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Szczepienia przeciwpratkowe - BCG i co dalej?*

Vaccination against M. tuberculosis - what next after
BCG?
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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Gruzlica (TB) ciagle stanowi bardzo powazny swiatowy problem zdrowia publicznego. Wystgpowanie
TB jest zdecydowanie wigksze w regionach ubogich i o duzej gestosci zaludnienia (Afryka,
Azja), niz w krajach postrzeganych jako stosunkowo zasobne. Jednakze rowniez i tam, zwlasz-
cza w Europie Wschodniej, problem gruZlicy staje sie palacy ze wzgledu na coraz czgsciej po-
jawiajace si¢ szczepy wielolekooporne.

Leczenie gruzlicy jest trudne, gdyz wymaga dlugiego okresu stosowania kilku lekow przeciw-
pratkowych, a czasami nieskuteczne — gdy pacjent zostal zainfekowany pratkami wielolekoopor-
nymi lub wykazuje deficyty odpornosci (infekcja HIV). Najlepsza ochrona przed gruzlica pozo-
staje wigc zastosowanie skutecznej szczepionki.

Na poczatku XX wieku zostala wprowadzona do powszechnego uzycia pierwsza i jak dotad jedy-
na przeciwgruzlicza szczepionka BCG (Bacille Calmette-Guerin). Dzi§ wiadomo, ze preparat ten
nie jest w petni skuteczny. Mimo wielu badan i uptywu czasu nie udato si¢ jak dotad uzyskac lep-
szej szczepionki przeciwgruzliczej. Prace majace na celu jej stworzenie sa jednak bardzo szeroko
zakrojone. Wiele z nowo opracowywanych preparatéw jest w I1 i III fazie badan, a ich dotychcza-
sowe rezultaty wydaja si¢ obiecujace. Poszukiwania nowych szczepionek obejmuja kilka strate-
gii: uzycie ostabionych przez modyfikacje wirulentnych pratkéw Mycobacterium tuberculosis,
rekombinowanych atenuowanych pratkéw M. bovis BCG, wyselekcjonowanych immunogennych
biatek mikobakterii lub kodujacego je DNA, czy tez innych wektoréw drobnoustrojowych no-
szacych antygeny pratkowe. Rozwdj roznorodnych koncepcji jest niezwykle istotny, poniewaz
zwigksza szanse otrzymania preparatéw jak najbardziej skutecznych i bezpiecznych w immuni-
zacji jak najszerszej grupy ludzi, nie tylko oséb zdrowych, ale réwniez tych z niedoborami od-
pornosci. W swietle trwajacych badan perspektywy uzyskania bardziej skutecznej szczepionki
napawaja pewnym optymizmem.

gruilica * szczepionka ¢ immunizacja * BCG

Summary

Tuberculosis (TB) still remains a huge global health problem. An increase in TB has been ob-
served in many parts of the world, especially in poor and densely populated sub-Saharan Africa
and Asia. Tuberculosis affects not only the developing countries but also the relatively wealthy
regions of Europe, particularly Eastern Europe, where drug-resistant mycobacterial strains are
increasingly reported.

* Publikacja zostata sfinansowana z grantu MNiSzW nr N N303 345035.
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Control of tuberculosis expansion is very difficult. It requires the long-term use of anti-myco-
bacterial drugs. Additionally, the HIV epidemic and the phenomenon of multi-drug resistance
are assumed to be responsible for the increase in TB cases. Therefore the most reasonable form
of anti-TB protection seems to be effective vaccination.

At the beginning of the twentieth century the BCG vaccine was introduced into general use as
the first and so far the only immune protector against tuberculosis. Now it is known that this vac-
cine is not powerful enough and induces protection at a relatively low level. Hence ongoing rese-
arch on the development of a more powerful anti-mycobacterial vaccine is still needed. Many of
the new formulations are in phase II or III of clinical trials and the results are promising. The se-
arch for new vaccines involves several strategies: modified virulence-attenuated Mycobacterium
tuberculosis strains, recombination of attenuated M. bovis BCG bacilli, immunogenic mycobac-
terial proteins and DNA encoding selected proteins as well as unrelated microorganisms used as
carriers of mycobacterial antigens. The wide range of concepts is extremely important because
new vaccines should serve for immunization of the broadest possible population, not only heal-

thy individuals but also those who are immunocompromised.
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Wstep

Mycobacterium tuberculosis (Mtb) to jeden z najbar-
dziej rozpowszechnionych patogenéw bakteryjnych czto-
wieka. 24 marca 1882 r., podczas wykladu w Berlifiskim
Towarzystwie Fizjologicznym, Robert Koch ogtosit, ze
bakteria ta jest czynnikiem etiologicznym gruZlicy. Mtb
wystepuje w postaci Gram-dodatniej pateczki i charakte-
ryzuje si¢ wyjatkowa budowa sciany komérkowej. Cechuje
si¢ ona duza zawartoscia lipidéw, w tym kwaséw mikolo-
wych oraz innych specyficznych struktur, ktére warunku-
ja kwasoopornos¢ tej bakterii. Pratek gruZlicy jest jednym
z najstarszych patogenéw ludzkich, ktéry rozwinat kom-
pleksowe strategie przetrwania [16,17,18]. Jedna z nich jest
jego zdolnos¢ do utrzymywania si¢ wewnatrz gospodarza
przez diugi okres w stanie utajonym [15,51].

Gruzlica (TB) stanowi powazny problem zdrowotny na
Swiecie. Szacuje sig, iz w 2008 r. u ponad 9 milionéw
0s6b rozwingla si¢ aktywna postaé choroby. Rocznie jest
ona przyczyna okoto 2 milionéw zgonéw [21]. Tym sa-
mym gruZzlica obok AIDS stanowi chorobg o najwyzszym
stopniu §miertelnosci dla ludzi, spowodowana przez jeden
czynnik zakazny [19]. Ponadto szacuje sig, ze okoto 2 mi-
liardy ludzi, czyli prawie Y3 catej populacji, jest latentnie
zakazona Mtb [38].

Wigkszos¢ przypadkéw gruzlicy odnotowuje sie w kra-
jach Azji Potudniowo-Wschodniej, charakteryzujacych
si¢ bardzo duza gestoscia zaludnienia. Najgorzej w tych
statystykach wypadaja Indie, gdzie wykrywa si¢ okotlo
1,9 miliona nowych przypadkéw rocznie. Rownie powaz-
na sytuacja wystgpuje w Chinach i Indonezji. Ogromny

odsetek zachorowan obserwowany jest réwniez w Afryce
Subsaharyjskiej, RPA, Ugandzie i Mozambiku, gdzie na
100000 os6b stwierdza si¢ ponad 500 przypadkéw zacho-
rowan na gruzlicg. Problem gruZlicy wzrasta w przypad-
ku 0séb zakazonych wirusem HIV, wsréd ktérych to wta-
$nie gruZzlica jest najczestsza przyczyna $mierci. Zupelinie
odmienna sytuacja panuje w krajach zachodniej Europy,
gdzie gruZlica wystgpuje znacznie rzadziej i na 100000
0s6b pojawia si¢ Srednio 10-50 zachorowan. GruZzlica,
tacznie z malarig i AIDS okreslane sa wspdlna nazwa ,,The
Big Three” (Wielka Tréjka), a ich wystgpowanie wiaze si¢
m.in. z ubéstwem oraz ogromnymi dysproporcjami mig-
dzy krajami bogatymi i biednymi [13,15].

Do niedawna sadzono, iz gruZlica przestata by¢é powaz-
nym problemem zdrowia publicznego, poniewaz moz-
na ja skutecznie zwalczy¢ lekami przeciwpratkowymi.
Kilka czynnikéw przyczynito si¢ jednak do braku sukce-
su w globalnej kontroli gruZlicy. Zaliczamy do nich: trud-
nosci w diagnostyce, czynniki spoteczno-ekonomiczne na
obszarach endemicznego wystgpowania gruzlicy oraz to,
ze eradykacja bakterii z organizmu wymaga wielu miesig-
cy leczenia. Ponadto pojawity si¢ wielolekooporne posta-
ci gruzlicy (MDR — multi drug resistant) i nadzwyczajnie
lekooporne postaci gruzlicy (XDR — extensive drug resi-
stant). MDR TB jest wywotana przez bakterie oporne na
dziatanie dwoch podstawowych lekéw przeciwpratkowych
— izoniazydu i rifampicyny. Natomiast pratek typu XDR
TB charakteryzuje si¢ opornoscia na wymienione wcze-
$niej leki oraz najlepsze leki drugiej linii — fluorochinolony,
a ponadto na jeden z trzech innych antybiotykéw: amika-
cyng, kanamycyng lub kapreomycyng. Ta wielolekoopor-
nos¢ sprawia, iz chorzy z gruzlica XDR maja niewielkie
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szanse wyleczenia i umierajg mimo intensywnej, kosztow-
nej i dlugotrwatej terapii. Wszystko to sprawia, iz zwal-
czanie gruzlicy ponownie stato si¢ sprawa priorytetowa
w skali globalnej [13,15,50].

Zachorowaniom na gruZlicg zapobiega si¢ przez stosowa-
nie szczepien ochronnych. Dotychczas jedyna dopuszczona
do uzycia szczepionka przeciwpratkowa jest szczepionka
BCG, ktoéra zastosowano po raz pierwszy w latach 20. XX
wieku. Sadzono wtedy, ze po wprowadzeniu tego preparatu
liczba nowych zachorowan na gruZlicg zostanie znaczaco
ograniczona, a tym samym problem tej choroby zostanie
rozwiazany. Do tej pory podano dzieciom okoto 4 bilio-
ny dawek szczepionki BCG w 182 panistwach. Mimo po-
wszechnego stosowania na calym Swiecie szczepien prze-
ciwgruzliczych, nie osiagnigto zamierzonego celu. Jest to
wynikiem m.in. réznego stopnia odpornosci przeciwgruz-
liczej indukowanej u szczepionych. Wtasciwosci ochronne
BCG szacowane sa na poziomie 0-80% w zaleznosci od
miejsca wykonania badan. Dowiedziono, ze szczepionka
BCG chroni skutecznie przede wszystkim dzieci do lat 15
(zwtaszcza przed najgroZniejszymi postaciami gruzlicy
— gruzlica oSrodkowego uktadu nerwowego i uogdélnionag
gruzlica ,,proséwka”). U oséb dorostych, poziom ochro-
ny wykonywanych w dziecinstwie szczepien BCG ocenia
si¢ najwyzej na 50% [50].

Biorac pod uwage dramatyczne statystyki lat 90. XX wie-
ku, obrazujace zachorowalnos¢ na gruzlicg i Smiertelnos¢
spowodowana ta choroba, Swiatowa Organizacja Zdrowia
(WHO) ogtosita globalne zagrozenie tym drobnoustro-
jem. Przyczynito si¢ to do utworzenia migdzynarodowych
strategii zwalczania gruzlicy. Opracowano m.in. program
DOTS (Directly Observed Treatment Short-course), ktdre-
go podstawe stanowi szybkie wykrywanie i bezposrednio
nadzorowane leczenie gruzlicy zestawem lekéw przeciw-
pratkowych. Program DOTS zostat zaakceptowany przez
organizacje rzadowe, korporacje przemystowe i instytu-
cje zajmujace sig¢ walka z gruzlica (m.in. WHO). Jego ce-
lem jest opracowywanie warunkéw pomocy dla parnstw
0 najwyzszym poziomie zachorowalnos$ci oraz zasad dia-
gnostyki, leczenia i kontroli epidemiologicznej gruZlicy.
Zgodnie z tym programem nalezy dazy¢ do zredukowa-
nia liczby zachorowain na gruzlicg, tak by do 2015 r. na-
stapit spadek o 50%, a do roku 2050 powinien by¢ odno-
towywany mniej niz jeden przypadek aktywnej postaci
gruzlicy na 100 000 oséb. W ramach powyzszej strate-
gii wyrdzniono kilka gtéwnych celéw. Zaliczamy do nich
redukcj¢ czasu leczenia i czgstosci ponownych zachoro-
warn, opracowanie nowych lekéw oraz schematéw lecze-
nia gruzlicy XDR 1 MDR, a takze terapii os6b zakazonych
jednoczesnie Mrb i HIV [2,15,49]. Szczegolne znaczenie
wsréd zamierzen programu walki z gruzlica ma stwo-
rzenie nowej, bardziej efektywnej szczepionki prze-
ciwpratkowej.

Duza liczba nowych zakazen Mtb i niski poziom ochro-
ny przeciwpratkowej powstaty po podaniu szczepionki
BCG, oznaczaja potrzebg opracowania lepszego szcze-
pionkowego preparatu przeciwgruzliczego. W osrodkach
badawczych na $wiecie podejmowane sg proby stworze-
nia takiego preparatu, ktéry doprowadzi do efektywniej-
szego nabycia odpornosci przeciw pratkom gruzlicy [24].
Obecnie znajduje si¢ kilka wariantéw nowych szczepionek

przeciwgruzliczych w réznych fazach badai. W pracy omé-
wiono wybrane nowe modele szczepionek przeciwpratko-
wych i zwigzane z nimi perspektywy skutecznej ochrony
przeciwgruzliczej, a w konsekwencji perspektywy ogra-
niczenia wystgpowania tej choroby.

Szczerionka BCG

Szczepionka BCG (Bacille Calmette-Guérin) jest pre-
paratem powszechnie uzywanym do szczepiefi przeciw-
gruzliczych. Nazwa szczepionki pochodzi od nazwy prat-
kéw oraz nazwisk badaczy, ktérzy ja opracowali — Albert
Calmette i Camille Guérin. Pratki Calmette-Guérin sg ate-
nuowanym szczepem Mycobacterium bovis (pratka bydle-
cego) uzyskanym w Instytucie Pasteura w Lille we Francji.

Po raz pierwszy ogloszono, iz gruZlica jest choroba zakazna
w potowie XIX w., kiedy to Jean Antoine Villemin w 1865 .
na jednym z posiedzen francuskiej Akademii Medycznej
przedstawit wyniki swoich badan. Dowodzit, iz mozliwa
jest transmisja choroby z jednego osobnika na drugiego, co
wykazat przez zarazenie krélika materialem pobranym od
chorego na gruZzlicg pacjenta oraz materiatem pobranym
od chorego bydta [5,37]. Dopiero prace Roberta Kocha
pozwolity okresli¢, iz czynnikiem etiologicznym ludzkiej
gruzlicy jest Mycobacterium tuberculosis, a gruZlicy bydta
— Mycobacterium bovis. Sadzono, iz na zasadzie analogii,
podobnie jak w przypadku opracowania szczepionki prze-
ciwko ospie, bedzie mozna zastosowaé M. bovis do immu-
nizacji ludzi w celu ochrony przed gruZlica. Okazato sig,
ze bezposrednie zastosowanie M. bovis nie jest mozliwe,
gdyz doprowadza do rozwoju choroby. Przetom nastapit
po tym jak w 1908 r. Edmond Nocard wyizolowat szczep
M. bovis (zwany szczepem ,,Lait Nocard”) ze zmian cho-
robowych okolic sutka chorej na gruZlice krowy i prze-
stat go do Alberta Calmette z Instytutu Pasteura w Lille.
Calmette oraz jego wspdipracownik Camille Guérin wie-
lokrotnie pasazowali pratki na podtozu hodowlanym. Po
230 pasazach zauwazono, ze M. bovis stracit swa zjadli-
wos¢, co umozliwito wykorzystanie go do produkcji bez-
piecznej szczepionki [60]. Warunkiem stosowania BCG
jako szczepionki przeciwpratkowej byta zatem utrata wia-
Sciwosci chorobotwoérczych.

Obecnie w celach immunizacyjnych stosowanych jest na
Swiecie 12 podszczepéw BCG rézniacych si¢, w wyniku
kilkudziesigcioletniego pasazowania, pod wzgledem ge-
notypowym i fenotypowym. Wszystkie jednak zachowu-
ja pierwotnie opisane wlasciwosci protekcyjne, przy czym
jednym z podszczepdw o najsilniejszych cechach immu-
nizacyjnych jest szczep brazylijski zwany BCG Moreau-
Rio de Janeiro. Przywieziony zostat do Brazylii w 1927 r.
i jest szczepem siostrzanym szczepu sprowadzonego do
Urugwaju w 1925 r. przez Julio Elvio Moreau [6].

Po raz pierwszy BCG podano cztowiekowi doustnie
w 1921 r., kiedy to zaszczepiono noworodka urodzonego
przez chora na gruzlice matke [6]. Wkrétce szczepienia zo-
staly wdrozone w catej Europie, a po IT Wojnie Swiatowej
WHO zalecita rozszerzenie kampanii szczepien poza te-
ren Europy [13,20,36,42,51].

Spos6b podania szczepionki zmieniat si¢ na przestrze-
ni lat. Pierwotnie szczepionka podawana byta doustnie.
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Po raz pierwszy szczepienie §rédskérne przeprowadzono
w 1927 r., a od 1939 r. praktykowano szczepienie przez
wielopunktowe naktucia skérne. Obecnie szczepionka po-
dawana jest Srédskornie, chociaz jeszcze do 1968 r. bywa-
ta podawana doustnie [6].

Od wprowadzenia BCG przeprowadzono wiele badan kli-
nicznych (pierwsze juz w latach 30. ub.w.) aby oceni¢ sku-
tecznos¢ ochronng tej szczepionki. W wielu krajach jest
ona podawana zaraz po urodzeniu i daje ochrong szczegdl-
nie przed gruzliczym zapaleniem opon mézgowych, w cig-
gu pierwszych 15 lat zycia. Od poczatku istnieja kontro-
wersje na temat protekcyjnego dziatanie szczepionki BCG
zapobiegajacego gruzlicy ptuc u dorostych. Podczas kon-
trolnych badan klinicznych wykazano, ze poziom zabez-
pieczenia BCG przeciw chorobie ptuc w Europie wynosi
srednio 50%. Sa jednak rejony §wiata, gdzie skutecznosé
ta jest znacznie wyzsza (okoto 80%) i obszary, gdzie sku-
teczno$¢ bliska jest zeru (subkontynent indyjski). Ponadto
wykazano, ze ponowne podawanie szczepionki BCG mto-
dziezy nie zwigksza zabezpieczenia przed najpowszechnie;j
wystepujaca plucna postacia gruzlicy [42,56,63].

Prébujac wyjasnié réznice w poziomie aktywnosci ochron-
nej szczepieri BCG obserwowanej w réznych programach
badawczych rozwaza si¢ zréznicowane ryzyko ekspozycji
na pratki Srodowiskowe [42].

Pratki srodowiskowe to organizmy wszechobecne, ktére
zyja w glebie. Ich liczba wzrasta wraz ze zmniejszaniem
si¢ dlugosci geograficznej, a wigc na obszarach potozo-
nych blisko réwnika ekspozycja na dziatanie tych bakterii
jest najwigksza. Podejrzewa sig, ze reakcje odpornoscio-
we wzbudzane przez mikobakterie Srodowiskowe interfe-
ruja z reakcja na szczepionkg BCG poprzez jej blokowa-
nie lub maskowanie [42].

Aby zbada¢ wptyw pratkéw srodowiskowych na powstawa-
nie odpornosci przeciwgruzliczej przeprowadzono badania
poréwnawcze w grupach ludnosci zamieszkujacej Wielka
Brytani¢ i Malawi. Okazalo sig, ze przed zaszczepieniem
szczepionka BCG poziom odpowiedzi immunologicznej
przeciw antygenom pratkowym u os6b w Wielkiej Brytanii
byt niski, natomiast u 0s6b w Malawi wysoki. Po podaniu
szczepionki BCG badani w Wielkiej Brytanii wykazywa-
li oczekiwana reakcje, czyli wzrost poziomu odpowiedzi
immunologicznej na antygeny pratkowe. W przypadku
Malawijczykow szczepienie nie miato istotnego wplywu
na t¢ odpowiedz. Doswiadczenie to potwierdza zalozenia
hipotezy maskowania, wedtug ktérej odpowiedZ na prat-
ki sSrodowiskowe koliduje z odpowiedzia na wprowadza-
na doskdrnie szczepionke BCG, poprzez jej blokowanie.
Potwierdzono to w badaniach u zwierzat [42].

Rézne poziomy ochrony przeciwpratkowej BCG moga
wynikaé réwniez z réznic genetycznych mig¢dzy réznymi
szczepami BCG, jakie byty uzywane do produkcji szcze-
pionek na catym swiecie [42,51].

Zrozumienie mechanizméw zmiennej skutecznosci szcze-
pionki BCG jest bardzo wazne w opracowaniu nowych,
lepszych szczepionek przeciwpratkowych, co staje sig nie-
zbednym zadaniem w sytuacji powstawania lekoopornych
szczepOw Mtb.

NOWE KIERUNKI POSZUKIWAWCZE SKUTECZNIEJSZE) SZCZEPIONKI
PRZECIWPRATKOWE)

Podczas opracowywania nowych szczepionek przeciwprat-
kowych nalezy uwzgledni¢ mozliwos¢ bezpiecznego ich za-
stosowania u os6b zarazonych wirusem HIV lub lekoopor-
nymi pratkami gruzlicy MDR i XDR. Nowa szczepionka
powinna takze wzmagac¢ odpowiedZ komoérkowa na prat-
ki gruzlicy u ludzi, u ktérych podanie BCG w wieku no-
worodkowym, a do niedawna takze szkolnym, nie wzbu-
dzito efektu protekcyjnego [49].

Wyréznia si¢ dwie gtéwne strategie w opracowywaniu
nowych szczepionek przeciwgruZliczych. Pierwsza obej-
muje stworzenie preparatéw, ktére zastapia dotychczaso-
wa szczepionke BCG i beda si¢ opiera¢ na modyfikowa-
nych szczepach BCG lub Mtb. Druga strategia skupia sig
na opracowaniu szczepionek typu ,,booster”. Mogtyby one
zawiera¢ wyselekcjonowane antygeny Mtb i bylyby poda-
wane osobom juz wczesniej immunizowanym Szczepion-
ka BCG. Ich uzycie potggowaloby wlasciwosci protekcyj-
ne dotychczas stosowanej szczepionki [42].

Szczepionki przeciwpratkowe, nad ktérymi trwaja ostat-

nio badania, mozna podzieli¢ na kilka rodzajéw. Wsréd

nich wyrézniamy:

e szczepionki zawierajace atenuowane mutanty
Mycobacterium tuberculosis,

* rekombinowane szczepionki BCG,

* szczepionki zawierajace szczepy BCG oraz inne prat-
ki, np. M. vaccae lub M. simiae,

e szczepionki zawierajace wirusy jako no$niki antygenow
pratkowych,

* szczepionki podjednostkowe,

» szczepionki DNA.

Powyzsze preparaty testowane sa w roznych laboratoriach
i jednostkach naukowo-badawczych w celu okreslenia ich
bezpieczenistwa i skutecznosci [36,42,56,68]. Obecnie te-
stowanych jest na r6znych etapach badan klinicznych nie
mniej niz 6 nowych preparatéw szczepionkowych [9,13,27].

iYWE, ATENUOWANE SZCZEPIONKI PRZECIWPRATKOWE

Szczepionki stanowigce atenuowane mutanty M.
tuberculosis

W genomie M. tuberculosis wystgpuje ponad 120 genéw,
ktore nie sa obecne w szczepach BCG. Na tej podstawie
postawiono hipotezg, ze zywy, atenuowany pratek gruzli-
cy, ktory zawiera bardziej kompletny zestaw antygendw,
moze lepiej chroni¢ niz dotychczasowa szczepionka BCG.
Podstawowym warunkiem zastosowania Mtb, jako szcze-
pionki jest jego skuteczna atenuacja przy jednoczesnym
zachowaniu wtasciwosci immunogennych [13]. Dzigki za-
stosowaniu nowoczesnych metod inzynierii genetycznej
otrzymano mutanty auksotroficzne Mtb w zakresie synte-
zy m.in. puryn [35], leucyny [29], lizyny [48], glutaminy
[64] czy tryptofanu [58]. Szczepy takie przezywaly i1 na-
mnazaly si¢ w organizmach zwierzat do§wiadczalnych nie
powodujac u nich objawéw chorobowych. Niestety ich wia-
Sciwosci protekcyjne byty réwnowazne lub czgsciej stab-
sze w poréwnaniu z wlasciwosciami ochronnymi standar-
dowej szczepionki BCG [13,56].
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Eliminacja genu secA2 u Mtb reprezentuje inny nurt po-
dejscia w zakresie pozyskiwania atenuowanych szczepéw
Mtb do immunizacyji. Gen ten odpowiada za powstawa-
nie czynnika niezbgdnego do uwalniania przez komoérki
Mtb pewnej grupy biatek, w tym dysmutazy ponadtlenko-
wej SodA, odpowiedzialnych za przeksztatcanie anionéw
ponadtlenkowych (superoxide anions) do nadtlenku wo-
doru (H,0,). Tak przygotowany mutant odznaczat sig ob-
nizong zjadliwoscia i w przeciwienistwie do szczepu dzi-
kiego Mtb, nasilal proces apoptozy zarazonych pratkami
makrofagéw. Antygeny tego mutanta byly prezentowane
limfocytom T w sposéb promujacy rozwdj swoistych lim-
focytéw cytotoksycznych o fenotypie CD8*. Badania na
zwierzetach wykazaty, ze szczep AsecA2 Mtb zapewnial
lepsza ochrong przed zjadliwymi pratkami Mtb niz obec-
nie stosowana szczepionka BCG [26].

Inng strategi¢ pozyskania szczepdéw Mtb do szczepienia
stanowia proby opracowania mutantéw charakteryzuja-
cych si¢ obnizona zdolnoscia do utrzymywania si¢ (per-
sist) w organizmie poddawanym wakcynacji przy zacho-
waniu mozliwie niezmienionych podstawowych procesow
biologicznych. Skrécony czas utrzymywania si¢ bakterii
szczepionkowych w organizmie ma szczegdlne znaczenie
w przypadku immunizacji 0oséb z niedoborami odpornosci.
Wyrazem tych poszukiwan jest opracowanie auksotroficz-
nego szczepu Mthb w zakresie syntezy kwasu pantoteno-
wego (witaminy B,). Wykazano, iz taki mutant odznacza
si¢ wysokim poziomem atenuacji nie tylko w organizmach
zwierzat immunokompetentnych (myszy BALB/c), ale réw-
niez w organizmach zwierzat z duzym niedoborem odpor-
nosci (myszy typu SCID), a uzyskiwany poziom protekcji
obserwowany u zwierzat szczepionych mutantem z deficy-
tem syntezy witaminy B, i tych immunizowanych szcze-
pionka BCG byl poréwnywalny [53].

Jednym ze szczepéw M. tuberculosis wykazujacym atenu-
acje przekraczajacq nawet t¢ reprezentowang przez szczep
BCG jest Mtb SO2 [41]. Szczep ten uzyskano przez unie-
czynnienie genu phoP kodujacego jedno z dwu biatek dwu-
komponentowego systemu sygnalowego phoP/R. System
ten jest jednym z najwazniejszych elementéw odgrywaja-
cych role w wirulencji Mtb. Produkt genu phoP ma dziata-
nie regulatorowe w formowaniu ztozonej struktury lipidéw
pratkowych, w tym tych nadajacych im charakter wirulent-
ny. W badaniach u myszy wykazano, iz szczep MtbSO?2,
uzyty jako szczepionka, wykazywat dziatanie protekcyjne
na poziomie zblizonym do tego, jakie obserwowane byto
po podawaniu szczepionki BCG. Z ptuc myszy szczepio-
nych MtbSO2 i tych immunizowanych BCG, zakazonych
po szczepieniu w pelni zjadliwymi pratkami gruZlicy, izo-
lowano podobna liczbe pratkow, nizsza niz liczba bakterii
wykrywanych w ptucach zwierzat nieimmunizowanych.
Roéwniez liczba zwierzat, u ktérych zakazenie Mtb spowo-
dowato zmiany zapalne w ptucach byta podobnie zmniej-
szona w grupach szczepionych MtbSO2 i BCG w por6éw-
naniu z grupa myszy nieimmunizowanych [4].

Obiektem zainteresowania w pozyskaniu nowego szczepu
szczepionkowego staty si¢ rowniez mikobakterie okresla-
ne jako Mycobacterium w (Mw). Sa to nietypowe, szyb-
ko rosnace i niechorobotworcze pratki [46]. Wykazuja po-
krewienstwo antygenowe zaréwno z M. leprae jak i z M.
tuberculosis. Stwierdzono, ze zabite pratki Mw aktywowaty

limfocyty Th1 do wytwarzania IFN-yi IL-2 [55]. Dalsze
badania z udziatem zwierzat wykazaly, iz zabite prat-
ki Mycobacterium w podawane razem z zawierajacym
dwumikolan trehalozy adiuwantem Ribi lepiej chroni-
ty zwierzeta przed pratkami gruzlicy niz zabite pratki M.
tuberculosis [56].

Szczepionki zawierajace rekombinowany szczep M.
bovis BCG

Pratki M. bovis BCG obecnie uzywane w szczepionkach
przeciwgruzliczych utracilty cz¢$¢ genéw podczas dtugo-
trwalego procesu atenuacji. Zaktada si¢, ze ponowne wpro-
wadzenie genéw kodujacych okreslone antygeny lub ,,im-
munostymulatoréw” do genomu BCG moze wptynaé na
podwyzszenie wlasciwosci immunogennych tych bakte-
rii. Tym samym poziom ochrony indukowany po podaniu
szczepionki zawierajacej tak udoskonalone drobnoustroje
powinien by¢ znacznie lepszy w stosunku do szczepion-
ki pierwotnej [56].

Rekombinowane szczepionki BCG (rBCG) sa konstru-
owane technikami inzynierii genetycznej. W ten sposéb
uzyskano rekombinanty BCG z ekspresja réznych cyto-
kin, takich jak IL-2, IFN-y lub GM-CSF, ktére mogtyby
wzmocni¢ odpowiedZ na antygeny Mtb. Opracowany zo-
stal réwniez rekombinant z ekspresja listeriolizyny wyka-
zujacy zwigkszona zdolnos¢ stymulowania limfocytéw T
CD8*. Niedawno skonstruowano réwniez szczepy BCG wy-
twarzajace biatka Ag85B 1 Rv3425 nalezace do grupy bia-
tek PPE pochodzacych od Mtb (rBCG: Ag85B- Rv3425).
Biatka tej grupy zawieraja w N-konicowej czg¢sci taricucha
peptydowego sekwencje aminokwaséw Pro-Pro-Glu, od
ktorej zostata utworzona nazwa grupy biatlek PPE [56].
Geny zwiazane z synteza bialek PPE (wraz z inng grupa
niespokrewnionych z PPE biatek PE) zajmuja az okoto 9%
catego genomu Mrb, natomiast same biatka sa uznawane za
podstawowy rezerwuar zréznicowania antygenowego prat-
kéw gruzlicy [12]. Wykazano, iz biatko Rv3425 Mth ma
wiasciwosci immunogenne wzmacniajace odpowiedz typu
Th1/Th2. Wyrazem tego jest m.in. wzrost st¢zenia IFN-y
w hodowlach splenocytéw i intensywne wytwarzanie IgG1
w organizmach myszy immunizowanych biatkiem Rv3425.
Obserwacje te w potaczeniu z informacjami o immunodo-
minujacej roli tego biatka stwarzaja przestanki by rozwa-
za¢ Rv3425 jako dobrego kandydata do prac nad nowymi
szczepionkami przeciwgruZliczymi [66].

Nowo opracowywana szczepionka, zwana rBCG30, za-
wiera rekombinowany szczep BCG charakteryzujacy si¢
nadekspresja mikolylotransferazy (MSP) [30,31,32,33],
sekrecyjnego biatka o masie 30 kDa, znanego takze jako
a-antygen lub Ag85B [7]. Biatko to jest wydzielane za-
réwno do podloza wzrostu, jak i wewnatrz makrofagéw fa-
gocytujacych pratki [30].

W badaniach efektywnosci konstruowanych szczepionek
przeciwgruzliczych, zwierzgciem z wyboru jest Swinka
morska, wykazujaca duza wrazliwo$¢ na chorobotwércze
dziatanie Mtb. Dodatkowo reakcje immunologiczne i pew-
ne procesy patologiczne rozwijane przez §winki morskie
zakazane pratkami gruzlicy przypominaja te obserwowa-
ne u ludzi. Niezwykle wazny jest sposob zakazania zwie-
rzat. U ludzi pierwotna gruZlica zazwyczaj jest gruzlica
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ptuc. Dlatego w badaniach efektywnosci szczepionek prze-
ciwgruzliczych zaleca si¢ zakazanie zwierzat aerozolem.
W celu okreslenia efektywnosci protekcyjnej skonstru-
owanej szczepionki rBCG30, sSwinkom morskim podawa-
no $rodskornie rekombinanta rBCG30 lub szczepionkowe
pratki BCG, a 10 tygodni pdZniej, zwierzeta zakazano ae-
rozolem zawierajacym wirulentne Mtb. Zaobserwowano,
ze zwierzeta immunizowane rekombinantem rBCG30 efek-
tywniej usuwaty pratki gruzlicy Mtb z organizmu, a ponad-
to przezywaty dtuzej niz te, ktére byly uodporniane prat-
kami BCG. Zwierzeta immunizowane nowa szczepionka
miaty stabiej zaznaczone zmiany patologiczne w ptucach,
watrobie i §ledzionie w poréwnaniu ze zwierzg¢tami, ktére
otrzymaty szczepionkg BCG. Szczepionka rBCG30 oka-
zala si¢ pierwsza szczepionka nowej generacji indukuja-
ca w modelu zwierzecym bardziej efektywne mechanizmy
protekcyjne w poréwnaniu z tradycyjnym preparatem BCG
[30,33]. W 2008 r. opublikowano wyniki badan I fazy testéw
klinicznych szczepionki rBCG30 u ochotnikéw. Wykazaty
one, ze rBCG30 jest preparatem bezpiecznym i dobrze to-
lerowanym przez zaszczepione osoby. W hodowlach ko-
morkowych, pobudzat on efektywnie namnazanie si¢ swo-
istych limfocytéw pomocniczych CD4" i cytotoksycznych
CD8", a takze wzbudzat intensywne wytwarzanie IFN-y.
W wymiarze klinicznym szczepionka ta wykazywata po-
dobna aktywnos$¢ immunologiczna do tej obserwowanej
po uzyciu standardowego preparatu BCG [28,57].

W celu podniesienia wlasciwosci immunogennych prat-
kéw rBCG30 stworzono rekombinanta charakteryzujacego
sie ekspresja ludzkiego IFN-y (rBCG30/hIFN-y). Swinki
morskie immunizowane takim rekombinantem, a nastgp-
nie zakazane Mtb szybciej eliminowaly wprowadzane in-
halacyjnie pratki Mtb niz Swinki immunizowane pratka-
mi BCG [34,49].

Bardzo wazna cecha szczepionek przeciwpratkowych po-
winna by¢ mozliwos¢ ich stosowania u oséb z obnizona
odpornoscig komérkowa np. zakazonych wirusem HIV.
Uwzgledniajac ten aspekt opracowano kolejna wersjg szcze-
pionki — rBCG(mtb)30, zawierajaca mutanta rBCG30 z de-
fektem syntezy mikobaktyny, ktdra jest potrzebna pratkom
do pozyskiwania zelaza. Dzigki temu mutant defektywny
rBCG(mtb)30 miat utrudniona replikacj¢ w makroorgani-
zmie, ale uzyty do immunizacji §winek morskich zapew-
niat im szybsza niz szczep BCG eliminacj¢ wirulentnych
pratkéw Mtb i nasilal rozwdj nadwrazliwosci péznej (DTH
— delayed hypersensitivity) na rekombinowane biatko 30
kDa (rAg85B) [34.,49].

Kolejnym przyktadem rekombinowanej szczepionki prze-
ciwpratkowej, ktora zostata dopuszczona do badar przed-
klinicznych jest szczepionka AureChly*'rBCG. Wirulentne
pratki Mtb, a w pewnym okresie czasu takze atenuowane
pratki BCG, przezywaja wewnatrz pgcherzykéw endoso-
malnych (fagosomdéw) bakterii. Zatem ich antygeny sa prze-
twarzane endosomalnie i pobudzaja giéwnie limfocyty T
pomocnicze CD4*. Autorzy szczepionki AureChly*rBCG
podjeli probe bardziej efektywnego zaangazowania lim-
focytéw cytotoksycznych T CD8* w odpowiedzZ przeciw-
pratkowa. Pratki Calmette-Guérin zostaly tak zmodyfiko-
wane, by wykazywaly ekspresj¢ genu listeriolizyny (Hly)
Listeria monocytogenes. Biatko to wykazuje optimum ak-
tywnosci w pH kwasnym zblizonym do 5.8, podczas gdy

poczatkowo kwasne pH fagosomu zawierajacego pochto-
nigte pratki ulega neutralizacji. Aby temu zapobiec szczep
rodzicielski BCG zmodyfikowano dodatkowo poprzez de-
lecje genu ureazy (AureC). Brak tego enzymu pozwala na
utrzymanie kwasnego srodowiska fagosomu, tworzac w ten
sposOb optymalne srodowisko dla wtasciwosci cytolitycz-
nych listeriolizyny. Niszczy ona blong fagosomu, a uwol-
nione pratki przedostaja si¢ do cytosolu komérki makro-
fagowej, sa przetwarzane do peptydow w proteasomach
i pobudzaja swoiste limfocyty cytotoksyczne CD8* [22].

Skutecznos¢ nowej szczepionki, sprawdzano u myszy pod-
danych ekspozycji na aerozol zawierajacy 2 rézne szczepy
Mycobacterium tuberculosis, laboratoryjny szczep H37Rv
i klinicznie izolowany szczep Beijing. Badania te dowio-
dty, ze rekombinant BCG z ekspresja tylko listeriolizyny
wywotuje odpornos¢ ochronna lepsza niz pierwotna szcze-
pionka BCG. Wykazano takze lepsze wtasciwosci im-
munogenne szczepu rekombinowanego BCG z ekspresja
listeriolizyny i inaktywowanym genem ureazy w poréwna-
niu za szczepem wyposazonym wytacznie w listeriolizy-
ne [22]. W przypadku pratkéw AureC Hly* rBCG docho-
dzi do pobudzenia swoistych limfocytéw cytotoksycznych
CD8* w sposob alternatywny z wykorzystaniem tzw. krzy-
zZowego przetwarzania antygendéw egzogennych w cytoso-
lu komérek prezentujacych antygen (komoérek dendrytycz-
nych i makrofagéw) i taczenia ich z czasteczkami MHC
klasy 1[22,49]. Szczepionka ta weszta w I fazg badan kli-
nicznych w 2008 r. [39].

Odmienng strategi¢ reprezentuja szczepionki, ktérych kon-
cepcja opiera si¢ na uzyskaniu rekombinowanych szcze-
poéw BCG wykazujacych ekspresje nie bialek pratkowych,
lecz okreslonych bialek makroorganizmu, o ktérych wia-
domo, iz odgrywaja role w przebiegu zakazenia lub petnia
role¢ immunoregulatorowa. Przyktadem takich rozwiazan
jest szczep BCG z ekspresja IFN-y lub BCG z ekspresja
IL-18. Wstepne badania na zwierzgtach wykazaty, ze re-
kombinanty takie wywotuja silna odpowiedzZ limfocytéw
T na antygeny mikobakterii [10].

Preparaty typu ,,booster’’: szczepionki
podjednostkowe, z biatkami fuzyjnymi, szczepionki
genetyczne

Istotna rol¢ w badaniach odpornosci przeciwzakaznej od-
grywa identyfikacja determinant antygenowych bakterii,
sprawdzenie ich roli podczas indukcji odpowiedzi immu-
nologicznej, a nast¢pnie izolacja fragmentéw rozpozna-
wanych przez limfocyty T i uzycie ich do otrzymywa-
nia szczepionek. Preparaty zawierajace jeden badZ wigcej
oczyszczonych lub czgsciowo oczyszczonych peptydow
antygenowych rozpoznawanych przez komoérki uktadu im-
munologicznego nazywane s szczepionkami podjednost-
kowymi [15,20]. Opracowywanie takich szczepionek jest
wyrazem poszukiwar stabilnych i bardziej bezpiecznych
preparatéw, zwlaszcza dla os6b z niedoborem odpornosci.

Pojecie ,,genetyczne uodpornienie” pojawito si¢ kilkana-
Scie lat temu i wiagze si¢ z nowa koncepcja rozwoju szcze-
pionek przeciw czynnikom zakaznym. Indukcja odpowie-
dzi immunologicznej nastgpuje po podaniu szczepionki
zawierajacej wylacznie material genetyczny, obejmuja-
cy sekwencje kodujace wybrane czasteczki antygenowe.
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W poréwnaniu do biatkowych podjednostkowych szczepio-
nek, oczyszczenie i produkcja szczepionek DNA jest czg-
sto mniej kosztowna. Szczepionki DNA sa réwniez prost-
sze w opracowaniu i z tych powodéw byty wykorzystywane
jako modele do badania immunogennosci oraz ochron-
nego dzialania pojedynczych antygenéw Mycobacterium
tuberculosis. Szczepionki te u myszy wywotywaty dobra
odpowiedZ immunologiczna, wykorzystujac szerszy re-
pertuar antygenowy limfocytéw T CD4* i CD8", w porow-
naniu ze szczepionkami podjednostkowymi. Ochrona po-
wstajaca po podaniu szczepionki DNA stanowita 50-80%
ochrony powstajacej pod wplywem BCG, w tych samych
warunkach eksperymentalnych. Jednoczesne uzycie kilku
szczepionek DNA lub immunizacja konstruktami niosa-
cymi informacj¢ genetyczng dla dwu lub wigkszej liczby
antygenow, warunkowatyby zwigkszenie dziatania ochron-
nego w stosunku do monowalentnej szczepionki DNA.
Interesujace jest to, ze szczepionki DNA moga wywoty-
waé dziatanie protekcyjne u myszy, ktére nie maja lim-
focytéw CD4*. Dzigki temu szczepionki te mogtyby by¢
wykorzystane u 0oséb zarazonych wirusem HIV, ktére ce-
chuja si¢ najwyzszym ryzykiem rozwoju gruZzlicy [13,20].
Istniejq przyktady nakazujace ostrozno$¢ w rozpatrywaniu
zastosowania szczepionek DNA do ochrony przed gruz-
lica. Szczepionki DNA moga bowiem indukowa¢ odpo-
wiedZ immunologiczna prowadzaca do reakcji patolo-
gicznych w chwili naturalnego zakazenia drobnoustrojami
wirulentnymi. Szczepionki DNA kodujace antygeny Hsp60
M. leprae oraz Ag85 M. tuberculosis wykazywatly dziata-
nie ochronne u $winek morskich zakazanych dozylnie M.
tuberculosis. Jednak szczepionki te u Swinek morskich za-
kazanych aerozolem zawierajacym pratki Mrb powodowaty
powazne zmiany nekrotyczne w ptucach, ktérych nie ob-
serwowano u zwierzat kontrolnych [59].

Jedna z pierwszych szczepionek przeciwpratkowych ba-
zujacych na pojedynczym biatku pratkowym jest szcze-
pionka MVASSA, wykorzystujaca wirus, jako nosnik an-
tygendw Mtb. Uzyty w niej wirus krowianki typu Ankara
(MVA) juz wezesniej sprawdzit si¢ doskonale w koncowej
fazie kampanii szczepien przeciwko ospie wlasciwej, oka-
zujac si¢ bardzo bezpieczna szczepionka. Wirus ten utracit
m.in. zdolnos$¢ replikacji w komoérkach ludzkich [39,42].
Na potrzeby badan nad nowymi szczepionkami przeciw-
gruzliczymi, MVA zostal wyposazony w podjednostke
silnie immunogennego antygenu sekrecyjnego (Ag85A)
M. tuberculosis.

MVASSA nalezy do szczepionek typu ,,booster”, do stoso-
wania u 0s6b dorostych, ktére byly immunizowane szcze-
pionka BCG w wieku noworodkowym i szkolnym, u kt6-
rych doszto do ostabienia odpornosci poszczepiennej.
Podawanie takim osobom dodatkowych dawek szczepionki
BCQG nie nasila odpornosci na gruzlicg. Szczepionki typu
,,.booster” mogtyby rowniez pobudza¢ mechanizmy odpor-
nosciowe skuteczniej zabezpieczajace przed gruzlica gdy-
by byty podawane dzieciom niedtugo po noworodkowym
podaniu szczepionki BCG [42,47,49].

Wstepne badania skutecznosci szczepionki MVASSA
przeprowadzono u myszy, Swinek morskich i naczelnych
[45,65]. Podczas tych testéw analizowano trzy grupy osob-
nikéw. Pierwsze immunizowano wylacznie BCG, drugie
zaszczepiono BCG, a nastgpnie doszczepiono MVASSA,

natomiast ostatniej grupie nie podawano zadnych prepa-
ratow pratkowych. Nastgpnie zwierzgta zainfekowano ae-
rozolem zawierajacym Mtb. DoSwiadczenie wykazato, ze
osobniki doszczepiane szczepionka MVASS5A charakte-
ryzowaly si¢ lepsza protekcja niz zwierzgta zaszczepio-
ne wylacznie BCG [45]. Pierwsze préby kliniczne u lu-
dzi z udziatem szczepionki MVASSA zostaly podjete
w 2002 r. [43]. Przeprowadzono je u os6b nieszczepio-
nych BCG, z ujemnym testem tuberkulinowym. Badania
wykazaly bezpieczenstwo szczepionki oraz jej immuno-
reaktywnos$¢. Szczepionka indukowata wysoki poziom an-
tygenowoswoistych limfocytéw T wytwarzajacych IFN-y,
co jest szczegdlnie istotne w Swietle wiedzy o mechani-
zmach odpornosci przeciwpratkowej. Bowiem wydzie-
lany przez pobudzone limfocyty T, gtéwnie typu Thl,
IFN-y nasila aktywnos¢ pratkobdjcza makrofagéw, ktére
tym samym przestaja by¢ nisza zyciowa pratkéw gruzli-
cy [44]. U os6b szczepionych w przesztosci BCG, po po-
daniu szczepionki MVASSA, obserwowano 5-30-krotne
nasilenie wytwarzania IFN-y przez limfocyty T w stosun-
ku do cytokiny wydzielanej przez komérki T oséb im-
munizowanych tylko BCG [44]. Do kwietnia 2008 r. pre-
paratem MVAS85A258 zaszczepiono 258 zdrowych oséb
z terenéw endemicznych gruzlicy w Afryce Potudniowe;j
i Zachodniej, nie zaobserwowano zadnych powaznych
objawOw niepozadanych z tym zwiazanych, ani u ochot-
nikéw pozostajacych w rodzinnych kontaktach z chory-
mi na gruzlice ani u oséb spoza takiej grupy [11,23,42].
Wyniki najnowszych badan z lat 2006—2008 opublikowa-
ne w ub.r. [54] sa potwierdzeniem wysoce immunogen-
nych wiasciwosci szczepionki MVASSA. Doprowadzata
ona do silnej i dtugotrwatej odpowiedzi immunologicz-
nej zaréwno u dzieci, jak i u nastolatkéw nieszczepionych
BCG, pochodzacych z terenéw endemicznych gruzlicy
w Afryce Potudniowej. Indukowata liczne subpopulacje
limfocytéw T CD4* wykazujacych ekspresje IFN-y, TNF-o,
IL-2, IL-17, GM-CSF, przy czym subpopulacja dominu-
jaca byty komérki CD4+ wykazujace koekspresje IFN-v,
TNF-o 1 IL-2. W grupie dzieci zidentyfikowano dodatko-
wo subpopulacje limfocytéw T CD4*, ktére oprécz tych
trzech cytokin wykazywaty ekspresje GM-CSF, a w gru-
pie miodocianych powyzsze trzy cytokiny i IL-17. W zad-
nej z badanych grup wiekowych nie stwierdzono natomiast
limfocytéw T CD8*-swoistych w stosunku do Ag85A, ja-
kie wykrywano wczesniej u os6b poddanych szczepieniu
MVASSA, ktére w przesztosci otrzymywatly standardowa
szczepionke BCG [8,11,54]. Sposréd dwéch typéw lim-
focytéw T CD4* pamigci immunologicznej, centralnych
o fenotypie CCR7*CD45RA" i efektorowych charaktery-
zujacych si¢ brakiem obu markeréw (CCR7CD45RA),
u dzieci i mtodocianych poddanych szczepieniu MVASSA,
prawie po 2 miesigcach od podania szczepionki, wykry-
wano jedynie efektorowe komdrki CCR7-CD45RA™ [54].
Kolejnych interesujacych danych na temat skutecznosci
nowej szczepionki MVA85A powinny dostarczy¢ bada-
nia kliniczne fazy IIb [42].

Agger 1 wsp. wykorzystali do opracowania nowej szcze-
pionki antygeny ESAT-6 1 TB-10.4 obecne w regionie RD1
wirulentnych pratkéw M. tuberculosis i M. bovis, ktérego
brakuje w atenuowanych pratkach M. bovis BCG, bowiem
zostat utracony podczas atenuacji. W mysl koncepcji, iz
utrata ta moze by¢ przyczyna niedostatecznej skutecz-
nosci szczepionki BCG, zaproponowano przygotowanie
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preparatu zawierajacego utracone antygeny, ktory mogtby
by¢ podawany tacznie z tradycyjna szczepionka BCG. Do
zwigkszenia efektywnosci nowego preparatu uzyto réwniez
adiuwant nowej generacji — IC31. W jego sktadzie znalazto
si¢ biatko kationowe KLKL(5)KLK oraz immunostymu-
latorowy oligodeoksynukleotyd ODNI1, pelniacy funkcje
biatka sygnalowego poprzez receptor TLR9. Skutecznosé
szczepionki Ag85B-ESAT-6 podawanej wraz z adiuwantem
1C31 sprawdzono u zwierzat, u ktérych obserwowano zna-
czace pobudzenie swoistych limfocytéw T pomocniczych
CD4* i wydzielanie IFN-y oraz IL-2 [3]. Szczepionka ta
byta dobrze tolerowana przez zdrowe osoby z wykluczo-
nym zakazeniem latentnym M. tuberculosis i uyjemnym od-
czynem tuberkulinowym. Szczepionka tego typu mogtaby
by¢ w przysztosci stosowana u dzieci, niedtugo po szcze-
pieniu tradycyjna BCG (,,early boost”) lub u dorostych,
u ktérych dziatanie protekcyjne tradycyjnej szczepionki
ulegto ostabieniu (,,Jate boost™) [1,49,57].

Przyktadem szczepionki typu ,,booster” jest rowniez prepa-
rat AERAS-402 bazujacy na rekombinowanym adenowi-
rusie 35, ktdry utracit swe whasciwosci replikacyjne i kt6-
ry dzigki inzynierii genetycznej wykazuje ekspresj¢ trzech
bialek M. tuberculosis: Ag85A, Ag85B i TB10.4 [40]. Ten
rodzaj wirusa wybrany zostat z mysla o zastosowaniu, jako
nosnik antygenéw pratkowych, gtéwnie w krajach Afryki
Subsaharyjskiej, w ktérych osoby zakazone wirusem HIV
wytwarzaja przeciwciata przeciwko adenowirusowi 5 i 35
[40]. Z kolei sposrdd trzech mikolylotransferaz (okreslanych
jako Ag85A, 85B 1 85C) wydzielanych przez Mtb na zewnatrz
komorki, wlasnie Ag85A oraz Ag85B okazuja si¢ najsilniej-
szymi antygenami, bgdacymi gtéwnym celem limfocytéw T
w zakazeniach pratkowych. Biatko TB10.4, wraz z TB10.3
i TB12.9, nalezy do podrodziny biatek sekrecyjnych z gru-
py ESAT-6 i moze by¢ silniej rozpoznawane przez ukiad
odpornosciowy niz samo biatko ESAT-6 [14]. Szczepionke
oparta na powyzszych komponentach (AERAS-402) uzy-
to do spotggowania odpowiedzi immunologicznej wywo-
fanej tradycyjna szczepionka BCG lub nowo zaprojekto-
wang szczepionka AFRO-1. Zawiera ona rekombinowany
szczep BCG wykazujacy ekspresje biatlek Ag85A, Ag85B
i TB10.4, pochodzacych od M. tuberculosis, a ponadto wy-
kazuje ekspresje perfryngolizyny (PfoA), ktérej zadaniem
jest utatwienie ucieczki bakterii z pecherzykéw endosomal-
nych do cytosolu komoérki. Badania przeprowadzone na ma-
kakach rezusach wykazaty, iz schemat szczepieri obejmuja-
cy pierwotna immunizacj¢ szczepionka AFRO-1 oraz dwie
dawki szczepionki AERAS-402 okazat si¢ bardziej efektyw-
ny niz ten z zastosowaniem standardowej szczepionki BCG.
Efektywnos¢ ta wyrazata si¢ m.in. bardziej intensywnym
wytwarzaniem IFN-yi silniejsza proliferacja limfocytéw T
CD8owrt w odpowiedzi na antygen Ag85B. Jest to szczegdl-
nie istotne gdyz limfocyty o tym fenotypie stanowia popula-
cje limfocytéw T bioracych udziat w formowaniu si¢ anty-
genowoswoistych limfocytéw T pamigci immunologicznej,
zaréwno u zwierza jak i u ludzi [40].

Ze wzgledu na pojawiajace si¢ koncepcje zastosowania
biatka ESAT-6 do projektowania nowych narzedzi diagno-
stycznych i narzedzi monitorujacych efektywnos¢ szczepien
w zakazeniach gruzliczych, coraz wigksza uwage przywia-
zuje si¢ do biatka TB10.4, jako tego, ktére z powodzeniem
moze zastgpowac biatko ESAT-6 w nowo opracowywanych
szczepionkach. Przyktadem takiej strategii jest Hybrid 1

— szczepionka podjednostkowa oparta na biatku fuzyjnym
Ag85B-TB10.4. Mimo iz TB10.4 i ESAT-6 sa kodowane
przez geny tej samej rodziny, to w szczepie BCG ekspre-
sji podlega tylko gen TB10.4, podczas gdy gen koduja-
cy ESAT-6 ulegt delecji w trakcie wieloletniej atenuacji.
W badaniach u myszy wykazano, ze immunizacja biat-
kiem fuzyjnym Ag85B-TB10.4 (oczyszczony produkt po-
zyskiwany z hodowli rekombinowanego szczepu E. coli),
w potaczeniu z adiuwantem DDA/MPL, skutkowata roz-
wojem odpowiedzi protekcyjnej na poziomie poréwnywal-
nym z odpowiedzia wywotana BCG. Ponadto okazalo sig,
ze fuzja biatka TB10.4 z Ag85B zwigkszala immunogen-
nos¢ TB10.4 (w poréwnaniu do samego TB10.4), w prze-
ciwienstwie do ESAT-6, ktéry poddany fuzji z Ag85B
wydaje si¢ traci¢ swa immunodominujaca rolg. Powyzsze
obserwacje sprawiaja, ze Hybrid 1 moze si¢ sta¢ dobrym
kandydatem na nowa szczepionke przeciwko gruzlicy [14].

Wiréd biatek mikobakteryjnych rozpatrywanych jako kan-
dydaci do opracowania nowych szczepionek znalazly sig
rowniez Pst-3, biatko38kDa, czy biatka szoku cieplne-
20 60, 65 1 70. Preparaty genetyczne (DNA) z ich udzia-
fem, czgsto w polaczeniu z genami kodujacymi Ag85B
lub ESAT-6, byly badane z wykorzystaniem modeli zwie-
rzecych. Niedawno opracowano szczepionk¢ zawierajaca
proteing PPE44 nalezaca do rodziny biatek rodziny PPE.
Immunizacja myszy preparatem DNA zawierajacym pla-
zmid kodujacy natywne lub rekombinowane biatko PPE44
generowatla ochrong przeciwzakazna zblizong do uzyskiwa-
nej po immunizacji BCG [56]. Obiektem zainteresowania
sg réwniez biatka mikobakterii, o ktérych jeszcze stosun-
kowo niewiele wiadomo: MPT64 i MPT83. Biatko MPT83
(Rv2873), chociaz wydzielane jest do srodowiska wzrostu
w nieduzych ilosciach, to charakteryzuje si¢ wysoka im-
munogennoscia [25]. W oparciu o ten antygen opracowano
dwa warianty szczepionki: MPT83-DNA i MPT83-RNA.
Obie indukowaly antygenowoswoista odpowiedZ immu-
nologiczna zaréwno komdérkowa jak i humoralna, co wy-
kazano na modelu zwierzecym. Na podobnym poziomie
ksztattowato si¢ wytwarzanie swoistych przeciwciat, IL-2
i IFN-y. Szczepionka typu RNA wydaje si¢ jeszcze bar-
dziej bezpieczna od DNA ze wzgledu na krétkotrwata na-
turg ekspresji bialek z nosnika RNA, jednak okres protek-
cji bedacy efektem takiego szczepienia jest mniej trwaty
[69]. Biatko MPT64 (Rv1980c) M. tuberculosis ma row-
niez charakter sekrecyjny i podlega ekspresji wytacznie
w okresie aktywnych podzialéw komérkowych [67]. Gen
biatka MPT64 znalazt si¢ w dwusktadnikowej szczepion-
ce DNA obejmujacej dodatkowo gen kodujacy Ag85B
badz MPT83. Pierwsze obserwacje u zwierzat wykazuja,
iz szczepionki takie maja wysoki potencjat indukowania
mechanizmow protekcyjnych na poziomie poréwnywalnym
badz nawet przewyzszajacym ten indukowany przez BCG
[61,62]. Co ciekawe, biatko MPT64 jest réwniez w III fazie
badan klinicznych majacych na celu okreslenie jego przy-
datnosci w detekcji aktywnej gruzlicy, jako czynnika mo-
gacego zastapi¢ tuberkuling [67].

PobsumowaNIE

Potrzeba opracowania nowej szczepionki skutecznie indu-
kujacej mechanizmy protekcyjne przeciwko Mycobacterium
tuberculosis wydaje si¢ oczywista. Masowe szczepienia
w skali §wiatowej, mimo iz prowadzone od niemalze wieku,

100



Fol M. i wsp. - Szczepienia przeciwpratkowe - BCG i co dalej?

nie przyniosty spodziewanych efektéw w postaci zmini-
malizowania liczby zachorowan na gruzlice w wymiarze
globalnym. Przyczyn tego stanu rzeczy nalezy poszuki-
waé w wielu ptaszczyznach, spoteczno-ekonomicznych,
specyfice samego drobnoustroju, a moze przede wszyst-
kim w ograniczonej efektywnosci protekcyjnej tradycyjnej
szczepionki BCG. Obecnos$¢ szczepéw MDR-TB i XDR-
TB stanowi dodatkowy bodziec do poszukiwan efektyw-
niejszych rozwigzan immunizacyjnych.

Rozwiazania te mozna przedstawi¢ w postaci dwéch nurtéw:
pierwszy — dazacy do opracowania szczepionki majacej za-
stapi¢ dotychczas stosowana i drugi — majacy na celu uzu-
pelnienie i spotggowanie efektywnosci szczepionki BCG.

W pierwszy nurt poszukiwawczy wpisuja si¢ szczepion-
ki bazujace na zywych, atenuowanych szczepach M.
tuberculosis badZ rekombinantach tradycyjnego szcze-
pu M. bovis BCG, wykazujacych pozadane cechy, w tym
ekspresj¢ okreslonych antygenéw Mtb lub biatek gospoda-
rza. Opracowujac szczepionki bazujace na atenuowanych
szczepach Mtb nalezy jednak pamigta¢ o mozliwosci re-
wersji otrzymanych mutantéw do postaci w petni zjadli-
wej. Stad tez proponuje si¢ by takie drobnoustroje zawieraty

PismiENNICTWO

przynajmniej dwie mutacje, jedna dotyczaca waznych szla-
kéw metabolicznych i drugg dotyczaca ich wlasciwosci im-
munogennych [13,52].

Idea drugiego nurtu zasadza si¢ na koncepcji preparatéw
typu ,,booster”, ktdre stuzy¢ maja nie tyle zastapieniu szcze-
pienia BCG, co zintensyfikowaniu i uzupetnieniu protek-
cyjnego dziatania szczepionki o korzeniach z poczatku
ubiegtego stulecia. Koncepcja ta obfituje wieloscia propo-
nowanych rozwigzar i kombinacji starannie wyselekcjono-
wanych biatek w postaci szczepionek podjednostkowych,
biatek fuzyjnych oraz tzw. szczepionek genetycznych bazu-
jacych gtéwnie na DNA, ale réwniez i na RNA. Preparaty
tego typu zdaja si¢ przynosi¢ wielowymiarowe korzysci,
nie tylko z punktu widzenia bezpieczeristwa ich stosowania,
ale réwniez precyzji mechanizméw protekcyjnych skiero-
wanych przeciwko Scisle wybranym antygenom.

Mnogos¢ proponowanych rozwiazan pozwala patrzec
w przyszto$¢ z ostroznym optymizmem (czg¢S¢ szczepio-
nek przeszta juz pierwsze fazy testéw klinicznych u ludzi),
a takze z wiara, ze wiek XXI przyniesie skuteczne narzg-
dzie w walce z globalnym problemem, jakim gruZlica nie-
stety nadal pozostaje.
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