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Souhrn: Genové vakciny pfedstavuji novou moznost imunizace a imunoterapie, lepsi nez
inaktivované nebo subjednotkové vakciny. Obsahuji jeden nebo nékolik genti, kddujicich
proteiny patogena. Cilem je navodit imunitu proti tém infekcim, u nichz tradi¢ni vakciny a
terapie nejsou uspeésné, zdokonalit stavajici vakciny nebo 1€Cit chronickd onemocnéni. Pii
jejich vyvoji byl vyuzit pokrok v mikrobiologii a molekuldrni biologii ke specifickému
usmérnéni imunitni reakce (celularni, humordlni, nebo obou) pouze vii¢i vybranym
antigeniim. Tak se 1ze vyhnout moznému riziku nezadoucich reakci.

Nové poznatky v imunologii a molekuldrni biologii umoznily vyvoj DNA- a jinych
genovych vakcin. Na rozdil od tradi¢nich vakcin, které vétSinou k navozeni imunity proti
infekénimu onemocnéni indukovaly tvorbu protilatek, genové vakciny maji za tkol vyvolat
cytotoxickou bunécnou a protilatkovou imunni odpovéd. Vyviji se genové vakciny nejen
proti infekénim onemocnénim, ale 1 proti nddortim, alergiim a autoimunim chorobam.

Na imunitni odpovédi se podili buniky a protilatky. U nékterych pivodct infekce je mozné
uc¢innost ockovaci latky korelovat s navozenim urCité hladiny protilatek v krevnim obchu
oc¢kovance. Az donedavna bylo znamo jen malo moznosti jak navodit, nebo zméfit ochrannou
urovenl bunécné imunity. Dosud ani nevime jaka troven bunééné odpovédi u lidi souvisi
s u¢innou ochranou nebo terapii. Navic, zatim co protilatky mohou pfimo atakovat ptivodce
nemoci, pusobeni T-bunék je zalozeno na usmrceni infikovanych nebo nadorovych bunék.
Plati tedy, Zze T-buniky nedokaZzou ptedchazet infekci, ale umi ji udrzet v mezich nebo
eliminovat ji.

Namisto pfimého napadeni patogena jsou cytolytické T-buniky aktivovany k usmrceni
buiiky tim, Ze jejich receptor se navaze na urcité molekuly jiné bunky a zjisti, ze je to télu cizi
element. Receptor vyuziva dvoji specificnost, to znamend, Ze vyhledava na povrchu cilové
buiiky dvé odlisné molekuly. Jednu tvofi antigen hlavniho histokompatibilniho komplexu
tiidy 1 (MHC-1), ktery je specificky pro kazdého jedince. Druhd molekula je peptid
pochazejici z bilkovin patogena, nebo nadorové bunky. T-bunka tedy pozna a je aktivovana
cizi, nebo abnormalni bilkovinou, jsou-li jeji peptidy navdzany na télu vlastni molekuly
MHC-1. V infikovanych nebo nadorovych buiikach jsou nékteré noveé syntetizované virové, ¢i
jiné proteiny rozlozeny na peptidy a vstupuji do endoplasmatického retikula bunky, kde se
stietavaji a vazou na nové syntetizované molekuly MHC-1. Je-li tento komplex exprimovan
na povrchu antigen prezentujici buniky (spolu s podpirnymi stimulaénimi molekulami), jsou
T-bunky, majici receptory specificky rozeznévajici takovy komplex, aktivovany a mohou
infikované buiiky usmrtit.

Poznatky o specifické indukei cytolytické odpovédi T-bunék se prohloubily do té miry, Ze
je mozné jich vyuzit k ockovani. Je vSak tfeba najit zplisob jak vpravit potfebné mnoZstvi
specifického genu piimo do antigen- prezentujicich bunék.



Viry a bakterie jako nosi¢i genu (vektor)

Viry maji vysoce vyvinuté struktury, které jim umoziuji vazat se na bunky a vpravit své
geny do bunky, kterou infikuji. Lze uZzit vakciny, obsahujici zivy virus, k indukci
cytolytickych T-buné€k a uzit jich k terapii nemoci, vii¢i nimz se uplatituje bunécnd imunita. U
nékterych nemoci, napf. AIDS, jsou vSak velké obavy, zda Zivéa atenuovand vakcina je u nich
dostatecné bezpe¢na. Mohutnéjsi imunitni odpovéd a vysSi bezpecnost nez vakciny
obsahujici vSechny geny patogena mohou mit vakciny, které obsahuji jen geny kodujici
antigen potfebny k navozeni zadouci imunitni reakce. Vektorem je virus bez vSech nebo bez
klicovych genil, nebo virus, ktery je pro lidi nepatogenni a nereplikuje se u nich. Do jeho
viriont se pak vlozi proteinovy antigen patogena (Cili z jiného viru ¢i nadorové bunky). Virus
je pak vektorem, ktery prenasi a predava gen kodujici tvorbu antigenu.

Virus-vektor sam o sob¢ predstavuje pro télo silny antigenni podnét, nékdy mize vyvolat
zanétlivé reakce. V zavislosti na jejich typu, lokalizaci a intenzit€¢ mize byt Zaddouci imunitni
reakce zesilovana, ale i omezovana. Preexistujici imunita po starsi infekci nebo po ockovani
muze snizit vliv vakciny, protoze vektor je znicen diive, nez miiZze infikovat buiiky a piedat
jim geny pifenaSeného antigenu. Stejné tak opakované podani vektoru pfi preockovani muze
byt neucelné, protoZe imunitni reakce vici vektoru samotnému muize eliminovat vétSinu jeho
castic diive, nez pfedaji geny. Vyzkum intenzivné hleda mezi viry takové vektory, které by
nebyly imunogenni a nevyvolavaly zanétlivé reakce.

Vyzkum je také zaméten na vyuziti bakterii pro systémy pieddvani zaddoucich genid do
bunék. Prednosti bakteridlnich vektor je moznost jejich perordlniho podavani, coz je snazsi a
navic mize indukovat imunitni rekce sliznic. Pokusné bylo uzito shigel, salmonel a Listeria
monocytogenes. Vzdy to musi byt atenuované kmeny 1 kdyz zlstdvaji obavy s jejich reverzi
virulence, preexistujici imunitou a reaktogenitou.

Nediivéra v bezpecnost systému s zivymi vektory vzrostla po spolehlivé dolozené reverzi
vakcinalniho polioviru a nésledném onemocnéni. Ptfikladem mutze byt v pokusu zjisténé
uhynuti opicatka, imunizovaného atenuovanym opi¢im virem ziskaného imunodeficitu
(HSV), ktery je u dospélych opic bezpecny a ti¢inny. Teoretickd i skutecna rizika pouziti vira
¢1 bakterii jako vektorti vyustila ve snahy vpravit potiebné geny do buniky jinymi postupy.
Zda se, ze dale popsané DNA vakciny jsou schopné navodit celularni imunitni odpovéd’ tak,
ze zadouci geny jsou zavadény do bunc¢k bez moznych rizik, které provazi virové nebo
bakteridlni vektory.

DNA vakciny

Plasmidovou DNA tvoifi molekula v podobé jednoduchého prstence dvojvlaknité
deoxyribonukleové kyseliny, obsahujici geny koédujici Zadouci protein (tj. antigen v piipadé
vakciny) a slozky, které geny potiebuji pro svou expresi v jakékoliv buiice (tj. promotor na
pocatku genu a terminator na jeho konci). Diive se soudilo, Ze plasmidovd DNA, oznacovana
také jako ,,hold DNA®, bez zvlastniho vybaveni a obalu, neni schopna navazat se na burniku ani
proniknout do jejiho jadra a vyvolat tam piepis gent. V roce 1990 ptinesli vSak Wolff a spol.
presvédCivy dikaz, ze plasmidovd DNA miiZze vyvolat transfekci bun¢k in vivo. To ukazalo
novou moznost pfenosu gentl in vivo i bez pouziti virovych vektorti. S plasmidovou DNA
lze podstatné¢ snadnéji zachazet pii vkladani gent do ni a pfi produkci a purifikaci velkého
mnozstvi plasmidu.

Dtlezitou vlastnosti DNA vakcin je jejich schopnost pfedavat geny zdrode¢nym bunkam
pro MHC-1 pomoci restrikénich endonukleaz. Tyto enzymy dovedou rozeznat a Stépit
specifické sekvence DNA a v genetickém inZenyrstvi se uzivaji k pfipravé fragmenti DNA
nesoucich specifické geny.



Ulmer se spolupracovniky zjistil, ze i.m. injekce plasmidu DNA, kodujiciho protein
chiipkového viru, vedla u pokusnych mysi ke vzniku specifickych cytolytickych T-bunék a
chranila mysi pfed naslednou celendzi zivym chfipkovym virem. Nemocnost a umrtnost
infekce jinym kmenem viru chiipky, neZ jaky byl ve vakciné, byla snizena. Cytolytické T-
bunky rozliSuji epitopy proteint, véetné konzervativnich (Casto vnitinich proteinti). Proto
vakcina generujici cytolytické T-buniky muize navodit ochranu proti riznym kmendm. Viry
unikaji imunitnim reakcim tim, Ze pozméni (mutuji) ty své ¢asti, proti nimz je zaméiena
imunitni reakce. A¢ takové zmény mohou byt jak u cytolytickych T-bunék, tak protilatek proti
epitoptim, velikd proménlivost virového obalu HIV a snadnost s jakou viry, napf.chfipky,
méni svllj zevni obal aby se vyhnuly imunitni odpovédi, pfedstavuji prekazku uspéchu vakcin,
vedoucich k tvorbé protilatek. Naopak proteiny ulozené v buiice viru se méni mnohem
pomaleji a stale nesou epitopy, na némz se mohou vazat cytolytické T-buiiky. Proto se dnes
vyvoj zaméfuje na vakciny, které generuji tyto T-buiiky proti epitopim konzervativnich
proteint. Byla ziskana ochrana pied ndkazou nejen kmenem viru chipky jiného subtypu, nez
od né&jz byl odvozen gen pro DNA vakcinu, ale také vici kmenu, ktery cirkuloval pied 34
lety. Na zivém modelu bylo tak prokdzano, Ze DNA vakciny jsou schopny produkovat
zakodovany protein, ktery pak muze stimulovat produkci specifickych ochrannych
cytolytickych T-buné€k. Tento postup ptipravy novych vakcin je nyni roz$ifen na fadu riznych
nemoci.

Jak i.m., tak i.d. vpraveni DNA vede k imunitnim reakcim. Ty se vSak mohou ponékud
lisit v zavislost na zplisobu imunizace. Ve srovnani s jinymi zplisoby vyroby vakcin mize se
vyroba DNA vakcin uplatnit v mnoha ohledech. Jakmile je zvladnuta vyroba a purifikace
plasmidové DNA, lze podobné technologické postupy vyuzit i k ptipravé jiné DNA vakciny,
nebot’ se zméni jen zavadény gen. Naopak kazda atenuovana ¢i inaktivovana vakcina, nebo
vakcina obsahujici rekombinantni protein, vyzaduje zvlastni vyrobni a purifikacni postupy.
Plasmidova DNA je relativné stabilnéj$i nez ostatni soucasné vakciny. To znamena, ze je

vhodnéjsi i pro transport do celého svéta. Na rozdil od vakcin obsahujicich zivy virus, byt je
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proti nimz chceme navodit imunitni reakci, pisobi mnohem cilenéji nez jiné vakciny.
Reakce cytolytickych T-bunék

Pocatecni zdjem o DNA vakciny vyvolala jejich schopnost navodit u modelovych zvitat
silnou bunéénou odpovéd’ prostiednictvim restrikénich CD8" cytolytickych T-bunék MHC-1.
Efektorové cytolytické T-buiky, které rozeznavaji epitopy peptidi odpovidajici MHC
restrik¢ni slozce, byly prokdzany u mysi imunizovanych DNA, kodujici nukleoprotein vira
chiipky A, HBsAg a HbcAg, i antigenli Env a Gag viru HIV. Navic pfi modelové chiipkové
infekci byly zjistény cytolytické T-buiiky, které rozeznavaly a usmrcovaly bunky napadené
virem chfipky, lymfocytarni choriomeningitidy a virem herpes simplex (HSV).

Protilatkové reakce

Bylo prokazano, ze DNA vakciny navozuji protilatky proti riznym bilkovindm vird,
bakterii, paraziti, nadori a eukaryontti, vcetné protein viru chiipky, HIV, HBsAg,
glykoproteinu viry lyssy, glykoproteinim B a D HSV, nukleokapsidu VH-C, HbcAg,
Mycoplasma pulmonis, antigenu 85 Mycobacterium tuberculosis a proteinim tepelného Soku,
antigenim plasmodii, leishmanii a schistosom.

Po podani DNA vakciny je antigen syntetizovan in situ u oc¢kovance. Tento postup je
vyhodnéjsi nez podéani rekombinantniho proteinu, nebot’ nov€ vznikly antigen mnohem spise
odpovida svou strukturou a zménam, které vznikaji po prirozené infekci patogenem.



Nemalo infekénich agens vstupuje do organismu hostitele povrchem sliznic. Proto mtize
byt vyhodné navodit mimo systémové reakce také tvorbu protilatek na sliznicich. Aplikace
prosté plasmidové DNA do svalu, nebo tlakovym injektorem, ma jen nevelkou schopnost
navodit odpoveéd’ sekrecnich IgA na sliznicich. Smés plasmidové DNA s riznymi lipidy, nebo
jeji zavzeti do mikrogranuli, ¢i konjugace DNA s nékterymi chemicky definovanymi nosici,
vyvolava po i.m., p.o., nebo po intranazéalni aplikaci na sliznicich signifikantni odpovéd’
slizni¢nich IgA protilatek.

Ochrana vyvolavana DNA vakcinami u pokusnych zvirat

Mimo jiz zminéné demonstrace uc¢innosti DNA vakcin proti ¢elendzi mysi virem chiipky
bylo prokdzano, ze DNA vakciny chrani pied chiipkou také fretky a primaty, pted virem
lymfocytarni choriomeningitidy, morcata a mysi pted HSV, virem vztekliny, VH-B, pted
malarii a HIV u opic.

Kombinované vakcinacni postupy

Soucasny vyzkum se zabyvd kombinacemi DNA vakcin s jinymi typy vakcin. Je-li k
zékladnimu o€kovani uzito DNA vakciny, kterd kdduje antigen, a k pteoCkovani jiného typu
vakciny (napt. viru, ktery je vektorem stejné bilkoviny), dochazi k mohutnéj$i imunitni
odpovédi nebo ochrané, nez je-1i k pfeockovani uzit stejny typ vakciny.

Zacaly klinické studie k ovéieni bezpe¢nosti a imunogenity DNA vakcin u lidi. Dosavadni
vysledky jsou vSak roz€arovanim. Ackoli prokazatelné dochazi k protilatkové i celularni
odpovédi, je dosazeny stupenn ochrany nedostacujici. Klinické studie s DNA vakcinami
probihaji u rtiznych nemoci, v¢etné rakoviny, chiipky, VH-B, HIV a malarie. Zacala pilotni
studie ke zjisténi bezpecnosti a imunogenity kombinace env/rev DNA HIV-1 u nakazenych i
nenakazenych osob. Neinfikované osoby, kterym byla podana nejvyssi dadvka DNA vakciny,
reagovaly antigen-specifickou lymfoproliferativni odpovédi a antigen-specifickou tvorbou
interferonu-y a f-chemokind, ale tyto odpovédi byly slabé a trvaly kratce. U nakazenych osob
HIV-1 env/rev DNA vakcina bustrovala env-specifické protilatky, nebylo vSak dosazeno
konsistentni odpovédi bunééné imunity viaci HIV. DNA vakciny byly dobfe snaSeny pti davce
20 — 2500 pg, nevyvolavaly vyznamnéjsi lokalni nebo celkové nezadouci reakce, nikdo
z o¢kovanych pfed¢asné nevystoupil ze studie.

V pilotni studii s DNA vakcinami proti malarii bylo prokdzéno, ze tfi i.m. injekce
sporozoitit Pl falciparum vyvolaly cytolytické CD8" T-lymfocyty, zavislé na T-buiikach.
Pfesto po ockovani u zadného ockovance nedoslo k tvorbé detekovatelnych specifickych
protilatek. V soucasnosti je studovana moznost pouziti DNA vakcin jako u¢inné imunoterapie
u ruznych nadora. Jiz brzy lze ocekavat odpovéd’ na to, zda podani DNA vakcin vyvola u lidi
dostatecné silnou imunitni reakci.

Druha generace DNA vakcin

DNA vakciny zaloZzené na samotnych plasmidech G¢inn¢ navozuji u modelovych zvitat
imunitni reakce a ochranu proti riznym nemocem, ale v klinickych studiich u lidi jsou malo
ucinné. Uzivaji se proto rtizné metody ke zvySeni efektivity DNA vakcin tim, Ze jsou
smeérovany na né¢kolik stadii produkce koédovaného antigenu v bunikach. V nékterych
ptipadech bylo zvySené imunopotence DNA vakcin dosaZeno piimou modifikaci plasmidu,
nebo soucasnou aplikaci DNA plasmidu, ktery koduje chemokiny, cytokiny a jiné molekuly
s imunostimulacnim efektem.



Jinou cestu vpravovani plasmidu do bunky umoziuje ptistroj generujici elektrické proudy ,
které piisobi ve sténé bunky docasné otvirky. Ty umoziuji mnohem vydatnéjs$i difusi
plasmidové DNA do buiiky, coz vede ke zvySeni imunogeneze DNA vakciny. Zkoumaji se i
jiné postupy k jejimu zvySeni, napi. absorpce DNA na povrch partikuli, kterd umoznuje lepsi
trasfekci bun€k in vivo. Ale i samotny plasmid nespecificky stimuluje tvorbu cytokint, které
prohlubuji specifickou imunitni odpovéd’ vici kodovanému antigenu.

Souhrn

Nové poznatky imunologie a molekularni biologie umoznily vyvoj DNA vakcin, majicich
Siroké moznosti uplatnéni. U infekei nebo nadort 1ze jich uzit k prevenci i k terapii, uplatni se
u autoimunnich nemoci i alergie. Z hlediska technologii mohou slouZit k pfipravé reagencii
pro produkci monoklonélnich i polyklondlnich protilatek aj.

Na rozdil od zivych atenuovanych vakcin jde pfi aplikaci DNA vakciny pouze o pfenos
genu kédujicich imunogenni antigeny. Vektory se samy nereplikuji, ani u nich nedochazi ke
zvratu avirulence, protoze obsahuji jen pozadované genetické sekvence.

Tyto DNA a jiné na genech zalozené vakciny by mély umoznit generovani specifickych
imunitnich reakei ( cytolytickych T-bungk, protiladtek, pozadovaného typu T-helper bun¢k).
Jejich schopnost navodit celularni i humoralni odpovéd’ miize byt rozhodujici pii ptiprave
vakcin, které by byly efektivni proti virovym infekcim (napi. HIV), intracelularné ulozenym
bakteriim (napt. TBC) a parazitim (napf. malarii), stejn¢ jako proti nadortm.
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Poznamka prekladatele

Réad sleduji pokroky mediciny, zvlast¢ na tseku boje sinfekcemi a hromadné se
vyskytujicimi nemocemi. Dlouhotrvajici a pro praxi zdéanlivé nic nepfindSejici zakladni
vyzkum, dokéze nas po Case piekvapivé obohatit o zcela novy pohled a pfinést zcela nové
moznosti prevence i terapie nemoci. Genové vakciny jsou toho dokladem.



