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Modern achievements in research on hepatitis C vaccine
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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Wirusowe zapalenie watroby typu C stanowi ogromny problem zdrowotny i epidemiologiczny
w catym $wiecie, jednak obecnie nie ma jeszcze mozliwosci skutecznego zapobiegania rozwojo-
wi tej choroby za pomoca szczepienia. Dostgpne metody leczenia, takie jak zastosowanie inter-
feronu o i rybawiryny, nie u wszystkich pacjentéw daja w petni zadowalajace rezultaty i wiaza
si¢ z wystgpowaniem dziatan niepozadanych. Odkad odkryto HCV, dokonat si¢ znaczny postep
w dziedzinie wiedzy na temat budowy i epidemiologii wirusa, a takze mechanizméw odporno-
Sciowych, zachodzacych w organizmie cztowieka w wyniku zakazenia HCV. Poznano znaczenie
niektérych elementéw struktury wirusa w indukcji odpowiedzi komérkowej i humoralnej, a takze
wplyw poszczegdlnych etapéw reakcji immunologicznej na proces namnazania wirusa w zywym
organizmie. Dzigki temu mozliwe bylo prowadzenie wielokierunkowych badar, zmierzajacych
do opracowania skutecznej szczepionki. Testowano modele szczepionek, w ktérych materiatem
do immunizacji byty biatka, sekwencje DNA, wirosomy. Jako wektory zdolne do przenoszenia
fragmentéw DNA, stosowano plazmidy oraz rekombinowane adenowirusy. Wieloletnie badania
zaowocowaly stworzeniem modelu szczepionki terapeutycznej, zawierajacej biatka E1 otoczki
HCYV. Obecnie sg przeprowadzane badania kliniczne, zmierzajace do ustalenia wtasciwego daw-
kowania i schematu podawania szczepionki. Szacuje si¢, ze w najblizszej przysztosci szczepion-
ka taka bedzie dostgpna jako jeden z elementéw terapii u chorych na wirusowe zapalenie watro-
by typu C. Sa prowadzone réwniez wyt¢zone badania, zmierzajace do opracowania szczepionki
profilaktycznej, ktérej podanie pozwoli zapobiegaé rozwojowi zakazenia HCV.

wirusowe zapalenie watroby typu C « HCV « szczepionka przeciwko WZW typu C

Summary

Hepatitis C is an immense health and epidemiological problem; its effective prevention by vac-
cination, however, is still impossible. The available methods of treatment, e.g. using interferon
a and ribavirin, do not lead to fully satisfactory results in all patients and are associated with
side effects. Knowledge of the virus’s structure and epidemiology, as well as the immune me-
chanisms, which occur in the human organism due to HCV infection, has progressed substan-
tially. The importance of some structural elements of the virus in inducing cellular and humo-
ral responses and the effects of individual stages of the immune reaction on the process of viral
multiplication have been determined, which has enabled multi-directional studies on an effective
vaccine. The studies tested vaccine models in which proteins, virosomes, and sequences of DNA
were used for immunization. Plasmids and recombinant adenoviruses served as vectors capable
of transferring the DNA fragments. This long-term research resulted in a model of a therapeutic
vaccine containing HCV envelope E1 proteins. At present, clinical trials are being carried out to
determine the proper dosage and administration mode of the vaccine. It is estimated that in the
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nearest future such a vaccine will be available as an element of therapy in patients with hepati-
tis C. Furthermore, intensive studies have been undertaken to develop a prophylactic vaccine to
prevent the development of HCV infection.
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Wirus HCV | EPIDEMIOLOGIA WIRUSOWEGO ZAPALENIA WATROBY
TYPU C

Wirus zapalenia watroby typu C (Hepatitis C virus—HCV),
po raz pierwszy zostal wyizolowany w 1989 r. [4,7]. Jest
klasyfikowany jako Hepacivirus i nalezy do rodziny
Flaviviridae [21]. Genom wirusa jest zbudowany z poje-
dynczej, dodatnio spolaryzowanej nici RNA, zawierajacej
okoto 9,5 tys. nt. W genomie wyrdznia si¢ wysoce konser-
watywny region 5 niekodujacy oraz cz¢s$¢ kodujaca polipro-
teing, z ktdrej powstaja biatka strukturalne (biatko rdzenia
C 12 biatka otoczkowe E1 i E2/NS1) oraz niestrukturalne
(NS2, NS3 a/b, NS4 a/b, NS5 a/b) [3,4,21,26,36].

HCYV jest czynnikiem wywotujacym wirusowe zapalenie
watroby (WZW) poczatkowo okreslane jako zapalenie wa-
troby nie-A, nie-B, a obecnie znane jakoWZW typu C.
Szacuje sig, ze wirusem zapalenia watroby typu C zaka-
zonych jest w catym swiecie okoto 170 mln ludzi [2], cze-
stos¢ zakazen w krajach rozwinigtych waha si¢ w grani-
cach 1-3% populacji, a w niektérych ubozszych regionach
Swiata dochodzi nawet do ponad 20% [24]. HCV moze po-
wodowac zaréwno ostre, jak i przewlekte zapalenie watro-
by. Pierwotne zakazenie czgsto ma przebieg bezobjawo-
wy. Wedtug réznych Zrédet u 50-85% zakazonych oséb
stwierdza sig przewlekta obecnos¢ wirusa w organizmie,
a w konsekwencji réwniez przewlekte zapalenie watroby,
ktére z kolei jest gtéwna przyczyna marskosci watroby (1/3
chorych z WZW C), raka watroby, a nawet §mierci z po-
wodu zaawansowanych zmian chorobowych i niewydol-
nosci watroby [17,21,24,26,31,36].

Do zakazenia HCV moze dochodzié poprzez kontakt z za-
kazona krwia oraz — znacznie rzadziej — przez kontakty
seksualne. W krajach, gdzie badania w kierunku obecnosci
przeciwciat anty-HCV oraz RNA wirusa sg powszechnie
dostgpne, udalo si¢ zmniejszy¢ liczbe zakazen drogg trans-
fuzji krwi lub preparatéw krwiopochodnych [35]. Nadal
jednak narazone sg osoby uzaleznione od srodkéw narko-
tycznych podawanych dozylnie, a takze partnerzy seksualni
0s6b zakazonych, pracownicy stuzby zdrowia, osoby wy-
magajace hemodializy, czy noworodki urodzone przez ko-
biety-nosicielki HCV. Przyczyna czgstszych zakazen w nie-
ktérych biedniejszych krajach §wiata moze by¢ wielokrotne
uzywanie zanieczyszczonego wirusem sprzegtu medyczne-
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go oraz brak mozliwosci badania dawcéw krwi w kierun-
ku nosicielstwa wirusa [1,17,22,26]. Jedynym dost¢pnym
obecnie leczeniem w WZW C jest stosowanie interferonu
o (IFN-0)) w monoterapii lub w potaczeniu z rybawiryna.
Jest to leczenie drogie, skuteczne jedynie u okoto 50% pa-
cjentéw i obarczone ryzykiem wystapienia objawdw nie-
pozadanych [36]. Dlatego bardzo wazne jest opracowanie
szczepionki, ktéra mogtaby skutecznie zapobiega¢ zaka-
zeniu HCV lub rozwojowi przewleklego zakazenia i zwia-
zanym z nim konsekwencjom [1,35,36].

ODPOWIEDZ IMMUNOLOGICZNA W ZAKAZENIU WIRUSEM HCV

Skuteczne zwalczanie HCV w zakazonym organizmie
jest zwiagzane z odpowiednio nasilona reakcja limfocy-
tow T CD4+ (pomocniczych) i CD8+ (cytotoksycznych).
Szczegdlnie odpowiedz komdrek CD8+, skierowana prze-
ciwko réznym epitopom wirusa, jest decydujaca w opano-
waniu zakazenia [8,23,35]. Ta swoista odpowiedZ komérko-
wa nasila si¢ szybko (6-8 tyg.) po ekspozycji na zakazenie
wirusem, jednak zmienia si¢ w czasie 1 zazwyczaj nie jest
wystarczajaca do eliminacji wirusa. Po wniknigciu HCV
do organizmu, jego antygeny, jako biatka egzogenne, tacza
si¢ z kompleksami MHC klasy II na powierzchni komérek
prezentujacych antygen, gdzie sa rozpoznawane przez lim-
focyty CD4+. Jest to mozliwe wéwczas, gdy prawidtowo
dojrzewajace komoérki dendrytyczne wykazuja duza eks-
presje czastek MHC klasy I i II na swojej powierzchni.
Jednak zakazenie HCV moze ostabia¢ zdolnos¢ dojrze-
wania komoérek dendrytycznych, a takze hamowaé synte-
z¢ IL-12, odgrywajacej decydujaca rol¢ w stymulacji od-
powiedzi komérkowej. Pelne zwalczenie ostrego zakazenia
jest z tego powodu znacznie utrudnione i rozwija si¢ prze-
wlekta wiremia [5,8]. Indukowane limfocyty CD4+ maja
dwojaka funkcj¢. Pobudzaja limfocyty B do wytwarzania
przeciwciat neutralizujacych, jednak odpowiedZ humoralna
jest ograniczona do okres§lonego fenotypu wirusa i odgry-
wa mniejsza rol¢ w eliminacji HCV [1,17,26]. Kolejnym
istotnym zadaniem komérek CD4+, jest stymulowanie lim-
focytéw cytotoksycznych CD8+ (CTL). Do pelnej induk-
cji limfocytéw cytotoksycznych, potrzebna jest dodatkowo
prezentacja antygendw wirusowych, pochodzacych z reti-
kulum endoplazmatycznego zakazonych komoérek, w po-
taczeniu z MHC klasy I na ich powierzchni. Dzigki temu
komérki zaatakowane przez wirus, rozpoznawane sg przez
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CTL i mozliwa jest ich eliminacja [26]. W ostrej fazie za-
kazenia obserwuje si¢ znaczng aktywnos¢ limfocytow
cytotoksycznych o fenotypie CD38+ i brak wytwarzania
IFN-y, natomiast eliminacja zakazenia jest obserwowana,
gdy obecne sg limfocyty o fenotypie CD38- i zaznacza si¢
wytwarzanie IFN-y. U pacjentéw z przewlektym zakaze-
niem stwierdzano wyrazna obecnos¢ komorek T CD8+
zdolnych do pobudzania syntezy IFN-y [10,19,27], odgry-
wajacego istotng rol¢ w ograniczaniu namnazania wirusa
[5]. Epitopy biatek HCV moga by¢ rozpoznawane przez
CTL u zakazonych 0s6b wykazujacych ekspresje réznych
czastek HLA 1, szczegblnie bardzo rozpowszechnionych
w populacji HLA-A2 (obecnych u 45% os6b rasy kauka-
skiej) [21]. CTL moga wystgpowaé we krwi obwodowej
oraz jako pula limfocytow wewnatrzwatrobowych (IHL).
Ich rola jest eliminacja wirusa, co niekiedy moze wigzac
si¢ z uszkodzeniem komorek watroby. IHL sa typowymi
aktywowanymi prozapalnie komérkami efektorowymi, nie
dziela si¢ i gina w obrgbie watroby, dlatego utrzymanie sta-
tej puli IHL zalezy od migracji z obszaréw pozawatrobo-
wych. Limfocyty wewnatrzwatrobowe moga nasila¢ stan
zapalny i uszkodzenie hepatocytow przy prébie elimina-
¢ji komoérek zakazonych wirusem [1].

PRACE NAD SZCZEPIONKA

Prowadzenie efektywnych badan nad opracowaniem szcze-
pionki przeciwko WZW C wymaga zastosowania skompli-
kowanych technik laboratoryjnych, m.in. inzynierii gene-
tycznej, i pokonania pewnych praktycznych niedogodnosci.
Problem stanowi wysoka mutagennos¢ biatek wirusowych,
mozliwo$¢ wykrywania RNA wirusa w organizmach zywych
jedynie metoda PCR (polimerase chain reaction). Brakuje
takze sposobu hodowli tkankowych i komérkowych wirusa
celem jego namnazania oraz obserwowania replikacji i reak-
¢ji narézne czynniki [1]. Ograniczong mozliwos¢ sledzenia
cyklu zyciowego wirusa daja linie komérek ludzkich, zdolne
do pobudzenia ekspresji catej otwartej ramki odczytu HCV,
wytwarzane z uzyciem systemu ekspresji gendw regulowa-
nych tetracykling [21]. Poza tym do syntezy czastek HCV-
podobnych, uzywanych do badan, wykorzystuje si¢ hodow-
le komorek owadéw [3]. W dalszym ciagu nie ma réwniez
mozliwosci zakazenia i obserwacji jego rozwoju u matych
zwierzat, moze z wyjatkiem myszy transgenicznych, u kt6-
rych mozna bada¢ jedynie pewne elementy proceséw im-
munologicznych, zachodzacych w zakazonym organizmie
[4,10,19,27,31]. Jedynym dostgpnym, w pelni zadowalajacym
modelem zwierzecym jest szympans. Zwierzeta te s3 podatne
na zakazenie wszystkimi giéwnymi genotypami HCV, kt6-
re atakuja cztowieka, a zakazenie, podobnie jak u ludzi, ma
charakter hepatotropowy. Dobrze odzwierciedlony jest row-
niez przebieg choroby i reakcji odpornosciowej, poniewaz
jednak szympans predysponowany jest do przewleklej wire-
mii, bez zapalenia watroby, dlatego uszkodzenie tego narza-
du jest zwykle tagodniejsze, niz u cztowieka. Jednak wyso-
kie koszty, wymagany duzy naktad pracy i aspekty etyczne,
ograniczaja w znacznym stopniu badania na szympansach
[1,21,35,39]. Przesledzenie reakcji immunologicznej w ostrej
fazie zakazenia wirusem zapalenia watroby typu C u ludzi,
byto mozliwe dzigki prospektywnym badaniom oséb zaka-
zonych HCV i ich partneréw seksualnych [23].

Jak wspomniano wyzej, charakterystyczng cechg HCV jest
jego ogromna réznorodnos$¢ genetyczna, a takze zmiennosé

geograficzna. Wyrdznia si¢ 11 genotypéw i ponad 100 opi-
sywanych obecnie podtypow [24], a zdolnos¢ do mutacji
szacuje sie na 10~ zmian na miejsce w ciagu roku [21].
W Europie i Stanach Zjednoczonych Ameryki najbardziej
rozpowszechniony jest podtyp 1b, ktéry niestety, wykazu-
je najwigksza opornos¢ przy prébach leczenia. Opisane
zostaty pewne elementy struktury wirusa, ktére moga by¢
interesujace dla badan nad szczepionka, ze wzgledu na
ich stabilnos¢ lub zdolno$¢ wywotywania silniejszej reak-
¢ji immunologicznej. Mozemy tu wymieni¢ glikoproteing
El, glikoproteing E2 (wraz z wysoce zmiennym regionem
HVRI1), biatka NS3, NS5b [1,21,36,42].

SZCZEPIONKI OPARTE NA PEPTYDACH

Glikoproteina E2, wraz z jej wysoce zmiennym regionem
HVRI, nalezy do sktadowych ostonki wirusa i ma zdol-
nos$¢ wigzania si¢ z komérkami ludzkimi poprzez recepto-
ry CDS8I na powierzchni tych komoérek [42]. Przeciwciata
przeciwko gpE2 wykazuja zdolnos¢ hamowania wigzania
rekombinantowych E2, a wigc prawdopodobnie réwniez
calego wirusa, do komérek ludzkich [1,21], co okresla sig
jako neutralization-of-binding (NOB) [18]. Badania cho-
rych przewlekle zakazonych wirusem HCV wykazywaty
mate st¢zenie przeciwcial neutralizujacych lub ich brak [1],
natomiast u 0s6b, u ktérych doszto do samoistnej elimina-
cji wirusa, notowano duze stezenie przeciwcial neutrali-
zujacych, w tym przeciwcial anty-HVR1, utrzymujace si¢
przez dtugi okres [1,8]. Szczepienie szympanséw rekom-
binowanymi biatkami ostonki (heterodimery E1/E2), za-
pobiegato rozwojowi przewlektego zakazenia u wigkszo-
$ci badanych zwierzat [1,6], a utrzymywanie si¢ duzego
stezenia przeciwciat anty-HVR1 decydowato o skuteczno-
Sci szczepienia szympansow za pomoca rekombinowanych
protein E1, E2 i peptydow HVR1. Surowica zawierajaca
przeciwciala neutralizujace, ostabiata rozwdj zakazenia
u szympanséw zakazonych podobnymi genotypowo wi-
rusami HCV [11,21,24], jednak przeciwciata anty-HVRI,
cho¢ wykazuja pewna reaktywnos¢ krzyzowa z heterolo-
gicznymi genotypami HCV, nie maja zdolnosci do krzyzo-
wej eliminacji wirusa [12,25,35]. Biatko E1 ostonki wirusa
wykazuje znacznie mniejsze zréznicowanie i lepsza reak-
tywnos¢ krzyzowa pomig¢dzy réznymi genotypami HCV,
w poréwnaniu do E2. Dlatego obecnie wtasnie proteina E1
jest preferowana jako sktadnik modeli szczepionek pepty-
dowych przeciwko HCV [25].

Ludzka immunoglobulina wykazywata pewna skutecznos¢
w zapobieganiu przenoszenia HCV w przypadku transfuzji,
przeszczepdw, czy kontaktow seksualnych z osoba zakazo-
na [18]. Istnieja réwniez doniesienia, Swiadczace o braku
odpornosci u badanych zwierzat po podaniu immunoglo-
buliny, przy kolejnej prébie zakazenia HCV [21,35].

Kolejnym ciekawym osiagnigciem jest mozliwos¢ synte-
zy czastek podobnych do HCV (HCV-LP) w komoérkach
owaddéw in vitro. HCV-LP zawierajq biatka rdzenia C oraz
ostonki E1 i E2, o strukturze przestrzennej prawdopodob-
nie zblizonej do autentycznego wirionu HCV. Czasteczki
HCV-podobne nie sa zakaZne i moga by¢ syntetyzowane
w duzych iloSciach, a co najwazniejsze, wykazuja duza
immunoreaktywnos¢ z przeciwciatami anty-HCV w su-
rowicy oséb zakazonych r6znymi genotypami HCV oraz
sq immunogenne w badaniach na zwierzg¢tach [3,38]. Po
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uodpornieniu myszy o genotypie Balb/c oczyszczonymi
czasteczkami HCV-LP, stwierdzano obecnos¢ przeciwciat
przeciwko biatkom rdzenia (obszarem immunodominuja-
cym odpowiedzi anty-HCV byt obszar N-koricowy) oraz
przeciwciata anty-E2 (o szczegdlnie ciekawej reaktywno-
Sci przeciwko obszarowi C-koricowemu E2). Wydaje sig,
ze czasteczki HCV-podobne syntetyzowane w komérkach
owadoéw, moga stanowic ciekawy kierunek badan nad szcze-
pionka przeciwko HCV [3]. Przydatne wydaja si¢ takze do
lepszego poznania funkcjonowania przeciwciat odporno-
Sciowych przeciwko HCV [38].

Badano réwniez inne biatka HCV jako czastki zdolne do
stymulowania reakcji immunologicznych. Zaréwno po-
jedyncze epitopy biatek NS3, NS4, NS5, C, E2, El, jak
i rézne ich zestawienia, oceniano pod katem zdolnosci
wiazania do rekombinowanych czastek HLA-A2.1, akty-
wowania limfocytéw cytotoksycznych i limfocytéw B, in-
dukcji wytwarzania IFN-y. Modelem zwierzgcym zasto-
sowanym do badari byly transgeniczne myszy HLA-A2.1
[4,19,31]. Bialkami zawierajacymi szczeg6lnie immuno-
genne epitopy okazaly si¢ E2, NS3 i NS5b, w potacze-
niu z NS4b i biatkami rdzenia (C). Wazng cechg NS4b
jest zdolnos¢ do stymulacji komérek T wytwarzajacych
IFN-v, a niewykazujacych wyraznej aktywnosci litycznej.
Dodatkowo zaobserwowano, ze powyzsze biatka wykazuja
duza stabilnos¢ [19]. Warto zaznaczy¢, ze odpowiedz im-
munologiczng przeciwko tym antygenom opisywano row-
niez u pacjentéw przewlekle zakazonych HCV.

Waznym zagadnieniem okazuje si¢ takze znalezienie ko-
rzystnego nosnika dla podawanych w szczepionce pepty-
dow. W tym celu moga by¢ stosowane wirosomy — czastki
wytworzone w 1975 roku, a budowa przypominajace struk-
turg wirusa. Umieszczone w centrum wirosomu peptydy
(np. biatka rdzenia HCV), sa otoczone otoczka fosfolipi-
dowa, na powierzchni ktérej znajduja si¢ czastki neura-
minidazy i hialuronidazy. Uzycie wirosoméw umozliwia
przeniesienie antygenéw do wnetrza komérek i prezentacje
w potaczeniu z MHC klasy I, co stymuluje odpowiedZ ko-
morkowa. Dzigki umieszczeniu biatek takze na powierzch-
ni wirosomow, moze dodatkowo by¢ aktywowana odpo-
wiedZ humoralna [21].

Okazuje si¢ rowniez, ze czastki bedace potaczeniem frag-
mentéw biatek HCV (biatka C) z lipoproteina, stanowia-
ca sktadnik btony komoérkowej bakterii Gram-ujemnych,
silnie indukuja dojrzewanie komoérek dendrytycznych in
vitro. Taki model szczepionki, pozwala na uzyskanie sil-
niejszej odpowiedzi immunologicznej, szczegdlnie ko-
morkowe;j [8].

Obiecujace wyniki (wyrazna odpowiedz limfocytéw T
CD4 i CD8) w badaniach prowadzonych na matpach, da-
wato umieszczenie bialek rdzenia na nosniku o nazwie
ISCOMATRIX [21,33]. Czasteczki tego nosnika zawie-
raja saponing, cholesterol i fosfolipidy, a biatka przyta-
czaja si¢ do ich powierzchni na skutek dziatania sit elek-
trostatycznych. Istnieja przypuszczenia, ze sktad i budowa
przestrzenna no$nika utatwia rozpoznawanie czastek szcze-
pionki przez uktad immunologiczny oraz ich szybka fa-
gocytoze, jak réwniez umozliwia im bezposrednie prze-
chodzenie przez btony komdrkowe. Konieczne sa dalsze
badania w celu oceny skutecznosci proponowanej szcze-

pionki, takze w przypadku jednoczesnego szczepienia biat-
kami ostonki HCV [33].

Ciekawym sposobem immunizacji myszy biatkiem NS5,
byto zastosowanie impulséw elektrycznych w miejscu do-
migs$niowego podania szczepionki. Pozwalato to na bezpo-
Srednie wprowadzenie antygenu HCV do cytoplazmy komé-
rek i prezentacje egzogennego biatka z kompleksem MHC
klasy I. U zaszczepionych myszy, u ktérych zastosowano
impulsacje elektryczna, stwierdzono wyrazna odpowiedz
limfocytéw cytotoksycznych przeciwko komérkom zawie-
rajacym podany antygen wirusowy. Ponadto znacznie bar-
dziej wyraZne nasilenie aktywnosci CTL stwierdzano, je-
$li w szczepionce uzyto dodatkowo sekwencji cDNA dla
biatka stymulujacego B7-1 lub tez plazmidu zawierajace-
go sekwencje immunostymulujaca [40].

Synteza biatek regionu HVR1 obserwowana byta w komor-
kach roslinnych (tytoniu) [28], a ekspresja genu oczysz-
czonych, nieglikozylowanych biatek ostonki E2 okazata si¢
mozliwa w komoérkach Escherichia coli [42]. Moze to wy-
znaczac jeszcze inne kierunki dalszych badari nad szcze-
pionka anty-HCV.

ProBy zastosowaniA DNA JAKo MATERIALU DO IMMUNIZACHI

Doswiadczenia dotyczyty réwniez zastosowania w charak-
terze szczepionki sekwencji DNA, odpowiadajacych po-
szczegblnym antygenom HCV. DNA wystgpowato w tych
badaniach jako samodzielna struktura lub w potaczeniu
z r6znymi no$nikami. Jako wektoréw uzywano np. pla-
zmidéw: gpWiz [19], pCI (zawierajacy promotor z wirusa
cytomegalii) [4,20], pEF (zawierajacy tzw. ludzki czynnik
wydtuzajacy EF a-1) [30], pRC [15,31], a takze rekombino-
wanych czasteczek wirusowych: wirusa ospy kanarkéw, wi-
rusa krowianki [31], wirusa Semliki Forest (SFV) z rodziny
Togaviridae [4,13,41], rabdowiruséw [36]. Zauwazono tez
mozliwos¢ wykorzystania komérek dendrytycznych oraz
komorek bakterii Listeria monocytogenes, jako nosnika dla
fragmentéw DNA wirusa, z mozliwoscia ekspresji wybra-
nych antygenéw [34,37].

Poréwnywano zdolnos¢ antygenéw kodowanych przez po-
szczegblne fragmenty DNA wirusa do wywotywania od-
powiedzi immunologicznej, gtéwnie komérkowej, ale tak-
ze humoralnej, skierowanej przeciwko réznym epitopom
genomu HCV [13,19,27]. Stwierdzono, ze rodzaj nos$nika
ma mniejsze znaczenie dla skutecznosci szczepionki, niz
wybranie najbardziej pozadanego zestawienia fragmentéw
DNA, kodujacych odpowiednie antygeny. Odpowiedz ko-
morkowa jest silniejsza, jesli zastosuje si¢ faczona immuni-
zacj¢ szczepionka DNA i rekombinowanym adenowirusem
[19,32]. Réwniez zestawienie szczepionki na bazie DNA
z dawka przypominajaca w postaci rekombinowanego wi-
rusa ospy kanarkéw, kodujacego pozadane biatka HCV, po-
zwalato na uzyskanie silniejszej odpowiedzi komdrkowej,
ktora jednak utrzymywata si¢ krécej niz w przypadku stoso-
wania jedynie szczepionki DNA [31]. SFV kodujacy biatka
HCYV indukuje odpowiedZ immunologiczna poréwnywal-
na z odpowiedzia po zastosowaniu szczepionki DNA [3],
jednak w innych badaniach wykazano mata przydatnos¢
tego wektora dla potrzeb ewentualnej szczepionki przeciw-
ko HCV [41]. Stosujac rekombinowane, zabite lub zdol-
ne do replikacji czasteczki rabdowirusa (RV), jako wektor
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dla sekwencji kodujacych gpE2 wirusa zapalenia watroby
typu C, uzyskiwano odpowiedZ immunologicznag, gtéwnie
humoralng u badanych zwierzat. Stwierdzano, iz zastoso-
wanie szczepienia za pomoca rekombinowanych czastek
E2, daje silniejszq odpowiedZ humoralna, co ma znaczenie
w ograniczeniu wnikania wirusa do komérek gospodarza.
Potaczenie tej metody szczepienia z podaniem szczepion-
ki DNA, moze by¢ krokiem do osiagnigcia zadowalajace-
go poziomu odpowiedzi immunologicznej [18]. Uzywanie
plazmidu zawierajacego promotor Efci-1 jako nosnika, po-
zwalalo na wywotanie zadowalajacej odpowiedzi komor-
kowej u badanych myszy [24]. Zastosowanie w szczepie-
niu plazmidéw, kodujacych biatka ostonki wirusa (E1 lub
E2), powodowato wystapienie u myszy odpowiedzi humo-
ralnej i komérkowe;j [43].

Przedtuzenie czasu trwania i zwiekszenie skutecznosci re-
akcji immunologicznej, okazato si¢ mozliwe dzigki podawa-
niu wraz ze szczepionka DNA, zmodyfikowanej interleuki-
ny (IL-23), zawierajacej wybrane elementy IL-12 [16].

ZAAWANSOWANE BADANIA NAD OPRACOWANIEM TERAPEUTYCZNE)
szczerionKi Przeciwko WZW typu C

U wigkszosci chorych na przewlekle zapalenie watroby typu
C, zaobserwowano brak lub bardzo staba odpowiedZ immu-
nologiczng przeciwko biatkom E1 ostonki HCV. Natomiast
wysokie miano przeciwciat anty-HCV E1 i dobra odpowiedz
limfocytéw T, swoistych wobec biatka E1 wystgpowata u cho-
rych z przewlektym WZW C, ktérzy dobrze zareagowali na
leczenie interferonem o oraz u pacjentéw, u ktérych doszto do
samoistnego przezwycigzenia zakazenia. Spostrzezenia te wy-
znaczyly dalszy kierunek badan, prowadzonych przy wspot-
pracy kilku osrodkéw naukowych w Belgii. Zaowocowaty
one stworzeniem modelu szczepionki, zawierajacej oczysz-
czone biatka E1 HCV (podtyp 1b) [25].

Celem doktadnej oceny wlasciwosci leku, zawsze jest ko-
nieczne przeprowadzenie badan przedklinicznych (w tym
préb u szympanséw) i odpowiednio zaplanowanych ba-
dan klinicznych. W fazie I prac klinicznych, ocenia si¢
bezpieczeristwo i tolerancj¢ szczepionki u zdrowych, nie-
zakazonych dorostych oséb, a uzyskane informacje na te-
mat immunogennosci, mozna poréwna¢ z wynikami ba-
dan przedklinicznych. Etap II ma na celu dobdr optymalne;j
dawki, czegstosci szczepien i drogi podawania szczepion-
ki. Czynniki te moga by¢ decydujace dla powodzenia ca-
tego procesu szczepienia [21]. Jesli wyniki przeprowadzo-
nych préb swiadcza o dobrej skutecznosci, rozpoczyna sie
etap 111, obejmujacy badania w duzej grupie oséb zaka-
zonych lub z populacji wysokiego ryzyka zakazenia wi-
rusem [1].

Na etapie badan przedklinicznych, nowo opracowany pre-
parat podawano szympansom z przewlektym WZW typu
C. U zwierzat wykonano wiele badan surowicy krwi i biop-
sje watroby. Obserwowano, ze wzrost poziomu przeciw-
cial przeciwko biatkom E1, utrzymywat si¢ przez prawie 1
rok, po czym miano ich spadato do wartosci minimalnych
lub nieoznaczalnych. Dawka przypominajaca szczepionki
powodowata ponowny, szybki wzrost stezenia przeciwciat
anty-E1. Stgzenie RNA HCV we krwi nie zmienialo si¢
w istotnym stopniu w wyniku szczepienia, jednak malata
znacznie liczba antygenéw wirusa w komérkach watroby.

Ocena histopatologiczna preparatéw z kilkakrotnie wy-
konanych biopsji watroby wskazywata, ze podanie szcze-
pionki powodowato znaczne ograniczenie procesu zapal-
nego w watrobie, czego odzwierciedleniem byt réwniez
spadek stgzenia enzymdéw watrobowych (aminotransfera-
zy alaninowej — ALAT i gammaglutamylotransaminazy —
gGt) w surowicy. Wraz z obnizeniem st¢zenia przeciwciat
anty-E1 w surowicy, stan zapalny w tkance watrobowej po-
nownie nasilat sig, a po podaniu dawki przypominajacej
szczepionki, znéw ulegat zahamowaniu. Badania przedkli-
niczne daty wigc obiecujace wyniki i wykazaty terapeu-
tyczne dziatanie proponowanej szczepionki [9].

W 2000 roku rozpoczgto badania kliniczne nad zastoso-
waniem szczepionki na bazie biatek E1 u ludzi. W etapie
I szczepieni byli zdrowi ochotnicy, ktérym podawano do-
mig$niowo 3 dawki preparatu po 20 pg, w odstgpach trzy-
tygodniowych, a nastgpnie dawke przypominajaca po okoto
26 tygodniach od pierwszej iniekcji. U badanych oséb, po
podaniu szczepionki, stwierdzono stymulacj¢ odpowiedzi
immunologicznej (humoralnej i/lub komérkowej) przeciwko
biatkom E1 HCV. Sposréd objawéw niepozadanych, u nie-
wielkiej czesci badanych obserwowano jedynie nieznacznie
nasilony odczyn w miejscu podania szczepionki [25].

Kolejny etap II badan rozpoczgto w 2001 roku. Szczepieniu
poddano pacjentéw z przewlektym, aktywnym zapaleniem
watroby typu C. Zastosowano 5 dawek po 20 pug w kolej-
nych tygodniach: 0, 4, 8, 12, 24, a po okoto roku — nastgpny
cykl 6 szczepien w odstgpach trzytygodniowych. W grupie
kontrolnej stosowano placebo. U badanych chorych wyko-
nano wiele badan laboratoryjnych oraz biopsje watroby.
Podanie szczepionki zawierajacej biatko E1 wirusa HCV
powodowalto silne pobudzenie proliferacji limfocytéw T
i wzrost st¢zenia przeciwcial anty-E1 w surowicy. Miano
RNA wirusa nie ulegato istotnym zmianom. Ocena prébek
z biopsji watroby wykazata, ze zastosowanie szczepionki
terapeutycznej opartej na biatkach E1, moze zahamowac
postep marskosci watroby, a nawet polepszy¢ stan tkanki
watrobowej, czego odzwierciedleniem byto réwniez obni-
zenie poziomu ALAT w surowicy krwi [29].

Proponuje sig, aby w przysztych badaniach zastosowac bar-
dziej rygorystyczne, a jednoczes$nie powtarzalne kryteria
kwalifikacji zmian w tkance watrobowej [14].

Dalsze badania kliniczne, maja za zadanie potwierdzenie
korzystnego dziatania terapeutycznego szczepionki, a tak-
ze ustalenie dawkowania i wtasciwego schematu podawa-
nia leku [29].

POSTEPY PRAC NAD STWORZENIEM SZCZEPIONKI PROFILAKTYCZNE)
przeciwko WZW typu C

Mechanizmy decydujace o skutecznym zwalczaniu infekcji
HCYV przez ludzki organizm, nie zostaly dotychczas w petni
poznane. Szeroka wiedza na ten temat jest jednak niezbed-
na, aby mozna byto prowadzi¢ dalsze efektywne badania
nad stworzeniem profilaktycznej szczepionki przeciwko
WZW C. Pojawily si¢ pierwsze doniesienia o udanych
prébach immunizacji szympanséw za pomocg réznorod-
nych modeli szczepionek, ktorych efektywnosé wezesniej
oceniano u myszy. Poniewaz przebieg proceséw odporno-
Sciowych po zakazeniu wirusem HCV, jest bardzo podob-
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ny u szympansOow i u ludzi, poczynione obserwacje moga
wnies$¢ wiele cennych informacji, pozwalajacych wiasci-
wie ukierunkowaé dalsze badania.

Zastosowanie protein E1 i E2 jako szczepionek profilak-
tycznych, a takze fragmentéow DNA kodujacych biatko
E2, wywotywato u szympanséw na tyle skuteczna reak-
cj¢ uktadu odpornosciowego, ze dochodzito do zwalcze-
nia zakazenia homologicznym szczepem HCV w poczat-
kowym stadium [35].

W jednym z doswiadczen udato si¢ dos¢ wnikliwie ocenié,
ktére elementy wirusa sg istotne do wywotania odpowiedzi
immunologicznej, skutecznie zwalczajacej infekcje HCV.
W badaniach tych zastosowano szczepienia wst¢pne za po-
moca fragmentéw DNA odpowiadajacych biatkom wiru-
sa: E1, E2, NS3, C, a nastgpnie dawki przypominajace, za-
wierajace wtasciwe, rekombinowane proteiny.

Stwierdzono przede wszystkim, ze szczepienie profilak-
tyczne moze chroni¢ przed rozwojem zakazenia heterolo-
gicznym podtypem wirusa HCV. W zwalczeniu zakazenia
najwigksza role odgrywa odpowiedz komoérkowa [23,35],
a szczegblnie pojawienie si¢ w krdtkim czasie po zakaze-
niu, duzej liczby limfocytéw T pomocniczych (Thl), wy-
twarzajacych IFN-y, ukierunkowanych przeciwko odpo-
wiednim antygenom wirusa [35].

Najbardziej immunogenne sposréd sktadnikéw propono-
wanej szczepionki profilaktycznej, okazuja si¢ biatka E1

i NS3. Wyraznie indukuja odpowiedz komdrkowa limfo-

PismiENNICTWO

cytow Thl, swoistych dla tych biatek i zwigzane z tym
wytwarzanie IFN-yi IL-2. Istnieje wyrazna korelacja po-
migdzy wystapieniem takiej wtasnie odpowiedzi immu-
nologicznej po zakazeniu HCV, a mozliwoscia zwalcze-
nia wirusa we wczesnej fazie infekcji. Stabo zaznaczona
odpowiedZ immunologiczna przeciwko biatkom rdzenia
i E2 ostonki wirusa, sugeruje, ze na obecnym etapie wie-
dzy, raczej nie beda one przydatne jako sktadniki szcze-
pionki profilaktyczne;j.

Konieczne jest podjecie dalszych doswiadczen, celem po-
twierdzenia skuteczno$ci proponowanego modelu szcze-
pionki i gléwnej roli biatek E1 i NS3 w wywolywaniu
odpowiedzi komoérkowej przeciwko wirusowi zapalenia
watroby typu C [35].

PobsumowaNIE

Biorac pod uwagg zaawansowanie prac badawczych, oczeku-
je sig, ze w ciagu kilku lat, bedzie mozna stosowaé w prak-
tyce lekarskiej skuteczng szczepionke terapeutyczna, ktéra
stanie sig, oprdcz interferonu o i rybawiryny, jednym z ele-
mentéw leczenia pacjentéw chorujacych na wirusowe zapa-
lenie watroby typu C. Sadzi sig, ze terapeutyczne dzialanie
szczepionki zawierajacej biatka E1 otoczki wirusa, ograni-
czy postep stanu zapalnego i marskosci watroby, a wigc jest
szansa, ze zmniejszy si¢ zagrozenie zycia osob zakazonych
wirusem HCV. Potrzebne sa jednoczesnie dalsze wytezo-
ne prace nad opracowaniem szczepionki profilaktycznej,
ktéra pozwoli na ograniczenie rozwoju wirusa w organi-
zmie, zanim wywota on zmiany chorobowe.
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