Imunopatogeneza infekcije herpes virusom u čovjeka: Implikacije za razvoj cjepiva
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Virus Herpes simplex 

Genitalni herpes uzrokovan je najčešće infekcijom virusom Herpes simplex tipa 2 (HSV-2) (Slika 1) i vrlo je učestala spolno prenosiva bolest. Uključen je u prijenos i imunopatogenezu virusa humane imunodeficijencije (HIV) te uzrokuje neonatalni encafalitis koji može imati smrtni ishod. Pretpostavlja se da zajedno s virusom humanog papiloma (HPV) uzrokuje invazivni karcinom maternice (1).
Nakon što u primarnoj infekciji herpesom virus inicijalno inficira kožu odnosno sluznicu, prenosi se u neurone korijena leđne moždine gdje se uspostavlja doživotna latencija, tj. dormantno stanje virusa. Virus Herpes simplex uspostavlja doživotnu latentnu infekciju u osjetilnim neuronima dorzalnog korijena ganglija domaćina gdje dolazi do periodičke reaktivacije. Takva ponavljanja mogu biti spontana, ali su češće povezana s različitim stimulansima kao što su fizički napor, emocionalni stres, vrućica, izlaganje UV svjetlu, oštećenje tkiva i/ili živaca, imunosupresija itd. Virus putuje nazad prema koži odnosno sluznici i reinficira isti ili susjedni dermatom u ponavljajućim infekcijama herpesa (2 ). 

Virus herpes vrlo je star humani patogen koji je preživio u domaćinu zahvaljujući mehanizmima latencije i izbjegavanja imunološkog odgovora. 

Postoje dva tipa Herpes simplex virusa, tip 1 koji najčešće inficira kožu usne ili nosne šupljine odnosno sluznice, te tip 2 najčešće povezan s infekcijom genitalnog područja (3). Međutim, zadnjih desetljeća ova podjela djelomično je izgubila na značaju zbog promjena spolnih navika. Tako se HSV-1, sada u sve više slučajeva, otkriva kao uzročnik primarnog odnosno ponavljajućeg genitalnog herpesa, dok HSV-2 uzrokuje infekcije usne sluznice (4).

Klinički simptomi infekcije genitalnim herpesom

Najčešći usni herpes može se opisati kao neugodnost. Komplikacije s genitalnim herpesom su herpes keratitis, encefalitis te širenje infekcije kože. 

Virus se tijekom poroda može prenijeti na novorođenče, što može dovesti do teških oblika upale pluća, sepse i smrti novorođenčeta zbog nezrelosti njegovog imunološkog sustava i neadekvatne antivirusne zaštite (5).

Čak i u slučaju izloženosti virusu herpesa, mnogi inficirani neće nikada razviti simptome, niti posumnjati da u sebi nose virus. Kliničke simptome ima mali broj pacijenata pa opasnost prijenosa leži u vrlo čestim asimptomatskim lezijama kože odnosno sluznice. 

Kad se osoba prvi put zarazi, simptomi se najčešće pojavljuju unutar dva do deset dana. Ove prve epizode obično traju dva do tri tjedna. 
Rani simptomi izbijanja genitalnog herpesa uključuju: svrbež ili osjećaj pečenja genitalnog ili analnog područja, bolovi u nogama, stražnjici ili genitalijama. Iscjedak iz vagine, osjećaj pritiska u trbuhu, nelagodni osjećaj napetosti kože spolnog organa praćen je stvaranjem mjehurića, koji potom pucaju ostavljajući brojna bolna oštećenja sluznice ili kože, uz povišenu tjelesnu temperaturu (6). Promjene na spolovilu obično prati povećanje i bolnost limfnih čvorova u preponama, te peckanje kod mokrenja. Lezije na koži i sluznici zarastaju tijekom deset do dvadeset dana. Dijagnoza se postavlja ginekološkim pregledom, a potvrđuje uzimanjem brisa iz aktivne lezije herpesa za staničnu kulturu ili testom imunofluorescencije. Virus herpesa se ponekada teško razvija u kulturi, što može dovesti do lažno negativnih rezultata. Obzirom da većina ljudi ima protutijela protiv virusa herpesa, značenje krvne pretrage i provjere statusa protutijela ostaje od sekundarne vrijednosti. Epizode ponavljajućeg herpesa imaju obično kratkotrajnije i slabije izražene simptome. Intenzitet i učestalost tih simptoma određen je imunološkim odgovorom pacijenta.

 Epidemiologija herpes infekcije

Genitalni herpes među najraširenijim je spolnim bolestima u svijetu te je poprimio epidemijske razmjere. Učestalost HSV-2 znatno se povećala u posljednjih 20 godina u gotovo svim dijelovima svijeta. Oko 20-60 % spolno aktivnih muškaraca i žena u svijetu ima protutijela na HSV-2, a 40-90 % protutijela na  HSV-1 (7). 

Općenito, veća je stopa u zemljama u razvoju nego u razvijenim zemljama, u urbanim nego u ruralnim područjima te kod žena u odnosu na muškarce, naročito među mladom populacijom (8). 

U SAD-u je učestalost oboljelih veća nego u Europi. Od 1976. do 1994. u populaciji osoba iznad 12 godina učestalost se povećala za gotovo 30% (9), čak 1,6 milijuna novih slučajeva infekcije javlja se svake godine (10). Istraživanja pokazuju da danas gotovo svaki četvrti čovjek, odnosno 22% odraslih, u SAD-u ima genitalni herpes (11). 

U Europi, raširenost HSV-2 razlikuje se među zemljama: 24% u Bugarskoj, 14% u Njemačkoj, 13% u Finskoj, 11% u Belgiji, 9% u Nizozemskoj, 6% u Češkoj te samo 4% u Engleskoj i Walesu (12). 

Izrazito velika proširenost infekcije HSV-2 je u regiji Subsaharske Afrike, gdje je ujedno i najveća stopa zaraze virusom HIV-a. U odrasloj populaciji učestalost se kreće od 30 do 80% kod žena te 10 do 50% kod muškaraca. Duž Središnje i Južne Amerike HSV-2 prevladava u rasponu od 20 do 40%, no istraženi podaci pretežno su za žene. Zemlje u razvoju azijskog kontinenta imaju nešto nižu stopu od 10-30%. U svim zemljama u razvoju, HSV-2 je glavni uzrok genitalnih ulceracija (13). 

Kao i kod svih spolno prenosivih bolesti, promiskuitetno ponašanje faktor je koji uvelike pridonosi širenju genitalnog herpesa. Nove infekcije najčešće su među mladima te bi se ta činjenica trebala uvažiti pri predlaganju mjera za suzbijanje širenja epidemije. 

Prevencijski programi uključuju matematičke modele koji su korisni za predviđanje tijeka zbivanja. Modeli uključuju promjene u ponašanju (ponajprije smanjenje broja spolnih partnera) i medicinskom tretmanu. Rezultati su pokazali da se kod pojedinih osoba s visokom stopom virusne reaktivacije nakon tretmana s dnevnim antivirusnim lijekovima značajno smanjuje učestalost infekcije HSV-2 te time doprinosi smanjenju prijenosa bolesti (14, 15). Sve strategije prevencije širenja bolesti i adekvatnog liječenja od iznimne su važnosti i posebnog interesa budući da ujedno doprinose zaštiti od širenja epidemije virusa HIV-a.

Imunološki odgovor na virus

Imuna kontrola primarnog i ponavljajućeg herpesa događa se u području kože odnosno sluznice te korijena leđne moždine. Klinički znakovi definirani su imunološkim statusom pacijenta. Kod primarnog herpesa su jači i dugotrajniji, ali se brzo zaliječe djelovanjem stanica urođene imunosti, prirodno ubilačkih stanica (natural killer, NK)  i makrofaga te neutralizirajućih protutijela. U imunokompetentnom domaćinu ponavljajući herpes uspješno i brzo se zaliječi djelovanjem citotoksičnih limfocita T (CTL) te njihovih proizvoda (imnunokompetentnih molekula) citokina i kemokina tipa Th1 (Slika 2). Neutralizirajuća protutijela manje su važna (16). 

Istraživanja našeg i nekih drugih laboratorija u svijetu, ukazala su na važnost stanične imunosti, posebice limfocita T u imunom odgovoru na HSV u čovjeka (16, 17). CD4 CTL dolaze u leziju prvi te izlučuju interferon -γ (IFN-γ) koji tada privlači CD8 CTL (18). Prvi smo u svijetu pokazali da su CD4 limfociti T citotoksični u infekciji virusom herpesa te da oni prvenstveno prepoznaju kasne proteine virusa (19). CD8 CTL prepoznaju vrlo rane/rane proteine virusa (20). CD4 CTL izlučuju IFN-γ koji pomaže u obnavljanju molekula glavnog sustava tkivne snošljivosti klase I (Major Histocompatibility Complex class I, MHC I) na stanicama epitela inficiranim virusom HSV, time djelomično sprječavaju izbjegavanje imunološkog odgovora (21). Pokazali smo i da su β- kemokini, interleukin 12 (IL-12) i IFN-α, -β, -γ koje luče infiltrirajuće imune stanice i stanice epiderme, važni za imunološku kontrolu ovog vrlo citopatičnog virusa (22). β-kemokini privlače monocite i limfocite T u leziju, a IL-12 skreće lučenje CD4 CTL u smjeru Th1 (naročito IFN-γ) što je važno za aktivaciju CD8 CTL (23).
Stanice urođene imunosti kao što su stanice NK, IFN-γ te protutijela diktiraju kliničke simptome infekcije u primarnom herpesu. Vrlo se malo zna o njihovoj ulozi u ponavljajućem herpesu (22,24) posebice o molekularnim mehanizmima njihove interakcije. 

Potreba izrade cjepiva protiv genitalnog herpesa

Kako je kontrola genitalnog herpesa antivirusnom terapijom te upotrebom kondoma samo djelomično uspješna i skupa, jedina opcija koja predstavlja trajno i efikasno rješenje ove bolesti je izrada djelotvornog cjepiva protiv genitalnog herpesa. Čimbenici koji otežavaju razvoj uspješnog cjepiva su uspostavljanje doživotne latencije u domaćinu, izbjegavanje imunološkog odgovora te nedostatna imunogeničnost virusnih čestica za izazivanje efikasnog i brzog imunološkog odgovora organizma.  Nameće se potreba izbora pogodnih imunodominantnih proteina HSV-a te pojačivača imunološkog odgovora - adjuvansa i citokina.

Jedino postojeće samo djelomično uspješno cjepivo razvila je kompanija GlaxoSmith Kline (GSK), a sastojalo se od rekombinantnog glikoproteina D (gD) HSV-2 i adjuvansa deaciliranog monofosforil lipida A (MPL-A). Za taj smo adjuvans upravo mi prethodno ustanovili da u uvjetima in vitro povećava specifičnu aktivnost CD8 CTL za skoro 50% (20). Cjepivo se pokazalo samo djelomično uspješno u prevenciji kliničke bolesti u HSV-1 i -2 seronegativnih žena (73–74%), te je bilo potpuno nedjelotvorno u muškaraca. Osim toga pronađena je i određena doza HSV-1/HSV-2 križne reaktivnosti, tj. žene seropozitivne na HSV-1 bile su u 23% slučajeva zaštićene od infekcije virusom HSV-2 (25) (Slika 3). 

Povijest razvoja cjepiva protiv genitalnog herpesa

Prva cjepiva protiv genitalnog herpesa zasnivala su se na živim umrtvljenim ili inaktiviranim virusima te pojedinačnim proteinima virusa HSV uz dodatak raznih adjuvansa kako bi se povećala njihova učinkovitost. U novije vrijeme, u svrhu pripreme cjepiva, sve se više koriste viralni vektori koji izražavaju gene virusa HSV, zatim virusi HSV s onemogućenom replikacijom, DNA cjepiva te peptidna cjepiva (26).

Cjepiva sa živim umrtvljenim virusima HSV-2

Ova vrsta cjepiva zasniva se na mutiranim sojevima virusa HSV-2 koji imaju smanjenu virulentnost, ali i dalje proizvode infektivne virione. U životinjskim modelima i ljudima, živa cjepiva pobuđuju znatno dulji i snažniji imunološki odgovor od inaktiviranih cjepiva, ali imaju dva glavna nedostatka: postoji opasnost od rekombinacije in vivo s divljim tipom, te problem stabilnosti tijekom pripravljanja takvih cjepiva (27).


Cjepiva s inaktiviranim viralnim patogenima

Priprema takvih cjepiva protiv virusa HSV-2 zasniva se na inaktivaciji virusa u staničnoj kulturi te pročišćavanju frakcija viralnih proteina. Sredinom 80-ih godina Merck je ispitao cjepivo koje se sastojalo od smjese glikoproteina (gD2, gB2 i dr.) izoliranih iz ovojnice virusa HSV-2. Međutim, u ispitivanjima koja su uključivala i placebo kontrole nije zabilježen zaštitni učinak od infekcije virusom HSV-2 (28).

 Podjedinična cjepiva

Sastoje se od glikoproteina odvojenih detergentom te izdvojenih od ostalih viralnih proteina koji pobuđuju specifičnu imunost protiv virusa HSV-2 u ljudi. Rezultati kliničkih istraživanja nisu potvrdili zaštitu od zaraze i same bolesti, vjerojatno zbog niske koncentracije glikoproteina.

Cjepiva s rekombinantnim viralim proteinima

Ovaj oblik cjepiva zasniva se na virusnim proteinima koje prepoznaju pomoćničke stanice CD4, citotoksične stanice CD8, te limfociti B. Geni koji kodiraju virusne proteine uvode se u heterologne virusne vektore, bakterije ili ekspresijske DNA-vektore u svrhu poticanja imunološkog odgovora. Chiron i GlaxoSmithKline proveli su klinička istraživanja cjepiva koja sadrže  rekombinantne proteine virusa HSV-2. Chironovo cjepivo zasniva se na dijelovima glikoproteina gB2 (odrezanog kod aminokiseline 696) i gD2 (odrezanog kod aminokiseline 302) uz adjuvans MF59. Klinička istraživanja pokazala su znatno sporiji razvoj infekcije u prvih 5 mjeseci kod cijepljenih osoba (29). Cijepljenje je prouzročilo tek djelomičnu i prolaznu zaštitu protiv HSV-2, naročito u prvih 150 dana istraživanja, i to ponajviše u HSV-1 seronegativnih osoba, posebice žena, te potaknulo stvaranje veće količine protutijela od one prisutne u prirodnoj infekciji virusom HSV-2. Jedino do danas postojeće, djelomično uspješno cjepivo, razvio je GSK. To cjepivo je, kako je gore navedeno, bilo uspješno samo kod žena koje nisu bile prethodno inficirane s HSV-1.
Peptidna cjepiva

Novi pristup u razvoju cjepiva protiv genitalnog herpesa zasniva se na pretpostavci da se imunološki odgovor može potaknuti izlaganjem jedinstvenom epitopu. Imunizacija jednim imunodominantnim epitopom kojeg prepozaju citotoksični limfociti CD8 ili limfociti B koji proizvode protutijela, mogla bi biti učinkovita. Glavna prednost ovakvog pristupa je sigurnost, ali se kao osnovni problem navodi pronalazak odgovarajuće kombinacije peptida koja bi izazvala imunološki odgovor u širokoj imunološki heterogenoj populaciji. Jedan od kandidata za cjepivo je LEAPS (ligand za epitop antigen-predočujućeg sustava), cjepivo sastavljeno od epitopa virusa HSV specifičnih za  limfocite B ili T (30).

DNA cjepiva

Sastoje se od plazmida koji sadržavaju gene HSV-a te pobuđuju samo djelomičan  humoralni i stanični imunloški odgovor specifičan za dotični virus. U novije vrijeme radi se na ugradnji raznih konstrukata poput motiva CpG, citokinskih i kemokinskih gena (CCR7). Trenutno je u fazi testiranja cjepivo DNA AgD2 (GENEVAX®, Apollon, SAD) (31).
Heterologni viralni vektori koji ispoljavaju antigene HSV

Ovaj pristup izradi cjepiva zasniva se na ugradnji antigena HSV u živi rekombinantni viralni vektor (Vaccinia ili adenovirus). Rekombinantni virus soja Vaccinia koji eksprimira gene HSV pokazao se učinkovit u zaštiti od teških lokalnih oboljenja i encefalitisa uzrokovanih infekcijom virusom HSV te prevenciji latentnog stanja. Glavni nedostatak ovog pristupa imunološka je reakcija na viralni vektor (32).

Virus HSV-2 s oštećenim mehanizmom umnožavanja

Postoje dva pristupa koja se trenutno istražuju: cjepiva s jednim replikacijskim ciklusom (DISC, engl. discontinously replicating virus) i mutanti s oštećenom replikacijom. Kod DISC HSV-2 cjepiva virus može izaći iz stanice, ali ne može inficirati iduću. Mutanti s oštećenom replikacijom imaju delecije u više gena ključnih za replikaciju virusa HSV-2, eksprimiraju široki spektar viralnih proizvoda i ne stvaraju potomstvo. Jedino cjepivo protiv virusa HSV-2 s jednim replikacijskim ciklusom koje je ušlo u klinička istraživanja, cjepivo je s oštećenim genom UL22 koji kodira za gH (25). U prvoj fazi kliničkih studija pokazalo se kao sigurno cjepivo sa snažnim imunogeničnim učinkom, no u drugoj fazi istraživanja, gdje je bilo primijenjeno kao imunoterapijsko sredstvo, nije pokazalo dovoljan stupanj zaštite protiv simptomatskih ponavljanja. Istraživanja su obustavljena iz komercijalnih razloga. Knipe i sur. razvili su sojeve HSV-1 i HSV-2 virusa s oštećenom replikacijom (delecije u genu koji kodira za ICP8 i u genu UL5). Istraživanja na ljudima još nisu počela.

Dakle, jedino obećavajuće cjepivo razvijeno do sada pokazalo je relativno visoku (73,74%) zaštitu od infekcije, dobru imunogeničnost te slabu neželjenu reaktivnost kod žena čiji su partneri bili zaraženi. Cjepivo je bilo manje uspješno u sprječavanju infekcije kod žena te neuspješno u muškaraca. Pitanja i zaključci koji se nameću iz rezultata ovog cjepiva, a relevantna su za razvoj novog i poboljšanog cjepiva protiv genitalnog herpesa, su slijedeća:

1. Postoji potreba za uključivanjem većeg broja ciljnih proteina HSV-2 za prepoznavanje od strane citotoksičnih CD8 i CD4 limfocita T. Koje peptide od najimunogeničnijih proteina HSV-2 najčešće prepoznaju CTL kod većine ljudi, dakle koji su najbolji peptidni kandidati za uključenje u cjepivo? 
2. Postoji li križna reaktivnost HSV-1/HSV-2 u prepoznavanju imunodominantnih peptida ovih proteina HSV-2? 
3. Koji adjuvansi su kandidati za dodatak cjepivu? 
Cjepivo bi trebalo biti peptidno te uključivati najdominantnije peptide prepoznate od CD8 i CD4 T limfocita u većini ljudi, te dominantne citokine I kemokine, Takva su cjepiva kemijski definirana, selektivna, i sigurna za upotrebu. Stabilna su na sobnoj temperaturi, a postupak proizvodnje je standardiziran i jednostavan. 

Zaključak

Genitalni herpes je učestala spolno prenosiva bolest globalnih razmjera koja osim bolnih neugodnosti u genitalnom području, može uzrokovati i komplikacije kao što su neonatalni encefalitis i keratitis. Kako je antiviralna terapija skupo i kratkoročno rješenje, postoji potreba za razvojem uspješnog i sigurnog cjepiva.
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