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Poszukiwanie antygené6w wzbudzajacych odpornosé
przeciwko inwazjom tegoryjcow

Search for protective antigens of hookworms
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ABSTRACT. Hookworms are very important blood sucking nematode parasites of humans and domestic animals. The
host with a heavy infection can lose almost a cup of blood per day. This may contribute to anemia which is associated
with many physical and mental developmental insults. The works on obtaining an effective hookworm vaccine have be-
en lasting for about eighty years. Recent identifications of a number of bioactive molecules produced by larval and adult
stages of Ancylostomatidae are very helpful for selecting of nematode proteins crucial for host-parasite interactions and
promising vaccine antigens. Many of these molecules are involved in host skin penetration by infective larvae, intesti-
nal tissue invasion and digestion of haemoglobin and/or other macromolecular substrates. However, the results of ma-
ny vaccination trials using recombinant forms of these proteins showed no sufficient protection against experimental ho-

okworm infections.
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Wstep

Od wielu juz lat badania zwigzane z opracowa-
niem skutecznej obrony przeciwko wiekszosci cho-
réb pasozytniczych koncentrujg si¢ nad konstrukcja
skutecznej i stosunkowo niedrogiej szczepionki.
Niestety, mimo pewnych sukceséw na tym polu,
nadal nie uzyskano przeciwko wielu pasozytom wy-
nikéw, ktére umozliwityby wprowadzenie otrzyma-
nych rozwigzaf do powszechnego uzycia. W przy-
padku tegoryjczycy badania nad opracowaniem
skutecznej szczepionki trwajg juz od poczatkdw
XIX wieku, ale nadal brak takowej na rynku. Pierw-
sze publikacje dotyczgce immunizacji przeciwko in-
wazjom tegoryjcOw pochodzg z lat trzydziestych
ubiegltego wieku. Przeprowadzono préby uzyskania
odpornosci u pséw lub myszy na inwazje Ancylosto-
ma caninum poprzez kontrolowane ich zarazenie
zywymi larwami L3 tego nicienia [1-4]. Immunizo-

wane w ten sposob zwierzeta wykazywaly tago-
dniejsze objawy chorobowe. Ponadto, w przeci-
wienistwie do grupy kontrolnej, nie obserwowano
skutkéw $miertelnych przy stosowaniu wysokich
dawek larw inwazyjnych. I choé¢ nie udato si¢ uzy-
ska¢ pelnej ochrony przed inwazjg A. caninum, to
jednak zauwazono znaczng redukcje liczby doro-
stych nicieni zasiedlajacych jelito uodpornianych
zwierzat.

W latach szescdziesigtych ubiegtego stulecia
rozpoczeto badania z wykorzystaniem larw inwa-
zyjnych tegoryjcéw ostabionych promieniowaniem
gamma. Opracowano i wprowadzono na rynek sku-
teczna szczepionke przeciwko A. caninum, zawiera-
jacg odpowiednig dawke L3 napromieniowanych
promieniami Y [5]. Jednak mimo dostatecznie duzej
skutecznosci, zostala ona wycofana z rynku ze
wzgledéw ekonomicznych. Na jej niekorzysc prze-
mawialy trudnosci w zdobyciu wystarczajacej licz-
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by larw inwazyjnych niezbednych do masowych
szczepien [6]. Brano réwniez pod uwage mozliwosé
wywotania stanu chorobowego, jesli ostabianie larw
przebiegtoby w sposéb nieprawidtowy lub osobnik,
ktéremu podano szczepionke okazalby si¢ wyjatko-
wo wrazliwy. Mimo wszystko, wyniki uzyskane
podczas immunizacji ostabionymi larwami L3 po-
kazaty, ze antygeny postaci inwazyjnych wywotuja
odpowiedZ immunologiczng zywiciela chronigca go
przed inwazja pasozyta. Dlatego poszukuje si¢ sku-
tecznych antygenéw szczepionkowych migdzy in-
nymi wsrod biatek tego stadium rozwojowego ni-
cienia.

Trudnosci, jakie pojawiaja si¢ w opracowaniu
szczepionek wynikaja z koniecznosci doboru odpo-
wiedniego antygenu, ktéry powinien by¢ swoisty
dla pasozyta i ochronny dla zywiciela. Niestety to,
Ze antygen jest wysoce immunogenny nie jest jed-
noznaczne z tym, ze bedzie wywotywat odpowiedZ
immunologiczng chronigca organizm zywiciela
przed inwazja pasozyta. Wszystko to sprawia, ze
poszukiwanie nowych antygenéw, ktére okazatyby
si¢ skuteczne w walce przeciwko tegoryjcom trwa.
W ostatnich latach wiele uwagi poswiecono biat-
kom odgrywajacym kluczowa role w procesie za-
mkniecia cyklu zyciowego pasozyta w organizmie
zywiciela. W prébach szczepionkowych wykorzy-
stano enzymy pasozyta uczestniczace w penetracji
przez skore zywiciela, migracji przez tkanki, odzy-
wianiu si¢, czy obronie przed uktadem immunolo-
gicznym zywiciela.

Antygeny wydalniczo-wydzielnicze larw
tegoryjcow

Grupg antygendw, z ktérymi wigze si¢ ogromne
nadzieje, sg biatka wydzielane przez larwy na etapie
przeksztalcania si¢ ze stadium L3 wolno zyjacego
w L3 pasozytnicze (ssL3: ang. serum stimulated L3,
larwy L3 stymulowane surowicg). Biatka wydziel-
nicze tegoryjcoéw to w wiekszosci biatka zawieraja-
ce domen¢ SCP (Sperm Coating Protein) po raz
pierwszy scharakteryzowang w glikoproteinach
spermy gryzoni. Uwaza si¢, ze domena ta ma funk-
cje Ca* zaleznej protezy serynowej. Wiele bialek
zawierajacych domene SCP to biatka bogate w cy-
steing (CRISP — cysteine rich secretory proteins).
W poznanej strukturze domeny SCP wykazano obe-
cnos¢ kieszeni wigzacej wapn przez 2 histydyny
i glutaminian [7]. Brak jest danych literaturowych
okreslajacych jednoznacznie rol¢ biatek zawieraja-
cych domene SCP. Trudno réwniez wyrokowac

o funkcji ASP na podstawie przynaleznosci ich do
biatek CRISP, gdyz biatka tego typu peinig wiele
rozmaitych funkcji. Mozliwe jest, ze biatka ASP
petnia rolg w angiogenezie, jak ich homolog
u Onchocerca volvulus [8], ale hipoteze t¢ poddaje
w watpliwos¢ fakt, ze homologi ASP wystepuja tak-
ze u wolno zyjacego nicienia Caenorhabditis ele-
gans. U tegoryjcow ASP zostaly zlokalizowane
w kutikuli, gruczotach wydzielniczych i w wydzie-
linach pasozyta. Badania z wykorzystaniem mikro-
macierzy DNA wykazuja, ze 7 z 8 gendéw koduja-
cych ASP A. caninum ulega transkrypcji 1 translacji
w stadium L3, podczas gdy uwalniane s3 w stadium
ssL3 [9]. Sadzi sig, ze biorg one udzial w ochronie
tych nicieni przed skutkami odpowiedzi immunolo-
gicznej zywiciela. Ich funkcja nie zostala jednak
jednoznacznie potwierdzona [10]. mRNA bialka se-
krecyjnego 2 Ancylostoma caninum zostato wykry-
te metodg RT-PCR we wszystkich stadiach rozwojo-
wych nicienia [11]. Mimo, ze Ac-asp-2 ulega trans-
krypcji w wolno zyjacych stadiach rozwojowych,
biatko nie jest wydzielane az do momentu zasiedle-
nia zywiciela i osiggnigcia stadium ssL3. Moment
uwalniania biatek sekrecyjnych sugeruje, ze sg one
przystosowaniem tggoryjcéw do pasozytniczego
trybu zycia i nalezg do grupy biatek PRP (Pathoge-
nesis Related Proteins). Hipoteza ta jest wspierana
przez fakt, ze biatko sekrecyjne 1 Necator america-
nus wykazuje wilasciwosci immunomodulacyijne,
gdyz zwigksza poziom mRNA IL4 u zywiciela.

Jako jeden z pierwszych sklonowano cDNA ko-
dujace tego typu antygeny Ancylostoma caninum.
Nazwano je odpowiednio: ASP-1 i ASP-2 [11]
(ASP — Ancylostoma Secreted Protein). Trzykrot-
na immunizacja myszy rekombinowanym ASP-1
zapewniata 79% redukcj¢ inwazji Ancylostoma ca-
ninum [12]. Wykorzystujac silnie konserwatywne
regiony sekwencji genéw kodujacych biatka sekre-
cyjne A. caninum sklonowano réwniez cDNA kodu-
jace homologiczne biatka A. duodenale, A. ceylani-
cum i N. americanus [13]. Ich rekombinowane po-
staci, otrzymane w prokariotycznych uktadach eks-
presyjnych, wykorzystane w prébach szczepionko-
wych przeciwko inwazji A. caninum daly w my-
szach odpowiednio 62% redukcje liczby nicieni do-
cierajacych do ptuc w przypadku immunizacji bial-
kiem sekrecyjnym N. americanus 1 tylko 28%
w przypadku A. duodenale. Te réznice wynikaty
z r6znego stopnia homologii badanych biatek; im
byt on wyzszy, tym wiekszy obserwowano procent
redukcji liczby nicieni [14].

Obecnie trwaja tez badania nad oceng skuteczno-
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sci innych potencjalnych antygenéw szczepionko-
wych wydzielanych przez larwy L3 A. caninum,
migdzy innymi metaloproteazy o masie 62 kDA
(Ac-MTP-1) [15] 1 esterazy acetylocholinowej
o masie 60 kDa. Wstepne proby szczepionkowe
z wykorzystaniem omawianej metaloproteazy wy-
kazaty, ze istnieje Sciste powigzanie pomiedzy re-
dukcjg liczby nicieni zasiedlajacych jelito immuni-
zowanych pséw a mianem swoistych przeciwciat
IgG2 anty-Ac-MTP-1. W przypadkach wysokiego
miana tych przeciwcial stwierdzano 50% redukcje
liczby nicieni zasiedlajacych jelito szczepionych
zwierzat [16].

Antygeny dorostych nicieni

Inng grupe antygenéw szczepionkowych stano-
wig biatka dorostych tggoryjcéw. Prowadzone sg
badania z wykorzystaniem tkankowego inhibitora
metaloproteaz [17] oraz inhibitoréw proteaz seryno-
wych umozliwiajgcych tegoryjcom hamowanie
krzepnigcia krwi zywiciela. Sklonowano cDNA ko-
dujace kilka izoform inhibitoréw krzepliwosci krwi
Ancylostoma caninum oraz jednego A. ceyalnicum,
ktére ze wzgledu na petniong funkcje w odzywianiu
si¢ pasozytdow mogg staé si¢ skutecznym narzg-
dziem w zwalczaniu inwazji tggoryjcéw [18-21].
Jednak ciagle jeszcze brakuje wynikéw prob szcze-
pionkowych.

Zespo6t w Yale University pod kierunkiem dokto-
ra M. Cappello pracuje rowniez nad innym poten-
cjalnym antygenem szczepionkowym A. caninum
— inhibitorem agregacji ptytek krwi. W dotychcza-
sowych badaniach wykazano, ze inhibitor ten po-
przez wigzanie si¢ z receptorami komérkowymi —
GPIIb/Ia i GPIa/lla hamuje agregacje ptytek krwi,
co ma réwniez istotne znaczenie w odzywianiu si¢
pasozyta [22]

Z kolei Ali i wsp. [23] badali czynnik inhibicji
neutrofiléw A. ceylanicum. Trzykrotna podskdérna
immunizacja rekombinowang postacig antygenu nie
spowodowata redukcji liczby robakdw, ale stwier-
dzono wysokie miano swoistych przeciwciat w su-
rowicy oraz znaczne zmniejszenie liczby jaj uwal-
nianych przez nicienie.

Prowadzono réwniez proby szczepien z wyko-
rzystaniem inhibitora proteaz serynowych (Kunitz-
type serine protease inhibitor, AceKI) wydzielanego
przez A. ceylanicum. Milstone i wsp. [24] wykazali
in vitro, ze hamuje on aktywnos¢ miedzy innymi ta-
kich enzyméw zywiciela jak: chymotrypsyna, ela-
staza trzustkowa i trypsyna. W badaniach nad oceng

skutecznosci rekombinowanej postaci tego biatka
jako antygenu szczepionkowego wykazano brak
op6znieri w rozwoju fizycznym na skutek inwazji A.
ceylanicum immunizowanych nim chomikéw, ob-
serwowany w grupach kontrolnych. Immunizacja
AceKI czesciowo chronita przed skutkami inwazji
tegoryjcOw, mimo ze nie zanotowano istotnych réz-
nic ani w liczbie nicieni zasiedlajacych jelito chomi-
kéw, ani w poziomie hemoglobiny w grupach szcze-
pionych i kontrolnych [25].

Bungiro i wsp. [26, 27] sklonowali cDNA dwéch
biatek ekskrecyjno-sekrecyjnych dorostych A. cey-
lanicum. Opisane wyniki szczepienia chomikéw re-
kombinowanym biatkiem AceES-2 pokazuja, ze
jest ono wysoce immunogenne, ale nie daje ochrony
przed inwazja pasozyta.

Kolejng grupg biatek pasozytniczych badanych
pod katem wykorzystania w szczepieniach przeciw-
ko inwazjom krwoipijnych nicieni sg tzw. antygeny
ukryte, ktérych zZrédlem jest wewngtrzna po-
wierzchnia jelita robaka. Ich nazwa wywodzi si¢
stad, ze podczas inwazji antygeny te nie sg prezen-
towane uktadowi immunologicznemu zywiciela. Ja-
ko pierwszy zostat opisany polimer — kontortyna,
zwigzany z powierzchnig kosmkoéw jelitowych Ha-
emonchus contortus, nicienia pasozytujacego
u przezuwaczy [28]. Immunizacja zwierzat tym an-
tygenem dawata Srednio 75% redukcje liczby paso-
zytow [29]. Do tej grupy nalezy tez kompleks anty-
genéw okreslany jako H-gal-GP (ang. Haemonchus
galactose containing glycoprotein complex). W jego
sktad wchodzg takie enzymy, jak: proteaza asparagi-
nianowa [30], cztery metalopeptydazy [31], a N-ko-
niec kompleksu ma wtasciwosci proteazy cysteino-
wej [32]. Przypisuje mu si¢ potencjalng rol¢ w tra-
wieniu hemoglobiny. Préby immunizacji owiec wy-
kazaty, ze antygen ten powoduje redukcje liczby
wydalanych jaj 0 93% oraz zmniejszenie liczby ro-
bakéw zasiedlajgcych trawieniec o 72% [32].

Cytowane powyzej wyniki przyczynily si¢ do te-
g0, ze rozpoczeto poszukiwania antygenéw tegoryj-
cow, ktérych geny ulegajg ekspresji w jelicie paso-
zyta. Opisano kilka bialek Ancylostoma caninum
wykazujacych podobienistwo do antygendw jelito-
wych H. contortus: Ac-MEP-1 — Ancylostoma ca-
ninum metaloendopeptydaza 1 [33], dwie proteazy
cysteinowe (Ac-CP-11 Ac-CP-2) [34, 35] oraz dwie
proteazy asparaginianowe (Ac-APR-1, Ac-APR-2)
[36-38] Obecnos¢ tych biatek w jelicie pasozyta po-
twierdzono immunohistochemicznie. Zaréwno
w przypadku dorostej postaci N. americanus, jak
i A. caninum wykazano immunohistochemicznie
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obecnos¢ proteazy asparaginianowej w jelicie oraz
w amfidialnych i wydzielniczych gruczotach nicie-
ni [38, 39]. Okazalo si¢, ze larwy inwazyjne L3 A.
caninum 1 N. americanus inkubowane w roztworze
surowicy zawierajacej przeciwciala przeciwko re-
kombinowanym proteazom asparaginianowym Ac-
APR-1 i Na-APR-1 tracity zdolnos¢ przenikania
przez skére chomika [38]. Dodatkowo wykazano in
vitro, ze proteazy asparaginianowe tegoryjcéw A.
caninum 1 N. americanus hydrolizujg hemoglobing
zaréwno ludzka jak i psia, ktéra stanowi dla nich je-
den z podstawowych surowcow odzywczych,
Zrédio aminokwaséw [37-39]. Ponadto autorzy cy-
towanych prac przedstawili wyniki, ktére dowodza,
ze badane proteazy rozktadaja efektywniej hemo-
globing pochodzacg od zywiciela swoistego dla pa-
sozyta. Moze to swiadczy¢ o zachodzacych w ewo-
lucji, okreslonych zmianach w uktadzie pasozyt-zy-
wiciel, na szlaku enzym-substrat, dzieki ktérym da-
ny gatunek tegoryjcdw moglt przetrwaé w organi-
zmie swoistego dla siebie zywiciela [40].

Mimo zaawansowanych prac w wybitnych swia-
towych osrodkach badawczych, nadal brak jest sku-
tecznej szczepionki przeciwko tegoryjcom. Naj-
nowsze wyniki badaii znacznie przyczynity sie do
poznania biologicznej roli wielu antygenéw paso-
zytniczych, co umozliwitlo poznanie r6znych me-
chanizméw, dzigki ktérym tegoryjce moga zamkngé
swoéj cykl zyciowy w organizmie zywiciela. Trudno-
sci, jakie pojawiaja si¢ podczas badania wielu re-
kombinowanych antygenéw, wynikaja z rdéznic
w budowie przestrzennej badanych bialek. Ze
wzgledu na modyfikacje potranslacyjne, charakte-
rystyczne dla Eukaryota, niemozliwe jest uzyskanie
natywnych antygenéw w stosunkowo tanich ukta-
dach ekspresyjnych prokariotycznych. Stad obecnie
trwaja tez préby z uzyskaniem biatek pasozytni-
czych w komodrkach eukariotycznych. Jednak i tu
wybor okreslonego uktadu ekspresyjnego czgsto
jest determinowany pewnymi réznicami w modyfi-
kacjach potranslacyjnych, trochg¢ innych w przypad-
ku komérek drozdzy, owadéw czy ssakow. Przykta-
dowo, w komoérkach owadzich nie wystepuje dota-
czanie N-acetyloglukozoaminy do reszt cukrowych
glikozylowanych biatek, co oznacza, ze oligosacha-
rydy dotgczane do syntetyzowanych biatek sg krot-
sze. Te r6znice w ostatecznej budowie biatek uzy-
skiwanych w réznych uktadach ekspresyjnych mo-
ga mie¢ decydujacy wplyw na wykazywang przez
nie antygenowos¢ [41].

Mozna mie¢ nadzieje, ze zdobyta wiedza i naj-
nowsze osiggnigcia z wykorzystaniem inzynierii ge-

netycznej przyczynig si¢ do opracowania wyczeki-
wanej szczepionki.
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