezbêdne s¹ dal-
sze badania w celu opracowania praktycznych mo¿li-
wo�ci zastosowania CpG ODN w praktyce drobiarskiej.
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