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Streszczenie wykladu

ZAPOBIEGANIE PRZENOSZENIU ZARODZCOW MALARII
MIEDZY KOMAREM I CZLOWIEKIEM - NOWE ROZWIAZANIA

Malaria, zwana tez zimnicg, to najczgstsza na $wiecie choroba pasozytnicza, na ktéra co
roku zapada ponad 200 miliondw oséb, a okoto 1-3 milionéw umiera — gtéwnie dzieci ponizej
piatego roku zycia. Jest ona jedng z najdawniej znanych chordb, ktorej opisy siegaja czaséw pre-
historycznych - znaleziono je w egipskich papirusach i notatkach Hipokratesa. Nazwa pochodzi
od facinskich stéw mal - zle i aria - powietrze, co zwigzane jest z jej powszechnym wystepowa-
niem na niezdrowych, dusznych i bagnistych terenach.

Malari¢ u czlowieka wywoluje zakazenie jednym z czterech gatunkéw pierwotniakéw z ro-
dzaju Plazmodium, a minowicie: P. falciparum, P. malariae, P. ovale lub P. vivax. Typowymi ob-
jawami choroby sa napady dreszczy i wysokiej goraczki, a nastepnie nagly jej spadek (zimnica)
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Rys. 1. Cykl zyciowy zarodzcdw malarii (CDC, http://www.cdc.gov/malaria/about/biology).
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Rys. 2. Obszary wystepowania malarii na §wiecie w latach 1900-2002.

z obfitym poceniem. Towarzyszg temu czgsto bole glowy, miesni, znuzenie, wymioty i biegunka.
Objawy rozpoczynajg sie po okolo 10 P. falciparum 16 dniach od ukaszenia czlowieka przez
zakazonego komara i nawracajg co dwa, trzy dni, zaleznie od gatunku pasozyta. Zakazenie
P. falciparum przebiega szybko, moze doprowadzi¢ do wyjatkowo cigzkich, czasami $miertel-
nych powiklan; najwiecej zgonéw powoduje w Afryce. Natomiast zakazenie P. vivax ma prze-
bieg lagodniejszy, z okresowymi nawrotami powtarzajacymi si¢ nawet co kilka lat (relapses),
obecnie najczesciej rozpoznawane jest w Azji.

Zarodzce malarii przenoszone s3 przez samice (nosiciele) z ponad 60 gatunkéw komarow
z rodzaju Anopheles. Inwazyjna postac¢ zarodzca, sporozoit, rozpoczyna cykl zyciowy w §linian-
kach komara. Gdy komar ukluje Zywiciela pozywiajac si¢ jego krwig, sporozoity wraz ze $ling
komara przenoszone s3 do jego krwi (Rys. 1). W ciaggu kilku godzin przenikaja do watroby,
wnikajg do hepatocytéw, tam namnazajg sie i tworzg liczne kryptozoity. Nastepnie dochodzi do
inwazji czerwonych krwinek. W krwinkach nadal namnazajg si¢, rosng i prowadzg do ich roz-
padu. Z kolei w postaci merozoitoéw atakuja kolejne krwinki w charakterystycznych odstepach
czasu, co objawia si¢ typowymi dla choroby nawrotami goraczki i dreszczy. Cze$¢ merozoitéw
przeksztalca si¢ w zenskie i meskie gametocyty, ktore potkniete przez komara wraz z wyssang
krwig, przenosza si¢ do jego ukladu pokarmowego, tam przeksztalcajg si¢ w gamety i rozmna-
zaja plciowo. Powstale zygoty przenikajg przez $ciang jelita, wedruja do gruczotéw slinowych
komara, tworza sporozoity, zamykaja w ten sposob cykl i sa gotowe do kolejnego zakazania
czlowieka.

Intensywna kampania walki z malarig rozpoczeta w latach 50. XX wieku przez Swiatowg
Organizacje Zdrowia (WHO), polegajaca na powszechnym uzyciu insektycydéw i nowo opra-
cowanych lekow, takich jak chlorochina i jej pochodne, doprowadzita do drastycznego spadku
zachorowan, gléwnie w rejonach stref umiarkowanych. W Polsce malaria wystepowala ende-
micznie w XIX wieku. W 1921 roku stwierdzono ponad 52 tysigce zachorowan wywotanych
gltéwnie przez P. vivax, co zapoczatkowalo akcje zwalczania malarii w Polsce. Od 1956 roku
notowano tylko sporadyczne zachorowania, a w 1968 roku WHO uznalo Polske za kraj wolny
od tej choroby.

Jednakze mimo sukcesu zwalczania malarii w krajach europejskich i pétnocno-amerykan-
skich, choroba ta wcigz powszechnie wystepuje w ponad stu krajach strefy tropikalnej i subtro-
pikalnej (Rys. 2), a czgstos¢ zakazen w latach 1970-1997 na obszarach Sahary wzrosta o okoto



40%. Przyczyna tego stanu jest nie tylko niski poziom rozwoju ekonomicznego w tych regio-
nach, lecz takze pojawienie si¢ komaréw opornych na $rodki owadobdjcze, jak i zarodzcow
opornych na stosowane leki. W zwigzku z tym wiele organizacji na caltym $wiecie prébuje zdo-
by¢ fundusze potrzebne do walki z malarig. Jednym z programoéw realizowanych w USA jest tzw.
President’s Malaria Initiative (PMI) zainicjonowany przez prezydenta Busha w 2005 roku, ktorej
celem bylo przeznaczenie ponad biliona dolaréw na zredukowanie $miertelnosci na malarig
o polowe w 19 krajach Afryki. W 2009 roku prezydent Obama przylaczyl PMI do U.S. Global
Health Initiative, przeznaczajac w ramach tego programu ponad 50 biliondw dolaréw na kolejne
sze$¢ lat na walke z chorobami zakaznymi, takimi jak AIDS, malaria i gruzlica.

Najlepsza metodg walki z zakazeniami jest zapobieganie im. W przypadku malarii obejmuje
ono zaré6wno osuszanie bagien, zaktadanie moskitier na okna, opryskiwanie pomieszczen $rod-
kami owadobdjczymi, utatwienie dostepu do testow diagnostycznych i profilaktyke farmakolo-
giczng, ale takze badania nad wynalezieniem skutecznej szczepionki.

Badania nad szczepionkg przeciw malarii rozpoczeto w latach 60. i 70. ubieglego wieku,
kiedy to naukowcy wykazali, ze szczepienie zarodzcami ostabionymi przez naswietlanie ich pro-
mieniami rentgenowskimi, skutecznie chroni przez zakazeniem. Jednoczesnie ochrong przed
nim mozna bylo uzyska¢ poprzez ekspozycje ochotnikéw na ukaszenie napromieniowanymi
komarami. W tym przypadku pokazano, ze sporozoity dostajg si¢ do ich watroby, ale nie sa
w stanie atakowac czerwonych krwinek i wywolywac objawéw choroby. Niestety produkcja ta-
kich oslabionych szczepdw na wigkszg skale i ich komercjalizacja jako szczepionki, nie byta do
tej pory mozliwa, cho¢ pomyst ten nie zostal calkowicie zarzucony.

Obecne badania na szczepionkg przeciw malarii wspomagane sg przez ogélnoswiatowy pro-
gram: PATH Malaria Vaccine Initiative, rozpoczety w 1999 roku przez fundacje Billa Gatesa,
ktéremu przyswieca wizja: $wiat wolny od malarii. Wiele projektow poswieconych jest zdefinio-
waniu pojedynczych antygendéw powierzchniowych réznych faz rozwoju zarodzcéw poprzez:
(1) indukcje przeciwcial skierowanych na antygeny powierzchniowe sporozoitéw, ktore beda
chroni¢ przed inwazjg hepatocytow przez zarodzca; (2) przeciwcial zapobiegajacych rozwojowi
zarodzca w watrobie; (3) przeciwcial blokujgcych inwazje erytrocytow; (4) przeciwcial bloku-
jacych transmisje zarodzca przez komara. Obecnie ponad 20 projektéw na szczepionki prze-
ciwmalaryczne poddanych jest testom klinicznym w ramach Fazy I i II badan, ale tylko jeden
z nich jest w Fazie III. Ten ostatni to rekombinowany antygen RTS,S/AS01, ekspresjonowany
w Saccharomyces cerevisiae, produkowany przez firme GlaxoSmithKline, ktéry - jak ogloszono
w 2013 roku - w ciggu poltorarocznej préby klinicznej, zmniejszyt o okoto 50% ryzyko zachoro-
wan na malarie dzieci pomiedzy 5. a 17. miesigcem zycia i o okolo 30% u niemowlakow zaszcze-
pionych pomiedzy 6. a 12. tygodniem Zycia. Preparat ten to hybryda zawierajaca fragmenty bial-
ka powierzchniowego sporozoitow P. falciparum, polaczona z antygenem powierzchniowym
wirusa zapalenia watroby, podawana z liposomowym adjuwantem ASO1. Cho¢ efektywnosc¢ tej
szczepionki nie jest zadowalajaca, jak dotad nie znaleziono lepszego rozwigzania.

Nasze badania prowadzone w National Institute of Child Health and Human Development
we wspolpracy z National Institute of Allergy and Infectious Disease poswigcone byly wynale-
zieniu szczepionki, ktéra hamowalaby rozwoj pasozytéw w organizmie komara. Niektorzy na-
zywaja taka szczepionke altruistyczng, gdyz nie chroni ona bezposrednio zaszczepionej osoby
przed zakazeniem, ale indukuje odporno$¢ blokujaca przenoszenie zarodzca z komara na ko-
lejnego czlowieka. Jednym z rozwazanych kandydatow na taka szczepionke jest antygen biatka
powierzchniowego Pfs25 (P. falciparum surface protein).
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Rys. 3. Model antygenu Pfs25 zawierajacego cztery domeny podobne do epidermalnego czynnika wzrostu EGF
(Sharma, In Silico Biol. 2008, 8,193).

Bialko Pfs25 ekspresjonowane jest w fazie rozwoju plciowego pierwotniaka i obecne na
powierzchni zygot, ookinet i we wczesnej fazie rozwoju oocyst. Pokrywa ono niemalze calg po-
wierzchnie ookinet i jest niezbedne do ich przezycia w jelicie komara. Zbudowane jest z czterech
domen przypominajgcych epidermalny czynnik wzrostu EGE, uczestniczacych w interakcjach
z komorkami gospodarza. Antygen ten charakteryzuje si¢ duzg konserwatywnoscia, gdyz nie
jest wykrywalny w fazie rozwoju bezpliciowego w ciele cztowieka i nie podlega selekcji immu-
nologicznej. Uzycie go jako sktadnika szczepionki ma na celu wytworzenie przeciwcial, ktdre
pobrane przez komara w czasie uklucia, zapobiegaja rozwojowi oocyst w jego ciele poprzez
blokowanie mozliwosci poruszania si¢ w jelicie.

Pierwszym krokiem do uzycia Pfs25 jako szczepionki byto otrzymanie w laboratorium pro-
wadzonym przez doktora Louisa Millera (NIAID) rekombinowanego biatka ekspresjowanego
w drozdzach Pichnia pastoris w duzej ilosci i w biologicznej aktywnej formie. Pfs25 jednak, be-
dacy malg czasteczka, ok. 21 kDa, podany sam lub w zawiesinie z adjuwantem okazat si¢ stabym
immunogenem zaréwno u zwierzat, jak i u ludzi.

Jednakze jego budowa, cztery powtarzajace si¢ domeny EGE przypominala nam budowe
polisacharydéw zbudowanych z powtarzajacych sie podjednostek. W zwigzku z tym zapropo-
nowali$my strategie, ktorej uzywaliSmy do przygotowania glikokoniugowanych szczepionek,
a mianowicie skoniugowania Pfs25 z innym bialkiem, jak i do siebie samego, w celu zwigkszenia
jego masy i immunogennosci. Testowalismy rézne metody koniugacji w celu uzyskania maksy-
malnej wydajnosci i powtarzalnosci. Kilka przykladéw pokazanych jest na Rys. 4. W kazdym
przypadku eksperymentu przeprowadzanego na myszach uzyskalismy ponad tysigc razy wyzszy
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Rys. 4. Koniugacja Pfs25 poprzez wigzania amidowe (A), hyd-
razonowe (B) i tioeterowe (C).

poziom przeciwcial niz podajac
nieskoniugowany preparat, nie uzy-
wajac adjuwantu i szczepiac pod-
skornie 3 razy, co dwa tygodnie,
dawka 2,5ug Pfs25/mysz.

Najlepsza metoda wedlug nas
okazalo sie faczenie Pfs25 do siebie
wigzaniem amidowym. Taki koniu-
gat byl prosty do przygotowania
i zawieral mieszanine potaczonych
ze sobg 2-10 czasteczek (50-250
kDa), ktére mozna bylo scharakte-
ryzowa¢ za pomocg elektroforezy
SDS-PAGE i spektrometrii MALDI-
-TOE Koniugaty o wyzszej masie
czasteczkowej, przygotowane przy
uzyciu np. wigzan tioeterowych,
byly trudniejsze do scharaktery-
zowania 1 mniej immunogenne.
Koniugowanie Pfs25 do innego
biatka przyniosto podobne rezultaty,
ale ich przygotowanie i ocena (np.
okreslenie proporcji nosnika do an-
tygenu) okazaly si¢ bardziej skom-
plikowane. Jednym 2z najbardziej
zaskakujgcych wynikow byt fakt, ze
poziomy przeciwcial zamiast spadac
z czasem, co jest cechg obecnie te-
stowanych szczepionek przeciwma-
larycznych, rosty az do siedmiu mie-
siecy po ostatnim szczepieniu. Taki
wynik rokuje wysoka skuteczno$é
szczepionki. W tescie blokowania
rozwoju oocyst (transmission-bloc-
king activity) surowice myszy wyka-
zaly 100% skutecznosci.

Efektem badan nad nowym typem szczepionek przeciwmalarycznych blokujacych transmi-
sje byto ogloszenie w grudniu 2011 rok wspoélpracy trzech najwigkszych lideréw w dziedzinie
prewencji malarii: PATH Malaria Vaccine Initiative, National Institute of Allergy and Infecious
Disease and Johns Hopkins Bloomberg School of Public Health Center for Immunization Re-
search dotyczacej przeprowadzenia pierwszej proby klinicznej nowej szczepionki koniugatowej
blokujacej transmisje, majacej na celu okreslenie jej bezpieczenstwa i immunogennosci u zdro-

wych ochotnikow.
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Advancing the development of a malaria transmission-blocking vaccine

PATH Malaria Vaccine Initiative announces collaboration with the
National Institute of Allergy and Infectious Diseases and the
Johns Hopkins Bloomberg School of Public Health

“This is the first clinical trial supported by MVI to use a transmission-blocking approach,” said
Ashley Birkett, PhD, director of research and development at MVI. “This is the first step in what
is typically a long process of evaluation. Nonetheless, we are excited by the potential of TBV's to
significantly limit the spread of malaria infection. Eradication of malaria may be decades away,
but we believe a successful TBV—used alongside safe and effective drugs, insecticides, bednets,

and possibly a malaria vaccine that protects the individual against infection and disease — would
be essential to achieving that goal”



