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Moderni technologie vyroby

vakcin.  Cast I.
(A plethora of hi-tech vaccines - genetic, edible, sugar
glass, and more. Special report).

Maurice John, Children’s Vaccine Initiative (CVI)
CVI Forum, ¢. 18, July 1999, s. 5-23.
Voln & prelozil a zkratii MUDr. Plesnik

V cel ém &l anku bude poj ednano o DNA vakci nach, o
vakcinach z transgenich rostlin, o cukrovych (sugar gl ass)
vakci nach a o néapl astovych (skin patch) vakcinach.

VSichni v &dato ¥i se shoduji na tom, Ze o ckovani je
nejspolehliv &jSi a nejlevn &jSi cesta ke zdravi lidstva a k
jeho udrzeni. Ve sv été& je o ckovano asi 80% d é&ti. Kazdy rok
je tak zabran é&no t rem milion am umrti d &ti na infek  &ni nemoci

a u dalSich 750. 000 tisic se o ckovanim p redejde slepot &,
obrnam a poSkozeni mozku. Ale pro ¢, kdyz je dnes na trhu
pres 100 r tznych vakcin proti cca 40 infekcim a t i &tvrtiny
svétové populace d &ti jsou o ckovany proti "nej cast &jSim"
d&tskym infekcim, jest & stale kazdy rok umird na infek eni
nemoci asi 12 milion a dati ?

PredevSim proto, Ze asi 2/3 z t gchto umrti p Gsobi
infekce proti nimZz dosud neni U cinna vakcina (tab 1). Ta

chybi pro velké vyrobni potize (HIV/AIDS, malarie, RSV,
shigelézy), nebo pro maly z4jem firem o vyrobu vakcin pro
zem& se slabou kupni silou

Tab. 1: Umrti na infekce dle dostupnosti U cinné vakciny
Infekce A Po cet a % umrti Infekce B Po cet a % amrti
AIDS 2285 30, 4 VH-B 1000 24, 6
TBC 1498 19, 9 Morbily 888 21, 9
Malarie 1110 14, 8 Rotaviry 800 19, 6
Pneumokoky 1100 14, 6 Haem. infl. b 500 12, 3
Shigeldzy 600 8, 0 Tetanus 410 10, 1
Enterotox. E. coli 500 6, 7 Pertuse 346 8, 5
RSV 160 2, 1 Cholera 120 3, O
Schistosoméza 150 2, O Z&Skrt 50, 12
Leishmaniéza 42 0, 6 Jap. encefalitis 3 0, 07
Chagasova n. 17 0, 2 Poliomyelitis 2 0, 05
Dengue 15 0, 2
Lepra 2 0, 03
Celkem umrti 7519 100, O 4074 100, O
VSechna umrti na infekce : 11593

A= infekce proti nimz dosud neni G ¢inna vakcina

B= infekce proti nimz existuji 0 ¢inné vakciny

Pocet umrti je vyjad ren v tisicich !

Nekteré uzivané vakciny (BCG, cholerové) nesta ek
vyraznému snizeni umrtnosti, n ckteré jsou p zili§ drahé (VH-
B, Hib). Udaje o 80% proo ckovanosti d &ti proti zakladnim



infekcim jsou hrubym pr amerem. Nap ¥. v n &kterych africkych
zemich neni o c¢kovana ani polovina d &ti (valky, hladomory,
rozpad zdrav. sit & aj. ).
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Suma financi na vyzkum, vyrobu a distribuci vakcin ze
vSech hlavnich zdroj t (statnich, soukromych) nyni tvo ¥i asi
1 miliardu USD. Je to dvojnasobek castky vynakladané p  red 10
lety. Ale ve stejném obdobi jest & vice vzrostly zisky z

prodeje vakcin. Ze dvou miliard na asi 6 miliard USD. Firmy
vSak v énuji na dalSi vyzkum a vyrobu vakcin jen zhruba 15%
zisku.

Soucasny vyzkum pracuje asi na p gtistech novych vakcin,
nami renych i proti neinfek cnim  nemocem (n &kterym  forméam
slepoty, Ca d ¢&lozniho kr ¢ku, Zalude ¢nim v fedam, onemoch éni
koronarek), &i revmatické artritid &, schizofrenii,
roztrouSené skleréze, diabetu aj. Vyzkum se tyka také novych
adjuvans,  vektor t  (syntetickych,  Zivych), aplika ¢nich
pomacek (st rika ¢ky, tlakové injektory, aerosoly aj). Nové
technologie wusiluji o p ¥ipravu vakcin, které bude mozné
snadn gji aplikovat (na sliznice Ust, nosu, st reva aj), které
budou nejmén & stejn & Gcinné jako dosavadni vakciny ale
vyvolavat trvalejSi imunitu i po mensSim po ¢tu davek, které
lze efektivn & vyrab &t ve vysoké kvalit & a za nejnizSi mozné
ceny a které budou stabiln &jSi v nejr uznegjSich podminkach
(nap ¥ nebude nutné je skladovat v chladni cce).

DNA- vakciny

Vyuziti deoxyribonukleové kyseliny (DNA), tedy nezivé

latky, k  produkci  cytotoxickych  T-bun &k, p redstavuje
revoluci ve vyrob & vakcin. V r. 1989 bylo zjist é&no, ze do
savcich bun &k Ize p #imo, bez pomoci n ¢&jakého vektoru,
vpravit cizi gen . O 3 roky pozd ¢&ji se ukazalo, Ze tato tzv.
technika "holé DNK" m 1Ze nejen navodit u zvi rete-p rijemce
DNK produkci cizich bilkovin, ale Ze tyto bilkoviny mohou u

zvi rete vyvolat imunitu. V r. 1994 Dbylo neodvolateln é

prokdzano, Ze u zvi rat muze cizi bilkovina, produkovana
burikami  transfikovanymi  holou DNA, navodit ochrannou
imunitni  reakci. DNA  byla injikovhna nebo tlakovym

injektorem vpravovana do svaloviny, nebo vet rena v podob &
praSku do k uZe. Experimentalni DNA-vakciny vyvolavaly
imunitni reakce u celé rady zivo cich @, od mysSi po delfiny a
ptdky, navozovaly u nich imunitu proti vir am, bakteriim,
mykobakteriim, houbam i parazit am (tab. 2) a chranily
zvi rata p red rakovinou (T- i B-bun gcny lym- fom a Ca
ledvin), autoimunnimi nemocemi (roztrouSené skler6za) a

alergiemi (na burské o risky). Imunology zvla3 t zaujala

schopnost DNA-vakcin  vyvolat  Sirokou imunitni  reakci,
zahrnujici jak vznik protilatek (humordlni imunitu), tak T-

bungk (bun &cnda imunita), zejména cytotoxickych  T-bun &k
(CTL). Tak Sirokou reakci vyvolavaly dosud jen Zzivé vakciny

(morbily, TBC, OPV). U zvi rat navozuji DNA-vakciny dlouho
trvajici ochranu, jsou mimo radnée stabilni (jejich
imunogenita neklesd ani b ¢hem dlouhého skladovani v extrémn &
nep riznivych podminkéch). Navic jejich vyroba je jednoducha,

zvlddnuteln & i v rozvojovych zemich. Na rozdil od
atenuovanych zivych vakcin, u nichz vzacn & mze dojit k

reverzi do virulence, DNA-vakciny nemohou zp asobit infekci.



A protoze DNA-vakcina je p redstavovana bilkovinou, kterou
tvo i vlastni bu  1#ky ockovance stejnym zp Gsobem jako p fi

prirozené infekci, je antigen i reakce na n &¢j  mnohem
prirozen ¢&jSi, nez po jinych vakcinach.

Genova technologie slouzi také ke zjist éni jak vypada
cely genom ur citého patogenu a k vyhledani genu, ktery vede
k nejlepSi imunitni odpov &di. Snadnd je téz p riprava DNA-
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geny, ridicimi produkci vSech antigen  pot rebnych pro vznik
imunity. Dosud nezodpov &zenou otazkou vSak je, zda tyto
vakciny se osv &dci také u lidi.

Imunitni reakce na DNA-vakcinu byla dosud zjist éna u
ptdk u, Simpanz 1, krav, delfin u, fretek, ryb, mysi, opic,
prasat, kralik u, krys, ko c¢ek, koz a mor cat.

DNA-vakciny vyvolaly u nich ochranu p red antraxem, Ca
d&lozniho kr ¢ku, cysticerkdézou, cytomegalii, encefalitidou
japonskou i kli$ tovou, herpes simplex, HIV/AIDS, hore ckou
dengue a Ebola, ch ~zipkou, ko ¢i &im imunodeficitem (FIV),
kokcidiomykozou, kryptosporididozou, leishmaniozou, malarii,
nemoci Lymeskou, n. spavou, n. rukou, nohou a Ust,
parvovirdzou ps 4, psinkou, rotavirézou, roztrouSenou
sklerézou, tuberkulézou, VH-B a VH-C, vzteklinou,
yersiniézou, zard énkami a alergii na burské o risky.

V c¢ase p ripravy tohoto clanku bylo asi 40 kandidatnich
DNA-vakcin, ur c¢enych k ochran & proti cca 30 r 1Gznym nemocem,
od antraxu po alergii. P &t z nich prochazelo prvou fazi
(imunogenita, bezpe cnost) testovani na lidech: proti VH-B,

HSV-1 a HSV-2, HIV (dv & kandidatni vakciny), ch ripce a
malarii.

Snad vyjma vakciny proti malérii, vyvolavajici u lidi
vznik cytotoxickych T-bun &k, dosavadni vysledky Klinickych
studii s ostatnimi vakcinami nejsou p rilis  optimistické.
Zatim co u zvi rat jsou velmi U ¢inné, je u lidi je odpov ed
slaba, nebo k jejimu dosazeni bylo t reba velké davky DNA.

Jednou z p ricin je maly pr tnik plasmidové DNA do bu 1ky
hostitele, kam se dostava jen zlomek podané davky. Proto

misto plasmid @ se zkouSi virovy vektor (nap ¥. v. Sindbis),
prevySujici potenci plasmidové DNA az tisickrat. Testuje se
zpétné vloZzeni plasmidu nesouciho gen do bakterialni bu nky
(vakciny ze shigel a salmonel, listerii), obaleni plasmidu s
DNA do biodegradabilniho polymeru, zajis tujiciho ochranu
proti Zalude ¢ni § tdvé po podani Udsty, zkouSi se r tzna
adjuvans (aluminium hydroxid, cytokiny) a dalSi.

Kazda novinka vyvolava také obavy. K nej cast &jSim pat ri
dotazy typu: Nemohou protilatky navozené DNA-vakcinou
napadat DNA o ckovance samotného a vyvolat u n &) autoimunni

nemoc ? Nepovede dlouhd imunostimulace po podani vakciny k
chronickym zan &t am ¢i k autoimunni reakci ? Nedojde k

integraci DNA-vakciny s DNA o ckovance a ke vzniku onkogen ol
nebo k potla ceni represor u (gen G, které tlumi onkogeny) ?
Musime si vSak uv é&domit, Ze DNA-vakcina vyvolava imunitni

reakci nikoliv proti DNA, ale proti bilkovin & produkované
burikami, které jsou penetrovany (transfikovany) vakcinalni

DNA. A navic, v é&tSina lidi je nositeli protilatek proti DNA,

nap¥. z bakterii, a je exponovana DNA z bakterii ¢i jidla
stdle. Nezda se vSak, Ze by jim to Skodilo. Zatim nevime jak

dlouho cizi DNA v organismu p retrvava. Bezpe ¢nostni studie u
zvi rat vSak prokazaly, Ze tim nedochazi k poSkozovani

organismu. Dosud také chybi detailni studie, které by se u



zvi rat zabyvaly integraci DNA z vakciny s DNA o ¢kovance.
Nekte 7i odbornici soudi, Ze i. m. aplikace neni pro DNA-
vakciny optimalnim zp tsobem aplikace. Prosazuji se metody

umoziujici p  rimy styk DNA s dendritickymi bu nkami v k uzi a
sliznici. So-
tva vSak lze pochybovat o tom, Ze DNA-technologie bude v
novém tisicileti jednou z hlavnich metod p ripravy novych
vakcin.

-4 -

Jedlé rostlinné vakciny

V polovin & osmdesatych let napadlo dva molekularni
biology p #i klaboseni v aut &, ze cizoroda DNA by mohla byt
zavedena do genomu rostlin. Népad zkusili u tabdku a

petunie. Vzniklé transgenni rostliny skute ¢n& produkovaly
cizorodou DNA. Odtud byl uz jen kr tcek k napadu, pro ¢
neprimé&t jedlé rostliny aby v listech ¢i ko renech, které

lidé jedi, za caly produkovat vakcinalni antigeny. A tak

vznikly "jedlé vakciny". Na rozdil od DNA-vakcin rostliny

nejen produkuji antigen, ale sou casné& konsumace rostlin

predstavuje expozici vakcinalnimu antigenu, tedy "o ckovani".
V  poslednich 15 letech bylo geneticky "obohaceno”

nejmén & 50 potravin rostlinného p tvodu r aznymi viry a postup

je podrobn & propracovan. Jedlé vakciny ziskaly velmi rychle
pevné postaveni ve vyzkumu vakcin. Roku 1992 byla

publikovana zprava o0 prvé Usp &8né expresi HBsAg v
transgennim tabdku. O t ¥i roky pozd ¢&ji bylo sd ¢&leno, Ze
tento HBs-antigen vyvolava stejn & intenzivni humordlni i
celularni imunitni odpov &d jako komer ¢ni HBsAg, ziskavany z
kvasinek. Objev siln ¢ zaujal jak pracovniky sd &lovacich
prost redku, tak vyrobce vakcin. V sou casnosti se zabyva
vyvojem jedlych vakcin jako jedinou, ¢i hlavni pracovni
napini, neimén & pé&t biotechnologickych spole &nosti.

V breznu 1998 byl zve tejn én prvy d ukaz, Zze mysSi krmené
bramborami, exprimujicimi netoxicky fragment choleratoxinu,
tvo ¥i  na  sliznicich  antitoxin. Po celendzi aplnym
choleratoxinem dosSlo v krmené proti kontrolni skupin & k 60%
snizeni akumulace pr  Gjmové tekutiny. V uva renych bramborach
zustalo 50% aktivniho antigenu

Australané uskute enili usp  &3nou transfekci rostlin

tabaku, ktery za ¢al produkovat antigen viru spalni cek. U
mysSi vyvolal tento antigen tvorbu neutraliza cnich
protilatek.

V kvétnu 1998 se objevila prva zprava o imunizaci lidi:
deset z jedenécti dobrovolnik G, kte #i sn &dli 100 g syrovych
brambor  geneticky upravenych tak, aby produkovaly B
subjednotku enterotoxigenni E. coli (ETEC - casta p fi c¢ina
pr ajmu cestovatel ), m &lo vyraznou imunitni odpov &d. Jedinou

nezadouci reakci byla lehkd nevolnost po poZiti syrovych
brambor.

V  breznu 1999 se uskute c¢nila obdobna @ studie s
bramborami, exprimujicimi antigeny viru Norwalk, jiného
pavodce pr ujma. U 19 ze 20 dobrovolnik t  vznikla vyrazna

imunitni odpov  &d bun &k produkujicich sekre eni IgA
protilatky. V cervenci 1999 byla zahajena prva etapa
klinické studie s oralni vakcinou proti VH-B, produkovanou

transgenimi bramborami. Bude-li ov grovani Usp é&3né, bude tato

vakcina  slouzit k p reockovani osob d rive o ¢kovanych



klasickou  rekombinantni  vakcinou.  Probihaji  studie s
kombinovanymi jedlymi vakcinami z brambor (HBsAg+
choleratoxin ) a s jedlou vakcinou proti vzteklin & z
transgennich raj cat. DalSi prace jsou zam éreny na vznik
transgennich  rostlin, které budou zdrojem protilatek k
pasivni imunizaci. Nap ¥. sekre ¢nich IgA proti nej cast &jSimu
pavodci zubniho kazu- Streptococcus mutans, anebo proti HSV-
2 (transgenni banany).

Také u "jedlych vakcin" se vyno rily kritické p ripominky,
ke kterym je t feba zaujmout stanovisko:

* N&$S imunitni systém nereaguje na jidlo stejn & (bohudik )
jako na infek  ¢ni agens. Nebude vSak stejn & tolerantni na
vakcinélni antigeny v potravin ¢ a dojde v ubec k ochranné
reakci ?
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Ve studii u lidskych dobrovolnik & s atenuovanym toxinem

E. coli, produkovanym bramborami, doslo k vyrazné imunitni
odpov &di na toxin a nebyly Zzadné znamky tolerance.

* Nedojde k destrukci proteinovych antigen 4, p ritomnych v
pozitém jidle, vlivem p tsobeni Zalude ¢ni § tévy, enzym G a
st revni mikroflory ?

Antigeny jsou chran ény pred Zalude ¢ni § tavou zna ¢nég
odolnym rostlingym pletivem, na n émz zavisi stupe 1 jejich
naruSeni. Ale n  &které antigeny jsou samy o0 sob &
rezistentni v tci p asobeni kyselin a enzym U.

* Uplatni se tento druh vakcin i proti nep ratelskému
postoji, ktery zaujali odp arci o ckovani a genetickych
manipulaci ?

| podle velmi p  fisnych norem a p tedpis u bylo prokazano,

Ze jedlé vakciny jsou bezpe ¢né a Gc¢inné. Neni Zadnych
davod ¢ pro jejich odmitani s ohledem na zp tsob vyroby.

* Jak se pozna, Ze transgenni rostliny s vakcina e&nim
antigenem "dozraly" ke sklizni ?

Tady velmi zélezi na druhu rostliny. Sou casné studie s
alfafou nazna c¢uji, Ze po dozrani list G maze byt sklizena
kdykoliv. U banan & se hleda vhodny signal, sv edeici o
expresi DNA, ktery by ukazoval, v pr tbe&hu zrani, dosazeni

maximalni koncentrace vakcinalniho antigenu.

* Jak bude zajist &no podéani spravné davky vakciy v
konzumovaném jidle ?
Zrejmé& bude t reba mit k tomu uniformni rostlinny

material. Technologické postupy potravina rského pr umyslu
slouzici k zajist éni jednotné kvality a sloZzeni potravin
by m&ly byt pouzitelné i u potravin  obsahujicich

vakcinalni antigen.

* Jak bude ov é&rovano, Ze ur cit4 rostlina skute &n& obsahuje
vakcinalni antigen ?
Standartni metody b  &Zné& wuzivané ve vyzkumu snadno
prokazou zda a kolik antigenu obsahuje vzorek rostliny.
Biotechnologickymi postupy je moZzné navodit o rostlin s

antigenem nové fenotypické znaky, nap ¥. oranzové zbarveni



banana nebo raj cat.

* | transgenni rostliny bude t reba p repravovat a skladovat.
Nakolik bude uchovan vakcinalni antigen v nahnivajicich
skladovanych rostlinach ?

Zkoumaji se zp uasoby vysuSovani 't &chto rostlin  a
zpracovani do vyrobk t jako nap ¥. d &tskd bananova kasi cka,
suSend raj cata, bramborové lupinky atd. DalSi mozZnosti je

prodej tablet ze suSenych list t alfafy jako nahrazky
bilkovin.

Pokr acovani a zavér v SMD 18.



