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Novel antiherpesviral vaccines and herpesviral vectors for human therapy

Abstract: Herpesviruses constitute one of the largest viral families, which encompasses viral infectious agents widely occurring in
the human population. The use of antiviral therapeutics usually does not prevent herpesvirus recurrences and has not lead to the
virus eradication. This may be achieved with antiviral vaccines. Despite a long track of vaccine clinical trials and numerous strategies
of research, commercial vaccines are available only for one herpesvirus — varicella-zoster virus (VZV). In addition to the varicella
vaccine, a therapeutic vaccine to prevent herpes zoster in elderly people has been recently introduced. This paper reviews the most
recent developments in human herpesvirus vaccines, both prophylactic and therapeutic. The most promising clinical trials, which
may lead to successful vaccines in the near future, are described. The most important challenges for the vaccine research are also
discussed. The therapeutic use of herpesviruses includes recombinant HSV vectors for gene delivery or as anti-cancer agents. HSV
therapeutic vectors are classified into: amplicon vectors, replication-defective vectors and replication-attenuated oncolytic viruses.
This paper gives an insight into the current knowledge on the construction of HSV vectors for human therapy and describes the most
recent advances in the oncolytic virotherapy.
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1. Wstep

Herpeswirusy stanowia jedna z najwigkszych rodzin
wirusowych, liczba jej przedstawicieli zidentyfikowa-
nych do tej pory przekracza dwiescie [12]. Gospoda-
rzami herpeswirusow, z wyjatkiem jednego gatunku, sa
kregowce [11], osiem gatunkéw jest odpowiedzialnych
za infekcje u ludzi. Wedlug obowiazujacej nomen-
klatury [11] oznacza si¢ je jako ludzkie herpeswirusy
(human herpesvirus, HHV) 1-8, chociaz nadal czgsto
stosuje si¢ nazwy zwyczajowe. Herpeswirusy patogen-
ne dla cztowieka reprezentuja wszystkie trzy podro-
dziny Herpesviridae: o, B i y. Herpeswirusy opryszczki
HSV-1 (HHV-1) i HSV-2 (HHV-2) oraz wirus ospy
wietrznej i potpasca VZV (HHV-3) naleza do podro-
dziny Alphaherpesvirinae, podrodzing Betaherpesvirinae
reprezentuja ludzki cytomegalowirus HCMV (HHV-5)
oraz wirusy rumienia nagtego HHV-6 i HHV-7; wirus
Epsteina-Barr (HHV-4) oraz wirus migsaka Kaposiego
KSHV (HHV-8) to przedstawiciele gammaherpeswi-
ruséw. Herpeswirusy naleza do jednych z najbardziej
rozpowszechnionych wirusow w naszej populacji.
U okoto 70-90% mieszkancéw Europy (90% w Pols-

ce) wykrywa si¢ przeciwciata specyficzne dla HSV-1,
u 10-20% (9% w Polsce) — dla HSV-2, 40-60% dla
HCMV, do 95% dla EBV [1, 26, 39]. Wartosci te sa
znacznie wyzsze, nawet do 100%, w niektorych rejo-
nach geograficznych — zaleznie od statusu socjo-
ekonomicznego badanej populacji, wieku lub infekcji
towarzyszacych, np. u nosicieli wirusa HIV [2, 26].
Ludzkie herpeswirusy powoduja u os6b z prawidtowo
funkcjonujacym uktadem immunologicznym choroby
zwykle o przebiegu tagodnym lub wrecz infekcje bez-
objawowe. Staja si¢ grozne, gdy zawodzi kontrola
uktadu immunologicznego: u oséb z uposledzona
odpornos$cia lub poddanych immunosupresji, po trans-
plantacjach, w infekcji towarzyszacej HIV/AIDS,
w okresie zycia ptodowego. Powiktania infekcji moga
obejmowac zapalenie centralnego uktadu nerwowego,
ptuc, rogowki, wady wrodzone u dzieci i inne [1, 14].
EBV i KSHV to wirusy onkogenne, EBV jest jednym
z najczegstszych wirusowych czynnikoéw etiologicz-
nych nowotworéw cztowieka [28].

Herpeswirusy posiadaja ostonke okrywajaca charak-
terystyczna warstwe bialek zwana tegumentem, kapsyd
1 material genetyczny, ktory stanowi dwuniciowy DNA

* Autor korespondencyjny: Katedra Wirusologii Molekularnej, Migdzyuczelniany Wydziat Biotechnologii Uniwersytetu Gdan-
skiego i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego, ul. Ktadki 24, 80-822 Gdansk, tel. (58) 5236382, e-mail: andrea@biotech.ug.gda.pl



200

o dtugosci do 235 tys. pz [35]. W ostonce zakotwiczo-
ne sa m.in. glikoproteiny wirusowe, odpowiedzialne za
wnikanie wirionow do komorek i stanowiace gtowny
cel przeciwcial neutralizujacych. Ekspresja genow her-
peswirusowych to proces wieloetapowy i Scisle kontro-
lowany, odbywa si¢ w sposob kaskadowy w trzech
glownych fazach: natychmiastowo-wczesnej (o, imme-
diate-early, IE), wczesnej (B, early, E) i poznej (v, late,
L) [35, 45]. W trakcie infekcji powstaje stosunkowo
duzo bialek, z ktorych znakomita czg$¢ indukuje silna
odpowiedZz immunologiczna. Po infekcji pierwotnej
herpeswirusy przechodza w stan utajenia — latencji
—w komoérkach nerwowych (HSV, VZV), limfocytach
(HHV-6/7, EBV, KHSV), monocytach/makrofagach
(CMV, HHV-6), komorkach uktadu siateczkowo-$rod-
btonkowego weztow chlonnych i komérkach §rod-
btonka tetnic (HCMV), gdzie w okreslonych warun-
kach dochodzi do ich reaktywacji [3, 14, 38]. Podczas
latencji zachodzi ograniczona ekspresja genow, gtow-
nie potrzebnych do zahamowania cyklu litycznego,
nie wykrywa si¢ produktow biatkowych (HSV) lub ich
liczba jest ograniczona. Reaktywacja ze stanu latencji
oznacza spotkanie z wytworzona w trakcie infekcji
pierwotnej, gotowa specyficzna odpowiedzia immuno-
logiczna. Aby przetrwac w toku ewolucji herpeswirusy
musiaty wyksztalci¢ ré6znorodne mechanizmy hamo-
wania odpowiedzi immunologicznej i dzi§ uznawane sa
za mistrzow ucieczki immunologicznej. Immunomodu-
lacja dotyczy zaré6wno odpowiedzi wrodzonej, jak
i nabytej. Znaczna cze$¢ inhibitoréw wirusowych ha-
muje aktywnos$¢ limfocytow T cytotoksycznych CD8+,
wskazujac na istotna rolg tych komorek w kontroli za-
kazen herpeswirusowych [16].

Infekcje herpeswirusowe kontroluje si¢ przy pomo-
cy chemioterapeutykow, glownie analogéw nukleo-
zydowych (acyklowir, gancyklowir, famcyklowir, wa-
lacyklowir) lub nukleotydowych (cidofowir) [46]. Ich
wprowadzenie stato si¢ przetomem w terapii zakazen,
jednakze pomimo opracowania lekow modyfikowa-
nych w celu poprawy biodostgpnosci, zwigkszenia
aktywnos$ci przeciwwirusowej i zmniejszenia toksycz-
nos$ci nie doprowadzito do eradykacji wiruséw z po-
pulacji. Za rozprzestrzenianie si¢ herpeswirusow
w populacji cztowieka wini si¢ dzi$ przede wszystkim
asymptomatyczne wydalanie wirusa oraz zdolnos¢ do
przebywania w stanie latencji [10, 19]. Wydaje sig, ze
droga do eliminacji zakazen moga by¢ przede wszyst-
kim szczepionki.

Badaniom klinicznym poddaje si¢ dwa typy szcze-
pionek: profilaktyczne i terapeutyczne. Szczepionki
profilaktyczne majq za zadanie chroni¢ przed infekcja
osoby seronegatywne. Szczepionki terapeutyczne sa
przeznaczone dla osob, ktore przeszty infekcje¢ i po-
siadajq wirusy w stanie latencji. Maja one chroni¢ przed
reaktywacja wirusa lub ogranicza¢ objawy z nia zwia-
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zane. Testowane sa zardwno preparaty tradycyjne,
oparte na zywych atenuowanych szczepach wirusow
lub szczepionkach podjednostkowych z rekombino-
wanymi biatkami uzyskiwanymi w r6znych systemach
ekspresji, jak i nowoczesne preparaty wielosktadniko-
we typu ,,prime-boost”, szczepionki oparte na wek-
torach pochodzacych z innych wiruséw, komorki
prezentujace antygeny wirusowe, szczepionki DNA,
szczepionki peptydowe. Testowane sa rézne adiuwan-
ty. Dla herpeswirusow istnieja modele matych zwierzat
(myszy, kroliki, swinki morskie), ze wzgledu na zdol-
no$¢ tych wiruséw o szerokim zakresie gospodarza do
ich infekcji (HSV) lub istnienie gatunkéw wiruséw od-
powiadajacych ludzkiemu (np. mysi cytomegalowirus).
Modyfikacje genoméw herpeswirusowych zostato
w ostatnich latach znacznie utatwione poprzez pozna-
nie pelnych sekwencji wirusowego DNA oraz uzyska-
nie genomdOw w postaci sztucznych chromosomow
bakteryjnych, tzw. BAC-6w (bacterial artificial chro-
mosome), zdolnych do replikacji w komoérkach bakte-
ryjnych. Umieszczenie w DNA wirusowym sekwencji
replikonu mini-F Escherichia coli, w najnowszych wer-
sjach umozliwiajace ich pozniejsze usunigcie (systemy
rekombinacji Red, loxP/rekombinaza Cre), pozwala na
prostsze manipulacje wielkimi genomami herpeswiru-
sowymi oraz zmiany genow uposledzajacych namnaza-
nie si¢ wirusow, a nawet genéw kluczowych [5, 48, 49].

Pomimo tak wielokierunkowego podejscia i wielo-
letnich badan nad szczepionkami przeciw herpeswiru-
som jedyne preparaty komercyjne zostaty uzyskane
dla wirusa VZV.

2. Szczepionki przeciw wirusowi ospy wietrznej
i polpasca

Szczepionki przeciw VZV naleza do szczepionek
konwencjonalnych, ich podstaw¢ stanowi ten sam zywy
atenuowany szczep wirusa Oka (tzw. szczepionkowy
szczep Oka, V-Oka od ang. vaccine = szczepionka).
Jego szczep rodzicielski (tzw. P-Oka od ang. parental)
zostal wyizolowany w 1974 roku w Japonii przez ze-
spot Takahashiego od dziecka przechodzacego
pelnoobjawowa ospg wietrzng [3, 49]. Atenuacja zo-
stata uzyskana przez wielokrotne pasaze w komorkach
obcych gatunkowo (ptodowe fibroblasty $winki mor-
skiej) oraz ludzkich komérkach diploidalnych, jej me-
chanizm nie jest do konca poznany [3]. Dostgpne sa
preparaty chroniace przed infekcja VZV i ospa wietrz-
na, gtéwnie u dzieci (np.: Varivax®, Varilrix®), row-
niez w wersji skojarzonej ze szczepionka swinka-odra-
rozyczka, oraz szczepionka zapobiegajaca reaktywacji
wirusa i polpascowi (Zostavax®).

Szczepionka profilaktyczna przeciw ospie wietrz-
nej zastata wprowadzona w Stanach Zjednoczonych
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w 1995 roku, w Polsce jest zalecana od 2003 roku.
Ponad 10-letnia historia stosowania tej szczepionki
pozwolita na dlugoterminowa oceng jej skutecznos$ci
w czasie. Wyniki testu na duzej grupie szczepionych
ujawnity zwigkszanie si¢ wraz z uptywem lat czestos-
ci zachorowan na ospg u 0sob szczepionych (9 przy-
padkow na 1000 osob po 5 latach i 58/1000 po 9 la-
tach) [6]. Rezultatem bylo zarekomendowanie przez
zespol przygotowujacy wspomniany raport dwoch da-
wek szczepionki dla wszystkich dzieci 1 doszczepienie
0sob, ktore otrzymaly jedna dawke.

W roku 2006 zarejestrowano w Europie szczepion-
ke Zostavax, chroniaca przed potpascem i jego naj-
czestszym powiklaniem, nerwobdlem potpasccowym
(postherpetic neuralgia, PHN). Szczepionka ta jest za-
lecana dla ludzi po 50 roku zycia, jej dziatanie przy-
pisuje si¢ intensyfikacji powstalej podczas infekcji
pierwotnej komorkowej odpowiedzi immunologicz-
nej, ktora ulega oslabieniu u 0s6b starszych. Zostavax
zawiera ten sam szczep V-Oka w dawce znacznie
wigkszej niz szczepionki przeciw ospie wietrznej,
$rednio 10-14 razy. Badania kliniczne na duza skalg
wykazaly, iz szczepionka ta zmniejsza prawdopodo-
bienstwo reaktywacji wirusa $rednio o 51% (u oséb
powyzej 60 roku zycia te wyniki byly jeszcze lepsze)
oraz znacznie zmniejsza nasilenie choroby i ryzyko
wystapienia powiktan [29].

Przez ostatnie lata badacze probowali zrozumieé
mechanizm atenuacji szczepu V-Oka. W tym celu do-
konali jego charakterystyki molekularnej, poznano
petna sekwencj¢ genomu szczepow P-Oka i V-Oka.
Analiza porownawcza wykazala obecno$¢ 42 roznic
nukleotydowych, wigkszo$¢ z nich znajdowata si¢
w genie gtdownego transaktywatora wirusowego, na-
tychmiastowo-wczesnego biatka 1E62 [49]. Te roz-
nice oraz dodatkowe delecje i insercje, m.in. w rejonie
bliskim origin replikacji, moga thumaczy¢ stabsza re-
plikacje wirusa w hodowlach komoérkowych in vitro
i uposledzone rozprzestrzenianie si¢ migdzy komor-
kami. Genomy V-Oka i P-Oka zostaty roéwniez skon-
struowane w wersji BAC, co zdecydowanie powinno
utatwic dalsza charakterystyke szczepow tego trudnego
do pracy w warunkach laboratoryjnych i modyfikacji
genetycznych wirusa [49].

Najnowsze badania sugeruja, iz skuteczno$¢
szczepionek anty-VZV jest zwiazana z ich zdolnos$cia
do aktywacji sktadnikow odpowiedzi wrodzonej,
gtownie infiltrujacych miejsce zakazenia komorek
dendrytycznych [17]. Szczep szczepionkowy VZV
utracit zdolno$¢ do blokowania szlaku sygnalizacji
zaleznego od receptorow Toll-podobnych (TLR)-2,
promujacego produkcje interleukiny 12, ktoéra wraz
z IFN-y wplywa na polaryzacj¢ odpowiedzi komor-
kowej w kierunku Th1, co ma kluczowe znaczenie dla
kontroli infekcji.
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Poniewaz istniejace szczepionki przeciw VZV
uznawane sg za bezpieczne i skuteczne, brak jest do-
niesien o opracowywaniu nowych preparatow.

3. Badania nad szczepionkami przeciw wirusom
HSYV, ludzkiemu cytomegalowirusowi
i wirusowi Epsteina-Barr

Zupehie inaczej wyglada stan profilaktyki i terapii
zakazen wirusami HSV, CMV i EBV. Ze wzgledu na
powszechno$¢ infekeji, koszty terapii chemioterapeu-
tykami oraz wptyw chordb na jakos$¢ zycia spoleczen-
stwa w 1999 roku amerykanski Instytut Medycyny
uznal opracowanie skutecznej szczepionki przeciw
tym wirusom za priorytetowe [22]. Proby konstrukcji
skutecznych preparatéw podejmuje si¢ praktycznie od
identyfikacji wirusow. Pierwsze testy obejmowaty po-
dejécia najbardziej tradycyjne: inaktywowane cate wi-
riony, atenuowane szczepy wirusoéw, szczepionki pod-
jednostkowe oparte na sktadnikach inaktywowanych
wirionow lub rekombinowanych biatkach powierzch-
niowych stanowiacych najczestszy cel przeciwcial
neutralizujacych (biatko gD HSV, gB HSV i HCMYV,
gp350 wirusa EBV) [19, 22, 46]. Jednakze te pierwsze
szczepionki, dajace obiecujace wyniki w fazie badan
laboratoryjnych na modelach zwierzgcych, nie spetity
kryteriow odpowiedniej skutecznosci w testach kli-
nicznych. Sposrdd izolowanych od chorych atenuowa-
nych szczepdw wirusoOw testy kliniczne na szeroka
skale przeszedt szczep Towne wirusa CMV. Szcze-
pionka ta okazala si¢ by¢ bezpieczna oraz indukowata
produkcje przeciwcial neutralizujacych i odpowiedz
komorkowa, zapobiegajac w 89% objawom chorobo-
wym u 0s6b po transplantacji nerki, nie chronita jed-
nak przed przekazaniem wirusa biorcom lub reakty-
wacja wirusa [22]. Niepowodzeniem zakonczyta si¢
rowniez proba zastosowania tej szczepionki w celu
ochrony przed przekazaniem wirusa seronegatywnym
matkom od zakazonych dzieci. Szczep Towne jest
obecnie testowany w strategii typu ,,prime-boost”,
gdzie szczepienie wirusem atenuowanym jest poprze-
dzone podaniem szczepionki DNA [21].

Jedne z najwigkszych testow dla HSV przeszty dwie
szczepionki podjednostkowe. Pierwsza z nich — firmy
Chiron, byta oparta na biatkach gD i gB HSV-2 izolo-
wanych z hodowli komoérek ssaczych CHO (Chinese
hamster ovary) z emulsja skwalenu w wodzie jako ad-
iuwantem (gD2/gB2/MF59). Szczepionka ta okazata
si¢ by¢ bezpieczna i wywotywata produkcje przeciw-
cial neutralizujacych na wysokim poziomie, ale przejs-
ciowo, dawata tez zbyt niska ochrong przed infekcja
HSV-2 ($rednio 9% skutecznos¢) w dwoch duzych
testach klinicznych, tzw. tescie partnerow, gdzie ba-
dano przekazywanie wirusa migdzy seronegatywnymi
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Tabela I

Przyktady testowanych szczepionek przeciw wirusom opryszczki HSV [4, 7, 9, 18, 32, 42]

Wirus Posta¢ szczepionki

Nazwa szczepionki

Faza badan klinicznych

HSV-2 |gB2/gD2/MF59 (Chiron) | Podjednostkowa, gB i gD otrzymane w komorkach CHO,
emulsja skwalenu w wodzie jako adiuwant

111, wycofana*

HSV-2 | gD2/alum/MPL (GSK)

Podjednostkowa, gD otrzymane w komorkach CHO, adiuwant | III
glinowy i O-deacetylowany, monofosforylowany lipid A (MPL)

HSV-2 | gD2/gC2
systemie ekspresji

Podjednostkowa, gD i gC otrzymane w bakulowirusowym

Przedkliniczne na myszach

HSV-1 | Lipopeptydowa gD1

Trzy pary polaczonych peptydowych epitopéw CD8+ i CD4+
z biatka gD1z dotaczonym kwasem palmitynowym

Przedkliniczne na myszach

HSV-1 | pgB/Bax/dendrosomy

Szczepionka DNA, plazmid DNA kodujacy gB z genem
proapoptotycznym, dendrosomy jako no$nik DNA

Przedkliniczne na myszach

HSV-2//d15-29 (Acambis)
HSV-1

HSV-2 — wirus defektywny, delecja w genie ULS
(helikazy-primazy) i UL29 (gléwne bialko wiazace DNA)

Przedkliniczne na myszach
i $winkach morskich

HSV-2 | ImmunoVEX (Biovex)

HSV-2 — wirus zywy atentowany z delecja czterech genow I
kodujacych biatka immunomodulacyjne: ICP47, vhs, US5 i UL43

HSV-2[rVSV-gD2

zapalenia jamy ustne;j

gen gD2 w wektorze opartym na wirusie pgcherzykowatego

Przedkliniczne na myszach
i $winkach morskich

* testy nie wykazaly wystarczajacej skuteczno$ci szczepionki

i seropozytywnymi partnerami oraz w tescie zapadal-
nosci na infekcje w grupie ryzyka, u oséb z historia
przebytych wczesniej innych choréb przenoszonych
droga ptciowa [7]. Firma GlaxoSmithKline zapropo-
nowala szczepienie rekombinowanym biatkiem gD
wirusa HSV-2 (gD2/alum/MPL), réwniez otrzyma-
nym w komodrkach CHO, ale z innym zestawem adiu-
wantow, wyniki testow klinicznych ukazaty si¢ w roku
2002. Szczepionka ta indukowata zarowno produkcje
przeciwcial neutralizujacych, jak i odpowiedz komor-
kowa [41]. Testy kliniczne zakonczyty sig czgsciowym
sukcesem — wykazano wysoka skutecznos$¢ u serone-
gatywnych kobiet (73% ochrona przed pojawieniem si¢
objawow klinicznych infekcji, poziom ochrony przed
przeniesieniem wirusa ok. 40%). Jednakze wyniki tes-
tow dla kobiet — nosicielek wirusa i mgzczyzn nieza-
leznie od ich statusu serologicznego wirusa byty nie-
wystarczajace (Srednia skutecznosc¢ szczepionki 38%).
Badania probujace wyjasni¢ fenomen wynikow tak
zaleznych od plci 0s6b szczepionych wykazaty znacz-
nie silniejsza u kobiet odpowiedz limfocytow T CD4+
na trzy z zestawu kilku immunodominujacych epitopow
pochodzacych z biatka gD2 [50] i nie wyklucza sig, ze
podobne zjawisko ma miejsce dla limfocytow T CD8+.
Roéznice w aktywacji limfocytow moga z kolei wynikaé
z innej u kobiet regulacji komorek prezentujacych anty-
geny (APC), ktérych réznicowanie jest podatne na
wptyw hormonow piciowych, takich jak estrogen [23].
Niektorzy badacze wiaza rdéznice w wynikach szczepio-
nek podjednostkowych obu firm z zastosowanymi adiu-
wantami, podkreslajac w ten sposdb znaczenie adiu-
wantow dla skutecznos$ci szczepionek HSV [19, 46].
Po wielu badaniach zakonczonych podobnie jak
w przypadku szczepionek podjednostkowych HSV-2

niepowodzeniem, naukowcy powrocili do badan pod-
stawowych przebiegu infekcji, immunobiologii, bio-
logii molekularnej wiruséw, poszukiwania nowych
antygenow wirusowych. Wyniki tych badan czgsto
thumacza dotychczasowe niepowodzenia i wytyczaja
nowe strategie, m.in. podkreslaja istotno$¢ aktywacji
przez szczepionki sktadowej komdrkowej odpowiedzi
immunologicznej, gtéwnie limfocytéw T CD4+ 1 CD8+
w ochronie przed infekcjami pierwotnymi. Pierwsze po-
dejscia szczepionkowe miaty na celu wzbudzenie silnej
produkcji przeciwcial neutralizujacych, ktore uwaza si¢
za podstaweg ochrony przed infekcjami pierwotnymi
i transmisja przezlozyskowa, ale, inaczej niz zaklada-
no, ktore nie wydaja si¢ kontrolowaé reaktywacji wi-
rusa [7, 22]. Szczepionki, ktére indukowaty wysoki
poziom przeciwcial, nie okazaty si¢ skuteczne, szcze-
golnie w przypadku infekcji wtornych. Obecnie pod-
kresla sig role limfocytow T CD4+ typu Thl, produku-
jacych m.in. IFN-y, w szczepionkach terapeutycznych
[19, 22]. Ponadto duze znaczenie ma poznawanie odpo-
wiedzi immunologicznej zwiazanej z blonami Sluzowy-
mi [10, 24] oraz mechanizméw jej immunomodulacji
przez herpeswirusy. W idealnej szczepionce aktywnos¢
limfocytéw T powinna towarzyszy¢ indukcji przeciw-
ciat neutralizujacych wirusa. Sposrod innych wazniej-
szych odkry¢ na uwagg zashuguje m.in. wykazanie, iz
ludzki cytomegalowirus uzywa nieco odmiennego reper-
tuaru bialek powierzchniowych do infekcji komorek
nabtonkowych i $§rdédbtonka naczyn niz fibroblastow
[36], co moze prowadzi¢ do stabszej produkcji przeciw-
ciat blokujacych wejscie do komorek, w ktorych wirus
przechodzi w stan latencji przez niektore antygeny (np.
biatko gB) [8]. Dla skutecznosci szczepien wazne moga
si¢ okaza¢ drogi podania szczepionki; testuje si¢ poda-
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wanie tzw. ,,bez uzycia igiet” — z ang. ,,needle-free”:
donosowe, dooczne lub intrawaginalne [10, 18, 19].
Wyniki szczepionki gD2 firmy GSK dla kobiet,
ktore nie zetknely si¢ wezesniej z wirusami HSV oka-
zaly si¢ by¢ na tyle obiecujace, by kontynuowacé testy
kliniczne III fazy na duzo wigkszej grupie (ponad
7000) seronegatywnych kobiet przed 30 rokiem zycia.
Badania nad ta szczepionka o nazwie HERPEVAC,
wspolfinansowane przez rzad Stanow Zjednoczonych,
miaty si¢ zakonczy¢ pod koniec 2009 roku [30].
W przypadku pozytywnych wynikow mozemy docze-
ka¢ sig¢ kolejnej, obok szczepionki podjednostkowe;j
przeciw wirusowi brodawczaka ludzkiego HPV, szcze-
pionki przeciw chorobie przenoszonej droga ptciowa,
zalecanej dla dziewczat przed inicjacja seksualna. Na-
dal jednak pozostaje aktualny problem szczepien 0sob
seropozytywnych pod wzgledem HSV, w tym nosicieli
HIV, i problem zapobiegania epidemiom HSV-2.
Sposrdd szezepionek podjednostkowych obiecujace
wyniki, predysponujace do wprowadzenia preparatow
na rynek, daly rowniez badania kliniczne II fazy zasto-
sowania rekombinowanego biatka gB HCMV w kom-
binacji z adiuwantem MF59 dla seronegatywnych ko-
biet w kontroli zakazen prenatalnych [32] oraz badania
kliniczne Il fazy z zastosowaniem rekombinowanego
gtéwnego biatka ostonki gp350 EBV w zapobieganiu
mononukleozie zakaznej [40]. Pierwsza z nich, oparta
podobnie jak szczepionki dla HSV, na biatku izolowa-
nym z kultur komérek CHO, w polaczeniu z emulsja
skwalenu z woda (MF59) jako adiuwantem, data 50%
skuteczno$¢ [33]. Szczepionka przeciw EBV (biatko
gp350 z wodorotlenkiem glinu i AS04 jako adiuwanta-
mi) okazala si¢ skuteczna w 78% w ochronie przed po-
jawianiem si¢ objawow klinicznych mononukleozy [40].
W grupie szczepionek opartych na zywych wirusach
wigksze nadzieje wiaze si¢ ze specjalnie zaprojektowa-
nymi szczepionkami z zywymi atenuowanymi wiru-
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sami z delecja m.in. genu kodujacego gtowny czynnik
neurowirulencji — biatko y34.5, genow biatek immuno-
modulacyjnych (np. znajdujacy sig¢ obecnie w 1 fazie
badan klinicznych ImmunoVEX HSV2 [42]) Iub wi-
rusami niezdolnymi do replikacji (np. znajdujacy si¢
w fazie badan przedklinicznych HSV-1 d15-29) — wek-
tory te daja obiecujace wyniki u szczepionych myszy
i $winek morskich, rowniez jako szczepionki tera-
peutyczne [9, 18].

Testowane sa rowniez szczepionki zawierajace inne
antygeny wirusowe, ich kombinacje lub syntetyczne
peptydy stanowiace epitopy rozpoznawane przez lim-
focyty T w kompleksach z lipidami. Te ostatnie moga
zawieraé tzw. ,,epitopy asymptomatyczne” — peptydy
stanowiace unikalny zestaw epitopéw rozpoznawa-
nych przez limfocyty T u pacjentéw, u ktorych nie roz-
wijaja si¢ objawy chorobowe , co oznacza, iz lepiej
zwalczaja oni infekcje [10]. Podstawy tego zjawiska
sa rowniez w trakcie badan. Dotaczenie w szczepion-
kach lipopeptydowych reszty kwasu tluszczowego,
takiego jak kwas palmitynowy, stanowi wewngtrzny
adiuwant, wzmacniajacy indukcj¢ odpowiedzi immu-
nologicznej, szczegolnie prezentacje antygenow przez
komorki dendrytyczne/komorki Langerhansa zwia-
zane z btonami §luzowymi i aktywacj¢ limfocytow
CD8+ [10, 22].

Obiecujace wyniki prezentuja réwniez szczepionki
oparte na innych wektorach wirusowych: m.in. dla
HCMYV oparta na wektorze alfawirusowym przenosza-
cym gen gB lub gen fuzyjny pp65/IE1, dla HCMV
oparta na wektorze MVA (modyfikowany wirus vacci-
nia szczep Ankara) przenoszacym réwniez gen gB,
dla EBV zastosowanie koktajlu biatek litycznych i la-
tentnych przenoszonych przez wirus vaccinia (VV)
[22, 25]. W przypadku szczepionek terapeutycznych
przeciw nowotworom zwigzanym z EBV ich podsta-
we powinny stanowi¢ antygeny charakterystyczne dla

Tabela 11

Przyktady testowanych szczepionek przeciw wirusom HCMV i1 EBV [21, 22, 25, 27, 36, 40]

Wirus Nazwa szczepionki Posta¢ szczepionki Faza badan klinicznych
CMV | VCL-CBO1 (Vical) Szczepionka DNA, plazmidy kodujace pp65 i gB I
CMV | gB/MF59 (Sanofi Pasteur, Skrocona, sekrecyjna forma gB produkowana I
wczesniej Chiron) w komoérkach CHO
CMV | gB/pp65/1E1 Replikon alfaherpeswirusowy jako no$nik /1
(AlphaVax/Novartis)
CMV | VCL-CTO02/Towne Szczepionka typu ,,prime-boost”: trojwalentna DNA, I
plazmidy kodujace pp65, gB i IE1, doszczepienie zywym
atenuowanym szczepem Towne
EBV | gB/wodorotlenek Podjednostkowa, rekombinowane gB z komérek CHO, I
glinu/AS04 wodorotlenek glinu i AS04 jako adiuwanty
EBV | Poczworna VV z koktajlem 2p350/gp110/EBNA2/EBNA-3C w wektorze vaccinia Przedkliniczne na myszach
biatek cyklu lityczngo i latencji|
EBV | Ad-SAVINE Epitopy biatek latencji LMP1 i LMP2 w wektorze Przedkliniczne
adenowirusowym
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latencji, takie jak bialko ztozone z epitopéw pocho-
dzacych z LMP1 i LMP2 w szczepionce adenowiru-
sowej Ad-SAVINE [27].

Inng strategie stanowia szczepionki DNA oparte na
plazmidach niosace geny najbardziej immunogennych
biatek, gtéwnie powierzchniowych (np. gB HSV-1 [32],
gB HCMV w kombinacji z immunodominujacym bial-
kiem pp65 [36]), wymagaja one jednak zastosowania
dodatkowych modyfikacji majacych na celu wzmoc-
nienie ich immunogennos$ci. Testuje si¢ wiec dodatek
adiuwantdw, zastosowanie koekspresji z genami bia-
ek proapoptotycznych (Bax) lub genem receptora dla
limfotoksyny nalezacego do rodziny receptoréw czyn-
nika martwicy nowotworow TNF (LIGHT). Indukcja
apoptozy w komorkach produkujacych antygen wiru-
sowy zwicksza ich usuwanie przez APC , takie jak ko-
morki dendrytyczne, oraz aktywacj¢ limfocytow CD4+
i CD8+ w organach limfatycznych [36].

4. Wektory herpeswirusowe w terapii czlowieka

Roéwnolegle z rozwojem szczepionek przeciw her-
peswirusom testowane sa rézne podejscia majace na
celu ,,przezbrojenie” arsenatu wirusowego w celu ich
wykorzystania jako srodkow w terapii czlowieka. Wek-
tory oparte na wirusie HSV (glownie HSV-1) sa bardzo
obiecujacymi kandydatami w terapii wirusowej gtow-
nie chordb o podtozu neurologicznym oraz nowotwo-
row. Cechy, ktore zdecydowaly o zainteresowaniu ba-
daczy to m.in. infekcyjno$¢ wzgledem roéznych typow
komorek, zaréwno dzielacych sig, jak i niedzielacych,
przede wszystkim neurondéw, zdolno$¢ do inkorpora-
cji duzych fragmentéw obcego DNA (teoretycznie do
152 tys. pz w przypadku amplikondéw), brak integracji
wektoréw do DNA chromosomalnego komorki, mozli-
wos¢ wykonywania testow wektoréw na modelach ma-
lych zwierzat, czy tez mozliwo$¢ kontroli namnazania
przy pomocy lekow przeciwherpeswirusowych [43,45].

Konstruuje si¢ kilka rodzajow wektoréw herpes-
wirusowych, w zalezno$ci od ich zdolnosci replika-
cyjnych:

o Wektory amplikonowe (amplikony) — plazmidy bak-
teryjne zawierajace jako jedyne elementy pochodza-
ce z HSV origin replikacji (oriS), sygnat cigcia/pa-
kowania DNA (pac) i kasetg umozliwiajaca ekspresje
przenoszonego genu. DNA plazmidowy w formie
konkatamerycznej jest pakowany do czastek wiruso-
wych HSV. Replikacja i pakowanie wymagaja obec-
nosci DNA wirus6w pomocniczych, ktorymi coraz
czesciej sa, w miejsce wirusow zdolnych do repli-
kacji, wirusy defektywne w postaci BAC. Ampliko-
ny sa testowane jako wektory szczepionkowe (np. do
ekspresji genow HIV, wirusa zapalenia watroby ty-
pu C) lub wektory przenoszace geny terapeutyczne

W terapii genowej cztowieka, np. w leczeniu uszko-
dzen mozgu (ekspresja nerwowego czynnika wzros-
tu NGFR, genow bialek szoku termicznego, gendéw
biatek antyapoptotycznych). Badania z uzyciem
amplikonow sa hamowane przez niskie miana wek-
toréw uzyskiwanych w systemach wolnych od wi-
rusa pomocniczego zdolnego do replikacji [13, 45].
Wektory defektywne, niezdolne do replikacji i two-
rzenia czastek potomnych, produkowane w liniach
komorek komplementujacych funkcje usunigtych
genow — testowane rowniez jako wektory szczepion-
kowe (d15-29), sa przeznaczone gtownie do prze-
noszenia gendw terapeutycznych takich biatek jak
neuroprzekazniki, neuroreceptory, czynniki wzrostu
i inne, w schorzeniach neurodegeneracyjnych i dzie-
dzicznych wadach genetycznych. Ciekawym podejs-
ciem jest rowniez zastosowanie wektora produku-
jacego enkefaliny do zwalczania bolu w chorobach
nowotworowych [45].

Wektory HSV atenuowane, zdolne do ograniczonej
lub warunkowej replikacji, moga stuzy¢ jako typowe
wektory onkolityczne (0HSV). Selektywnos$¢ na-
mnazania w komoérkach nowotworowych i ich nisz-
czenia uzyskuje si¢ poprzez usunigcie z genomu
HSYV gendéw enzymdw zwiazanych z metabolizmem
DNA, takich jak kinaza tymidynowa (HSV-TK) lub
reduktaza rybonukleotydowa (HSV-RR) [44, 45].
Enzymy te umozliwiaja wirusowi tworzenie prekur-
sorow nukleotydow w komorkach niedzielacych si¢
lub o ograniczonej liczbie podzialow. Po delecji ge-
néw TK lub RR wirus moze si¢ replikowaé jedynie
w komorkach intensywnie dzielacych sig, takich jak
komorki nowotworowe. W testowanych obecnie
wektorach tzw. trzeciej generacji modyfikacjom TK
i RR towarzysza dodatkowe delecje genow, zwigk-
szajace bezpieczenstwo wektoréw, m.in. gldwnego
czynnika neurowirulencji — biatka y,34.5, biatek
posredniczacych w rozprzestrzenianiu si¢ wirusa,
genow zwiazanych z latencja. Produkt genu v,34.5
jest biatkiem multifunkcjonalnym, jedna z jego
funkcji polega na ochronie przed mechanizmem
przeciwwirusowej odpowiedzi wrodzonej komorki
opartej na kinazie biatkowej R (PKR). Biatko
ICP34.5 defosforyluje czynnik translacyjny elF-2a,
odwracajac w ten sposob efekt jego fosforylacji
przez PKR, ktora zatrzymuje syntezg¢ biatek w ko-
morce [44]. Szczepy HSV z mutacjami w genie
Y,34.5 moga sig replikowa¢ jedynie w komoérkach
z aktywna $ciezka sygnalizacyjna Ras, ktora hamuje
aktywacje¢ PKR. Biatko ICP47 jest z kolei gtéwnym
czynnikiem immunomodulacyjnym wirusa, jego
delecja zwigksza prezentacj¢ antygenow w komplek-
sach z biatkami gléwnego uktadu zgodnosci tkan-
kowej MHC klasy I i stymulacj¢ nowotworospecy-
ficznych limfocytow T cytotoksycznych [16, 43].
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Tabela III

Przyktady testowanych wektorow onkolitycznych opartych na wirusie HSV-1 [15, 44, 45, 47]
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Nazwa preparatu Modyfikacje wektora Zastosowanie Faza badan klinicznych
G47A AUL39 (RR) Glejak Przedkliniczne/I
ICP47- Rak odbytnicy Przedkliniczne
Rak piersi Przedkliniczne
G207 Ay34.5 (2) Glejak /11
AUL39 (RR) Rak piersi Przedkliniczne
NV1020 Ay 34.5(1) Przerzutujacy rak jelita grubego /i
AUL56, AUL24 Przerzutujacy rak prostaty Przedkliniczne
¢J/gG/PK HSV-2 Rak piersi, rak watroby Przedkliniczne
NV1042 Ay 34.5 (1) Przerzutujacy rak prostaty Przedkliniczne
AULS56 Rak piersi Przedkliniczne
gJ/gG/PK HSV-2
ICP47-, US11-US10-, IL12+
OncoVEXCALVCD | AUL39 (RR) Rak przetyku Przedkliniczne
Ay 34.5 2)* Rak ptaskokomoérkowy skory Przedkliniczne
ICP47- Glejak Przedkliniczne
GALV env
Fey::Fur
OncoVEXGM-CSF AUL39 (RR), Czerniak 111
Ay 34.5 (2)* Rak ptaskonabtonkowy glowy i szyi | III
ICP47-, GM-CSF+
HF10 AULA43, AUL49.5, AUL55, | Wznowy raka piersi I
AUL56, ALAT Nawrotowy rak glowy i szyi I
Czerniak Przedkliniczne

* (1) — delecja jednej kopii genu; (2) — delecja obu kopii genu

Wektory trzeciej generacji zawieraja czgsto dodat-
kowe geny, wzmagajace ich potencjal lityczny (np.
biatko fuzyjne wirusa GALV). Aktywnos$¢ wektorow
onkolitycznych HSV moze by¢ dodatkowo wzmoc-
niona poprzez umieszczenie w wektorze genow enzy-
moéw aktywujacych proleki chemioterapeutyczne (np.
OncoVEXGALVCD 7 drozdzowa deaminaza cytydyny
aktywujaca 5-fluorocytozyng do 5-fluorouracylu [34])
lub biatek o aktywnos$ci przeciwnowotworowej, cyto-
kin i innych. Badania I fazy potwierdzaja ich bezpie-
czenstwo (brak objawéw chorobowych) oraz tagod-
ne efekty uboczne (przejéciowo: goraczka, dreszcze).
W fazach I lub II badan klinicznych znajduja sig¢ wek-
tory do terapii glejakéw (G207) oraz nowotworéw wa-
troby, przewodu pokarmowego, raka piersi (HF10),
ptaskonabtonkowego raka glowy i szyi [44, 45].
Najbardziej zaawansowane badania dotycza wektora
OncoVexSM-CSF ktory wszedt w 111 faze badan klinicz-
nych po wykazaniu 26% dhugotrwalej (do 31 tygodni)
redukcji masy guzow, bezposrednio nastrzykiwanych
oraz dzigki aktywacji odpowiedzi immunologiczne;
rowniez guzow sasiednich [37]. Problemem wekto-
réw HSV jest ich ograniczone rozprzestrzenianie sig¢
w miejscu podania, co probuje si¢ poprawi¢ zwigzkami
drobnoczasteczkowymi wplywajacymi na replikacjg
wirusa lub enzymami degradujacymi matriks zewnatrz-
komoérkowa Wektory podaje si¢ doguzowo lub w miejs-
ce po resekcji guzoéw. Trwaja rowniez badania nad

zwigkszeniem trwato$ci wektorow HSV w krwiobiegu,
gléwnie ochrony przed skladnikami uktadu dopet-
niacza (przedtraktowanie czynnikiem jadu kobry lub
cyklofosfamidem [20]), co umozliwitoby obok doguzo-
wgo, rowniez dozylne podawanie wirusow.

5. Podsumowanie

Przedstawiciele rodziny Herpesviridae naleza do
najbardziej rozpowszechnionych patogenéw wiruso-
wych w naszej populacji. Czgsto§¢ zakazen herpes-
wirusowych wzrasta z roku na rok pomimo istnienia
skutecznych chemioterapeutykow, gtownie ze wzgledu
na asymptomatyczne wydalanie wirusoOw oraz zdol-
no$¢ herpeswirusow do przebywania w stanie latencji
i cyklicznych reaktywacji. Dlatego uzasadniony wy-
daje si¢ poglad, iz do eradykacji herpeswirusow moga
si¢ przyczyni¢ przede wszystkim szczepionki, jako
uzupetnienie stosowania lekow. Pomimo wieloletnich
i roznorodnych badan wciaz jedyne komercyjne szcze-
pionki sa dostgpne dla wirusa ospy wietrznej i pot-
pasca. Dzigki najnowszym badaniom coraz wigcej wie-
my o szczepie szczepionkowym wirusa VZV, mecha-
nizm jego atenuacji i zarazem skutecznosci tej szcze-
pionki sa lepiej zrozumiate. Opracowanie skutecznych
szczepionek przeciw gldéwnym herpeswirusowym pa-
togenom cztowieka: wirusom CMV, EBV i HSV-2
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znajduja si¢ na liscie celow priorytetowych. Najbardziej
pozadana jest konstrukcja szczepionek profilaktycz-
nych, ktére chronilyby osoby seronegatywne i w tej
dziedzinie testy kliniczne osiagnety najlepsze wyniki.
Coraz wigcej badan potwierdza fakt, iz odporno$¢ po-
wstata w wyniku infekcji pierwotnej nie chroni przed
reaktywacja wirusa. Szczepionki profilaktyczne i tera-
peutyczne beda musialy najprawdopodobniej akty-
wowa¢ inne sktadniki odpowiedzi immunologiczne;j
a dobor antygendw szczepionkowych musi by¢ dobrze
przemys$lany. Po latach nieskutecznych préb naukowcy
wrocili do ,,stotow laboratoryjnych” — badan podsta-
wowych wiruséw, co zaowocowalo zwigkszona liczba
nowych podejsé i testow klinicznych. Nalezy rowniez
zauwazy¢, iz w przypadku kazdego z patogenéw moze
okaza¢ si¢ skuteczne rdzne podejscie, poniewaz pomi-
mo wielu wspolnych cech biologicznych wirusy nawet
blizej ze soba spokrewnione roéznig si¢ migdzy soba
(m.in. tropizmem, immunobiologia, repertuarem biatek
powstajacych w czasie latencji, mechanizmami im-
munomodulacyjnymi). Rozwdj wirusowych wektorow
szczepionkowych przyczynit si¢ rowniez do idei wyko-
rzystania wektorow opartych na wirusie HSV w terapii
genowej i onkolitycznej terapii nowotworéw czlowie-
ka. Nowe metody biologii molekularnej znajduja swe
zastosowanie w optyymalizacji produkcji wektorow
wirusowych, zwigksza sig tez ich bezpieczenstwo, co
skutkuje testami wektorow w terapii coraz to nowych
rodzajach nowotworow. Wektory onkolityczne moga
stanowi¢ korzystne uzupetnienie radio- i chemioterapii.
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