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Osiagniecia i perspektywy w badaniach nad opracowaniem
szczepionki przeciwko malarii

Achievements and perspectives of research into development
of a vaccine against malaria

Marcin Wisniewski, Dagmara Joanna Zak

Zaktad Parazytologii i Inwazjologii, Katedra Nauk Przedklinicznych, Wydzial Medycyny Weterynaryjnej, Szkota
Gtéwna Gospodarstwa Wiejskiego, ul. Ciszewskiego 8, 02-786 Warszawa

Adres do korespondencji: Marcin Wisniewski; E-mail: marcin_wisniewski @sggw.waw.pl

ABSTRACT. Malaria is caused by parasites of the genus Plasmodium. Every year from 350 to 500 million of malaria
cases are recorded with an estimated annual death toll of over 1.1 million deaths, making malaria the global health
problem. Malaria deepens the poverty, limits the education and causes absences at schools and workplaces — what
makes the progress of civilization and economy slower. This is why beside the classical methods of malaria prevention,
such as the elimination of the places of mosquito breeding and, application of insecticides or chemoprophylaxis, the
elaboration of effective malaria vaccine is a necessity. Despite considerably high financial investments for long term
malaria research, so far it has not been possible to develop an efficient vaccine against this disease. This is why the main
topic of the present review is presenting of achievements and perspectives of research on development of vaccine
against malaria with special consideration of tested antigens. Our review also contains an attempt to typify the most
prospective vaccine. Currently developed and tested vaccines against malaria may be divided in three groups depending
on the parasite living stage which the vaccine influences: pre-erythrocytic stage vaccines, blood stage vaccines and
transmission blocking vaccines. At the moment it seems that the most promising vaccine against malaria is
RTS,S/ASO2A which represent the pre-erythrocytic stage vaccines. However developing a completely safe, efficient
and budget-friendly vaccine still remains the far-reaching goal and requires further years of research.
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Obok AIDS i gruZlicy malaria jest jedng z naj-
bardziej Smiercionosnych choréb, zbierajacych naj-
wigksze zniwo na $wiecie. Kazdego roku od 350
do 500 milionéw oséb zapada na malari¢ z czego
ponad milion przypadkéw kornczy si¢ smiercig — sg
to gléwnie dzieci do 5 roku zycia. Szacuje si¢, ze
ponad 3 miliardy os6b mieszka w 107 krajach swia-
ta, gdzie wystepuje ryzyko zarazenia, dlatego tez
malaria uznana jest za §wiatowy problem zdrowot-
ny. Powoduje poglebianie si¢ ubdstwa, ogranicza
edukacje 1 jest przyczyng absencji w szkotach
i miejscach pracy. Rzutuje w ten sposéb na spowol-
nienie rozwoju cywilizacyjno-ekonomicznego
i kosztuje afrykanskie kraje ponad 12 miliardéw do-
laréw rocznie [1,2].

Plasmodium bedace czynnikiem etiologicznym
u ludzi to jednokomérkowe pierwotniaki pasozytu-
jace w komorkach migzszu watroby i erytrocytach
czlowieka. Cztery gatunki Plasmodium sg przyczy-
ng malarii u ludzi: P. vivax, P. ovale, P. malariae
i P. falciparum. Kazdy gatunek wykazuje odrebne
cechy morfologiczne, biologiczne i genetyczne.
Najgrozniejszym gatunkiem dla cztowieka z racji
tego, ze najwiecej przypadkow zachorowan koriczy
si¢ Smiercig jest P. falciparum [3].

Odpornos¢ na malarie jest zlozonym zjawi-
skiem. Istnieje odpornos¢ naturalna i nabyta. Z od-
pornoscig naturalng mamy do czynienia w przypad-
ku gdy pasozyt ma trudnosci w rozpoznaniu erytro-
cytéw w wyniku braku glikoforyn, nie moze wnik-
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ng¢ do krwinek na skutek owalocytozy, badZ tez
rozwijac si¢ w erytrocytach z powodu niedokrwisto-
Sci sierpowatej. Niedokrwistos¢ sierpowata powo-
duje zmiang w ksztalcie krwinki czerwonej
i nadaje jej charakterystyczny sierpowaty ksztalt.
Taki erytrocyt szybciej wulega eliminacji
w Sledzionie, uniemozliwiajac osiggnigcie dojrzato-
Sci rozwijajacemu si¢ w nim Plasmodium [3].

Istotng role w rozpoznawaniu krwinek czerwo-
nych przez pasozyta majg glikoforyny. Ich brak po-
woduje niemoznos¢ identyfikacji erytrocytow pod-
czas inwazji. Proces inwazji erytrocytéw ludzkich
przez zarodZca malarii jest wynikiem kaskady inte-
rakcji pomigdzy pasozytem a krwinkg czerwona.
Poznano wiele ligandéw ekspresjonowanych przez
komorki zarodZca, bioracych udziat w tym procesie,
w tym biatka nalezace do rodziny DBL (Duffy bin-
ding ligand). Stwierdzono, ze receptorami dla przy-
najmniej dwéch ligandéw Plasmodium falciparum
z rodziny DBL: antygenu EBA-175 oraz EBA-140
(BAEBL), sg sjaloglikoproteiny erytrocytéw ludz-
kich — glikoforyny A, B i C. Wykazano, Ze antygen
EBA-175 wiaze si¢ do glikoforyny A, a w wigzaniu
biorg udzial reszty kwasu sjalowego O-glikozydo-
wych taicuchéw cukrowych. Funkcje glikoforyny
A moze przejaé druga pod wzgledem ilosci glikofo-
ryna B. Podobnie jak w przypadku glikoforyny A,
wigzanie Plasmodium falciparum jest zalezne
od reszty kwasu sjalowego, lecz bierze w nim udzial
inny, nie poznany dotad ligand merozoitéw. Wyste-
pujaca na erytrocytach, w najmniejszej ilosci gliko-
foryna C, jest receptorem dla homologicznego
do EBA-175 liganda BAEBL. Stwierdzono, ze
w wigzaniu antygenu BAEBL do glikoforyny C bio-
ra udzial reszty kwasu sjalowego O- i N-glikozydo-
wych taiicuchéw cukrowych, a takze reszty amino-
kwasowe taiicucha polipeptydowego glikoforyny.
[4].

Owalocytoza nastgpuje na skutek zaburzenia bu-
dowy bialek erytrocytow (gldwnie spektryny), co
powoduje zmiang ich ksztattu. Spektryna jest gtow-
nym sktadnikiem kory erytrocytow odpowiadaja-
cym za utrzymanie ksztattu komoérek, z btong we-
wnatrzkomérkowa potgczona jest ona za pomocg
bialek taczacych. W przypadku, gdy dochodzi
do powstania w erytrocytach nieprawidlowej spek-
tryny, komorki te tracg swéj ksztaltt — powoduje to
utrudnienia we wniknigciu Plasmodium do krwinki
czerwonej [5].

Rodzaj odpowiedzi immunologicznej przeciwko
pasozytom zalezy od miejsca bytowania w organi-
zmie i stadium rozwojowego. W zwalczaniu paso-

zyta jako pierwsza uczestniczy odpowiedZ nieswo-
ista. Podczas zarazenia Plasmodium do zapoczatko-
wania odpowiedzi nieswoistej dochodzi poprzez
rozpoznanie m.in. pochodnych glikozylofosfatydy-
loinozytolu oraz hemozoiny, ktére tworzg struktury
PAMP (pathogen associated molecular patterns) be-
dace ligandami dla receptoréw rozpoznajgcych
wzorce (PRR). Aktywacja uktadu dopetniacza, gra-
nulocytéw i makrofagdéw jak réwniez wydzielanie
cytokin prozapalnych ma na celu ograniczenie zara-
zenia. P6Zniej dochodzi do zapoczatkowania me-
chanizmoéw swoistych, ktére polegaja na wytworze-
niu przeciwcial przeciwko stadiom krwinkowym
i mechanizméw odpornosci komérkowej przeciwko
stadiom pozakrwinkowym. OdpowiedZ immunolo-
giczna to proces dynamiczny i zazwyczaj przebieg
zarazenia jest wypadkowg réwnowagi pomigdzy
odpowiedzig typu Thl i Th2 [6].

Szerzeniu si¢ malarii mozna zapobiega¢ poprzez
likwidacje miejsc legowych komaréw, stosowanie
insektycydéw oraz chemioprofilaktyke u ludzi. Nie
ma jednak leku przeciwmalarycznego w petni sku-
tecznego i catlkowicie bezpiecznego, dodatkowo
wystepuje coraz wigksza lekoopornos¢ ze strony
Plasmodium. Malarii zapobiega si¢ takze poprzez
unikanie kontaktéw z komarami giéwnie od zmierz-
chu do switu przez wtasciwe ubranie — diugie reka-
wy 1 spodnie, skarpetki, jak rOwniez stosowanie
na odkryte czgsci ciata repelentéw. Zabezpiecza si¢
mieszkania poprzez zawieszanie siatek w oknach
i drzwiach wejsciowych, spanie pod moskitierami
oraz klimatyzacj¢ pomieszczen. Patrzac jednak
na dane statystyczne, ukazujace ogrom przypadkéw
zachorowan na malari¢ wida¢, ze metody te sg za-
wodne. Konieczne zatem wydaje si¢ pilne opraco-
wanie skutecznej szczepionki przeciwko malarii,
na ktorej skupia si¢ obecnie uwaga naukowcéw
na calym swiecie [3].

Szczepionki przeciwko malarii

Bioragc pod uwage zlozonos¢ cyklu zyciowego
pierwotniakéw rodzaju Plasmodium, konstruowane
obecnie szczepionki przeciwko malarii mozna po-
dzieli¢ na trzy grupy z uwagi na etap zyciowy paso-
zyta na ktéry oddziatuja:

— szczepionki etapu pre-erytrocytarnego

— szczepionki etapu krwinkowego

— szczepionki blokujace transmisje

Szczepionki etapu pre-erytrocytarnego
Szczepionka pre-erytrocytarna nazywana inaczej
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antysporozoitowg zapobiegataby zarazeniu hepato-
cytéw przez sporozoity i/lub zapobiegataby dojrze-
waniu pasozytéw etapu watrobowego. Kluczem dla
rozwoju takiej szczepionki jest indukcja produkcji
przeciwcial, ktére blokowalyby zarazenie sporozo-
itami, jak réwniez indukcja efektorowych limfocy-
tow T CD4 i CD8, ktére moglyby niszczy¢ zarazo-
ne hepatocyty bezposrednio badZ tez przez ich me-
diatory takie jak cytokiny [7].

W latach 60. XX wieku naukowcy badali wpltyw
atenuowanych za pomocg promieniowania gamma
i promieniowania rentgenowskiego sporozoitéw, co
dodato impetu rozwojowi szczepionki przeciwko
malarii [8]. Tego typu szczepionki zapewniajg
ochrone u ponad 90% zaszczepionych os6b na okres
co najmniej 10 miesigcy. Istniejg jednak duze oba-
wy dotyczace tego typu szczepionek, wiazace si¢
z dawkg promieniowania. Przy zbyt malej dawce
promieniowania sporozoity mogg zachowacé czesé
zjadliwosci 1 zaraza¢ erytrocyty, za$s nadmier-
na dawka promieniowania moze spowodowac brak
indukcji odpornosci [9]. Obawy dotyczace bezpie-
czenistwa i genetycznej stabilnosci byty kluczowymi
barierami produkcji na duzg skale i dystrybucji ate-
nuowanych sporozoitéw za przystepng cene [10].
Dlatego tez byly i nadal sg poszukiwane inne roz-
wigzania.

Sklonowanie w 1983 roku genu CSP (Circum-
sporozoite protein) Plasmodium knowlesi, bytujace-
go u ssakéw naczelnych — gtéwnie matp, dalo na-
dzieje na rozwdj dostepnej, podjednostkowej szcze-
pionki. Podgzajac w tym kierunku naukowcy sklo-
nowali gen CSP Plasmodium falciparum [8].
Antygen CSP

Jest wysoce immunogennym biatkiem po-
wierzchniowym sporozoitéw Plasmodium, ktére
tworzy gesty ptaszcz na powierzchni pasozyta. Bial-
ka CSP wszystkich gatunkéw Plasmodium posiada-
ja kilka wspdlnych cech. Zawierajg w centralnej
czesci region powtdrzen, ktérego sekwencja amino-
kwasowa jest specyficzna gatunkowo (powt6rzo-
na sekwencja czteroaminokwasowa, NANP dla
P. falciparum). Dodatkowo posiadajg dwa konser-
watywne regiony: pigcioaminokwasowg sekwencje
nazwang regionem I, ktéra wystepuje bezposrednio
przed regionem powtdrzen oraz sekwencje, ktéra
wykazuje adhezje do komorek i nazywana jest TSR.
Dodatkowo 20 pierwszych reszt aminokwasowych
CSP posiada cechy eukariotycznej sekwencji sy-
gnalnej, natomiast COOH — terminalna sekwencja
zawiera dodatkowe miejsce wigzania GPI (glikozy-
lofosfatydyloinozytol). Tak wiec C—terminalny re-

gion tego biatka jest prawdopodobnie uzywany
do kotwiczenia w blonie [11].

Pierwsze badanie szczepionki opartej na rejonie
powtorzen (NANP)n zostalo przeprowadzone
w 1987 roku. Nie uzyskano jednak pozgdanego
efektu, a odniesiona porazka zwigzana byta z bra-
kiem epitopu rozpoznawanego przez limfocyty T,
dlatego tez przy kolejnych prébach dwa immunodo-
minujace epitopy dla limfocytéw T zostaly dodane
do szczepionki. Restrykcja MHC (major histocom-
patibility complex) odpowiedzi na (NANP)n jak
roéwniez potwierdzenie, ze napromieniowane Sporo-
zoity generujg T-zalezng odpowiedZ na (NANP)n
wskazujg na problemy w uzyciu tej domeny w opra-
cowaniu skutecznej szczepionki. Pomimo tego,
(NANP)n pozostaje najszerzej rozpowszechniong
domeng antygenowa wykorzystywang do opraco-
wywania szczepionek i jest sktadnikiem wigkszosci
podjednostkowych kompozycji [8].

CSP jest antygenem sporozoitu, nad ktérym sku-
pia si¢ w przewazajgcej mierze uwaga naukowcow
z calego swiata, czynigc go najszerzej badanym an-
tygenem. Zostalo udowodnione, ze CSP jest nie-
zbednym biatkiem strukturalnym, brak tego biatka
powoduje zablokowanie etapéw rozwoju pasozyta
zachodzacych u zywiciela ostatecznego. Réwniez
inne antygeny etapu pre-erytrocytarnego zostaty zi-
dentyfikowane i sg na r6znych etapach badan. Zali-
cza si¢ do nich LSA-1 (Liver stage antigen-1), LSA-
-3 (Liver stage antigen-3), TRAP (Thrombospondin
related adhesion protein). Jednak zaden z nich nie
jest tak obiecujacy jak CSP [8].

Szczepionka RTS, S/ASO2A

Opracowana przez firm¢ GlaxoSmithKline we
wspotpracy z Walter Reed Army Institute of Rese-
arch jest najbardziej zaawansowang i obiecujgcg
szczepionkg przeciwko malarii [12]. RTS, S jest re-
kombinacyjnie produkowany w Saccharomyces ce-
revisiae i sklada si¢ z C—terminalnego fragmentu
CSP (od 207 do 395 aminokwaséw) laboratoryjne-
go szczepu 3D7, izolatu NF54 Plasmodium falcipa-
rum, powtorzonej sekwencji NANP i epitopow roz-
poznawanych przez limfocyty B. Sktadowe te przy-
faczone sa do aminowego korica antygenu po-
wierzchniowego wirusa zapalenia watroby typu B
— HbsAg. Silny trzysktadnikowy adjuwant ASO2A
— emulsja olej w wodzie z monofosforylowym lipi-
dem A i pochodng saponiny QS2 jest centralnym
elementem tej formuty [10,13,14].

Pierwsza faza badan tej szczepionki, ktéra byta
prowadzona na dzieciach z Gambii w przedziale
wiekowym 1-5 lat oraz 6-11 lat pokazata, ze szcze-



136

M. Wiéniewski, D.J. Zak

pionka jest bezpieczna, dobrze tolerowana i wyka-
zuje dzialanie immunogenne. Te obiecujace wyniki
sktonily naukowcéw do dalszych badan tej szcze-
pionki na szesédziesigciorgu dzieciach z Mozambi-
ku w wieku od 1 do 4 lat. Na podstawie tego bada-
nia wysuni¢to podobne wnioski co umozliwito za-
planowanie i przeprowadzenie fazy Il badan. Bada-
nia te przeprowadzono na dorostych mezczyznach
z Gambii, w tym przypadku szczepionka wykazata
34% skutecznos$¢ przed naturalnym zarazeniem
podczas czterech miesigcy od zaszczepienia. Na-
stepnie testowanie tej szczepionki wkroczylo w fa-
z¢ 11 b badan. Byty to préby losowe, z losowym do-
borem 2022 dzieci w przedziale wiekowym
od 1do 4 lat. Badanie obejmowaty dzieci, ktérym
podano przy pomocy trzech dawek RTS, S/ASO2A.
Skutecznos¢ trzech dawek szczepionki RTS,
S/ASO2A przed pierwszym zarazeniem malarig
wyniosta ok. 30% zas czgstotliwosé wystepowania
ostrej postaci malarii zmniejszyta si¢ o 58% po 6
miesigcach. Ostatnie doniesienia wskazujg, ze
po okresie dluzszym niz 18 miesigcy sytuacja wy-
glada odpowiednio 35,3% oraz 48,6% [12,14,15].
Szczepionka ta zakoriczyta niedawno III faz¢ badar
i wszystko wskazuje na to, ze zainwestowane
w opracowanie tej szczepionki 300 min dolaréw
z czego 107 mln wytozyta fundacja Billa i Melindy
Gateséw, to dobra inwestycja dla ludzkosci.

Sukces formuty RTS, S/ASO2A w indukcji och-
ronnej odpowiedzi immunologicznej moze wy-
wrzeé ogromny wplyw na rozw6j kolejnej generacji
szczepionek podjednostkowych. Decydujgce kwe-
stie to wybor dodatkowych antygenéw, ktére mozna
dotaczy¢ do fragmentu CSP jak réwniez dobér ad-
juwanta, ktéry silniej mogtby wspieraé efektywnosé
RTS, S [16].

Opracowane zostaly rowniez inne szczepionki
etapu pre-erytrocytarnego, ktére sq obecnie w trak-
cie badan. Niestety poziom ich zaawansowania jest
duzo nizszy w poréwnaniu z RTS, S/ASO2A.

Szczepionki etapu krwinkowego

Z uwagi na fakt, ze kliniczne objawy malarii
ujawniaja si¢ tylko podczas bezpiciowego etapu
krwinkowego, szczepionka skierowana na ten etap
cyklu zyciowego pasozyta redukowataby zachoro-
walnos¢ 1 Smiertelnos¢ poprzez eliminacje lub re-
dukcje pasozyta. Dodatkowo tagodzitaby przebieg
choroby, zmniejszajac wystgpowanie powiklan
prawdopodobnie eliminowataby malari¢ gdyby
osiggnieta zostata odpornos¢ sterylna. Dla rozwoju
tej szczepionki istotna jest produkcja przeciwcial,

ktére neutralizuja/niszczg merozoity i zarazone ery-
trocyty, blokowanie przylegania cytokin jak row-
niez aktywacja efektorowych limfocytéw T CD4,
ktéore moga kierowaé odpowiedzig komoérkowg
[17].

Pierwotniaki rodzaju Plasmodium wydajg si¢
by¢ dobrze umiejscowione w krwinkach czerwo-
nych, poniewaz mogga unika¢ odpowiedzi ze strony
uktadu immunologicznego zywiciela. Erytrocyty
nie posiadajg czasteczek MHC klasy 11 II, jak réw-
niez mechanizmu przetwarzania antygendw. Z tego
tez powodu nie jest indukowana bezposrednia odpo-
wiedZ limfocytéw T, na napotkane na powierzchni
komoérek zywiciela determinanty antygenowe. Pier-
wotniak rodzaju Plasmodium zostaje bezposrednio
odstonigty jedynie zaraz po rozerwaniu struktury
schizonta, kiedy przez bardzo krétki okres czasu po-
tomne merozoity przylaczaja si¢ do nowych erytro-
cytéow przed wejsciem do ich wngtrza. Z tego tez
powodu wiecej uwagi poswigca si¢ tym antygenom
pasozyta, ktére oddziatujg z komérkami gospodarza
podczas zarazania krwinek czerwonych stajac sie
tym samym potencjalnym celem odpowiedzi immu-
nologicznej. Do takich antygenéw, bezpiciowego
etapu krwinkowego nalezg z pewnoscig MSP (Me-
rozoite Surface Protein), RESA (Ring — infected
Erythocyte Surface Antigen) i inne [17].

Antygen MSP

Powierzchniowe biatka merozoitu syntetyzowa-
ne sg podczas schizogonii jako prekursory polipep-
tydowe, ktére réznig si¢ pod wzgledem wielkosci
1 sekwencji aminokwasowej. Do chwili obecnej zo-
stalo zidentyfikowanych osiem MSP Plasmodium
falciparum (MSP1-8). MSPs sg potencjalnymi kan-
dydatami na szczepionke poniewaz odgrywajg istot-
ng role we wstepnym rozpoznaniu i przytaczeniu
merozoitow do powierzchni krwinek czerwonych.
Z uwagi na fakt, ze biatka wystgpujace na po-
wierzchni merozoitéw wystawione sg na dzialanie
systemu immunologicznego zywiciela, sg one celem
odpowiedzi immunologicznej. Przeciwciata prze-
ciwko MSP neutralizujg pasozyta poprzez aglutyna-
cje lub opsonizacje merozoitoéw, zapobiegajac tym
samym rozpoznaniu i zarazeniu erytrocytéw [18].

MSP1 jest glikoproteing, syntetyzowang jako
prekursor biatka o wysokiej masie czasteczkowe;j
(185-205 kDa). Prekursor biatka ulega dwém mo-
dyfikacjom do kilku fragmentéw pod wpltywem
proteaz. Podczas rozpadu schizonta dochodzi
do gléwnej modyfikacji, ktéra daje poczatek frag-
mentom MSP183, MSP130, MSP138 1 MSP142, kto-
re tworza niekowalencyjnie powigzany kompleks
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dotagczony do wolnej powierzchni merozoitu po-
przez fragment 42 kDa. Podczas inwazji merozoitu
dochodzi do drugiej obrébki, ktéra jest wstepnym
warunkiem zarazania krwinek czerwonych. Zalezna
od wapnia, proteolityczna obrébka rozdziela frag-
ment 42 kDa zakotwiczony w btonie C—konicem
na dwa mniejsze fragmenty. Rozpuszczalny, 23 kDa
fragment, ktéry odpowiada N—terminalnemu regio-
nowi MSP1,, zostaje zrzucony z wolnej powierzch-
ni merozoitu. Natomiast zwigzany z btong 19 kDa,
C—terminalny region, ktéry zawiera dwie domeny
podobne do EGF (Epidermal growth factor) jest je-
dynym fragmentem niesionym przez merozoity,
ktére dokonujg inwazji nowych erytrocytéw. Dlate-
go tez naukowcy zajmujgcy si¢ opracowaniem
szczepionki przeciwko etapowi krwinkowemu po-
swigcajag MSP1 9 najwigcej uwagi [17,19]. Struktu-
ralne determinanty MSP1, 9, uformowane przez dwa
moduty podobne do EGF, razem wydajg si¢ by¢
kluczowe dla immunogennosci tego biatka. Badania
prowadzone na myszach wykazaly, ze uzyskaty one
ochron¢ kiedy zaszczepiono je rekombinowanym
biatkiem zawierajagcym oba moduty. W przypadku
szczepienia przy pomocy kazdego modutu z osob-
na nie uzyskano pozadanych efektow [20].
Antygen RESA

RESA znajduje si¢ w gestych granulach, szczy-
towego regionu merozoitéw. Uwolniony zostaje
do wakuoli podczas inwazji merozoitéw i prze-
mieszcza si¢ na wewnetrzng powierzchni¢ btony
krwinek czerwonych. Indukuje humoralng i komor-
kowa odpowiedZ immunologiczng. Wytworzone
przeciwciata przeciwko RESA hamujg wzrost Pla-
smodium falciparum w warunkach in vitro [17].

W przypadku bezplciowego etapu krwinkowego
naukowcy maja szerokie spektrum mozliwosci po-
niewaz zidentyfikowano wiele antygenéw, ktére sg
w trakcie badan. Naleza tu gléwnie powierzchniowe
biatka merozoitu, peryferyjne biatka powierzchnio-
we oraz biatka organelli wydzielniczych (mikrone-
my i roptrie) [10], a doktadnie AMA-1 (Apical
membrane antigen—1), DBL (P. vivax Duffy binding
ligand), GLURP (Glutamate rich protein),
PfEMP-1 (P. falciparum Erythrocyte membrane
protein—1), Pfen (enolase), PfPO (ribosomal pho-
sphoprotein PO), SERA-5 (Serine repeat anti-
gen-5), EBA-175 (Erythrocyte binding anti-
gen—175) [8].

Kombinacja B

Jest najbardziej zaawansowang szczepionka bez-
plciowego etapu krwinkowego. Obejmuje rekombi-
nowane biatko MSP1 (konserwatywny blok 3 i 4)

potaczone z fragmentem CSP Plasmodium falcipa-
rum, dodatkowo w jej sktad wchodzi MSP2 (alle-
liczna forma 3D7) niemal pelnej dtugosci, jak row-
niez 70% C-terminalnego korica RESA. Dla
usprawnienia odpowiedzi immunologicznej cala ta
formuta potgczona jest z adjuwantem Montanide
ISA 720 [12,21].

Pig¢ préb klinicznych Kombinacji B prowadzo-
nych na 217 uczestnikach wykazato, ze szczepionka
jest bezpieczna, co wigcej dodatkowo dwie préby
dowiodly jej skutecznosci. Faza I/II b badari Kom-
binacji B prowadzona na 120 dzieciach w przedzia-
le wiekowym 5-9 lat w Papua Nowa Gwinea nie
wykazata mniej licznego wystepowania klinicznych
postaci malarii, wykazata zas redukcj¢ parazytemii
0 62%. Powyzsze wyniki uzyskano jednak jedynie
u dzieci, ktére nie przyjmowaty lekéw przeciwma-
larycznych. Kombinacja B zawiera jedynie forme
alleliczng 3D7 MSP2. Przelomowe analizy genoty-
pu pasozytéw pokazaly znaczny wzrost ilosci paso-
zytéw z genotypem FC27, przeciwng dimorficzng
formg MSP2. Trwajg prace nad rozwojem nowej
wersji tej szczepionki zawierajgcej oba warianty
MSP2, ktéra bedzie skierowana przeciwko pasozy-
tom obu genotypéw [21-23].

Podsumowujac Kombinacja B dala nadzieje
na redukcje ostrych postaci malarii, potwierdza za-
tem teze¢ uzycia szczepionek podjednostkowych
w celu kontrolowania etapu krwinkowego malarii.
Szczepionki etapu bezplciowego nalezg jak dotad
do najliczniejszych szczepionek przeciwko malarii
— obecnie testowanych jest okoto 15 kombinacji bg-
dacych kandydatami na szczepionke etapu krwinko-
wego [8].

Szczepionki blokujace transmisje

Szczepionka blokujaca transmisje, ktérej celem
sq antygeny na powierzchni gamet, zygot i ookinet,
skierowana jest na ptciowe etapy cyklu zyciowego
pasozyta. Tego typu szczepionka zapobiegalaby
rozwojowi sporozoitéw w gruczotach slinowych
komaréw rodzaju Anopheles przez blokowanie
transmisji pasozyta wskutek indukcji przeciwcial,
ktére inaktywujg gametocyty i przeszkadzajg w za-
ptodnieniu. W przeciwienstwie do szczepionek
przeciwko innym stadiom zyciowym pasozyta ro-
dzaju  Plasmodium, przeciwciala powstate
pod wplywem szczepionki blokujacej transmisj¢ za-
bijajg pasozyta poza organizmem zaszczepionej
osoby. Taka strategia mogtaby by¢ wykorzystywa-
na w kontrolowaniu malarii, z uwagi na szczegdlng
biologi¢ pasozyta rodzaju Plasmodium, u ktérego



138

M. Wiéniewski, D.J. Zak

indukowanie transmisyjnych i patologicznych form
nastepuje u dwoéch réznych zywicieli. Idea szcze-
pionek blokujacych transmisj¢ wywodzi si¢ z obser-
wacji prowadzonych w 1976 roku. Wykazaty one,
ze przeciwciala przeciwko gametocytom ptasiego
pasozyta Plasmodium gallinaceum zdolne sg do za-
bijania powstajacych gametocytow w komarze,
a nie w ptasim gospodarzu [8,17,24].

Antygeny Pfs25/Pvs25

Antygen Pfs25 Plasmodium falciparum i jego
homolog Pvs25 u Plasmodium vivax nalezg do ro-
dziny bogatych w cysteing, 25 kDa antygenéw P25.
Sktadajg si¢ one z czterech domen, ktére sg podob-
ne do EGF i wystepuja na powierzchni zygot i doj-
rzalych ookinet. Prawdopodobnie zakotwiczone sg
do powierzchni pasozyta za pomocg fragmentu GPI.
Poniewaz geny biatek P25 ulegaja ekspresji jedynie
w jelicie Srodkowym komara i nie ma ich u zadnego
innego zywiciela nalezacego do kregowcow, biatka
te nie podlegajq selekcji ze strony systemu immuno-
logicznego zywiciela [25].

Antygen Pfs48/45

Powierzchniowe biatko makrogamet, ktére skta-
da si¢ z szesciocysteinowego modutu tworzacego
C—koniec, czterocysteinowego modutu stanowigce-
go centralng czgs¢ biatka, jak réwniez N—terminal-
nego modutu. Biatko to odgrywa kluczowg role
w procesie zaptodnienia i przeciwciala, ktére skie-
rowane sg przeciwko epitopom biatka Pfs48/45 za-
pobiegaja zaptodnieniu. Co wiecej przeciwciata an-
ty-Pfs48/45 obecne sg w surowicy os6b z terenéw
endemicznych i korelujg z aktywnoscig blokujacg
transmisj¢. Opracowanie szczepionek opierajacych
si¢ na tym antygenie skupia si¢ na otrzymaniu re-
kombinowanego biatka Pfs48/45 z charakterystycz-
nymi dla niego modyfikacjami posttranlacyjnymi.
Badania z uzyciem takich szczepionek prowadzone
sg obecnie na myszach [26,27].

Pozostate zidentyfikowane antygeny, ktére sg
potencjalnymi kandydatami na szczepionke bloku-
jaca transmisje to Pvs28 oraz Pfs230. Jednak zaden
z nich oprdcz Pvs25 nie wchodzi w sktad szczepion-
ki, ktéra awansowataby do badar klinicznych [8].
Szczepionka Pvs25H

Opiera si¢ na rekombinowanym biatku po-
wierzchniowym ookinet Pvs25 (od 23 do 195 ami-
nokwasow), izolatu Salvador 1 Plasmodium vivax.
Biatko to ulega ekspresji w Saccharomyces cerevi-
siae, zostaje oczyszczone i zaadsorbowane do Alhy-
drozelu. Badania prowadzone na myszach, kroli-
kach i malpach wykazaly, ze formuta Pvs25 pota-
czona z zelem wodorotlenku aluminium (Alhydro-

zel) indukuje przeciwciata, ktére blokuja rozwdj
Plasmodium vivax w komarach karmionych sztucz-
nie w warunkach ex vivo [28].

Zakoriczona I faza badan szczepionki wykazata,
Ze jest ona bezpieczna i indukuje przeciwciata, kto-
re blokujg rozwéj pasozyta w komarach. Wyniki te
sugeruja, ze mozliwe jest opracowanie skutecznej
szczepionki blokujacej transmisje [28].

Na uwage zastuguje réwniez szczepionka SPf66,
ktéra byta pierwsza chemicznie zsyntetyzowana,
ponad 20 lat temu szczepionkg przeciwko malarii.
Czasteczka SPf66 o dlugosci 45 aminokwaséw to
syntetyczna hybryda ztozona z sekwencji amino-
kwasowej biatka merozoitu Plasmodium falciparum
— pochodnej 3 syntetycznych peptydéw oraz powtd-
rzonej sekwencji PNANP sporozoitu, do ktorej
C-korica dodane zostaty glicyna i cysteina pozwala-
jac tym samym na polimeryzacj¢ przez utlenianie.
Szczepionka ta zawierala rowniez w swoim skladzie
Al (OH)3 petnigce rolg adjuwanta. SPf66 to szcze-
pionka wieloetapowa, skierowana gtéwnie przeciw-
ko etapom bezpiciowym. Po zakoriczeniu III fazy
badan klinicznych zaprzestano jednak dalszych ba-
dari nad tg szczepionkg z powodu zbyt niskiej sku-
tecznosci w dziataniu ochronnym wynoszacej
33,6% [29].

Perspektywy

7. uwagi na duzg ztozonos¢ zarodzca malarii pro-
by opracowania skutecznej szczepionki podjednost-
kowej moga w najblizszych latach ustgpi¢ miejsca
ponownej prébie opracowania szczepionek zawiera-
jacych calego pasozyta — stadium sporozoitu. Duze
nadzieje budzg wyniki badan prowadzonych przez
Muellera i wspétpracownikéw [30]. Wedtug nich
poznanie petnej sekwencji genomu pasozyta daje
mozliwos¢ bardziej precyzyjnych i $cisle ukierun-
kowanych manipulacji genetycznych. Zespét Muel-
lera zidentyfikowat grupe genéw UIS Plasmodium,
dajacych swoistg ekspresje w przederytrocytarnym
cyklu zyciowym pasozyta. Ten sam zespét skon-
struowat nastgpnie pierwszego zarodZca malarii, nie
mogacego si¢ rozwijaé w watrobie gospodarza. By-
to to mozliwe przez pozbawienie Plasmodium ber-
ghei genu UIS3. Gen ten nie odgrywa zadnej roli
w cyklu zyciowym pasozyta az do chwili jego do-
tarcia do watroby. Mutantowy sporozoit wnika
do hepatocytow, ale nie moze si¢ dalej rozwijac. Nie
dochodzi w ten sposéb do fazy krwinkowej i rozwo-
ju choroby. Uodpornienie za pomocg sporozoitéw
pozbawionych UIS3 zapewnito petng ochrone my-
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szy przed pelnozjadliwymi sporozoitami. W ten
sposéb wykazana zostala mozliwo$¢ opracowania
skutecznej i bezpiecznej szczepionki przeciwko ma-
larii, ktéra zawieralaby genetycznie atenuowane ca-
te pasozyty. Taki wniosek wyptywa co prawda z ba-
darn prowadzonych na myszach jednak zesp6t Muel-
ler twierdzi, ze sg one doskonalym modelem ekspe-
rymentalnym. Wynika to z faktu, iz UIS3 P. berghei
gryzoni i UIS3 P. falciparum ludzi wykazujg w 35%
identycznos¢ sekwencji aminokwasowej. Odkrycia
te wskazujg na nowg droge prac nad szczepionka
przeciw malarii [30,31].

Rozwigzanie fundamentalnych pytaii dotycza-
cych biologii, struktury genetycznej i mechanizméw
unikania odpowiedzi immunologicznej przez Pla-
smodium byto ogromnym przetomem w badaniach
nad szczepionka. Identyfikacja gtéwnej adhezyny
biorgcej udziat w tozyskowej sekwestracji; produk-
cja pasozytéw, ktore sg zywe i atenuowane poprzez
delecje genu; wykrywanie wysokich pozioméw od-
pornosci indukowanych przez transgeniczne wirusy
z6ttej febry pozwalajg obecnie na rozwdj wzajem-
nie uzupelniajagcych si¢ strategii, ktére mogltyby
ostatecznie prowadzi¢ do produkcji szczepionek no-
wej generacji [8].

Pierwsza generacja szczepionek przeciw malarii,
ktéra trafi na rynek bedzie prawdopodobnie uzyta
do uzupetnienia strategii kontroli wektora i kuracji
lekami w celu zmniejszenia zachorowalnosSci
1 Smiertelnosci [32].

Podsumowanie i wnioski

W chwili obecnej najlepiej rokujaca szczepionka
przeciwko malarii, ktéra zaszta najdalej w bada-
niach klinicznych jest RTS, S/ASO2A. Szczepionka
ta nie jest w pelni skuteczna dlatego tez jej efektyw-
nos¢ powinna by¢ rozpatrywana z perspektywy spu-
stoszenia, jakie malaria wyrzadza na Swiecie.
Zmniejszenie chociaz o 50% liczby zachorowan
i zgonéw dzigki RTS, S/ASO2A oznaczatoby mo-
zliwos¢ zapobiegania $mierci ponad 0,5 milio-
na oséb rocznie. Opracowanie w pelni bezpiecznej,
skutecznej 1 przystgpnej cenowo szczepionki prze-
ciwko malarii nadal pozostaje dalekosi¢znym pla-
nem i wymaga kolejnych lat badan.
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