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Characteristics of oligodeoxynucleotides containing CpG motifs: their influence on immune system
cells and the possibilities of their application in medicine and veterinary medicine

Summary

DNA Bacterial genomes contain many more unmethylated CpG (cytosine-phosphodiester-guanine)
dinucleotides than those of vertebrates. This difference in the genome structure allows the innate immune
system of vertebrates to distinguish bacterial DNA from self-DNA. Synthetic oligodeoxynucleotides that
contain CpG motifs (CpG ODNs) can mimic bacterial DNA and consequently induce various types and levels
of immune responses. Synthetic ODNs CpG stimulates the innate immune system, activates non-specific
anti-microbial defense systems, and sensitizes antigen-presenting cells to mount both antibody and cell-
-mediated immunity against specific antigens. A better understanding of CpG recognition at the molecular
level is fundamental to subsequent immunological response which would allow the optimization and
application of CpG motifs as therapeutic agents and adjuvants for numerous diseases. It is to be hoped that
CpG ODN treatment of animals could also provide a cost-effective alternative to antibiotics by increasing

resistance to disease-causative pathogens.
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Pierwsze informacje, ze bakteryjne DNA (bDNA)
posiada immunostymulujacy efekt i aktywuje komor-
ki NK (natural killer), podczas gdy DNA krggowcow
takiej zdolno$ci nie posiada, podali w 1992 r. Yama-
moto 1 wsp. (30). Przypisali ten fenomen wlasnym
komplementarnym palindromom zawartym w bDNA.
Nastegpne badania Kriega 1 wsp. (16) wykazaty, ze im-
munostymulujacy efekt bDNA zwiazany jest z obec-
noscia duzej liczby niemetylowanych CpG dinukleo-
tydow. Dodatkowo wykazali, ze efekt ten nie jest zwia-
zany z drugo- lub trzeciorzegdowa struktura DNA.
Motywy CpG znajduja si¢ rowniez w DNA krggow-
cow, jednakze czgstotliwos$¢ ich wystgpowania wyno-
si 1/64 par zasad, podczas gdy u bakterii wystepuja
z czgstotliwo$cia 1/16, ponadto u krggowcoOw zazwy-
czaj cytozyna ma przylaczona grupe metylowa (20).
Oprécz bakteryjnego DNA, motywy CpG znajduja
si¢ takze w DNA owadow 1 pasozytow wielokomor-
kowych.

Aktywowanie uktadu odpornos$ciowego przez za-
wierajace sekwencje CpG DNA organizm6w nizszych
stanowi jeden z wazniejszych mechanizmow szybkiej,
nieswoistej obrony przed czynnikami infekcyjnymi
oraz jest wstgpem do indukcji odpowiedzi swoistej,
regulowanej gtownie przez limfocyty Thl. Optymal-
ne ODNs (oligodeoxynucleotides) zawieraja palindro-
miczne heksamery o sktadzie: 5’-puryna-puryna-CG-
pyrimidyna-pyrymidyna-3’. Dziatalno$¢ stymulujaca
oraz osiagnigcie konkretnego efektu ze strony uktadu
odporno$ciowego przez CpG-ODN zalezy od ogdlne;j
jego budowy i sktadu — innych niz CpG — nukleoty-
dow, bowiem niektore CpG-ODN dziatajq silnie akty-
wujaco na limfocyty B, inne zwigkszaja aktywnos$¢
komorek NK. Generalnie wystgpuja w formie XCGY,
w ktorej] X 1 Y moze by¢ kazdym podstawnikiem
zwyjatkiem C 1 G (16). Zwigkszajac liczbe sekwencji
CpG wzrasta efekt immunostymulujacy. Natomiast
utrata zdolnos$ci pobudzenia uktadu odpornosciowe-
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go nastapi w przypadku ich braku badz metylacji.
Dodatkowo mozna stwierdzi¢, iz rozne gatunki zwie-
rzat odpowiadaja na ré6zne motywy CpG. Optymalna
sekwencja dla komorek odpornosciowych gryzoni jest
otoczona od 5’ konca przez dwie zasady purynowe,
natomiast od 3’ konca przez dwie pirymidyny, pod-
czas gdy najlepszy motyw CpG dla komérek odpor-
nos$ciowych cztowieka jest GTCGTT (11, 15, 16).

Syntetyczne, niemetylowane CpG ohgodeoksynukleo-
tydy (ODNs) moga imitowa¢ immunostymulujaca ak-
tywno$¢ bDNA i modulowaé odpowiedz immunolo-
giczng roznych komorek: limfocytow, makrofagow/
monocytow, komorek dendrytycznych i komorek NK.
Immunomodulujacy efekt CpG ODNs jest zwiazany
ze wzrostem produkcji prozapalnych cytokin, prolife-
racja komorek, regulacja ekspresji markeréw powierz-
chownych czy tez czastek MHC (15, 25, 29). Wzo6r
rozpoznawania receptorow systemu odpornoscmwe-
go umozliwia rozréznianie pewnych prokariotycznych
DNA przez detekcjg niemetylowanych dinukleotydoéw
CpG. Efektem zwiazania CpG jest poliklonalna akty-
wacja i proliferacja limfocytow B, niezalezne od po-
mocy limfocytéw T, co wiaze si¢ z wytwarzaniem prze-
ciwcial 1 czynnlkow antyapoptycznych (20). Posiada-
ja zatem wlasciwosci immunogenne, czyli sa zdolne
do wywotania przeciw sobie swoistej odpowiedzi im-
munologicznej.

Bakteryjne DNA lub syntetyczne oligodeoksynukle-
otydy zawierajace sekwencje CpG sa rozpoznawane
przez komorki APC (antigen presenting cells), ktore
w dalszym etapie reakcji wytwarzaja zwigkszona licz-
be cytokin prozapalnych, jak np. IFN-1, beta, gamma,
IL-6,1L-10,IL-12, IL-18, TNF-1, GM-CSF. Nastgpuje
wzrost liczby czasteczek kostymulujacych oraz czas-
teczek MHC klasy II na ich powierzchni (17). Zostaje
takze uruchomiona odpowiedz typu komoérkowego,
przede wszystkim ze strony limfocytow Th (CD3CD4)
oraz cytotoksycznych komoérek NK (11, 14, 20).

W wykrywaniu antygenow bakteryjnych wazne sa
receptory rozpoznajace molekularne wzorce patoge-
now (PAMP — pathogen associated molecular patterns),
ktére wchodza w sktad pierwszej linii odpornosci wro-
dzonej. Do tego typu receptorow naleza: TLR (toll like
receptors) (1, 3), bialka rozpoznajace peptydoglikan
(PGRPs — peptydoglycan recognition proteins) (18),
receptor TREMI1 (triggering receptor expressed on
myeloid cells-1) (4), biatka NOD (nucleotide-binding
oligemerization domain) (8).

TLR sa wyspec] jalizowanymi czasteczkami rozpoz-
najacymi niektore konserwatywne elementy struktu-
ralne bakterii, pasozytow, grzyboéw i wirusow. Znaj-
duja sig na powierzchni komorek nabtonkowych jelit,
drog oddechowych, adipocytéw, komoérek tucznych,
komorek dendrytycznych, makrofagéw. TLRO rozpoz-
naje niemetylowane oligonukleotydy bakteryjnego
DNA. Wewnatrzkomoérkowe domeny receptoréw TLR
— TIR (od Toll-IL-R) wykazuja homologig z recepto-
remdlaIL-1 (IL-1R). W przekazywaniu sygnatu z TIR
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biora udzial 4 biatka adaptorowe: MyD88, MAL/TI-
-RAP (MyD88 — adaptor-like/TIR-associated protein),
TRIF (Toll-receptor-associated activator of interferon)
1 TRAM (Toll-receptor associated molecule). Dzigki
tym biatkom mozliwe jest zwiazanie kinaz IRAK 1,2,7
(IL-1R-activating kinase), ktore z kolei aktywujac
TRAF6 (TNF receptor associated factor 6), umozli-
wiaja uruchomienie czynnika transkrypcyjnego NF-
-kappaB 1 natychmiastowa aktywacj¢ cytokinowych
gendéw promotorowych. W zwiazku z tym aktywowa-
ne poprzez receptor TLR komorki, np. makrofagi, roz-
poczynaja w ciagu 60-90 minut produkcje cytokin
prozapalnych (1).

Badania in vitro 1 in vivo z uzyciem CpG ODNs
pokazuja bezposredni wpltyw na wzrost produkcji
IgM, zwigkszenie odpowiedzi komorek efektorowych
pierwotnej odpowiedzi immunologicznej oraz indu-
kuja Th-1 zalezna produkcj¢ cytokin, jak INF-gamma
11L-12, ktére prowadza do uruchomienia plerwotnych
1 wtornych mechanizméw odpornosciowych przeciw-
ko réznym bakteriom 1 pasozytom, jak np. Listeria,
Francisella, Leishmania, Escherichia coli czy Salmo-
nella (2,5, 12,13, 15, 19, 22, 26, 27, 32).

W medycynie ODN-CpG wykorzystywane sa np.
u noworodkow, u ktorych reakcje obronne organizmu
od poczatku sa zdominowane przez komorki Th2.
W takim przypadku podanie CpG pozwala wzbudzié¢
odpowiedz ze strony Thl, dzigki czemu szybciej
powstaja mechanizmy odpowiedzi komodrkowej (2).
Sa takze wykorzystane w alergologii (w przypadku
choréb alergicznych, w ktérych obserwowana jest
nadmierna aktywaCJa limfocytow Th2), motywy CpG
moga przesuna¢ profil reakcji immunologicznej w kie-
runku odpowiedzi typu Th1. W konsekwencji wzrasta
wytwarzanie przeciwcial [gG2, a zmniejsza sig synte-
za przeciwcial IgE, odpowiedzialnych za rozwdj cho-
roby (6, 9, 10). Prowadzone sa takze badania nad wy-
korzystaniem ODN jako adiuwantow w szczepionkach
terapeutycznych oraz przeciwnowotworowych.

Oligodeoksynukleotydy Wykorzystywane sq takze
w terapii antysensownej, ktéra, mimo iz rozpatrywa-
na jest razem z terapia genowa, posiada inny mecha-
nizm dziatania. Terapia genowa jest strategia, ktora
polega na wprowadzeniu genéw do komorek lub tka-
nek w celu zwalczenia choréb wywotanych obecnos-
ciag odmiennego allelu. W zwiazku z tym glownym
zatozeniem jest zmiana defektywnego allelu na funk-
cjonalny. Natomiat w przypadku terapii antysensow-
nej gtownym celem jest zablokowanie ekspresji zmu-
towanego allelu poprzez niedopuszczenie do zsynte-
tyzowania niepozadanego biatka, uprzednio powodu-
jac degradacje jego mRNA. Poniewaz w cytoplazmie
heterodupleksy DNA/RNA sa natychmiast degrado-
wane, mozliwe jest wprowadzenie oligodeoksynukleo-
tydow komplementarnych do okreslonej sekwencji
mRNA w celu wyciszenia okreslonego transkryptu, np.
antysensowne oligodeoksynukleotydy zostaty wykorzys-
tane do wyciszenia ekspresji biatka HST-1/FGF-4
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w mysim modelu ludzkiego nowotworu jader (7). W te-
rapii przeciwnowotworowe] wykorzystano takze anty-
sensowe oligonukleotydy dla mRNA ODC. ODC -
dekarboksylaza ornitynowa jest enzymem petniacym
gtéwna role w metabolizmie sub StanCJl (poharnldow)

niezbednych komorce do wzrostu i réznicowania,

a ktérych podwyzszone st¢zenie zaobserwowano w ko-
morkach nowotworowych (17, 24, 26). W badaniach
in vitro wykorzystano trzy linie komorkowe imitujace
komorki raka zotadka, raka okrgznicy, mig§niakomig-
saka prazkowanego. Podanie ODNs znaczaco hamo-
wato rozwo6j komoérek nowotworowych (21).

W ostatnich latach prowadzone sa takze liczne ba-
dania nad mozliwo$cia wykorzystania ODNs-CpG
w produkcji drobiarskiej. Wyniki wskazuja na pobu-
dzenie zarowno pierwotnej, jak 1 wtdrnej odpowiedzi
immunologicznej u ptakow. Zhang i wsp. (31) badali
mozliwo$¢ wykorzystania CpG ODNSs jako adiuwan-
tow podawanych na blony §luzowe, razem ze szcze-
pionka przeciwko rzekomemu pomorowi drobiu (ND).
CpG ODN spowodowaty wzrost poziomoéw [gG w su-
rowicy, poliklonalng proliferacje limfocytow T, jak
rowniez przyczynity si¢ do wytworzenia odpowiedzi
immunologicznej ze strony uktadu odpornosciowego
zwiazanego z btonami $luzowymi, co manifestowato
si¢ zwigkszeniem poziomow IgA przeciwko uzytemu
antygenowi. Mozna zatem stwierdzi¢, ze CpG ODN
podane donosowo efektywnie stymulowaty zar6wno
odpowiedz ogblna, jak tez odpowiedz ze strony bton
$luzowych. CpG ODN podawano u ptakow réwniez
parenteralnie, w celu ochrony nowo wyklutych pisklat
przed zakazeniem Escherichia coli. OdpowiedZ ze
strony pobudzonych komoérek uktadu odpornoscio-
wego manifestowata si¢ wzrostem produkcji cytokin:
IL-18, IFN-gamma, IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, co $wiad-
czy o pobudzeniu limfocytow Thl, ktére z kolei moz-
na uwazac¢ za komorki pelniace znaczaca rolg w pro-
tekcji przeciwko zakazeniom u pisklat (22).

Taghavi 1 wsp. (27) wykorzystali immunomodulu-
jacy efekt CpG u kurczat zakazonych eksperymental-
nie Salmonella Typhimurium. W celu sprawdzenia
ochronnego efektu syntetycznych oligodeoksynukle-
otydow motywy CpG ODN zostaly podane jednodnio-
wym kurczgtom, ktore w dalszym etapie eksperymen-
tu zostaty zakazone wym. drobnoustrojem. W grupie
kurczat, ktore nie otrzymaty ODN-CpG, odsetek prze-
zywalnosci wyniost 40-45%, natomiast u ptakow, kto-
re otrzymaly CpG, wzrdst do 80-85%. Stwierdzono
réwniez, ze liczba bakterii Sa/monella Typhimurium
we krwi byta nizsza. Zdaniem autoréw, otrzymane
wyniki $wiadcza o ochronnym dziataniu ODN CpG
przeciw wewnatrzkomorkowym patogenom, w tym
przypadku Salmonella Typhimurium.

Prowadzone sg takze badania nad mozliwoscia wy-
korzystania oligodeoksynukleotydéw zawierajacych
motywy CpG jako adjuwantow szczepionek przeciw-
ko ptasiej grypie HSN1. Wyniki wskazuja, Ze rowno-
czesne podanie CpG ODN wraz ze szczepionka po-
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woduje wzrost pozioméw IgG w surowicy i IFN-gam-
ma oraz wyzsze miano przeciwciat okreslane testem HI.
Swiadczy to o zaangazowaniu humoralne;j i Th1 odpo-
wiedzi immunologicznej oraz zwigkszeniu ochronne-
go dziatania uzytej szczepionki (28).

Najnowsze badania dotycza takze mozliwosci wy-
korzystania CpG ODN podawanych in ovo w celu
zmniejszenia kolonizacji jelit przez Salmonella Ente-
ritidis. Doswiadczenie wykonane przez Mackinnon
1 wsp. (19), w ktorym sprawdzana byta odpowiedz im-
munologiczna ze strony heterofilii (wybuch tlenowy
oraz degranulacja ziarnisto$ci), potwierdza, ze CpG
ODN stymuluja pierwotna odpowiedz immunologicz-
na mtodych kurczat. Heterofile izolowane od dwudnio-
wych kurczat byly stymulowane przez bakterie Sal-
monella Enteritidis 1 wykazywaly wzrost degranulacji
ziarnisto$ci w pordwnaniu do grupy kontrolnej. Na-
stgpnie, w dalszym etapie badania, kurczgta zostaty
poddane eksperymentalnemu zakazeniu Salmonella
Enteritidis. CpG ODN podane wezesniej in ovo u tych
kurczat spowodowaty zmniejszenie kolonizacji jelit
przez Salmonella Enteritidis nawet ponad dziesigcio-
krotnie. Wyniki badan Mackinnon i wsp. (19) swiad-
cza o mozliwosci wykorzystania CpG ODN podawa-
nych in ovo w celu stymulowania pierwotnej odpo-
wiedzi immunologicznej, w tym przypadku przeciw-
ko Salmonella Enteritidis i, co rownie wazne, w celu
zmniejszenia kolonizacji jelit przez te bakterie.

Podsumowujac — oligodeoksynukleotydy stanow1q
nowe podejscie do wzmocnienia immunogennosci.
Potaczone z antygenem skuteczniej aktywujq makro-
fagii, pobudzaja proliferacj¢ limfocytow B i silnie sty-
muluja odpowiedz limfocytéw Th1. Sa dobrze tolero-
wane, stabilne, nadaja si¢ do podawania na btony $lu-
zowe, a w przypadku ptakéw takze in ovo. W zwiazku
ze wzrostem lekoopornosci drobnoustrojow, by¢ moze
w przysztosci beda stanowic alternatywe do stosowa-
nej antybiotykoterapii. W medycynie ludzkiej bada-
nia prowadzone z uzyciem ODN-CpG $wiadcza, iz
niedlugo beda one znajdowaty szerokie zastosowanie,
np. w terapii standw alergicznych, chorob zakaznych
czy nowotworowych. Prowadzone sa zard6wno bada-
nia eksperymentalne z uzyciem zwierzat, jak 1 ba-
dania kliniczne, co szczegdlnie dotyczy terapii anty-
sensownej. Najbardziej zaawansowane sa badania nad
ODN wobec mRNA, np. dwa z nich hamuja replika-
cje wirus6w cytomegalii i wirusa HIV. Kolejne oligo-
nukleotydy wykazuja aktywnos$¢ antysensowa wobec
mRNA kinazy biatkowej C oraz onkogenow c-myb
i c-raf. Produkty tych genow sa zwiazane z etiologia
chorob nowotworowych, m.in. przewleklej i ostrej bia-
taczki. W II fazie badan klinicznych znajduje sig oli-
gonukleotyd, ktory hamuje ekspresj¢ biatka ICAM-1
(intracellular adhesion molecule) odpowiedzialnego
m.in. za adhezj¢ komorek. Istnieje szansa, ze w przy-
sztosci bedzie on stosowany np. w terapii reumato-
idalnego zapalenia stawow czy tuszczycy. Niektore
os$rodki badawcze np. Coley Pharmaceuticals, Uniwer-
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sytet Iowa i rzad Stanow Zjednoczonych posiadaja
réwniez patenty na metode otrzymywama ODN CpG
w celu zastosowania ich do przesunigcia reakcji im-
munologicznej w kierunku Thl oraz w celu wykorzy-
stania ich jako odjuwantdéw szczepionek przeciw-
nowotworowych lub przeciwzakaznych (numer paten-
towy: EP0772619 B; US7402572 B). Prowadzone
w ostatnich latach liczne badania rowniez u zwierzat
Swiadcza, 1z w przysztosci ODN CpG moga znalez¢
wykorzystanie w weterynarii.
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