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Streszczenie

W artykule oméwiono pokrétce podstawowe informacje dotyczace wirusa Herpes simplex (HSV), a w szczegdlnosci
skoncentrowano sie na strategiach przygotowania skutecznej szczepionki przeciwko temu patogenowi. Wirus HSV
wywotuje opryszczke w obrebie bton sluzowych genitaliéw oraz okolic jamy ustnej, warg i oczu. Nalezy pamietac,
ze opryszczka narzadéw ptciowych jest najczestsza choroba przenoszong droga ptciowa i staje sie coraz wiekszym
problemem w wymiarze spotecznym, zdrowotnym i ekonomicznym. Obecnie w jej leczeniu stosuje sie acyklowir,
ktoéry wykazuje duza skutecznosc i bezpieczenstwo stosowania, jednak nie przeciwdziata rozprzestrzenianiu sie wi-
rusa w populacji. Skuteczna szczepionka stwarzataby szanse na powstrzymanie tego procesu. Prace nad jej skon-
struowaniem trwajg juz od bardzo dawna, niestety, jak dotad konczg sie niepowodzeniem w prébach klinicznych.
Nowe strategie w podejsciu do produkcji tego preparatu wykorzystujace najnowsze narzedzia biologii molekularnej
pozwalaja mie¢ nadzieje, ze niedtugo cel zostanie osiggniety.
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Abstract

In the article general information concerning the Herpes simplex (HSV) virus is discussed, with particular attention
to strategies of preparing an effective vaccine against this pathogen. HSV induces herpes within the mucous
membranes of the genitals and regions of the oral cavity, lips and eyes. It is worth remembering that genital herpes
is the most frequent sexually transmitted disease and is becoming an increasingly significant problem in social,
health and economic dimensions. At present acyclovir is administered in curing herpes; it demonstrates great
effectiveness and safety of taking, but is not counteracting the spread of the virus in the population. A potent vaccine
would create a chance of stopping the process. There have been many attempts to develop one, which unfortunately,
so far, have ended up with failures in clinical trials. New vaccine strategies, using the newest tools of molecular

biology, give hope that soon the aim will be achieved.
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Wstep

Przedmiotem rozwazan niniejszej pracy jest wirus wy-
wotujacy opryszczke — Herpes simplex typu 1, zwany Her-
pes labilis, oraz typu 2 okreslany mianem Herpes genita-
lis [1]. Nalezy on do rodzaju Simplexvirus w podrodzinie
Alphaherpesvirinae wyodrebnionej (obok Betaherpesviri-
nae oraz Gammaherpesvirinae) w rodzinie Herpesviridae,
w rzedzie Caudovirales. Zgodnie z najnowszg systematy-
ka, rodzina ta jest jedna z 20 wsérod wszystkich rodzin
wirusowych o genomie w postaci dwuniciowego DNA
(dsDNA). Wystepuja w niej takze ludzkie patogeny, takie
jak wirus ospy wietrznej czy cytomegalii [2].

Genom herpeswiruséw o wielkosci od 125 do po-
nad 240 kpz wystepuje w postaci liniowego DNA. Udato
sie zidentyfikowac czes¢ biatek kodowanych przez Herpes-
viridae. | tak, u wirusa H. simplex wykazano, ze 6 biatek
buduje kapsyd, tegument zawiera ich co najmniej 30,
a otoczka co najmniej 10. Wirusy zakwalifikowane do tej
rodziny charakteryzuja sie zdolnoscia do przetrwania
w formie utajonej w organizmie gospodarza [2, 3].

Do dywergencji HSV obu typow z pierwotnego wiru-
sa H. simplex doszto prawdopodobnie ok. 8-10 mln lat te-
mu. Rozdzieleniu temu sprzyjata mikrobiologiczna roz-
dzielnos¢ obszaréw genitalnych i ust, a specyfika
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kontaktow (oralno-oralne i genitalno-genitalne) pozwa-
lata minimalizowac¢ szanse na mieszanie sie wyodrebnia-
jacych sie szczepow. Wirus HSV typu 1 zaadaptowat sie
do obszaru okolic ust, a HSV typu 2 do obszaru narzadéw
ptciowych [4].

Podstawowe informacje

Cykllityczny H. simplex trwa ok. 18 godz., a jego repli-
kacja zachodzi we wszystkich komoérkach, ktore sg wraz-
liwe na zakazenie [5]. Dziata on na nie cytopatycznie — po-
woduje destabilizacje i degradacje mRNA, co skutkuje
zatrzymaniem procesu biosyntezy biatka. Warto odnoto-
wag, ze odpowiedZ komérkowa z udziatem limfocytéw
T-pomocniczych i T-cytotoksycznych oraz cytokin odgry-
wa kluczowa role w obronie organizmu przed zakazeniem
H. simplex. Uposledzenie odpowiedzi komérkowe] zwiek-
sza czestos¢ zakazen reaktywowanych oraz wptywa na ich
ciezszy przebieg [4].

Wykryto wiele mechanizméw, dzieki ktérym HSV opie-
ra sie systemowi immunologicznemu gospodarza. Moze
on syntetyzowac biatka wptywajgce na obnizenie zdolno-
Sci prezentacji antygendw wirusowych przez MHC klasy |,
co negatywnie wptywa na ich rozpoznawanie przez lim-
focyty T-cytotoksyczne. Zdolny jest réwniez do wytwarza-
nia biatek hamujacych apoptoze komérek, a takze biatek
wiazacych sktadniki dopetniacza oraz fragment Fc 1gG [6].

Po wywotaniu pierwotnego zakazenia wirus ten mo-
ze pozostac w fazie latentnej, umiejscowiony w neuronach
czuciowych. Wirusowy materiat genetyczny nie integruje
z genomem gospodarza, lecz wystepuje w pozachromo-
somalnych elementach komorki. Tylko obszar genomu wi-
rusowego, kodujacy tzw. LAT (ang. latency associated trans-
cript), pozostaje aktywny transkrypcyjnie, tworzac dwa
transkrypty mRNA, ktérych produkty biatkowe prawdopo-
dobnie biorg udziat w zakazeniach reaktywowanych. Uwa-
za sie takze, ze LAT wptywa w znacznym stopniu na prze-
zywalnos¢ komérek nerwowych w czasie infekji (doktadny
mechanizm tego procesu nie zostat jeszcze poznany),
a takze na ustalenie sie fazy latencji [7]. Reaktywacje za-
kazenia moze wywotac wiele czynnikéw, takich jak stres,
promienie stoneczne czy immunosupresja. W ponad 80%
przypadkéw ostre zachorowania spowodowane przez HSV
sg nastepstwem latencji [5].

Herpes simplex poza organizmem gospodarza ginie
szybko. Do zakazenia dochodzi na drodze bezposrednie-
go kontaktu, w obrebie nieciggtosci tkanek, z wydzielina-
mi osoby chorej lub nosiciela, u ktérego przebieg zakaze-
nia jest bezobjawowy. Wirus H. simplex typu 1 jest bardzo
rozpowszechniony w populacji, a do zakazenia nim cze-
sto dochodzi w dziecinstwie [8]. Wywotuje zwykle zmia-
ny na sluzéwkach jamy ustnej, oczu i warg. Na skutek
przeniesienia podczas kontaktéw oralno-genitalnych by-
wa takze przyczyna zmian w obrebie bton sluzowych na-
rzadoéw ptciowych. Zmiany w tym obszarze wywotywane
sg jednak gtéwnie przez HSV typu 2 (80% przypadkow)
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[3, 9]. Zakazenie H. simplex obu typdw jest najczestsza
chorobg przenoszong ptciowo. Zainfekowane sg jednak
gtownie kobiety, co jest najprawdopodobniej wynikiem
wiekszej powierzchni bton sluzowych w obrebie genita-
libw [3]. Szczegoblnie niebezpieczne moze by¢ zakazenie
HSV dla kobiet w cigzy — Smiertelnos¢ matki i dziecka jest
bliska 50%. Przeniesienie wirusa z matki na dziecko mo-
ze wystapi¢ w czasie ciazy (5-8%), akcji porodowej
(75-85%) lub bezposrednio po niej (8-10%) [9-11]. Moze
ono doprowadzi¢ do opéznienia rozwoju ptodu, jego za-
kazenia lub tez przedwczesnego porodu. Zakazenie dzie-
ci na tak wczesnym etapie zycia moze powodowac pato-
logiczne zmiany, takie jak opryszczkowe zapalenie skory,
oczu, jamy ustnej, zapalenie mézgu, lub tez moze przy-
bra¢ posta¢ wielonarzagdowa [1]. Obecnie w leczeniu
opryszczki standardowo uzywa sie acyklowiru ze wzgle-
du na duza skutecznosé i bezpieczehstwo stosowania.
Dziata on przez hamowanie syntezy wirusowego DNA. Po-
wiktania w zakazeniu opryszczka wystepuja rzadko, mo-
ze jednak dojs¢ do zapalenia mdzgu i opon mézgowo-
-rdzeniowych [1].

Seropozytywnos¢ wzgledem wirusa H. simplex typu 2
okazuje sie zréznicowana w réznych czesciach swiata, jed-
nak —uogodlniajac — mozna stwierdzi¢, ze jest ona wyzsza
w Ameryce Pétnocnej niz w Europie. W obrebie Starego Kon-
tynentu takze wystepuje spore zréznicowanie —w krajach
pétnocnych zakazenia wirusem HSV typu 2 s3 powszechniej-
sze niz w krajach potudniowoeuropejskich. Wart odnotowa-
nia jest takze fakt, ze liczba infekcji gwattownie wzrasta we
wczesnej dorostosci, co powinno zosta¢ uwzglednione
w dziataniach profilaktycznych obok zjawiska wydzielania
wirusa przez nosicieli bezobjawowych (3, 10].

Tylko w samych Stanach Zjednoczonych Ameryki Pot-
nocnej przybywa rocznie milion nowych zakazeh wirusem
HSV typu 2 [12]. Opryszczka narzadéw ptciowych jest ob-
cigzeniem zaréwno w wymiarze spotecznym, zdrowotnym,
jak i ekonomicznym [10]. Mimo duzej skutecznosci terapii
acyklowirem nie zapewnia on powstrzymania rozprzestrze-
niania sie wirusa w populacji. Dlatego tez szczepionka
przeciw HSV jest produktem tak bardzo pozadanym.

Szczepionki przeciw HSV

Prace nad skuteczna szczepionka przeciwko H. sim-
plex trwaja juz od lat 20. poprzedniego stulecia. Cele sta-
wiane temu preparatowi sg nieco inne od standardowych.
Wymaga sie bowiem, aby nie tylko zabezpieczat
przed pierwotnym zakazeniem, ale takze skutecznie sta-
bilizowat stan latencji, zapobiegajac zakazeniom reakty-
wowanym, oraz zapobiegat wydzielaniu wirusa przez no-
sicieli bezobjawowych [12]. Idealne bytoby uzyskanie
szczepionki, ktéra powodowataby taka immunizacje or-
ganizmu, dzieki ktérej wirus eliminowany bytby po ze-
tknieciu z btona $luzowa, zanim rozpoczatby proces repli-
kacji oraz przed wtargnieciem do wnetrza organizmu.
Wydaje sie jednak, ze wyprodukowanie takiego prepara-
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tu jest jeszcze poza zasiegiem mozliwosci wspotczesnej
nauki. Dlatego w praktyce skonstruowanie preparatu, kt6-
ry zmniejszatby liczbe i ostros¢ zmian, a takze wydziela-
nie wirusa oraz skracat czas leczenia bytoby niewatpliwie
wielkim sukcesem. Nie mozna — oczywiscie — poming¢ fak-
tu, ze bezpieczenstwo stosowania musi by¢ celem nad-
rzednym [13].

Poczatkowo starano sie wyprodukowac szczepionki
z catego wirusa inaktywowanego promieniowaniem
ultrafioletowym, wysoka temperaturg lub srodkami che-
micznymi. Okazywaty sie one jednak nieskuteczne lub im-
munizowaty ludzki organizm w niewielkim stopniu. Wspot-
czesne szczepionki przeciw HSV, nawet jesli maja
potwierdzong skutecznos¢ w testach na zwierzetach, nie
sg efektywne w przypadku cztowieka [13].

W przygotowywaniu szczepionek mozna wyrdznic po-
nizsze strategie.

Szczepionki pozyskane z wiruséw
o inaktywowanym wirionie

Szczepionki uzyskiwane zgodnie z t3 strategia powsta-
ja przez deaktywacje wirusa otrzymanego z hodowli ko-
morkowej. Byty one juz wielokrotnie badane na zwierze-
tach z bardzo dobrymi rezultatami. Zawodza jednak
w badaniach klinicznych, nie wykazujac skutecznosci
w immunizacji. Oprécz ktopotéw z uzyskaniem efektyw-
nej szczepionki, trzeba zmierzyc sie z problemami, takimi
jak trudnosci w uzyskaniu zgodnej koncentracji immuno-
genow oraz wysokie koszty produkcji. Obecnie ten kieru-
nek tworzenia szczepionki przeciw HSV nie jest rozwija-
ny przez zadng z wiodacych firm ze Standw Zjednoczonych
czy tez Europy Zachodniej [13].

Szczepionki skonstruowane z podjednostek
wirusowych

Rozwdj badan w tym kierunku miat na celu elimina-
cje wprowadzenia do organizmu cztowieka wirusowego
DNA oraz eliminacje ewentualnego zanieczyszczenia pre-
paratu zywymi wirusami. Do niewatpliwych zalet szcze-
pionek skonstruowanych z podjednostek nalezy bezpie-
czehstwo stosowania, selektywnos¢ oraz niskie koszty
produkgji, do wad natomiast mniejsza liczba antygenéw
w poréwnaniu z preparatami zawierajacymi cate czastki
wirusowe, a takze indukowanie mniejszej odpowiedzi ko-
markowej. Wiele szczepionek przygotowanych zgodnie
z tg strategig potwierdzito skutecznos¢ w badaniach prze-
prowadzonych na zwierzetach. Wigkszos¢ z nich wykorzy-
stuje powierzchniowe glikoproteiny jako immunogenny,
poniewaz przeciw nim gtéwnie produkowane sg przeciw-
ciata. Glikoproteiny B i D wykazuja bardzo duze podobief-
stwo zaréwno w HSV typu 1, jak i 2, wiec moga wywoty-
wac ochronny efekt wobec H. simplex obu typow [12, 13].
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Korporacje Chiron oraz SmithKline Beecham Biologi-
cals prowadzity intensywne badania w celu stworzenia
wiasnej szczepionki z podjednostek. Pierwsza z nich w kon-
strukcji preparatu uzyta mieszanki glikoprotein Bii D z ad-
juwantem MF59, a druga tylko glikoproteiny D z adjuwan-
tem MPL (ang. monophosporyl lipid A). Obie uzyskaty
bardzo dobre wyniki w testach na $winkach morskich, jed-
nak zawodzity w testach klinicznych u ludzi [14]. W innych
badaniach na modelach zwierzecych szczepionki okazywa-
ty sie skuteczne w przeciwdziataniu widocznym objawom
zakazenia, jednak nie chronity przed zainfekowaniem. Wy-
niki badan wskazuja na duzy wptyw adjuwantéw na sku-
tecznosé szczepionek tego typu. Ze wzgledu na niemoz-
nos¢ uzyskania zgodnie z tg strategia szczepionki, ktéra
zaréwno leczytaby chorobe, jak i chronita przed infekcja,
dalsze badania w tej dziedzinie beda skupiaty sie na
osiggnieciu tych celow oddzielnie, ze szczegblnym uwzgled-
nieniem ochrony przed zainfekowaniem [15, 16].

Szczepionki z wiruséw atenuowanych
genetycznie

Szczepionki zawierajace wirusy atenuowane sa bar-
dzo powszechne. Jednak w przypadku HSV ich otrzyma-
nie jest niezwykle trudne ze wzgledu na problemy z uzy-
skaniem statego efektu ostabienia zjadliwosci. Dlatego
starano sie stworzyé mutanta pozbawionego genéw za-
angazowanych w wirulencje, utrzymywanie stanu laten-
¢ji i reaktywacje. Obecnie naukowcy skupiaja sie na stwo-
rzeniu mutanta pozbawionego genu gamma 34.5,
uwazanego za jeden z determinujgcych wirulencje. Przy-
puszczalnie delecja powyzszego genu nie bedzie jednak
pozbawiac zdolnosci do przejscia w faze latencji i pozniej-
szej reaktywacji, chociaz badania na zwierzetach wyka-
zaty efektywnosé tak skonstruowanego preparatu oraz
bezpieczenstwo stosowania [13, 17].

Szczepionki zawierajgce mutanty o ograniczonej
replikacji

Szczepionki tego typu uzyskuje sie w drodze mutacji
genu wirusa, ktory jest niezbedny do prawidtowego zaj-
Scia procesu replikacji. Wprowadzenie takich mutantéw
do organizmu zwierzecego nie powoduje infekcji (wirus
nie jest zdolny do namnazania), ale wywotuje odpowiedz
humoralng i komérkowa. Préby kliniczne przeprowadzo-
ne na ochotnikach wskazywaty na bezpieczehstwo i im-
munogennosc¢ takich preparatéw. Szczegélnie obiecujace
wydaja sie wyniki badah na myszach z uzyciem mutanta
HSV 2 dl 5-29. Ten wirus o limitowanej replikacji okazat
sie skuteczny zaréwno w profilaktyce, jak i leczeniu infek-
cji — zmniejszat ilosci latentnego wirusa oraz chronit
przed zmianami na sluzéwkach. Konieczne jednak sg dal-
sze badania kliniczne, ktére potwierdza skutecznosc¢ pre-
paratu na organizmie ludzkim oraz bezpieczenstwo sto-

sowania [18].
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Szczepionki wykorzystujace zywe wektory

Szczepionki te konstruowane sg przez wprowadzenie
genu kodujacego odpowiednio dobrany gen wirusowy
do niepatogenicznego wektora. W wektorze gen ten ule-
ga ekspresji, wywotujac odpowiedz humoralna i komor-
kowa. Nie wiadomo, czy szczepionki te beda stosowane,
ze wzgledu na bezpieczenstwo [13, 19, 20].

Szczepionki z nagiego DNA

Pomyst szczepionki DNA jest jednym z najnowszych,
wykreowanych przez naukowcow. W 1992 r. Tag i Johnson
doniesli, ze wprowadzenie do organizmu myszy genu ludz-
kiego hormonu wzrostu w kasecie ekspresyjnej skutkowa-
to produkcja tego hormonu na wykrywalnym poziomie.
U zwierzat poddanych eksperymentowi pojawita sie ponad-
to odpowiedz immunologiczna [19]. Pomyst tej immuniza-
cji genetycznej zostat wykorzystany przy konstruowaniu
szczepionek. Polega on na wszczepieniu, najczesciej do-
miesniowo, plazmidu zawierajacego geny kodujace anty-
geny HSV. W organizmie cztowieka dochodzi do ekspresji
pozadanych biatek (w tym wypadku antygendéw), ktére po-
wodowatyby powstanie odpowiedzi humoralnej i komor-
kowej. Niewgtpliwg zaleta szczepionek tego typu jest ich
trwatosé, prostota konstrukgeji, brak koniecznosci dodawa-
nia adjuwantéw oraz wywotywanie silnej odpowiedzi im-
munologicznej. Niestety, istniejg pewne zagrozenia doty-
czace bezpieczenstwa stosowania. Wystepuje ryzyko
integracji plazmidu z genomem gospodarza. Badania prze-
prowadzone na $winkach morskich dowodzg, Ze szczepion-
ki DNA byty skuteczne zaréwno w ochronie przed chorobg,
jak i zmniejszaty liczbe wirusa w stanie latencji [19].

Podsumowanie

Przygladajac sie powyzszym strategiom przygoto-
wywania szczepionek, mozna zapytac, dlaczego nie uda-
to sie stworzy¢ w petni skutecznego preparatu? Nalezy
pamietac, ze H. simplex nie tylko wykazuje bierny stan
latencji, ale takze w sposéb czynny umyka odpowiedzi
immunologicznej. Stosuje rézne mechanizmy, takie jak
inhibicja prezentacji antygendw czy tez uniemozliwie-
nie wywotania odpowiedzi przy udziale interferonu (cho-
ciaz jest na niego bardzo wrazliwy). Zebrane przez na-
ukowcow dowody wskazuja takze, ze w skutecznej
ochronie przed HSV posredniczy odpowiedZ komérko-
wa, a nie tylko humoralna. Poznanie doktadnych wy-
znacznikow mechanizmoéw obronnych wydaje sie by¢
niezbedne dla stworzenia skutecznej szczepionki [21, 22].

Mimo rozczarowujacych wynikéw — testowane na lu-
dziach szczepionki powoduja zmiany w uktadzie immuno-
logicznym, skutkujace produkcja duzej liczby przeciwciat,
ktore jednak nie przektadaja sie na efekt ochronny prze-
ciw HSV —nalezy spojrze¢ na tworzenie efektywnego pre-
paratu z duzym optymizmem. Trwajg wciaz badania z za-
stosowaniem nowych strategii, a wiele z nich wydaje sie
obiecujacych. Wiele rezultatéw badawczych wskazuje tak-
ze na znaczaca role adjuwantéw w wyzwoleniu odpowied-
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niej immunizacji organizmu. By¢ moze jesteSmy juz o krok
od przetomowego momentu w walce z HSV [21, 22].
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