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Postepy w dziedzinie opracowania
nowych szczepionek przeciw gruzlicy.
100 lat po wprowadzeniu B(G

Advances in the development of new vaccines against
tuberculosis. 100 years after the introduction of BCG
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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Szczepionka BCG od prawie 100 lat zabezpiecza dzieci przed najciezszymi postaciami gruz-
licy, jednak jej skuteczno$é w zapobieganiu gruzlicy ptuc u oséb dorostych jest bardzo zréz-
nicowana. Przeciwwskazaniami do stosowania BCG wynikajacymi z zastosowania zywych
atenuowanych pratkédw M. bovis jest zakazenie wirusem HIV oraz inne stany immunosupre-
sji. GruZlica nadal jest duzym problemem z trzech gtéwnych powodéw: stabej diagnostyki
w krajach rozwijajacych sie, dtugotrwatego leczenia lub przerwania leczenia powodujacego
pojawianie sie lekoopornych pratkéw oraz zbyt matej skutecznosci szczepionki wobec naj-
bardziej rozpowszechnionej i ulegajacej szybkiej transmisji gruzlicy ptuc dorostych. Opra-
cowanie skuteczniejszej szczepionki przeciw gruzlicy niewatpliwie nadal jest priorytetem
zdrowia publicznego. Eliminacja gruZlicy jako $wiatowego problemu zdrowia publicznego
do 2050 r. jest szczegblnie ambitnym celem, ktérego osiggniecie moze zapewnié jedynie
opracowanie oraz zastosowanie nowych srodkéw interwencyjnych i nowoczesnych szcze-
pionek. Obecnie 14 nowo opracowanych preparatéw znajduje sie w fazie badati klinicznych.
Wérdd nich znajduja sie szczepionki profilaktyczne, ktére docelowo majg zastapi¢ BCG lub
wzmocni¢ dziatanie BCG jako dawka przypominajaca oraz szczepionki terapeutyczne, skra-
cajace czas leczenia przeciwgruzliczego. Celem pracy jest przedstawienie przetomowych
badari nad nowymi szczepionkami przeciw gruzlicy, ich skuteczno$ci, immunogennosci
oraz potencjalnego zastosowania w przysztosci.

szczepionka przeciw gruzlicy - BCG

Summary

The BCG vaccine used in the world for nearly 100 years protects children against the most
severe forms of tuberculosis, but its effectiveness in preventing the most commonly occur-
ring tuberculosis and the one burdened with the highest risk of transmission in adults is very
diverse. Contraindications for BCG vaccination include HIV infection and other conditions
of immunosuppression. Tuberculosis is a global problem difficult to control because of three
main reasons: poor diagnostics in developing countries, long-term therapy or discontinuation
of treatment resulting in the emergence of drug-resistant mycobacteria, and the availabil-
ity of a TB vaccine which only protects children from the most severe forms of tuberculosis.
BCG has little to no efficacy in preventing the most common adult pulmonary TB. The devel-
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opment of a more effective vaccine against tuberculosis is undoubtedly still a public health
priority in order to improve control of the disease throughout the world. Elimination of TB
as a global public health goal by 2050 is particularly ambitious and its achievement depends
on the development and application of new intervention measures and newly designed vac-
cines. Currently, 14 newly developed products are undergoing clinical trials. These include
a prophylactic vaccine capable of replacing the current BCG, booster vaccines to increase the
effects of BCG, and therapeutic vaccines. The aim of the study is to present the current state
of knowledge on cutting-edge research into new vaccines against tuberculosis, their efficacy,

immunogenicity and potential use in the future.
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Mycobacterium tuberculosis (MTB) - etiologiczny czyn-
nik gruZlicy, zwanej biala plaga, odkryty przez R. Kocha
w 1882 r., w poréwnaniu do innych bakterii chorobo-
twdrczych cztowieka jest odpowiedzialny za najwiek-
szg liczbg zgondw [21]. Szacuje sie, ze na calym $wiecie
gruzlicg zakazonych jest prawie 2 mld ludzi. Wigkszo$¢
przypadkéw gruzlicy pozostaje niewykryta, poniewaz
z 50 mln nowych zakazen rocznie jest rozpoznawanych
jedynie 9 mln [10]. Zachorowania na gruZlice dotycza
przede wszystkim ludzi w wieku produkcyjnym, z kté-
rych prawie 1,7 miliona umiera, w tym az 98% w krajach
rozwijajacych sie. Sytuacje obrazuja dane szacunkowe
wskazujace, ze w kazdej minucie kazdego dnia na $wie-
cie u prawie 20 0séb dochodzi do rozwoju gruzlicy oraz 4
zgonéw w wyniku jej przebiegu [15]. Gruzlica od wiekéw
pozostaje jedna z gléwnych przyczyn zachorowalnosci
i umieralno$ci ludzi na $wiecie, stanowiac priorytetowe
wyzwanie zdrowia publicznego. Poprawa rejestracji za-
chorowan na gruzlice wydaje sie takze nadal ztudna, gdyz
przyrost populacji na $wiecie jest znacznie szybszy niz
czesto$¢ jej wykrywania. Analizy liczb bezwzglednych
potwierdzaja, ze zachorowalno$¢ na gruzlice w ciagu
ostatniej dekady nie ulegta poprawie. Gruzlica wystepuje
nadal powszechnie w wiekszo$ci rozwijajacych sie kra-
jow (np. zapadalno$¢ 340 przypadkéw na 100 000 miesz-
karicéw Afryki Subsaharyjskiej). Uwazano, ze w krajach
rozwinietych kontrola gruZlicy jest zadowalajaca, jed-
nak raport Kaufmanna bezsprzecznie potwierdza po-
gorszenie wskaZznikéw zapadalnosci na gruzlice w 2009
r. w poréwnaniu z 1998 r. [15]. Pozostaje to niewatpliwie
w zwiazku z jej rozwojem u okoto jednej trzeciej oséb za-
kazonych HIV. Nieskuteczno$¢ strategii walki z gruzlica

zostata powiazana z rosngcym wystepowaniem szczepéw
MTB wielolekoopornych (multidrug-resistant - MDR, 440
tys. przypadkéw w 2008 r.), wielolekoopornych o rozsze-
rzonej opornosci (extensively drug-resistant - XDR, 963
przypadki w 2008 r.), a ostatnio takze catkowicie leko-
opornych (totally drug-resistant - TDR) [21,41]. W Polsce
po raz pierwszy od wprowadzenia powszechnych szcze-
pien BCG wzrost zapadalno$ci na gruZlice zaobserwowa-
no w 2011 r. [13]. Wydaje sie, ze wytyczony przez WHO
cel wyeliminowania gruZlicy jako zagrozenia zdrowia do
2050 r., nawet przy wiekszym naktadzie $rodkéw finan-
sowych na usprawnienie jej kontroli, nie bedzie mozliwy
bez wprowadzenia do powszechnego programu szczepieti
szczepionki nowej generacji [38].

Szczerionka BCG

Szczepionka BCG (Bacille Calmette-Guérin) stosowana od
prawie 100 lat jest jedyna dostepna szczepionka prze-
ciw gruzlicy wlaczona od 1974 r. do Swiatowego Roz-
szerzonego Programu Szczepieti (EPI - Expanded Pro-
gram on Immunization) [21]. Wszystkie stosowane na
$wiecie do jej wytwarzania podszczepy BCG pochodzg
od pojedynczego, wyizolowanego od zakazonej krowy
dzikiego szczepu Mycobacterium bovis. W Instytucie Pa-
steura w Lille, na przestrzeni 13 lat, Albert Calmette
i Camille Guérin poddali wirulentny szczep M. bovis 230
pasazom, co doprowadzito do jego atenuacji potwierdzo-
nej w testach na réznych gatunkach zwierzat [26]. Tak
przygotowang szczepionke BCG po raz pierwszy podano
cztowiekowi w 1921 r. Doktadne odtworzenie mechani-
zméw, w wyniku ktérych doszto do atenuacji rodziciel-
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skiego M. bovis jest obecnie niemozliwe, gdyz oryginal-
ny szczep zostal utracony podczas I Wojny Swiatowe;.
Niemniej jednak analizy z zastosowaniem szczepéw po-
chodnych, ktére zostaly zdeponowane w réznych labora-
toriach na §wiecie potwierdzily, ze podstawowa mutacja
odpowiedzialng za utrate zjadliwo$ci szczepu dzikiego
jest delecja w regionie RD1 (region of difference) [30].
Mimo iz wszystkie stosowane obecnie podszczepy BCG
pochodzg od pojedynczego rodzicielskiego izolatu M.
bovis, odmienne warunki hodowli w réznych laborato-
riach na $wiecie doprowadzity do powstania genetycz-
nych réznic miedzy szczepami. Pierwsze wyodrebnio-
ne podszczepy siostrzane to tzw. podszczepy wczesne,
m.in. Russia (1924 r.), Moreau (1925 r.), Japan (1925 r.)
i Sweden (1926 r.). Do podszczepédw péinych zalicza-
ne sg m.in. Tice (1934 r.), Frappier (1937 r.), Birkhaug
(1946 1.), Glaxo (1954 r.) i Pasteur (1961 r.) [2]. Obecnie
az 90% szczepionek BCG jest wytwarzanych z uzyciem
podszczepédw Pasteur 1173 P2, Danish 1331, Glaxo 1077
i Tokyo 172. Niepozadane odczyny poszczepienne (NOP)
po BCG sg niezwykle rzadkie, w tym powazne miejscowe
reakcje, tj. owrzodzenie lub zapalenie weztéw chtonnych
wystepuja z czestodcia mniejsza niz 1/1 000, a rozsiane
zakazenia szczepionkowym szczepem BCG (proséwka)
- mniejsza niz 2/1 000 000 wérdd oséb zaszczepionych
i dotycza przede wszystkim pacjentéw z immunosupre-
sja [25]. Obliczono, ze na §wiecie podano ponad 4 miliar-
dy dawek szczepionki BCG, tym samym potwierdzajac jej
bezpieczetistwo i efektywno$é. Rocznie na $wiecie jest
dzi§ podawanych okoto 100 mln dawek szczepionki prze-
ciw gruzlicy, jednak mimo jej powszechnego stosowania
szczepionka BCG nie jest doskonata. Skuteczno$¢ ochron-
na BCG w zapobieganiu ciezkim postaciom choroby (za-
palenie opon mézgowych, gruzlica proséwkowa) wynosi
$rednio 86% u dzieci, ale jest niewielka w zapobieganiu
najbardziej rozpowszechnionej postaci - gruzlicy ptuc
u dorostych. Przeciwwskazania do szczepieri BCG doty-
czg 0s6b, ktdre sg nosicielami wirusa HIV lub cierpia na
inne zaburzenia odporno$ci [15,40]. Skuteczno$¢ szcze-
pionki BCG oszacowana w wielu badaniach klinicznych
i obserwacyjnych jest zréznicowana i waha sie 0-90%.
Najwieksza efektywno$¢ szczepien BCG obserwowano
w Ameryce Ptnocnej oraz péinocnej Europie, a najniz-
sza w regionach tropikalnych [25]. Na rézng efektyw-
no$¢ szczepiet moze mieé wptyw nie tylko wystepowa-
nie mikroorganizéw $rodowiskowych, w tym pratkéw
niegruzliczych (NTM non-tuberculous mycobacteria),
zdolnych do modyfikacji indukowanej szczepieniem BCG
odpowiedzi ochronnej organizmu, ale takze m.in. réz-
nice genetyczne stosowanych podszczepéw BCG. Rézna
zjadliwo$¢ pratkéw, faza rozwojowa choroby, zaktécajace
odpowiedZ poszczepienng przewlekle zakazenia paso-
zytnicze jelit, rézne metody i schematy immunizacji, od-
mienne stezenia witaminy D i zelaza 0séb szczepionych
oraz predyspozycje genetyczne moga réwniez wptywac
na skuteczno$¢ szczepieti [21,25,29]. Profil bezpieczeri-
stwa szczepionki BCG i jej duza skuteczno$¢ zapobiega-
nia najciezszym postaciom gruzlicy u dzieci uzasadnia
jej stosowanie i wykonywanie analiz wptywu m.in. liczby
dawek, drogi podania szczepionki, wieku szczepionych

oraz suplementacji diety na jej efektywno$¢ [25]. Jednak
zréznicowana i nie do korica wyjagniona zmienno$¢ sku-
teczno$ci BCG w zapobieganiu zachorowaniom na gruz-
lice ptuc wptywa na prowadzenie nasilonych badati nad
opracowaniem szczepionki o lepszych wlasciwo$ciach
ochronnych.

Zakazenie TB

Pratki gruzlicy sag wydalane z powietrzem podczas oddy-
chania, méwienia, kaszlu oraz kichania osoby z czynna
gruzlica, zakazajac nastepne osoby droga inhalacyjna
[21,35]. Wdychane bakterie, docierajac do pecherzy-
kéw ptucnych, sa wychwytywane m.in. przez makrofagi
pecherzykowe i Srédmiazszowe, komérki dendrytyczne
(DC), a prawdopodobnie takze komdrki nabtonkowe [21].
MTB sg pochtaniane przez wiele komérek z wykorzysta-
niem zaréwno drogi zaleznej, jak i niezaleznej od opso-
nin. O rozwoju infekcji lub o wyeliminowaniu patogenu
decyduje pierwsza faza zakazenia. Jej przebieg warun-
kuje sprawno$¢ mechanizméw odpornosci wrodzonej,
gtéwnie aktywnosci makrofagdw, ale takze wirulencja
samych pratkéw [35]. Komérki fagocytarne (komérki
dendrytyczne i makrofagi) dzieki licznym receptorom
rozpoznajagcym wzorce molekularne drobnoustrojéw
i w obecnosci odpowiednich ligandéw, ulegaja aktywa-
cji niszczac drobnoustroje w fagolizosomach [15,16,35].
Eliminacja MTB z organizmu jest réwniez uzalezniona od
apoptozy komérek [35], przy czym makrofagi zakazone
pratkami ulegajg apoptozie réwnie czesto jak nekrozie
[11,35]. Rozwdj apoptozy lub nekrozy jest uzalezniony od
stezenia cytokin i wirulencji pratkéw. Im wyzszy stosu-
nek TNF-a do IL-10 i mniejsza zjadliwo$¢ MTB tym cze-
$ciej jest indukowana apoptoza. Indukcja programowanej
$mierci zakazonych makrofagéw jest uwazana za jeden
z najwazniejszych przeciwpratkowych mechanizméw
obronnych [11,23,32,35]. Nabyta odporno$¢ komérko-
wa rozwija sie dopiero po 6-8 tygodniach od wnikniecia
pratkéw do organizmu. Antygeny MTB sg prezentowane
przez czasteczki MHC klasy 111 1, prowadzac do stymulacji
odpowiednio komérek T CD4* i CD8". Limfocyty T CD4*
réznicujg sie w rézne typy limfocytéw pomocniczych Th,
gtéwnie w komérki Th1 wytwarzajgce IL-2, IFN-y i TNF-a,
oraz komdérki Th17, ktére aktywuja wielojadrzaste gra-
nulocyty (PNG), przyczyniajac sie do stosunkowo wcze-
snego powstawania odpornosci [21,35]. Limfocyty Th1l
hamuja rozwdj limfocytéw Th2, ktére wytwarzajac: IL-4,
IL-511L-10, ograniczaja tym samym wytwarzanie cytokin
przez komdrki Th1. Przesuniecie réwnowagi odpowiedzi
immunologicznej w kierunku limfocytéw Th2, stymulu-
jacych rozwéj odpowiedzi humoralnej nie jest korzyst-
ne, poniewaz MTB jest patogenem wewnatrzkomdrko-
wym [7,35]. Komérki T CD8", poza wytwarzaniem IFN-y
i TNF-a, aktywujacych makrofagi, dziataja jako limfocyty
cytolityczne (Tctl), a wydzielajac perforyne i granulizyne
prowadza do apoptozy komdrek docelowych. Efektorowe
komérki T, w czasie dalszych etapéw odpowiedzi immu-
nologicznej, sg zastepowane przez komérki T pamieci
(Tm), ktére wytwarzaja wiele cytokin, zwlaszcza IL-2,
IFN-y i TNF-a [16,21].
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Wykazano, ze podczas infekcji MTB moze modyfikowaé
replikacje z aktywnej na spowolniona lub catkowicie
zatrzymana, czemu towarzysza zmiany w profilu eks-
presji poszczegblnych gendw, a w konsekwencji anty-
genéw MTB dostepnych dla komérek uktadu immuno-
logicznego [21]. W wyniku interakcji komérek uktadu
odpornosciowego i profilu wydzielanych cytokin wokét
zainfekowanych makrofagéw tworza sie réznej postaci
ziarniniaki, ktére znacznie ograniczaja dalsze rozprze-
strzenianie sie zakazenia. U ludzi wyréznia sie trzy dy-
namiczne typy struktur ziarniniakéw: zawierajace pratki
MTB (solid granuloma); martwicze ziarniniaki typowe
dla wczesnych etapédw czynnej gruZlicy (necrotic gra-
nuloma); ziarniniaki serowaciejace wystepujace w koti-
cowych etapach choroby lub ostrej fazie gruzlicy (ca-
seous granuloma) [10]. Wewnatrz ziarniniakéw pratki
przechodzg w stan us$pienia stajac sie odporne na dalsze
ataki ze strony uktadu immunologicznego. W takiej po-
staci moga przetrwal wiele lat i uaktywnic sie w czasie
ostabienia odpornosci gospodarza [15,16,35]. Zatem od-
powiedz immunologiczna w gruzlicy chroni organizm
zakazonego przed rozprzestrzenieniem sie infekcji, ale
moze sie przyczyni¢ w okre§lonych warunkach do ufa-
twionej transmisji choroby. Z tych wzgledéw zadaniem
nowo opracowanej szczepionki przeciw gruzlicy musi
by¢, poza indukcja optymalnej odpowiedzi uktadu od-
porno$ciowego, zdolno$¢ do zapobiegania reaktywacji
zakazen latentnych [21].

Niedawne wyniki badan wykazaty - jak dotad niedoce-
niong - role limfocytéw B w rozwoju ochronnej odpo-
wiedzi przeciw zakazeniom MTB [20]. Potwierdzono, ze
wytwarzane przeciwciata moga wptywaé na zwiekszone
niszczenie MTB przez makrofagi, np. przez aktywacje
szlaku FcyR; stymulowaé naptyw innych komérek ukta-
du immunologicznego, takich jak monocyty, neutrofile
i komérki NK do miejsca infekcji; wspieraé przetwarzanie
i prezentacje antygenéw przez komdérki dendrytyczne
i makrofagi, a takze korzystnie wptywaé na aktywnosé
bakteriobdjcza komérek gospodarza [21].

Mimo intensywnych badati nad mechanizmami powsta-
wania gruZlicy, zjawisko odpornosci i odpowiedzi ochron-
nej przeciw MTB, nie zostato dotychczas w petni poznane.
Zakazenie MTB u ludzi i zwierzat laboratoryjnych wigze
sie z opéznieniem reakcji odporno$ciowej. Wyksztatcone
przez pratki gruzlicy mechanizmy unikania odpowiedzi
immunologicznej gospodarza przyczyniajg sie do hamo-
wania apoptozy i autofagii komdrek, blokady powstawa-
nia fagolizosoméw, przenikania pratkéw z fagosomu do
cytosolu, ograniczanie przetwarzania i prezentacji an-
tygenéw przez MHC, hamowania sygnalizacji receptora
IFN-y oraz migracji komdérek dendrytycznych z ptuc do
miejscowych weztéw chlonnych [21,31]. Uwaza sie, ze
MTB moze dodatkowo, poza aktywnym hamowaniem
migracji juz zakazonych komdrek uktadu immunologicz-
nego z ptuc do weztéw chtonnych, preferencyjnie zaka-
za¢ komorki o niewielkim potencjale migracyjnym np.
komérki nabtonka. We wszystkich wyzej wymienionych
przypadkach opdznienie aktywacji swoistych komérek T

pozwala pratkom osiggnaé odpowiednig przewage nad
uktadem odpornosciowym gospodarza [21]. Aktywacja
lub supresja wielu ztozonych mechanizméw zaangazo-
wanych w rozwéj odpowiedzi immunologicznej przeciw
zakazeniom MTB moze zatem wplywaé na zwalczenie
zakazenia lub jego dalszg transmisje do nowych wrazli-
wych gospodarzy [6].

Wsrdd okoto 2 mld oséb zakazonych pratkiem gruZlicy,
az 90-97% charakteryzuje postaé utajona, tzw. gruzli-
ca latentna, a tylko u okoto 3-10% dochodzi do rozwoju
aktywnego procesu chorobowego. Potowe przypadkéw
gruzlicy aktywnej stanowi gruZlica pierwotna, rozwijaja-
ca sie zwykle w ciagu dwéch lat od zakazenia, natomiast
pozostate przypadki to gruzlica popierwotna, wynikaja-
ca z reaktywacji zakazenia (zakazenie endogenne) bad?
powtdrnego zakazenia innym szczepem (zakazenie eg-
zogenne). Zakazenia przebiegajace w postaci utajonej sa
istotnym rezerwuarem patogenu, prowadzacym do roz-
woju nowych aktywnych przypadkéw gruzlicy. Rozwéj
choroby jest uzalezniony od sprawnosci uktadu immu-
nologicznego gospodarza, a takze od stopnia wirulencji
pratkéw [21,35]. Na reaktywacje moze wplywaé takze
podanie niektérych lekéw np. blokeréw czynnika mar-
twicy nowotwordw alfa (TNF-a)/IL-12/IL-23 w leczeniu
choréb zapalnych, takich jak reumatoidalne zapalenie
stawéw, choroba Crohna lub tuszczyca [17]. Powyzsze
fakty potwierdzaja, ze szczepionka BCG nie zapewnia
odpowiedniej kontroli gruzlicy na $wiecie [21].

NoOWE SzCZEPIONKI — GEOWNE ZALOZENIA

Opracowaniu skutecznych szczepionek przeciw gruzli-
cy nie sprzyja dominujaca rola odpowiedzi komérkowe;j
w kontroli zakazenia MTB, utrudniona dostepno$¢ prat-
kéw dla komérek uktadu odporno$ciowego u 0séb z uta-
jong postacig gruzlicy oraz ztozona natura pratkéw. Nadal
nie w petni wyjasniono mechanizmy indukcji odpowiedzi
odporno$ciowej i wciaz brakuje dostatecznie dobrych
modeli zwierzecych do badar odpornosci przeciwgruzli-
czej. Obecnie sa prowadzone badania nad opracowaniem
nowych strategii immunizacji:

« przed ekspozycja na gruzlice - do stosowania u nowo-
rodkéw i mtodych niemowlat w zastepstwie lub w celu
wzmochienia skuteczno$ci szczepionki BCG przed na-
razeniem na gruzlice oraz do zapobiegania gruzlicy
u 0s6b, ktére dotychczas nie zostaly zakazone MTB;

* po ekspozycji na gruzlice - do podawania osobom szcze-
pionym lub bezobjawowo zakazonym w celu zmniejsze-
nia progresji do aktywnej choroby;

« szczepionki terapeutyczne dla 0séb z czynnag gruzlica
poddanych leczeniu farmakologicznemu w celu skré-
cenia czasu trwania terapii [38].

Nowa szczepionka, ktéra mogtaby z powodzeniem zasta-
pi¢ BCG powinna sie charakteryzowa¢ lepszym profilem
bezpieczeristwa i immunogennosci, indukowaé dtuzej
trwajacg odporno$¢, w tym przed bardzo zjadliwymi le-
koopornymi szczepami. Opracowanie bezpiecznej i sku-
tecznej szczepionki chronigcej przed wszystkimi posta-
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* VPM 1002
« ID93 + GLA-SE (B, P-B) (rBCGAureC:Hly) (R, P)
« RUTI (G, 1)
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o Hybrid 4+ 1C31
/AERAS-404 (B, P-B)

~— @/

e

« MVA8S5A/AERAS-485 . MIP
(W, P-B) M. indicus pranii

(c,n

* M72+ ASO1 (B, P-B)

* M. vaccae (C, 1)

Ryc. 1. Opracowywane szczepionki przeciw gruzlicy znajdujace sie na réznych etapach badan klinicznych [9,27]. Typ szczepionki: W — wektorowa, R — rekombinowana
zywa, B — podjednostkowa (rekombinowane biatko z adiuwantem), C — catokomdrkowa. Strategia szczepienia: P-B — ,prime-boost” (dawka pierwsza BCG +

dawka przypominajaca), P —,prime” (dawka pierwsza), | —immunoterapia

ciami gruzlicy we wszystkich grupach wiekowych, takze
wsrdd osdéb zakazonych HIV jest obecnie bezsprzecznym
priorytetem zdrowia publicznego. Zsekwencjonowanie
genoméw MTB i M. bovis w latach 90 ub. w. pomogto
lepszemu poznaniu komdrkowych i molekularnych me-
chanizméw lezacych u podstaw odpowiedzi immunolo-
gicznej w rozwoju gruzlicy. Dzieki rozwojowi technik ma-
nipulacji genetycznych pratkéw szczegdlnego znaczenia
nabraty mozliwo$ci opracowania nowych, zywych szcze-
pionek zawierajacych zmienione genetycznie szczepy
mikrobakterii, wirusowych szczepionek wektorowych
i podjednostkowych szczepionek rekombinowanych
[37,40]. Obecnie dwie strategie zmierzajgce do popra-
wy efektywnos$ci szczepien przeciw gruzlicy sg uwaza-
ne za najbardziej obiecujace. W tzw. ,,prime-boost” po
zaszczepieniu szczepionka BCG noworodkéw proponuje
sie podanie nowo opracowanej szczepionki niemowletom
w 3-9 miesigcu zycia i mtodziezy. Druga strategia wigze
sie z zastosowaniem, zamiast dotychczasowej, wytacz-
nie nowo opracowanej szczepionki w postaci ulepszonej
wersji szczepionki BCG lub zywej atenuowanej zawiera-
jacej szczep MTB. Przewiduje sie, Ze nowa szczepionka
zastapi BCG [39,40]. W zwiazku z brakiem wiarygodnych
markeréw ochronnej odpowiedzi immunologicznej oraz
modeli do§wiadczalnych potwierdzajacych skuteczno$é
proponowanych rozwiazan, opracowanie nowych szcze-
pionek przeciw gruzlicy wiaze sie z dlugimi i kosztow-
nymi badaniami efektywnosci potencjalnych antygenéw
szczepionkowych [21,22]. Ze wzgledu na priorytetowy
charakter opracowania nowej szczepionki na badania
z tego zakresu przeznaczono 4% funduszy (1,9 mld US$)
z programu ,,Global Plan to Stop TB” na lata 2011-2015
[39]. Ogloszona 3 lutego 2011 r. rezolucja Parlamentu
Europejskiego w sprawie poparcia ,,Inicjatywy na rzecz
szczepien przeciw gruzlicy” (TBVI TuBerculosis Vacci-
ne Intiative), integruje dziatania badawczo-rozwojowe

stuzace opracowaniu nowej szczepionki przeciw gruz-
licy [21,24]. Wstepna ocena bezpieczefistwa, toksyczno-
$cii efektywnosci nowych szczepionek przeciw gruzlicy
w fazie laboratoryjnej i przedklinicznej jest przeprowa-
dzana u myszy, $winek morskich, bydta i zwierzat naczel-
nych. Istotne réznice w mechanizmach rozwoju odpo-
wiedzi immunologicznej u réznych gospodarzy, patologii
gruzlicy i osiagane wyniki skuteczno$ci dotychczas nie
pozwolity na zwalidowanie ktéregokolwiek modelu na
potrzeby powszechnego zastosowania [25].

Nowe szczepionki

Do poczatkédw 2001 r. opracowano i przetestowano w ba-
daniach przedklinicznych kilka nowych potencjalnych
szczepionek przeciw gruzlicy. Obecnie ponad 20 prepa-
ratéw nowej generacji jest w trakcie badani laboratoryj-
nych, co najmniej 16 znajduje sie na etapie zaawansowa-
nych badat przedklinicznych, natomiast az 14 w fazie
badati klinicznych (ryc. 1), w tym 11 szczepionek profi-
laktycznych znajduje sie w I lub 11 fazie, a 3 szczepionki
immunoterapeutyczne - w fazie II lub III [9,15,21,40].
W3réd nich 2 to szczepionki zywe rekombinowane - rBCG
i rMTB; 3 wektorowe z zastosowaniem wirusa krowianki
lub adenowirusa; 5 szczepionek podjednostkowych z ad-
iuwantem, zawierajacych antygeny MTB oraz 4 szcze-
pionki calokomérkowe, zawierajace szczepy M. indicus
pranii, M. vaccae i MTB.

SZCZEPIONKI ZYWE REKOMBINOWANE

W genomie MTB zidentyfikowano ponad 120 genéw nie-
obecnych u podszczepéw BCG [8], co przyczynito sie do
podjecia dziatati w celu poprawy immunogennosci szcze-
pionki przeciw gruzlicy przez ekspresje immunodomi-
nujgcych antygendw swoistych wytgcznie dla MTB np.
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ESAT6 czy CFP10 lub nadekspresje antygenédw wytwarza-
nych w matej iloéci przez BCG np. kompleksu Ag85 [21].
Ten ostatni wariant wykorzystano podczas pierwszych
préb ulepszenia szczepionki BCG podszczepu Tice, uzy-
skujac rekombinowany szczep z nadekspresja antygenu
85B (Ag85B) o nazwie rBCG30. Preparat pomy$lnie prze-
szedt kliniczne badania bezpieczeristwa fazy 1, jednak
dalsze prace zjego udziatem zostaty wstrzymane [12,21].
Kolejna rekombinowana wersja BCG - AFRO-1, charakte-
ryzujaca sie zwiekszonym wytwarzaniem trzech antyge-
néw: Ag85A, Ag85B oraz TB10.4, mimo potwierdzonego
profilu bezpieczeristwa i indukcji zwiekszonego stezenia
limfocytéw T wytwarzajacych IFN-y [28], nie byta zdolna
do indukcji wiekszej ochrony przed zachorowaniem na
gruzlice w poréwnaniu do niezmodyfikowanego szcze-
pu BCG Danish 1331 [21]. Zmiana antygenu ulegajacego
nadekspresji z TB10.4 na Rv3407 i dodatkowo zwiekszo-
ne wytwarzanie perfringolizyny w przypadku szczepu
Aeras-422, mimo wykazanego bezpieczefistwa u myszy
z ciezkim niedoborem odpornosci i wzmozonej immu-
nogennosci w stosunku do szczepéw gruzliczych, po-
dobnie nie przyniosta spodziewanych wynikéw i dalsze
badania zostaly wstrzymane na etapie fazy 1 z powodu
wystagpienia reakcji niepozadanych (tj. reaktywacja pét-
pasca) [9,18].

Obiecujgce wyniki uzyskano dla preparatu oznaczonego
VPM1002, znajdujacego sie w fazie Ila badan klinicznych.
Rekombinacja szczepu szczepionkowego BCG polegata na
wprowadzeniu do jego genomu genu listeriolizyny (Hly)
Listeria monocytogenes, ktérego ekspresja uniemozliwia
‘ucieczke’ pratka z endosomu. Dziatanie enzymu osig-
gnieto przez zapewnienie odpowiedniego pH dzieki mu-
tacji w genie ureazy C. Uzyskany szczep rBCGAureC:hly
z zalozenia powinien znacznie lepiej niz BCG indukowaé
proces apoptozy zainfekowanych komérek gospodarza
przez zwiekszenie liczby komérek T CD8* w sposéb za-
lezny od MHC klasy I. Zaréwno badania na zwierzetach,
jak i prowadzone w fazie I na ludziach, potwierdzity ak-
ceptowany poziom bezpieczefistwa i immunogennosci
szczepionki, co umozliwito kontynuowanie dalszych prac
w badaniach fazy 1la w Afryce Poludniowej [21,25,36].

Na poczatku 2013 r. I fazie badan klinicznych poddano
preparat MTBVAC. Jest to pierwsza dotychczas opraco-
wana zywa szczepionka zawierajaca atenuowany szczep
MTB uzyskany przez delecje fragmentéw gendéw phoP
i fadD26. Badania przedkliniczne potwierdzity jej bez-
pieczeristwo u myszy z zaburzeniami odpornosci, a tak-
ze ochrone przed zakazeniem gruzlica u $winek mor-
skich i naczelnych. Dodatkowo potwierdzono potencjat
MTBVAC do zapewniania dtuzej trwajacej ochrony w po-
réwnaniu z konwencjonalng szczepionka BCG [9].

SZCZEPIONKI Z WEKTOREM WIRUSOWYM

W szczepionkach wektorowych jest wykorzystany osta-
biony, niereplikujacy sie wirus, zdolny do przeniesie-
nia DNA MTB do ludzkich komérek, w ktérych dochodzi
do transkrypcji immunogennego biatka. Zastosowanie

wektoréw wirusowych pozwala na klonowanie genéw
kodujacych immunodominujgce antygeny ze znaczna
wydajnoscia [9,25]. Jest to najbardziej zaawansowany
typ preparatéw, wérdd ktérych 3 znajduja sie obecnie
w fazie badan klinicznych. MVA85A/AERAS-485 — zawie-
ra niereplikujgcy sie, zmodyfikowany wirus ospy krowiej
Ankara umozliwiajacy ekspresje antygenu MTB 85A. In-
nymi przyktadami sg AERAS-402/Crucell Ad35 - z niere-
plikujacym sie adenowirusem przejawiajacym ekspresje
antygenéw MTB 85A, 85B i TB10.4 oraz Ad5Ag85A - nie-
replikujacy adenowirus z ekspresja antygenu MTB 85A.

Najwieksze nadzieje wérdd szczepionek wektorowych
wigzano dotychczas z preparatem MVA85A/AERAS-485,
jednak opublikowane wyniki fazy I11b badar klinicznych,
mimo wykazanego bezpieczefistwa, nie potwierdzity sku-
teczno$ci zapobiegania gruZlicy i zakazeniu MTB u nie-
mowlat wezeéniej zaszczepionych BCG [9,19]. Stymulacja
limfocytéw T CD4* do wytwarzania cytokin IFN-y, TNF-a
oraz IL-2 u ludzi okazatla sie stabsza niz u zwierzat. Ze
wzgledu na lepszg skuteczno$é preparatu u oséb star-
szych w poréwnaniu do niemowlat obecnie, w Potudnio-
wej Afryce i Senegalu, prowadzone sa badania skutecz-
nosci szczepionki MVA85A u dorostych nosicieli wirusa
HIV uprzednio zaszczepionych BCG [9].

Preparat AERAS-402/Crucell Ad35, zaréwno w badaniach
na zwierzetach jak i przeprowadzonych w Potudniowe;j
Afryce na zainfekowanych MTB dorostych pacjentach
uprzednio szczepionych BCG, okazat sie dobrze tolerowa-
ny. Zaobserwowana indukcja limfocytéw T CD4* oraz lim-
focytéw T CD8* wytwarzajgcych IFN-y [1] przyczynita sie
do kontynuowania dalszych badari nad tg szczepionka [9].

Szczepionka Ad5Ag85A, zaaplikowana donosowo zwie-
rzetom, pozwolita na uzyskanie lepszej ochrony przed
zakazeniem MTB, zwlaszcza po podaniu jako dawki przy-
pominajacej po zaszczepieniu BCG [12,35]. W pierwszych
badaniach na ludziach potwierdzono bezpieczeistwo
i immunogenno$¢ preparatu, jednak pojawity sie pewne
niepokojace dane zwigzane z zastosowaniem adenowi-
rusa serotypu 5 jako wektora. Obawy te wynikaja z po-
wszechnego wystepowania przeciwciat neutralizujacych
wobec adenowirusa serotypu 5 w populacji krajéw roz-
wijajacych sie, ale takze zwigzku miedzy ich wystepo-
waniem a zwigkszonym ryzykiem zakazenia wirusem
HIV [9,25].

PODJEDNOSTKOWE — BIALKA REKOMBINOWANE Z ADIUWANTEM

Wsrdd biatek rekombinowanych potencjalnymi anty-
genami szczepionkowymi sg przede wszystkim biatka
fuzyjne, bedace kombinacja dwéch lub wiekszej liczby
antygendw, z adiuwantem o wtasciwo$ciach immuno-
stymulujacych. Niektdre z nich wystepuja u MTB i BCG
np. biatka wigzgce fibronektyne (Ag85A i Ag85B), biatko
przesaczu hodowli (CFP-10), proteaza serynowa pepA
(Rv0125) i biatko z rodziny PPE (Rv1196). Inne wystepuja
wylacznie u MTB, np. wczesne biatko antygenowe (ESAT-
6) czy biatko matej masy (TB10.4). Antygeny te podda-
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wane sg fuzji w réznych kombinacjach, a ich wtasciwosci
wzmacniane przez zastosowanie adiuwantéw, tj. IC-31,
sktadajacego sie z polipeptydu i oligodeoksynukleoty-
déw; AS01, komponentu aktywnej powierzchniowo sa-
poniny i monofosforylu lipidu A, czy nowego adiuwantu
liposomalnego CAF01 [15]. Obecnie w fazie badar klinicz-
nych znajduje sie 5 szczepionek z biatkami rekombinowa-
nymi - M72 + AS01 (antygen Rv1196 i Rv0125; adiuwant
ASO01), Hybrid 1 +IC31 (antygen 85B i ESAT-6; adiuwant
IC31), Hybrid 56 + IC31 (antygen 85B, ESAT-6 i Rv2660;
adiuwant 1C31), Hybrid 4 + IC31/AERAS-404 (antygen 85B
i TB10.4; adiuwant IC31), ID93 + GLA-SE (antygen Rv2608,
Rv3620, Rv1813, Rv3619; adiuwant GLA-SE) [21,25,40].

Najbardziej zaawansowany wsréd wyzej wymienionych
preparatéw - M72 + AS01 znajduje sie obecnie w fazie Ilb
badan klinicznych. Dotychczasowe wyniki wskazujg na
osiggniecie dobrego profilu bezpieczetistwa z jednocze-
sna stymulacja odpowiedzi limfocytéw T CD8* oraz CD4".
Liczba komérek T po podaniu M72 + ASO1 byta wyzsza
u 0séb zakazonych MTB niz u oséb niezakazonych, co
sugeruje, ze szczepienie moze zwiekszy¢ populacje lim-
focytdéw, ktérych obecno$é zainicjowato juz naturalne
zakazenie MTB [3,9].

Duze nadzieje wiaze sie réwniez ze szczepionka zawiera-
jaca biatko fuzyjne Hybrid 1 i adiuwant IC31, zdolna do
indukcji silnej odpowiedzi limfocytéw T CD4*, znajdujaca
sie obecnie w fazie Ila badan klinicznych. Wprowadzenie
dodatkowego antygenu, ulegajacego ekspresji u pratkéw
w stanie latencji (Rv2660), doprowadzito do otrzymania
biatka fuzyjnego Hybrid 56, ktére w potaczeniu z adiu-
wantem IC32 okazato sie dobrze tolerowane, stabilniejsze
i bardziej immunogenne niz Hybrid 1 [9].

Obecnie w I fazie badan klinicznych znajduje sie szcze-
pionka podjednostkowa ID93 z adiuwantem GLA-SE. Za-
wiera trzy antygeny ulegajace ekspresji u pratkéw pod-
czas aktywnej choroby i jeden wytwarzany w latencji.
Badania laboratoryjne na zwierzetach potwierdzity jej
zdolno$¢ wzmacniania odpowiedzi Th1 i Th2 oraz popra-
we wlasciwosci terapeutycznych preparatu. Podanie ID93
+ GLA-SE z izoniazydem i rimfampicyng skracato czas
leczenia i zwiekszato przezywalno$¢ myszy i matp [9].

SZCZEPIONKI CALOKOMORKOWE LUB FRAGMENTY CALYCH KOMOREK

Uzyskanie inaktywowanych, badz niezdolnych do repli-
kacji catych komérek lub ich fragmentéw na poczatku lat
90 ub.w. doprowadzito do opracowania szczepionek, dla
ktérych rozpoczeto faze badan przedklinicznych. Jedna
z nich znajduje si¢ w I fazie, inna w II i dwie pozostate
w lII fazie badan klinicznych.

Szczepionka z zastosowaniem inaktywowanego szcze-
pu M. vaccae uzyskala zréznicowane wyniki wstepne
w poszczegdlnych rejonach geograficznych. U pacjen-
téw zakazonych gruZlicg, ktérym podano jedng daw-
ke - w Ugandzie i trzy dawki - w Argentynie wykazano
szybszg poprawe stanu zdrowia w poréwnaniu z grupa

otrzymujaca placebo [5,14]. W Tanzanii podanie jej oso-
bom zakazonym wirusem HIV, uprzednio zaszczepio-
nym piecioma dawkami szczepionki BCG, potwierdzito
odpowiedni profil bezpieczefistwa i mozliwo$é uzyska-
nia znacznej ochrony przeciw zakazeniu gruzlicg [4,9].

Inng szczepionka zawierajaca inaktywowany szczep M.
vaccae jest Dar-901, znajdujacy sie obecnie w fazie I badati
klinicznych, w ktérej oceniane jest bezpieczetistwo po-
dania trzech dawek osobom dorostym HIV(+), uprzednio
zaszczepionym BCG [9,34].

M. indicus pranii (Mw, MIP) to szybko rosngce, niepatogen-
ne pratki, stosowane w profilaktyce tragdu. Po 10 latach od
podania szczepionki MIP zaobserwowano spadek liczby
przypadkdéw gruzlicy. W badaniach na zwierzetach po-
twierdzono indukgje silnej odpowiedzi Th1iTh17 przez
aktywacje zaréwno limfocytéw T CD8" jak i CD4*. Obec-
nie, po ukoticzeniu fazy 111 badan klinicznych, preparat
jest zarejestrowany w Indiach, jako szczepionka terapeu-
tyczna, wspomagajaca leczenie pacjentéw z gruzlica [9].

Szczepionkg terapeutyczng potencjalnie przeznaczona
dla pacjentéw z aktywng i latentng gruZlicg jest RUTL
W jej produkcji hodowla MTB uzyskana w warunkach
stresu jest nastepnie poddana fragmentowaniu, odtok-
sycznianiu i zamknieciu w liposomach [16]. W bada-
niach przedklinicznych przeprowadzonych na zwierze-
tach i badaniach klinicznych u pacjentéw HIV(-) i HIV(+),
potwierdzono jej dobra immunogennosé, a takze profi-
laktyczne dziatanie [9,33]. Prace nad szczepionka nadal
trwaja.

PopsumowaNIE

Niedoskonato$¢ jedynej dostepnej szczepionki przeciw
gruzlicy stanowi jedng z gtéwnych przyczyn powoduja-
cych, ze choroba ta w skali globalnej wcigz stanowi nie-
opanowany problem zdrowia publicznego. Szczepionka
przeciwgruzlicza BCG jest stosowana od prawie 100 lat
jednak jej skuteczno$é w zapobieganiu najbardziej roz-
powszechnionej postaci, gruzlicy ptuc u dorostych, jest
niewielka. Opracowanie i wprowadzenie do powszech-
nego programu szczepien szczepionki nowej generacji
zdaje sie zatem jedynym srodkiem umozliwiajgcym re-
alizacje celu jakim jest wyeliminowania gruzlicy do 2050
r. Aktualnie ponad 20 preparatéw jest w trakcie badan
laboratoryjnych, co najmniej 16 znajduje sie na etapie
badan przedklinicznych, natomiast az 14 w fazie badan
klinicznych. Zaobserwowaé mozna dwa nurty: w pierw-
szym - celem jest opracowanie szczepionki, ktéra zastgpi
dotychczasowg, natomiast w drugim - uzyskanie szcze-
pionki stanowigcej uzupetnienie BCG. Zaawansowane ba-
dania prowadzone sg zaréwno dla preparatéw profilak-
tycznych jak i immunoterapeutycznych, a wéréd nich dla
szczepionek zywych rekombinowanych, wektorowych,
podjednostkowych z adiuwantem oraz calokomérkowych.
Ta réznorodno$¢ podej$é i mnogo$¢ rozwiagzan daje na-
dzieje na opracowanie szczepionki, ktéra bedzie w stanie
docelowo przyczynic sie do eliminacji gruZlicy.
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