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W ostatnich latach nastąpił szybki rozwój nowych
metod immunizacji, spośród których najbardziej no-
woczesną jest niewątpliwie tzw. szczepienie gene-
tyczne. Generalnie, sposób ten polega na bezpo-
średnim podaniu invivo cząstki kwasu nukleinowego
(DNA lub RNA), kodującej antygen szczepionkowy.
Antygen ten, syntetyzowany przez komórki gospo-
darza,jest następnie prezentowany w jego układzie
immunolo g lczny m, pobudzaj ąc do ekspresj i sw oistą
odpowiedź, typu komórkowego lub humoralnego.
Tego typu immunizacj a, bezpieczna i skuteczna,
wydaje się posiadać ogromną przyszłość. W pracy
tej przedstawiono najnowsze informacje dotyczące
szczepteń z użyciem kwasów nukleinowych, pre-
zentljąc jednocześnie niezbędne dane o mechaniz-
mach odpowiedzi immunologicznej. Dostępne wy-
niki badań pochodzą głównie z obszaru medycyny
ludzkiej, ale kilka istniejących już prac pozwala
mieó nadzieję, iż w niedalekiej przyszłości podobne
doświadczenia, z uzyciem innych antygenów szcze-
pionkowych będą równiez prowadzone na większą
skalę w weterynarii.

Pierwsze informacje o skutecznym, w sensie uzys-
kania ekspresji antygenów szczepionkowych po po-
daniu - jako nośnika informacji genetycznej - oczy-
szczonego DNA (RNA) pochodzą od Wolffa i wsp.
(25). W 1990 r. opublikowali oni pracę, w której
dostarczali domięśniowo myszom 100 pg DNA ko-
dującego wytwarzanie enzymu acetylotransferazy
chloramfenikolu (CAT). Po 18 godz. od podania
kwasu nukleinowego stwierdzono obecność tego en-
zymLl w miejscach iniekcji jak również, chociaż w
mniejszych ilościach, w innych mięśniach szkiele-
towych, Autorzy badali także czas przezjaki wpro-
wadzony do mięśni DNA był w nich obecny i wa-
runkował ekspresję kodowanego białka (enzymu).
Stwierdzono, iz wynosił on powyzej 60 dni, tzn.
przez taki okres produkt genowy (białko) był wy-
krywany metodami immunohistochemicznymi. Wy-
kazano równteż, iz wprowadzony fragment DNA
nle łączył się z materiałem Eenetycznym chromo-
zomu, ale występował w cytoplazmie komórek w
postaci kolistych, niereplikuj ących form. Stwierdzo-
no równiez , iż poziom enzymu (acetylotransferazy)
był najwyższy gdy kodujący je DNA podawano do
mięśni szkieletowych a znacznie niższy §dy iniekcje
wykonano do innych tkanek.

artykuł przeglądowy

Te obiecujące wyniki dały podstawę do dalszych
badań nad rozwoj emszczepionek genetycznych. Już
w kilka miesięcy późntej, Nabel i wsp. (12) donieśli
o ekspresji in situ rekombinowanej B-galaktozydazy
ptzez komórki mięśniowe ściany tętnicy, do których
podano DNA kodujące wytwarzanie tego enzymu.
Równiez i w tym przypadku, po iniekcji do makro-
organizmu fragmentów kwasu DNA, następowały
normalne procesy wewnątrzkomórkowej transkryp-
cji i translacji, efektem których była ekspresja ge-
nowych białek (enzymów). Celem optymalnej eks-
presji mRNA P-galaktozydazy, do wprowadzenta
szczepionkowego DNA tlżyto wektora w postaci
genów retrowirusa chłoniaka mysiego Maloney'a
oraz obcego promotora uzyskane go z genów kodu-
jących B-aktynę. Badając czas i kinetykę wytwa-
rzania produktu genowego (enzymu) stwierdzono
jego obecność po 10 dniach od iniekcji DNA, utrzy-
mującą się jeszcze po 2I tygodniach, z optymalnym
poziomem między 2 a 3 miesiącem po podaniu
materiału genety cznego. Ekspresj ę wprowadzonego
białka stwierdzono także, gdy zamiast wektora wi-
rusowego zastosowano bezpośrednią iniekcję DNA
zawartego w innym, niebiologicznym nośniku - li-
posomach. W tym przypadku B-galaktozydaza była
obecna w miejscu iniekcji po 4 dniach i utrzymywała
się przez co najmniej 6 tygodni po transfekcji.

Davis i wsp. (3) porównali skuteczność iniekcji
oczyszczonego DNA bezpośrednio do komórek
mięśniowych, z podaniem go przy pomocy wektora
wirusowego (adeno- lub retrowirus). Stwierdzono,
iz ekspresja genów była jednakowa w .przypadku
użycia samego DNA (w postaci wektora plazmido-
wego) lub podane go za pośrednictwem nośnika ade-
nowirusowego a znacznie mniej skuteczna gdy ma-
teriał genetyczny dostarczano do komórek przy
udziale wektora retrowirusowego.

W podobnych badaniach wykonanych przezWil-
liamsa i wsp. (24) wykazano, iż wektor plazmidowy,
zawierający geny kodujące wytwarzanie enzymu lu-
cyferuzy, kontrolowane przez promotor ludzkiej B-
-aktyny, może być podawany do innych, niz mięśnie,
tkanek (np. skóry) myszy. Materiał genetyczny użyty
do badań był opłaszczony na powierzchni cząstek
złota koloidalnego, dzięki któremu następowało ułat-
wione wnikanie DNA do wnętrza komórek. Wy-
twarzanię enzymu lucyferazy stwierdzono przez 14
dni od iniekcji materiału genetycznego.

Szczepionki gene ty czne
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Kolejne prace wykonane przez Tanga i wsp. (18)

potwierdziły celowość podawania DNA kodującego
Ókreślony antygen jako skutecznej metody immu-
nizacji. W badaniach tych, myszy immunizowano
w skórę ucha mikrocząsteczkamt złota opłaszczo-
nymi wektorem plazmidowym, zawierającymi od-
cinek DNA kodujący ludzki hormon wzrostu (hGH).

powtórna immunizacja myszy użytym wektorem DNA
(boosting) prowadziła do znacznego wzrostu miana
swoistych przeciwciał anty-hGH. Stwierdzono także,
iz podanie takiego samego materiału genetycznego
(kodującego wytwarzanie hGH) do komórek śledziony
prowadziło do ekspresji swoistego białka (hormonu),
alebez znaczącej odpowiedzi ze strony układu immu-
nologicznego (br

Na podstawie wsp. (19)
rozwinęli dalsze munizacji
uzyli wektora p|azmidowego, zawteraj4cego geny
kodujące fr
A (szczep
rologiczny
taki podano domięśniowo 5-6-tygodniowym my-
szom linii BALB/c, po 100 pg DNA, w 1-, 2- lub
3-krotnej dawce, w odstępach 3 tygodni. Skutecz-
ność inkorporacji specyficznego DNA szczepion-
kowego do komórek mięśniowych badano pIzy po-
mocy polimerazowej reakcji łańcuchowej (PCR),
stwierdzając go
Efektem takprz
wstanie obu ty :

humoralnego (przeciwciała) i komórkowego (lim-
focyty T typu cytotoksycznego, CTL). Swoiste prze-
ciwciała anty-NP (typu IgG) pojawiły się po 2tygo-
dniach od a wektora plazmidowego,
osiągając po 5 tygodniach. Stwier-
dzono jednak, używając testu biernej odporności, tż
występująca odporność humoralna nie była wystar-
czająca do ochrony myszy przed eksperymentalnym
zakażeniem wirusem grypy. Z drlgtej strony, wy-
tworzona odporność typu komórkowego (limfocyty
cytotoksyczne) stanowiła odpowiednio wysoki poziom
ochronny ptzed zakażenięm wirusem grypy, zar ów no
szczepem h omolo gicznym (A/PR/8 l 3 4) i ak i heterolo-

Elcznym (A/I{K/68). W przebiegu całego doświadcze-
nia wykazano, lż 90Vo myszy immunizowanych wek-
torem plazmidowym, zawierającym geny dla białka
NP wirusa gq py, było niewrazliwych na zakażenie,
w porównanfu z OVo zwierząt kontrolnych (19).

W dalszych pracach nad uzyciem szczepionek ge-
netycznych przeciw grypie wykazano, iz domięś-
niowe podanie plazmidowego DNA, kodującego wy-

twarzanie hemaglutyniny (HA) wirusa AlPRl8l34,
prowadziło do powstania neutralizuj ących przeciw,-
Óiał, które chroniły zwierzęta przed eksperymental-

py H7N7. W gr kurc
pione) próbę ch tylk

Dalsze badani szcz
tycznych koncentrowały się nad wyborem i oceną
optymalnej drogi podanta plazmidowego wektora
DNA, celem generacji najbardziej skutecznego po-
ziomu odpowiedzi immunologicznej. Wykazano
wcześniej u gryzoni szkieletowe są

100-1000 razy bard w porównaniu
z innymi tkankami, i ekspresji ob-

cego DNA, Fynan i wsp. (6) przeprowadzili szęreg
doŚwiadczeń, w których materiał genetyczny kodu-
jący hemaglutyninę wirusa grypy podawali tóżnymt
drogami: domięśniowo, podskórnie, dootrzewnowo,
śródskórnie i bezpośrednio do układu oddechowego
(do tchawicy). Efekt immunizacji oceniano w mo-
delach: mysim (hemaglutynina typu Hl) i ptasim
(hemaglutynina typu H7). Materiał genetyczny
(DNA), kodujący obie hemaglutyniny, dostarczano

wcześniej drogami, w ilości 100 pg DNA zawle-
szonego w płynie ftzjologicznym. Test na 3-tygo-
dniowych kurczętach wykonano w podobny sposób,

je kwasu nukleinowego do
bę uzyciem 10-100-krotnej
0 N1 (myszy) lub H7N7

(kurczęta), wykonano po I-2 tygodniach od drugiej
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iniekcji dozylnej. W grupie kontrolnej (szczepionej
nieswoistymDNA) ty|ko I3Vo myszy przeżyło próbę
challenge. W przypadku kurcząt podobnie korzystne
efekty ochronne uzyskano przy immunizacjt ptaków
drogą domięśniową iAub dożylną.

Badając dodatkowo wpływ róznych metod podawa-
nia szczepionkowego DNA, wspomniani autorzy (8)

lży7t cząstek koloidalnego złota (średnica 0,95 pm),
które opłaszczano plazmidowym wektorem DNA z

zw ier ząt do ś wi adczalny c h pr ze d z akńentem. B adano
równteż poziom swoistych przeciwciał anty-HA u
zw ierząt wszy stkich grup, immunizowanych w spo-
mnianym materiałem genetycznym, tzn. iniekcyjnie
(z DNA zawieszonym w płynie fizjologicznym) i me-
todą gene-gun (z DNA opłaszczonym na cząstkach
złota).Wykazano, iz obie meto dy szczepień prowadziĘ
do minimalnego lub nawet niewykrywalnego wzrostu
poziomu przeciwciał w surowicach; poziom ten pod-
nosił się jednak znacząco juz po 4 dniach od ekspe-
rymentalnego zakażenia (challenge) a obserwowane
swoiste immunoglobuliny były typu IgG. Wynik taki
świadczy o pierwotnym uczuleniu limfocytów pomoc-
niczych Th oraz limfocytów B przez antygen szczę-
pionkowy (ekspresja HA przez geny wektora pla-
zmidowego), rezultatem cze1o była szybka wtórna
odpowiedź immunologiczna (typu IgG) na homologi-
czny antygen wirusowy użyty do próby challenge.

Podobne próby z immlntzacją genetyczną przy
uzyciu metody gene-gun wykonali Pertmer i wsp.
(13), Autorzy ci, stosując model mysi, wprowadzali
wektory plazmidowe z genami kodującymi hormon
wzrostowy (hGH) i białko NP wirusa grypy. Wy-
kazano, iż tylko śladowe ilości (16 ng) DNA były
konieczne do uzyskania wysokiego poziomu swoi-
stej odpowiedzi immunologicznej (przeciwciała i
limfocyty T cytotoksy czne).

Dalsze próby nad użyciem DNA kodującego biał-
ko NP wykonali R.az i wsp. (14) podając go śród-
s kórnie w p ły nie f tzj olo giczny m, bez uży cta c z ą stek

złotaiaparatu Accell@. Wykazano, iz komórki skóry
miały zdolność wchłaniani a szczepionkowego DNA,
rezultatemcze1o było pobudzenie humoralnej i komór-
ko wej odpowiedzi immunol o gtcznej. Poziom przec iw-
ciał, zabezpteczaj4cy w znacznym stopniu myszy
przedchallenge, utrzymyw ał się przez 6 8 -70 ty godni
po szczepieniu, bez konieczności stosowania po-
wtórnej immunizacji (booster). Podobnie długi był
czas reakcji komórkowej w postaci ekspresji cytoto-
ksycznyclr limfocytów CTL, Mozn a przjplszczać, tż
tak długo utrzymujący się poziom swoistej odpo-

wiedzi immunologicznej był wynikiem ciągłego uwal-
niania antygenu (ekspresji białka przez obecne geny
plazmidowego wektora szc i pobu-
dzania przez niego układu go.

Wykazano nastę
netycznym DNA s

wania odpowiedzi

szczepionek genetycznych przeciw gruź|tcy (10), ma-
larii (7), wirusowemu zapaleniu wątroby typu B (4).

Najwięcej jednak prac koncentruje się nad uzy-
skaniem skutecznej szczepionki zabezpieczającej przed
zakażeniem retrowirusami, w tym przede wszystkim
wirusem HIV. Wang i wsp. (22) immunizowali do-
mięśniowo myszy (4 dawki w odstępach 2 tygodni)
wektorem plazmidowym zawierającym 100 pg DNA
kodującego antygen otoczkowy gp160 wirusa HIV-I.
Wykazano, tż tl wszy
nastąpił rozwóy swois
immunologicznej w po
jących w stosunku do gp160, obecnych jeszcze w
rozcieńczeniu surowicy do 1:1280. Większość immu-

a typu IeG (86%a) wskazując, iz wystę-
immunolog |czna przebiegała z udzia-
w pomocniczych Th, stymulowanych

HIV- 1 mał-
y 3 ini pach
NA.P hod

ostatniego szczepienia, uzyskana od zwierząt sufo-
wica miała zdolność neutralizacj t in vitro (w hodowli
tkankowej MT-Z) wirusa HIV-1.

Jak wspomniano wyżej, często uzywanym wekto-
rem, wykorzystywanym do wprowadzenla szczę-

Ekspresja kodowanych białek gp160 i Rev pTow1-

dziła do aktywacji typowych dla tego typu białek
limfocytów T CD8+, a cytotoksyczna odpowiedź
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komórkowa utrzymywała się przez szereg miesięcy
po immunizacji. Są to bardzo obiecujące wyniki badń
nad opracowaniem skutecznej szczepionki przeciw
zakażęnlom wirusem HIV, zwłaszcza z uwagi na
to, tż białko Rev należy do tzw. wczesnych ptzez
co istnieje mozliwość eliminacji zakażonych komó-
rek gospodarza, hamując tym samym rozsiew wirusa.
Pierwsze próby z lżyciem szczepionek genetycz-
nych przeciw zakażeniom HIV są juz w trakcie
prób klinicznych (9,20, 2I).

Skuteczność i mozliwość praktycznego lżycta
szczepionek genetycznych zależy od szeregl czyn-
ników. Podstawowe znaczenie ma konstrukcja wek-
tora plazmidowego zawierającego fragment DNA
kodujący ekspresję antygenu szczepionkowego, a
zwłaszcza dobór odpowiedniego promotora (20),
Istotnym jest równiez sposób i miejsce podania
szczepionki genetycznej a ptzęz to wybór tkanki
(narządll) makroorganizmu, w której dochodzi do
ekspresji kodowanego antygenu (5). Bardzo duze
znaczenlę dla uzyskania optymalnej odpowiedzi
immunolo g iczne1 po siadaj ą takze cechy wytw arza-
nego w komórkach antygenu azwłaszcza jego zdol-
ność sekrecj t t prezentacji komórkom układu odpor-
nościowego (15). Cheng i wsp. (1) badali wpływ
różnych promotorów i dróg immunizacji na ekspre-
sję genów szczepionkowych. Cząsteczki złota op-
Łaszczano DNA i dostarczano do tkanek przy użyciu
metody gene-gun. Użyto kilku róznych promotorów
(m.in. adenowirusa typu 2, wirusów cytomegalii
oraz białaczki mysiej) a plazmidowe wektory po-
dawano śródskórnie, domięśniowo, oraz bezpośred-
nio do wątroby i trzustki. Stwierdzono,iżnajbardzie1
skuteczny, pod względem ekspresji genów szcze-
pionkowych, był promotor wirusa cytomegalit, bez
względu na miejsce (tkankę), do którego dostarczono
szczepionkę. Inne, lżyte w pracy promotory, ce-
chowały się róznego stopnia swoistością tkankową.

Rhodes i wsp. (15) wykazalt, iż skuteczność sto-
sowanej immunizacji genetycznej zależy równiez
od tego czy wytwaruany pruez komórki makroorga-
nizmu antygen jest w formie sekrecyjnej. Myszy,
którym podawano wektory kodujące białko NP wi-
rusa grypy lub gp120 wirusa HIV, wytwarzały anty-
geny uwalniane z komórek (sekrecyjne), które do-
cterując do obwodowych węzłów chłonnych były
prezentowane komórkom układu odpornościowego,
prowadząc do powstania swoistych przeciwciał, wy-
stępujących w mianie powyzej 10 000. W przeci-
wieństwie do tego, immunizacj a myszy z wektorem
luc (kodującym ekspresję lucyferazy) prowadziła
do wytwarzania antygenu (w ilościach 0,5-5 ngldzień),
ale w formie związanej (nięsekrecyjnej) przez co
niemozliwa była odpowiedź immunologiczna (brak
wykrywalnego poziomu swoistych przeciwciał).

Z ptzedstawionych danych wynika, iz immuniza-
cja z użyciem kwasów nukleinowych, a zwłaszcza
DNA (szczepienia genetyczne) jest nowym ibardzo

obiecującym sposobem indukowania swoistej od-
porności. Użycte materiału genetycznego, kodują-
cego interesujące z punktu widzenia skutecznej
szczepionki antygeny, eliminuje często trudny i cza-
sochłonny proces oczyszczania antygenów (białek)
uzywanych w ,,klasycznej immunizacjI" czy teżko-
nieczność stosowania adiuwantów. zastosowanie
szczepionek genetycznych zmnielsza też lub całko-
wicie eliminuje ryzyko wystąpienia niekorzystnych
odczynów poszczęplennych. Praktyczne zastosow a-
nie immunizacjt geneĘcznych wymaga jednak dal-
szych prac, zwłaszcza nad oceną stopnia bezpieczeń-
stwa wprowadzenia obcego kwasu nukleinowego do
komórek makroorganizmu (17). Z posiadanych obec-
nie informacji wynika, iżużywane wektory plazmi-
dowe, stosowane jako nośniki informacji genetycz-
nej antygenów szczepionkowych, nie mają zdolności
replikacji t łączenta się z chromosomem komórek
ssaków i tym samym nie prowadzą do powstania
mutacji genowych. Należy równteż brać pod uwagę
problem ewentualnego wytwar zania prze z organ i zm
gospodarza przeciwciał anty-DNA uzytego wektora
plazmidowego chociaz wiadomo, iz dwuniciowy DNA
stosowany do szczepienia jest zwykle nieimmunogen-
ny i nie powoduje ekspresji swoistych przeciwciał.
Celem optymalizacj i i standary zacji używ anych metod
immunizacji genetycznej konieczne jest takze opraco-
wanie skutecznych metod konstrukcji wektorów plaz-
midowych, doboru odpowiednich promotorów a takze
sposobów i dróg podania materiafu genetycznego.
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