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Wplyw wektorow bakteryjnych na postep w
przemysle biotechnologicznym

Wektorami stosowanymi w biotechnologii sa ré6znego rodzaju nosniki DNA zdolne do wnikania
i autonomicznej replikacji w danym rodzaju komoérek. Zapewniaja one ochrone i powielanie
wprowadzonego fragmentu DNA oraz umozliwiaja ekspresje zawartych w nim gendw. Istnieje kilka
typéw wektoréw, a dobranie wlasciwego zalezy gldwnie od tego, w jakiej komoérce dany gen bedzie
klonowany. W przemysle biotechnologicznym wektory sa wykorzystywane przede wszystkim do
klonowania oraz tworzenia bibliotek genowych réznych organizméw. Ponadto odgrywaja one istotna
role podczas przenoszenia DNA pomiedzy réznymi organizmami, co pozwala na produkcje réznego
rodzaju bialek w organizmach, ktére normalnie ich nie wytwarzaja. Istotne znaczenie maja tu biatka
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0 znaczeniu terapeutycznym [1].

Charakterystyka wektorow

Wektor jest to czasteczka DNA, ktora stuzy do wprowadzenia obcego materialu genetycznego do
komorki gospodarza. Wektor, w ktérym umieszczono krotki fragment DNA, zawierajacy badana
sekwencje lub gen, nazywany jest rekombinowanym DNA. Wektory powinny posiadac kilka
podstawowych cech. Po pierwsze zaden wektor nie powinien zaktéca¢ funkcji zyciowych komorek
gospodarza. Natomiast powinien posiada¢ miejsca restrykcyjne umozliwiajace odpowiednie
wstawienie fragmentu DNA oraz by¢ zdolny do autonomicznej replikacji w swoistym gospodarzu.
Wektor powinien takze posiada¢ gen markerowy, ktory jest odpowiedzialny za odrdznienie komoérek
gospodarza, ktore pobraty zrekombinowany wektor, od tych, ktére go nie pobraly. Istotne znaczenie
ma takze pojemnos¢ wektora, ktora decyduje o wielkosci wprowadzanego DNA. Obecnie znanych
jest wiele wektorow o roznych wtasciwosciach, takich jak zakres gospodarza, miejsca rozpoznawane
przez enzymy restrykcyjne, ilos¢ i typ genow markerowych, wielkos¢ fragmentu DNA niesionego
przez wektor czy liczba kopii plazmidu. Wektory sa powszechnie stosowane w biotechnologii jako
narzedzie inzynierii genetycznej. Wyréznia sie wektory ekspresyjne, klonujace oraz bifunkcjonalne.
Wektory ekspresyjne odpowiadaja za ekspresje wprowadzanych genéw lub ich integracje
z materialem genetycznym gospodarza. Wektory klonujace zawieraja charakterystyczne geny, ktore
umozliwiaja polimerazie DNA rozpoczecie replikacji, powodujac namnazanie w duzych ilosciach
wprowadzanego materiatu genetycznego (klonowanie). Natomiast wektory bifunkcjonalne zwane
takze wahadlowymi moga egzystowa¢ w minimum dwoéch réznych organizmach. Wektory sa
wykorzystywane przede wszystkim do klonowania i amplifikacji sekwencji DNA, badania
mechanizméw ekspresji DNA oraz wprowadzania genéw do komorek bakteryjnych (transformacja)
i zwierzecych (transfekcja) [1].

Zastosowanie wektorow bakteryjnych do klonowania

Wektory bakteryjne sa wykorzystywane przede wszystkim do klonowania (Rys.1). Przy uzyciu
technik klonowania pojedynczy fragment DNA moze zosta¢ wyizolowany z heterogennej mieszaniny
DNA i powielony w komoérce gospodarza. Pierwszym etapem klonowania jest izolacja DNA, ktora
polega na oddzieleniu DNA od innych struktur komoérkowych oraz od czasteczek RNA i bialek
(histonéw). DNA mozna uzyska¢ z prawie kazdego materiatu biologicznego. Do niedawna w celu
izolacji DNA wykorzystywano metode z uzyciem fenolu i chloroformu, a obecnie coraz czesciej
korzysta sie z komercyjnych zestawdw. Nastepnie wyizolowany DNA, ktéry ma zosta¢ sklonowany,
dzielony jest na fragmenty za pomoca odpowiednich endonukleaz restrykcyjnych. Endonukleazy
restrykcyjne sa to enzymy restrykcyjne, ktore rozpoznaja i hydrolizuja DNA w miejscach
wyznaczonych przez sekwencje nukleotydowe o symetrycznym charakterze. Kazdy enzym tnie tylko
Scisle okreslony uktad zasad azotowych, co warunkuje jego wysoka specyficznos¢. W kolejnym etapie
otrzymane fragmenty DNA miesza sie in vitro w odpowiednim stosunku z wektorem przecietym
odpowiednim enzymem restrykcyjnym, po ewentualnej defosforylacji jego koncow 5’, i taczy ze soba
przy udziale ligazy DNA. Ligazy katalizuja tworzenie wigzan fosfodiestrowych w obszarach zerwania
nici DNA przy wykorzystaniu energii pochodzacej z ATP lub NAD*. Powstate zrekombinowane
czasteczki DNA wprowadza sie metoda transformacji lub transfekcji do odpowiednio



przygotowanych komorek biorcy. Gospodarzem moga by¢ szczepy bakteryjne, drozdzowe lub
eukariotyczne linie komdrkowe o $cisle okreslonym i odpowiednio zmodyfikowanym genotypie.
Wybrany gospodarz powinien umozliwi¢ ekspresje klonowanego DNA oraz zwiekszenie liczby kopii
zrekombinowanego wektora. Najczesciej stosuje sie komorki bakteryjne, poniewaz ich hodowla jest
stosunkowo prosta i umozliwia wyizolowanie duzej iloSci DNA oraz produktu biatkowego. Komdrki
gospodarza, ktore zawieraja klonowany fragment DNA sa selekcjonowane na odpowiednich
podiozach lub przy zastosowaniu metod genetycznych. Nastepnie wyselekcjonowane klony komérek
testuje sie w kierunku funkcjonalnej ekspresji klonowanych genow [2].
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Rys 1. Ogo6lny schemat klonowania molekularnego.

Do klonowania stosowane sa gtdwnie wektory plazmidowe. Dobry wektor powinien posiadaé
odpowiednie elementy funkcjonalne, takie jak systemy replikacyjne, geny markerowe, unikalne
miejsca restrykcyjne oraz co najmniej jeden silny promotor. Systemy replikacyjne zawieraja miejsce
inicjacji replikacji (ori) oraz w wiekszosci wektorow gen rep, ktory koduje biatko inicjujace replikacje.
Sposob regulacji inicjacji replikacji decyduje o liczbie kopii plazmidu w komérce, dlatego
wyrdzniamy wektory wysoko- i niskokopijne. Wektor jest rowniez zaopatrzony w geny markerowe,
czyli geny kodujace biatka odpowiedzialne za tatwo wyrdznialne cechy fenotypowe. Kazdy wektor
powinien zawieraé¢ co najmniej jeden marker selekcyjny (np. gen opornosci na antybiotyk), ktory
umozliwia identyfikacje komoérek zawierajacych dany wektor. Istotne znaczenie maja takze unikalne



miejsca restrykcyjne, ktore stuza do wprowadzania obcego DNA. W wektorach nowej generacji taka
funkcje peini tzw. polilinker (ang. Multiple Cloning Sites - MCS), syntetyczny nukleotyd
rozpoznawany przez rézne enzymy restrykcyjne. Ponadto w strukture wektora wprowadza sie silny
promotor warunkujacy wysoka ekspresje danego genu [3].

Jednym z pierwszych poznanych i zarazem czesto wykorzystywanych wektorow bakteryjnych jest
plazmid pBR322. Jest to niewielki plazmid o dtugosci 4366 pz, do ktérego mozna wstawia¢ fragmenty
DNA do 10 kpz. Zawiera on miejsce inicjacji replikacji (ori), ktore pozwala na replikacje w jedynym
gospodarzu - Escherichia coli. pBR322 jest stabilnym plazmidem, normalnie wystepujacym w ilosci
20-30 kopii na komorke. Zawiera on geny opornosci na dwa antybiotyki: ampicyline i tetracykline.
Plazmid pBR322 jest prekursorem wielu wektoréw. Konstrukcja nowych wektoréw poszta w kierunku
dodania nowych miejsc umozliwiajacych klonowanie (MCS -Multiple Cloning Site), zwiekszenia
liczby kopii plazmidéw w komoérce, udoskonalenia metody selekcji klonéw zawierajacych
zrekombinowany DNA oraz skonstruowania wektorow wielofunkcyjnych, stuzacych do szczegotowej
analizy genéw [4].

Przyktadami tak ulepszonych plazmidéw sa plazmidy z serii pUC, ktore posiadaja 40% wspdlnego
DNA z plazmidem pBR322. Sa to niewielkie plazmidy o wielkosci 2686 pz, niosace gen opornosci na
ampicyline oraz N-koncowy fragment genu B-galaktozydazy (lacZ).Plazmidy pUC wystepuja
w wiekszej liczbie kopii na komdrke (do 500 kopii) w poréwnaniu z plazmidem pBR322. Ponadto
zawieraja one polilinker, w ktédrym znajduja sie sekwencje rozpoznawane przez wiele enzyméw
restrykcyjnych. Ich zaleta jest rowniez prostszy sposdéb selekcji komdrek zawierajacych
zrekombinowane DNA. Wizualna identyfikacja zrekombinowanych klonéw jest mozliwa po witaczeniu
do wektora genu kodujacego enzym, ktéry rozktada barwny substrat. Miejsce klonowania obcego
DNA znajduje sie w obrebie tego genu. Kolonie komorek zawierajacych plazmid pUC z dodatkowo
wstawionym DNA beda mialy inny kolor, od tych ktére zawierajg sam, niezmieniony plazmid pUC
(selekcja na biato-niebieskie kolonie) [4].

Obecnie wektory klonujace sa czesto tworzone przez rézne firmy komercyjne. Wektory te sa
zaprojektowane w taki sposéb aby utatwic¢ i przyspieszy¢ prace w laboratorium. Przyktad moga
stanowi¢ wektory pDrive, pGEM T i pGEM T easy oraz wektory z topoizomeraza skonstruowane
w celu szybkiego klonowania produktéw reakcji PCR. Kolejnym przyktadem moga by¢ wektory zwane
BAC (bacterial artificial chromosomes) czyli sztuczne chromosomy bakteryjne. Wektory BAC
skonstruowane sa na bazie wektora plazmidowego F powszechnie wystepujacego u Escherichiacoli.
Ich podstawowymi elementami funkcjonalnymi sa elementy kontroli oraz regulacji replikacji
i segregacji pochodzace z episomu F E. coli. Glowna zaleta wektorow BAC jest mozliwos$¢ klonowania
na nich duzych fragmentow obcego DNA (do 300 kpz). Znakomicie nadaja sie one do tworzenia
bibliotek genomowych, pozwalaja na zawarcie catego genomu danego organizmu w niewielkiej
liczbie klonéw [4].

Sklonowane fragmenty DNA moga by¢ wykorzystywane do réznych celéw, takich jak izolacja gendw,
analiza ich organizacji i ekspresji oraz odczytanie sekwencji nukleotydowej. Mozliwos$¢ wyizolowania
i sklonowania wybranego fragmentu DNA umozliwita szukanie mutacji i polimorfizméw zwigzanych
z dana choroba, identyfikowanie ekspresji genéw w wybranych tkankach oraz warunkéw ekspresji
genow. Wektory bakteryjne znalazly szerokie zastosowanie w biologii molekularnej i komérkowe;j,
biochemii oraz medycynie genetycznej. Caty czas prowadzone sg badania nad skonstruowaniem
bardziej wyspecjalizowanych wektoréw klonujacych, zdolnych do przenoszenia coraz wiekszych
fragmentéw DNA [4].

Zastosowanie wektorow bakteryjnych do przenoszenia genéw pomiedzy organizmami



Kolejnym zastosowaniem wektoréw bakteryjnych jest wykorzystanie ich do przenoszenia genow
pomiedzy réznymi organizmami. Wektory umozliwiajace przenoszenie DNA miedzy réznymi
gatunkami nazywane sa wektorami wahadtowymi lub bifunkcjonalnymi. Wektory tego typu sa zdolne
do replikacji w réznych organizmach prokariotycznych lub zaréwno w prokariotycznych jak
i eukariotycznych komoérkach gospodarzy, np. w komorkach E.coli i Streptomyces spp. oraz E.coli
i komorkach ssakéow. Typowy wektor wahadlowy do klonowania w komdrkach eukariotycznych
skonstruowany jest z czesci prokariotycznej i eukariotycznej (Rys.2). Cze$¢ prokariotyczna wektora
zawiera sekwencje orii marker selekcyjny, a eukariotyczna sekwencje ori rozpoznawang przez
polimeraze DNA gospodarza eukariotycznego, marker selekcyjny oraz sekwencje umozliwiajace
ekspresje genu. Obecnos¢ markeréow selekcyjnych zaréwno w czesci prokariotycznej jak
i eukariotycznej umozliwia selekcje w obu gospodarzach. Eukariotyczny kompleks ekspresyjny
sktada sie z promotora, miejsca do klonowania (sekwencji ,polilinkera”) rozpoznawanego przez wiele
enzymow restrykcyjnych, sekwencji intronowej umozliwiajacej prawidtowe dojrzewanie klonowanego
DNA eukariotycznego i terminatora transkrypcji. Za promotorem moze sie roéwniez znajdowacd
wlaczona sekwencja utatwiajaca sekrecje syntetyzowanego biatka [2].
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Rys.2. Schemat wektora wahadlowego stosowanego do klonowania fragmentéw eukariotycznego
DNA.

Wektory wahadlowe umozliwiaja wprowadzenie fragmentéw DNA do genetycznie odlegtych
organizméw, gdzie ich ekspresja, modyfikacja, replikacja, degradacja itp. moga by¢ przedmiotem
szczegotowych badan. Wektory bakteryjne na przyktad w postaci plazmidu moga by¢ nosnikami
fragmentu DNA, ktéry ma zosta¢ umieszczony w komdrce eukariotycznej. Istnieje wowczas
koniecznosé uzycia kolejnego wektora, ktory dostarczy plazmid do komérki. W tym celu stosowane
sa zazwyczaj komdrki bakteryjne takie jak Escherichia coli lub Listeria monocytogenes
z wklonowanymi genami pochodzacymi od bakterii z rodzaju Yersinia lub Listeria. Takie systemy
pozwalaja na dostarczenie do komérek eukariotycznych DNA lub biatka, ktére moga indukowac
komoérkowa odpowiedz immunologiczna organizmu (szczepionki nowej generacji). Przyktad moze
stanowi¢ wykorzystanie atenuownego szczepu bakterii L. monocytogenes w celu dostarczenia przez
wektor bakteryjny genu kodujacego antygen do cytozolu makrofagéw. Po wniknieciu do cytozolu
makrofagow komdrki bakteryjne sa lizowane, co umozliwia uwolnienie plazmidéw wektoréow



ekspresyjnych, ktére znajdowaty sie w cytoplazmie komérek L. monocytogenes. Plazmidy te sa
zdolne do ekspresji w jadrze makrofagéw, poniewaz zawieraja eukariotyczne promotory. W ten
sposéb mozna uzyska¢ efektywna ekspresje wklonowanych genéw reporterowych oraz prezentacje
antygenu [4].

Zastosowanie wektorow bakteryjnych do produkcji bialek

Wektory bakteryjne moga by¢ takze stosowane do produkcji biatek oraz ich oczyszczania. Oprécz
wlasciwego wektora do produkcji okreslonego biatka niezbedne sa takze gen badZ fragment genu,
kodujacy oczyszczane biatko oraz odpowiedni gospodarz. Gospodarz powinien by¢ dobrany
w stosunku do genu danego biatka. Istotne jest aby nie wystepowaly znaczace réznice
w czestotliwosci wystepowania poszczegdlnych kodonéw gospodarza w stosunku do genu biatka,
mRNA powinno by¢ stabilne, a jego translacja przebiega¢ efektywnie. Ponadto gospodarz musi
umozliwi¢ poprawne przeprowadzanie proceséw takich jak modyfikacje posttranslacyjne biatek,
fatldowanie biatek oraz sekrecje biatek do podtoza. Natomiast powstajace w duzych ilosciach biatko
nie powinno by¢ toksyczne dla gospodarza [4].Bakteryjne systemy ekspresyjne najczesciej
wykorzystuja pateczki Escherichia coli. Jest to organizm modelowy stosowany w badaniach
genetycznych ze wzgledu na swoje cechy. Genom oraz warunki hodowli E.coli zostaly bardzo dobrze
poznane. Wigze sie to z szeroka dostepnoscia zaréwno réznych szczepdéw, jak i wektoréw, ktore
moga by¢ wykorzystywane do badan. Inng zaleta E. coli jest stosunkowo niski koszt produkc;ji,
poniewaz jest ona zdolna do szybkiego wzrostu na tanich substratach. Pomimo licznych zalet E.coli
posiada takze pewne wady. Niepatogenne szczepy tej bakterii nie posiadaja efektywnych
mechanizmow sekrecji biatek do podtoza. Ponadto w ich komérkach nie ma mozliwosci uzyskania
niektorych typow czasteczek, np. peptydow blonowych. Duzym problemem, zwlaszcza w przypadku
biatek terapeutycznych, jest rowniez obecnos¢ lipopolisacharydu wchodzacego w sktad Sciany
komoérkowej E. coli. Podczas izolacji moze sie on przedostawa¢ do produkowanego biatka
i wykazywac wlasciwosci pirogenne. W przypadku, kiedy nie mozemy jako gospodarza uzy¢ szczepu
E. coli alternatywe moga stanowi¢ bakterie z rodzaju Bacillus, Streptomyces czy Lactococcuslactis.
Czasami takze zdarza sie, ze niezbedne jest zastosowanie gospodarzy innych niz bakteryjne. Jest to
zwiazane z tym, ze zadne organizmy prokariotyczne nie sa zdolne do wycinania niekodujacych
sekwencji DNA oraz przeprowadzania modyfikacji posttranslacyjnych. W zwiazku z tym biatka
eukariotyczne wytwarzane w komoérkach bakteryjnych moga by¢ niestabilne lub nieaktywne
biologicznie. Istotna jest rowniez wielkos$¢ transgenu. Biatka o masie czasteczkowej powyzej 30 kDa
moga ulegaé nieprawidtowemu faldowaniu w komdrkach bakteryjnych. W niektérych przypadkach
produkty wprowadzonych genéw sa uznawane za obce i niszczone [5].

Aby ekspresja zrekombinowanych genéw byla mozliwa, niezbedne jest zastosowanie wektorow
ekspresyjnych (Rys.3). Nosniki te, oprocz elementéw charakterystycznych dla wektora klonujacego,
zawierajg rowniez silny promotor, ktéry umozliwia produkcje duzej ilosci biatka w komorce biorcy.
Sekwencja promotorowa inicjacji transkrypcji znajduje sie powyzej miejsca wklonowania fragmentu
DNA.Za miejscem inicjacji transkrypcji umieszczone jest miejsce wigzania rybosomu (sekwencja
Shine-Dalgarno). Wydajnosé wiazania rybosomu z ta sekwencja wptywa na poziom syntezy biatka.
Ponizej sekwencji Shine-Dalgarno znajduje sie miejsce insercji klonowanego DNA. Na poczatku
fragmentu obcego DNA znajduje sie kodon AUG inicjujacy translacje, a na koncu kodon stop, ktéry
konczy synteze polipeptydu. Terminator transkrypcji moze byé umieszczony ponizej klonowanego
DNA (co zapobiega transkrypcji przez miejsce inicjacji replikacji zwiekszajac stabilnos¢ plazmidu)
oraz powyzej (w celu zmniejszenia ekspresji podstawowej). Oprocz tych sekwencji wektory
ekspresyjne posiadaja réwniez miejsce inicjacji replikacji oraz marker selekcyjny. Najczesciej



w wektorach ekspresyjnych stosowane sa jako markery selekcyjne geny warunkujace opornos¢ na
antybiotyki [5].
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Rys.3. Schemat wektora ekspresyjnego.

Przyktadem wektora ekspresyjnego stosowanego do produkcji biatek moze by¢ plazmid pUB110,
ktéry zawiera geny opornosci na dwa antybiotyki: bleomycyne i kanamycne. Wektor pUB oraz jego
pochodne zostaly wyizolowane ze szczepu Staphylococcus aureus. Wykazano, ze jest on zdolny do
autonomicznej replikacji w komorkach Bacillus subtilis. Wektor pUB110 charakteryzuje sie duza
liczba kopii (okoto 50 na komoérke) oraz stosunkowo wysoka stabilnoscia u B. subtilis. Istnieje wiele
miejsc restrykcyjnych dla tego plazmidu. Wektor pUB110 daje sie tatwo transformowac do komoérek
gospodarza i pozwala na efektywna selekcje zrekombinowanych komérek. Ze wzgledu na mozliwos¢
wykorzystywania wektorow tego rodzaju przy pracy z B. subtilis moga by¢ one rowniez stosowane do
analizy procesu sporulacji, kietkowania przetrwalnikow i transformacji. Istnieje takze mozliwos¢
zastosowania wektorow pUB110 w celu poréwnania systemu ekspresji genéw zB. subtilis
w stosunku do E. coli. Ponadto komorki B. subtilis nie posiadaja zewnetrznej btony, co moze znacznie
utatwic sekrecje i oczyszczanie produkowanego biatka [4].

Innym przyktadem wektoréw ekspresyjnych sa wektory typu pET - pochodne plazmidu pBR322.
Istnieje wiele wektoréw serii pET, ktore moga r6znié¢ sie miedzy soba poszczegdlnymi elementami
funkcjonalnymi w zaleznosci od celu wykorzystania. Zwykle jednak wyro6znia sie dwie grupy
wektorow pET pelniacych funkcje wektorow transkrypcyjnych lub translacyjnych. Wektory
transkrypcyjne umozliwiaja ekspresje docelowego RNA, ale nie zawieraja sygnatow translacyjnych.
Wektory tego typu sa stosowane, wowczas gdy konieczne jest uzyskanie biatek kodowanych przez
geny, ktore posiadaja wlasne sygnaly translacyjne. Natomiast wektory translacyjne zawieraja
sygnaly inicjacji translacji. Wektory typu pET sa wykorzystywane do klonowania i nadprodukcji
bialek w komodrkach E. coli [4].

Wektory ekspresyjne moga by¢ wykorzystywane do produkcji biatek w celach poznawczych takich
jak analizy strukturalne i funkcjonalne, lub aplikacyjnych jak profilaktyka i terapia chordb
organicznych i zakaznych. Umozliwiaja one produkcje biatek, ktére w organizmach zywych
wystepuja w niewielkich ilosciach. Zastosowanie biatek rekombinowanych w lecznictwie
i farmaceutyce doprowadzilo do znacznego postepu w zwalczaniu wielu choréb orazzwiekszenia
wydajnosci produkcji lekow i ich dostepnosci. Ponadto eliminuje problem niezgodnosci i ogranicza
zagrozenie zwigzane z przenoszeniem czynnikéw chorobotwdrczych [4].



Pierwszym biatkiem z organizmu ssakéw stworzonym przy uzyciu technik rekombinacji DNA byta
ludzka insulina. Insulina jest bardzo waznym lekiem ratujacym zycie milionom chorych na cukrzyce
na calym swiecie. Preparat ludzkiej insuliny mozna otrzymac¢ poprzez oddzielne wklonowanie do
plazmidu pBR322 fragmentéw DNA kodujacych tancuch A i B insuliny i umieszczenie w fuzji z genem
B-galaktozydazy. Metoda ta pozwala na uzyskanie dowolnych ilosci oczyszczonej insuliny ludzkiej bez
udziatu komoérek beta wysp trzustki. Dzieki temu trzustka zwierzeca stracita znaczenie jako surowiec
do produkcji insuliny. Zastosowanie insuliny ludzkiej w leczeniu cukrzycy ma znaczna przewage nad
stosowaniem insuliny zwierzecej. Insulina zwierzeca moze powodowac u chorych produkcje
przeciwciat oraz stan zapalny. Natomiast insulina ludzka stworzona przy uzyciu technik rekombinacji
DNA jest podobna do tej, ktora jest produkowana w organizmie czlowieka. Jest wiec duzo lepiej
tolerowana przez pacjentéow. Pierwszym preparatem zawierajacym ludzka insuline byt lek lispro,
ktory zostal wprowadzony na rynek w 1996 roku [4].

Wektory bakteryjne sa takze stosowane do produkcji szczepionek nowej generacji. Obecnie nadal
wiekszos¢ szczepionek stanowia szczepionki tradycyjne, skonstruowane w oparciu o atenuowane lub
zabite mikroorganizmy albo oczyszczone toksyny bakteryjne. Konstruowane sa one poprzez
kilkukrotne pasazowanie patogenu badz przez poddawanie go mutagenezie chemicznej lub fizyczne;j.
Mutacje powstajace w genomie w ten sposéb sa przypadkowe przez co istnieje ryzyko rewersji
szczepu do pelnej zjadliwosci. Zastosowanie technik rekombinacji DNA pozwala na wprowadzanie
Scisle okreslonych mutacji, co zmniejsza szanse rewersji szczepu do typu wirulentnego. Szczepionki
nowej generacji zapewniaja wyzsza efektywnos¢ oraz bezpieczenstwo dla pacjenta. Innymi zaletami
szczepionek tego rodzaju sa zwiekszona immunogennos$¢, brak koniecznosci stosowania adiuwantéw,
latwos¢ podawania i przechowywania, mozliwo$¢ immunizacji wieloma antygenami rownoczesnie
oraz mozliwos¢ indukcji konkretnego typu odpowiedzi [4].

Szczepionki wektorowe wykorzystuja zywe niepatogenne bakterie, do ktérych genomu wprowadzono
geny kodujace antygen chorobotwoérczego drobnoustroju. W celu umieszczenia heterologicznych
gendw w komorkach no$nika mozna zastosowac plazmidy, ktére po dostarczeniu do komorki
docelowej beda wystepowaly w cytoplazmie w réznej ilosci kopii. Zaleta takiego podejscia jest
mozliwo$¢ sterowania iloscia produktu obcego genu. Wada natomiast to, ze plazmidy w warunkach
in vivo bez presji selekcyjnej nie sa stabilnie utrzymywane. Oprocz wektora bakteryjnego w postaci
plazmidu niezbedny jest jeszcze jeden wektor, pozwalajacy na dostarczenie heterologicznego
antygenu do komorek eukariotycznych. Wektorem tym jest najczesciej zrekombinowany szczep
bakteryjny, ktérego biologia jest dostatecznie dobrze poznana. Pozwala on na dostarczenie plazmidu
do cytoplazmy komdrki docelowej. Najczesciej stosowanymi szczepami nosnikowymi sa bakterie
nalezace do rodzajow Vibrio, Shigella, Listeria oraz gatunkéw Mycobacterium bovis i Salmonella
enterica [4].
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