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1. Uvod

Onemocnéni AIDS a tuberkuldza jsou jiz nékolik let
na nejvyssich pozicich v seznamu pfi¢in umrti ve svéte.
Tuberkul6za byla v roce 2005 piig¢inou umrti 1,6 mil lidi'.
Onemocnéni AIDS bylo pfi¢inou Gmrti 2 mil lidi v celo-
svétovym mefitku v roce 2007, z ¢ehoz bylo 270 000 déti.
Za tentyZ rok pfibylo dalSich 2,7 mil nov¢ infikovanych
osob ke 33 mil jiz evidovanych HIV pozitivnich osob’.
Malarie celosvétové ohrozuje 3 mld lidi ve vice nez
109 zemich. Vice nez 250 mil lidi jiz na maldrii trpi, u vice
nez 1 mil pacienti roéné vede k smrti**.

Vakcinace (z lat. vacca — krdva, protoze prvni vakcina
byla zalozena na ockovani lidi kravskymi neStovicemi) je
nejucinnéjsi zplisob, jak predchazet infekénim chorobam.
let pt. n. 1. v Cing. Prvni dokumentovanou vakcinaci (proti
pravym nestovicim) provedl v roce 1796 anglicky lékar
Edward Jenner. Nové objevy v mikrobidlni patogenezi
a imunologii vedly v poslednich letech k renesanci ve vy-
zkumu a vyvoji vakcin. Komerénim a zaroven technolo-
gickym uspéchem byla napf. ptiprava vakciny Prevenar,
ktera je urcena k prevenci pneumokokovych infekci u no-
vorozencl a batolat. Jde o konjugat bakterialnich polysa-
charidt ze Streptococcus pneumoniae a proteinu CRM197
(z angl. cross reacting material), coz je nefunkéni varianta
bakterialniho toxinu z Corynebacterium diphtheriae. Tato
kombinace vedla ke stimulaci produkce IgG protilatek.
Dalsi vyvoj v této oblasti se soustfed’uje na vyzkum vakcin
ve formé 12 a vice valentnich glykokonjugatti, které by
poskytovaly komplexn&jsi ochranu®. Dalsim piikladem
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jsou vakciny Cervavix a Gardasil (v Ceské republice dis-
tribuovana pod nazvem Silgard), které byly svétovou zdra-
votnickou organizaci doporuceny k celoplosné prevenci.
Divalentni vakcina Cervarix je urCena k prevenci prema-
lignich cervikalnich 1ézi a karcinomu délozniho hrdla,
zatimco tetravalentni vakcina Gardasil/Silgard zahrnuje
prevenci premalignich genitalnich 1ézi (cervikalnich, vul-
vélnich a vagindlnich), karcinomu déloZniho hrdla a geni-
talnich bradavic. Cervarix obsahuje rekombinantni kapsi-
dové proteiny lidskych papilomavirt (L1 proteiny HPV)
typt 16 a 18 slozenych do viru podobnych ¢astic, konjugo-
vanych s adjuvans. Gardasil/Silgard vakcina obsahuje L1
proteiny HPV typii 6, 11, 16 a 18 v téze form&™'°. Hladiny
protilatek po aplikaci obou vakcin jsou nesrovnatelné vétsi
nez protilatkova odpovéd po pfirozené infekci. Priprava
antigenti ve form¢ virim podobnych ¢astic nebo syntéza
modifikovanych adjuvans poukazuji na vysoky potencial
tohoto odvétvi farmakologie a jsou vyzvou a impulsem pro
farmaceuticky pramysl k vyvoji vakcin proti Siroké skale
onemocnéni jako je malarie, tuberkuldza, meningitida typu
B, hepatitida typu C, chlamydiové infekce a v neposledni
fad¢ také k vyvoji vakciny proti mnoha subtyplim chiipky.

Bezpecnost a efektivita ockovaci latky zavisi na zpu-
sobu pfipravy a na jejim slozeni.

Ockovaci latky, které jsou momentalné v klinickém
pouziti, jsou n¢kolika typut:
Inaktivované vakciny, které jsou pfipraveny usmrce-
nim piisluSného patogenu teplem nebo chemicky.
Ockovaci latka je stabilni, ale kvili relativné slabé
imunitni odpovédi je nutné vakcinu podat vicekrat.
Prikladem tohoto typu vakciny je bunécna vakcina
proti cernému kasli ¢i vakcina proti chiipce.
Zivé (atenuované) vakciny, které jsou pfipraveny kul-
tivaci patogenu tak, aby ztratil svou virulenci. Imunit-
ni odpoveéd’ organismu po imunizaci timto typem o¢-
kovaci latky je dobra, v tomto pfipad¢€ jsou ale zvyse-
né naroky na skladovani a teoretickd moznost zpétné
mutace do virulentni podoby. Proto se tento typ vak-
cin nepodava osobam s oslabenou obranyschopnosti.
Ptikladem je vakcina proti tuberkuloze, spalnickam,
zardénkam a pfiusnicim.
Toxoid (anatoxin) je molekula toxinu zbavena toxici-
ty, pfi¢emz jeji antigenni aktivita je zachovana. Toxoi-
dy vznikaji spontanné nebo je mozné strukturu vycho-
zi molekuly zménit chemicky, napt. formalinem. Pfi-
kladem tohoto typu vakciny je ockovaci latka proti
tetanu Ci zaskrtu.
Mezi tzv. moderni vakciny, patii:
Konjugované vakciny, které jsou zaloZeny na konju-
gaci polysacharidového antigenu s proteinovym nosi-
¢em (tetanicky nebo diftericky toxoid). Pfikladem je
ockovaci latka proti Haemophilus influenzae typu B.
Subjednotkové vakciny obsahuji pouze urcitou slozku
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Obr. 1. Piehled prevalence a incidence a) AIDS®, b) tuberkulézy® a ¢) malarie’ ve svété ke konci roku 2006

patogenni Castice, kterd vyvolava imunitni odpovéd
a ma imunizacni vlastnosti. Eliminaci rezidudlnich
slozek celého mikroorganismu se snizi Cetnost neza-
doucich G¢inkd. Prikladem je vakcina proti hepatitidé
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B (ENGERIX-B).

Vakciny, které jsou zatim experimentalni:

DNA vakciny. V zasad¢ se jedna o terapeuticky gen,
ktery je po vstupu do buriky exprimovan za produkce
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imunogenniho proteinu patogenniho mikroorganismu,
napt. povrchového glykoproteinu. Pro zajisténi poza-
dované koncentrace proteinu je terapeuticky gen vlo-
zen do vektoru za silny virovy promotor. Konstruova-
ny jsou také multicistronni vektory pro expresi nékoli-
ka imunogennich ¢i imunomodulacnich proteini zéaro-
veit''. Imunomodulaéni proteiny jsou nezbytné pro
regeneraci a zachovani kondice bunék imunitniho
systému. Pro produkci vektoru slouzi bakterialni bui-
ky. Po namnozeni v bakteriich jsou vektory zpravidla
prevedeny do fyziologického roztoku, ve kterém jsou
injektovany pod kuzi nebo do svalu.

Genova d¢la, kde jsou molekuly DNA pfichyceny na
povrchu zlatych ¢i wolframovych mikrocastic, které
jsou urychleny stlatenym héliem a nastfelovany do
cilovych bunék, jsou zatim jenom laboratorni techni-
kou'”. Alternativni metodou je aplikace aerosolu na
nosni, plicni, oéni nebo vaginalni sliznici'"""3.
Rekombinantni vektorové vakciny, ve kterych se gen
pro pfislusny antigen patogenu inkorporuje do geno-
mu neSkodného mikroorganismu — nosice. V této for-
me je latka ockovana do organismu, kde nosi¢ produ-
kuje kromé svych proteindl i proteiny odpovidajici
vnesenému genu. Vznikne imunita proti patogenu.
Nosicem genu muze byt napf. virus vakcinie, poliovi-
rus, BCG nebo nepatogenni salmonela.

Zajimavy experiment byl popsan autory Silva a spol.,
ktefi transfekovali my$i monocyty retrovirovym vek-
torem obsahujicim gen pro expresi hsp65 (z angl.
heat-shock protein) Mycobacterium leprae. Antigen
byl exponovan na povrchu transfekovanych bunck
spolu s MHC ttidy I a II. Tyto buiiky byly injektovany
mySim, u kterych byla po aplikaci pozorovéna odol-
nost po expozici BCG a Mycobacterium tuberculo-
sis™,

Vakciny, které se vyvijeji a pouzivaji v posledni do-
bé, byly navrzeny tak, aby obsahovaly co nejméné cizoro-
dych antigennich latek a tudiz aby zatizeni organismu bylo
co nejmensi, zaroven musi byt samoziejmé schopné vyvo-
lat G¢innou imunitu proti piisluSnému patogenu. Ptiprava
novych typtu vakcin je nezbytnd i proto, Ze pro nektera
infekéni agens nelze pouzit atenuovanou ¢i inaktivovanou
formu pro jejich onkogenni potencial a také proto, Ze né-
které mikroorganismy nelze kultivovat v klasickych pod-
minkach.

Nasledujici ¢ast se tyka piipravy riznych typi vakein
a pokroku ve vyvoji ofkovacich latek proti vyznamnym
patogeniim riznych typt od vird pfes bakterie po parazity
zpusobujici AIDS, tuberkul6zu a malérii.

2. HIV vakciny

HIV (Human immunodeficiency virus), ktery zpuso-
buje syndrom ziskaného selhani imunity (AIDS) fadime do
VI skupiny viri, tj. vird obsahujicich jednofetézcovou
RNA a reverzni transkriptasu. Systematicky nalezi HIV do
¢eledi Retroviridae, podCeledi Orthoretrovirinae a rodu
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Lentivirus. Na zakladé zmén v genetické informaci rozdé-
lujeme HIV na dva typy: HIV-1 a HIV-2. Typ HIV-1 je
délen na 4 skupiny: M, O, N a P. Skupina M obsahuje
zatim 9 subtypt, a to A, B, C, D, F, G, H, J a K.
V poslednich letech se hovofi i o subtypech E a I, které se
ale zatim podarilo izolovat jenom v rekombinantni podobé
s jinym subtypem.

K infekci dochéazi télnimi tekutinami nakaZzenych
osob (krev, vaginalni sekret, sperma, matefské mléko).
Vstup viru do cilové bunky zajistuje povrchovy glykopro-
tein (Env; z angl. envelope). Ma dvé podjednotky, gp120
(povrchova podjednotka — SU, z angl. surface unit) a gp41
(transmembranové podjednotka — TM, z angl. transmem-
brane unit). Na vn&jSim povrchu virové membrany jsou
proteiny gpl120 a gp41 spojeny nekovalentnimi interakce-
mi". Povrchova podjednotka (gp120) je zodpovédna za
specifickou interakci s povrchovym glykoproteinem CD4
exponovanym na povrchu T-lymfocytd. V disledku vazby
proteinu gp120 na molekulu CD4 dochazi ke konformacni
zméné gpl120 a odkryti vazebného mista pro koreceptor
(CCR5 nebo CXCR4)'%"7.

Po interakci viru s receptorem a koreceptorem docha-
zi k fad€ konformacnich zmén, jejichz vysledkem je mem-
branova fuze a uvolnéni virového jadra do cytoplasmy
cilové buitky'®. Po rozpadu virového jadra je spustén pro-
ces reverzni transkripce, kterym je syntetizovana dvoufe-
tézcova virova DNA. Reverzni transkripce probiha v cyto-
plazmé v tzv. nukleoproteinovém komplexu. Po jejim
ukonceni je cely tzv. preintegracni komplex (PIC), tvofeny
DNA, IN (integrasa), RT (reverzni transkriptasa) a zfejmeé
i MA (matrixovy protein), Vpr (z angl. viral protein R)
a NC (nukleoprotein), transportovan k jadernym porim
(cit."""*%). Nasledkem specifickych interakci s proteiny
lokalizovanymi na vstupu do jaderného péru dochazi
k rozpadu PIC a priniku provirové DNA do jadra, kde je
za pomoci integrasy inkorporovana do hostitelské¢ho geno-
mu. Po aktivaci proviru dochézi za ucasti hostitelské DNA
polymerasy k transkripci provirové DNA. Vzniklé mole-
kuly RNA, nesestiizené i sestfiZzené, jsou transportovany
do cytoplasmy. Nesestfizend RNA vystupuje bud’ jako
mRNA, ze které na volnych polysomech vznikaji polypro-
teinové produkty Gag, Gag-Pro a Gag-Pro-Pol, nebo jako
genomova RNA nové se formujici virové Castice. Sestfize-
né molekuly RNA slouZi jako mRNA kodujici Env a regu-
laéni proteiny Vif, Vpr, Tat, Nef, Rev a Vpu®.

Translaci env na drsném endoplasmatickém retikulu
(ER) vznika polyproteinovy prekurzor Env, ktery je v ER
(endoplasmatické retikulum) Stépen za vzniku SU a TM.
Tyto podjednotky jsou poté transportovany k cytoplasma-
tické membran¢ (CM) a exponovany na jejim povrchu.
Polyproteinové prekurzory Gag a Gag-Pro-Pol jsou taktéz
transportovany k CM, kde dochdzi k jejich multimerizaci
a vytvoreni nezralé virové Castice, ktera po vazbé na kom-
plex SU a TM puci ven z buriky. Viry touto cestou ziska-
vaji vnéjsi obal odvozeny od CM hostitelské buiiky. Zrani
viru, tj. prestavba virového jadra (z angl. core), probihd po
oddéleni viru od hostitelské butiky, a je zplisobeno proteo-
lytickym $tépenim polyproteini Gag a Gag-Pro-Pol.
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HIV byl objeven pied vice nez 25 lety a v dnesni
dob¢é¢ vime mnoho o jeho struktufe a imunopatogenezi.
Byly pozorovany rtizné vlastnosti HIV, jako je mimofadna
geneticka diverzita, zptisobena vysokou frekvenci chyb pfi
transkripci virového genomu, nebo jeho schopnost postup-
né eliminovat imunitni odpovéd’ hostitele. Nebyl pozoro-
van zadny priklad imunity proti HIV, ktery by mohl byt
(podobné jako u ostatnich znamych vir)) zakladem pro
vyvoj vakciny. Od osmdesatych let bylo uskute¢néno vice
nez 95 klinickych testl riznych HIV vakcin na vice nez 26
000 dobrovolnicich, Zddna ovSem neposkytla uspokojivy
vysledek?.

V soucasné dobé& probiha zajimava studie, a to testo-
vani vakciny obsahujici virus ptacich nestovic. Virus pta-
¢ich nestovic (ALVAC) je zndm svou vysokou imunogeni-
tou, a proto byl pouzit jako vektor pro produkci HIV vak-
cin. Do vektoru byly vlozeny rizné kombinace gent
z HIV: env, gag, pol a nef. Pét kombinaci bylo testovano
na dobrovolnicich. Do druhé faze klinickych testl byl
zatazen konstrukt ALVAC vCP205 obsahujici geny pro
env (gpl20, gp4l), gag a pol. Byla pozorovéna tvorba
cytotoxickych CD8+ T-lymfocytt, které prikazné zpoma-
luji pribéh infekce™. Byla také prokazana bezpeénost
a imunogenita vakciny?®.

Vakcinou ve treti fazi klinickych testii je Retanef,
tvofeny adenovirovym vektorem s vloZzenymi geny rev,
tat, nef, gag, pol a env HIV-1 subtypu B, ktera je testovana
v USA a Australii. Vakcina schopna indukovat rozsahlou
produkci CD4+ a CD8+ T-lymfocytli umoznuje dlouhodo-
bou kontrolu nad pribéhem infekce®’2*.

Dalsi z fady rekombinantnich vakcin je ockovaci
latka, jejimz zakladem je genova modifikace viru vakcinie
Ankara (pasaZovanim viru v kufecich bunikéach virus ztratil
10 % svého genomu a tim i schopnost replikace v burnikach
primatt a pro klinické pouziti je tedy zejména z hlediska
bezpecnosti velmi zajimavy), ktera vede k produkci poly-
proteinu Gag a né¢kolika epitoptt HIV indukujicich tvorbu
cytotoxickych T lymfocytd. Tato ockovaci latka byla roku
2001 uvedena do prvni faze klinickych testd v Anglii
a Keni®.

V soucasnosti je licencovano nekolik vakcin obsahu-
jicich povrchové glykoproteiny, které jsou esencidlni pro
prichyceni viru k hostitelské butice a pranik viru do buiky.
Jiz zmifiovanym problémem ve vyvoji vakcin proti HIV je
predevsim diverzita viru a chybovost RT, coz se projevuje
vysokou variabilitou a konformacni flexibilitou povrcho-
vych glykoproteinti a tedy rychlou selekci rezistentniho
viru u léc¢enych pacientl.

Mnohé HIV vakciny jsou navrzeny a vyvijeny tak,
aby po jejich aplikaci do organismu byly imunitnim systé-
mem produkovany protilatky proti gpl120. V roce 2008
byla spusténa prvni faze klinickych testi s vakcinou, ktera
ma vyvolat produkci protilatek proti tfem celosvétove
vyznamnym HIV subtyptim®. Epitopy na gp120 jsou vy-
soce imunogenni a tvofi se proti nim velmi u¢inné protilat-
ky. Na povrchu virionu se ovSem protein gp120 nachazi ve
formé trimeru, coz miZe branit interakci protilatky s epito-
pem. Navic jsou interakce mezi jednotlivymi molekulami
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v trimeru podstatné silnéj$i nez vazba protilatky na epitop,
takze k interakci protilatky a epitopu nemize dojit. K roz-
volnéni trimeru dochazi az po interakci s CD4 receptorem
v diisledku konformacnich zmén, to je uz ale na neutraliza-
ci protilatkou pozdé'’. Resenim by mohlo byt vyuZiti po-
znatkll ze strukturni biologie pro navrzeni a vytvoreni
struktur napodobujicich epitopy povrchovych glykoprotei-
nt HIV, které indukuji tvorbu protilatek proti témto struk-
turam.

Treti faze klinickych testd bude v dohledné dobé
ukoncena u produktu AIDSVax B/B, ktery obsahuje sek-
vence pro obalové glykoproteiny izolované z vird intera-
gujicich s koreceptory CCRS5 (cit.””). Druhd faze klinic-
kych testd neprokazala vyrazngj$i ucinek této vakciny.
V soucasné dobé jsou ocekavany vysledky z tfeti faze
testovani v Thajsku®®>2.

V ramci projektu AIDS Vaccine Integrated Project
(AVIP) bylo navrzeno nékolik vakcin zalozenych na po-
znatcich, Ze Tat a Nef jsou na jedné stran€ induktory ex-
prese cytokini a chemokint (signalni molekuly sehravajici
roli v mezibunééné komunikaci) v infikovanych buiikéch
a na stran¢ druhé jako extracelularni proteiny piisobi jako
chemoatraktanty (indukuji pohyb bunék ve sméru rostouci
koncentrace chemoatraktantu) pro cilové bunky HIV, ¢imz
zvySuji uspésnost infekce. Byly navrzeny 4 typy vakcin.
Zaklad vakciny s ozna¢enim 1-Tat + AV2Env tvofi kombi-
nace cCasného regulacniho virového antigenu Tat
s povrchovym glykoproteinem Env. Oznaceni AV2 pted-
stavuje deleci prvni hypervariabilni oblasti oznacované
jako“V2 loop®. Tato delece zpiisobuje expozici jinak malo
pfistupnych konzervovanych aminokyselinovych sekvenci
Env, které participuji v interakci Env s CD4 receptorem
a piislusnym koreceptorem. Tat protein slouzi jako antigen
a aktivator imunitni odpovédi. Oc¢ekavanym vysledkem
imunizace touto vakcinou je produkce specifickych proti-
latek a indukce CD4+ a CD8+ lymfocytl. Vysledky prvni
faze klinickych testi prokazaly vyznamnou produkci proti-
latek. Vakcina s oznacenim 2-Nef + AV2Env je zalozena
na kombinaci ¢asného regulacniho proteinu Nef a trimeru
AV2Env. Proti produktu genu nefjsou po imunizaci vakci-
nou v organismu tvoreny protilatky anti-Nef a protilatky
proti konzervovanym aminokyselinovym sekvencim Env.
Organismus tak ziskal obranyschopnost proti ¢asné i pozd-
ni fazi replikacniho cyklu viru. Vysledky z prvni faze kli-
nickych testd prokazaly bezpecnost vakciny a také vy-
znamnou imunitni odpovéd. Zakladem ockovaci latky
s oznacenim 3-multi-HIV antigens/epitops je kombinace
genu pro regulacni proteiny Nef, Tat a Rev, genii pro Gag
produkty MA a p24 a DNA koédujici nékolik epitopt z RT,
virové proteasy a Env proteinu. Tato ofkovaci latka byla
doplnéna GM-CSF, coz je cytokin, ristovy faktor bilych
krvinek, ktery m4 v tomto pifipad€ adjuvantni efekt. Latka
zatim nebyla klinicky testovana. Posledni navrzenou vak-
cinou v ramci programu AVIP je latka s ozna¢enim 4-HIV
multigene. Jejim zakladem je plasmidova DNA obsahujici
geny nef, tat, rev, gag a geny pro nékolik epitopti Env
a RT. Po aplikaci ockovaci latky se predpoklada spusténi
tvorby cytotoxickych T lymfocytt. Latka zatim nebyla
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klinicky testovana®®.

Dosavadni uspéchy na poli boje proti HIV nespocivaji
v léCeni infekce, ale spiS v omezeni vyskytu a projevi
priznakii a téZ v omezeni §ifeni viru v populaci®*. Za po-
slednich par let bylo vyvinuto mnoho pokusnych HIV
vakcin, které vyvolaly silnou imunitni odpovéd’ a nasledné
odolnost proti HIV u zvifecich modeld. Nékteré z nich
budou nebo jiz byly zafazeny do klinickych testa™.

3. Vakciny proti tuberkuléze

Bakterii Mycobacterium tuberculosis, ktera je ptivod-
cem tuberkuldzy, fadime do fadu Actinomycetales a rodu
Mpycobacterium. Jedna se o obligatn¢ aerobni tyCinky, za
jejichz objev byla Robertu Kochovi v roce 1905 udélena
Nobelova cena.

Neurcité zatazeni M. tuberculosis na zékladé Gramo-
va barveni a také zvySena rezistence k desinfekénim
a terapeutickym ptipravkiim je patrné zpdsobena odlis-
nostmi ve slozeni bunécné stény, a to predevsim piitom-
nosti kyseliny mykolové.

Zdrojem infekce je nakazeny clovek, pricemz infeké-
ni Castice se $ifi pomoci malych kapének, které zlstavaji
v prostiedi infekéni po dlouhou dobu, pokud nejsou vysta-
veny pfimému slune¢nimu zafeni. Vdechnuté infekcni
Castice pronikaji do terminalnich plicnich sklipkt, kde
dochazi k rozvoji primarni infekce®®. Po vstupu M. tuber-
culosis do organismu byly popsany tfi typy reakce.
V idealnim piipadé dojde ke spontannimu uzdraventi, tj. po
prokazatelném proniknuti infekénich ¢astic nebyla detego-
vana infekce, a to ani v latentni formé. Bohuzel zatim neni
znam molekuldrni mechanismus tohoto procesu. Dal§im
typem je latentni stadium, u kterého ovSem miiZe dojit
k reaktivaci v dasledku oslabeni imunitniho systému. Po-
slednim typem je akutni infekce, kterd se projevuje ihned
po vstupu M. tuberculosis do organismu osob s oslabenym
imunitnim systémem (AIDS, posttransplantaéni 1é¢ba)*’.

V plicnich sklipcich dochazi k fagocytose infekéni
Castice M. tuberculosis pomoci makrofagl. V diisledku
tvorby kyslikovych radikald aktivovanymi makrofagy
v nich nemize probihat pomnoZeni patogenu, ale v mnoha
piipadech nedochazi ani k jeho usmrceni. Navic jsou in-
fekeéni Céastice umistény ve fagosomech, pricemz brani
jejich maturaci, tedy splynuti fagosomu s lysosomem za
vzniku fagolysosomu, a vytvoreni pro virus smrticiho pro-
stiedi. Potlaceni maturace fagosomi ale neni uplné a Cast
populace M. tuberculosis je usmrcena®. Mechanismus
tohoto procesu zatim nebyl u makrofagi objasnén.

Je znamo, Ze makrofagy jsou inicidtory specifické
imunitni odpovédi jako buiiky prezentujici antigen®”. Mak-
rofagy na svém povrchu exponuji bakterialni glykolipidy.
Prezentace bakterialné specifickych antigen na povrchu
makrofagu probiha v kontextu s antigeny MHC I i MHC II
molekul. Bakterialni antigeny se po degradaci uvnitt fago-
lysozomu vazou v endosomalnich kompartmentech
(antigen-prezentujici buiiky) na MHC II molekuly. Vznik-
1¢ komplexy migruji k bunééné membrané¢ buiniky a jsou
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exponovany na jejim povrchu. Exponované bakterialni
antigeny na povrchu makrofagi vedou k aktivaci CD4+
a CD8+ lymfocytl. K aktivaci makrofag dochazi uvolné-
nim interferonu y (INFy), ktery je produkovan nékterymi
populacemi T-lymfocytl, a spolu s TNFa (z angl. tumor
necrosis alpha) maji synergicky ucinek. Lymfocyty CD4+
zacnou produkovat lymfotoxin o, zatimco lymfocyty
CD&+ a yd (aktivované fragmenty mykobakteridlnich lipi-
da, které vznikaji v endozomalnich/lysozomalnich organe-
lach) produkuji perforin a granulysin, jez pfimo usmrcuji
M. tuberculosis uvnité makrofaga®. Timto zptisobem je
infekce kontrolovana a lokalizovana v tzv. granul6znich
lézich. Oslabenim imunitniho systému dochazi ke ztraté
imunologického dohledu, rozvolnéni granulomt a uvolné-
ni M. tuberculosis do krevniho obéhu a tim k pfenosu do
dal$ich tkani a organd (kosti, mozek, ledviny, zfidka posti-
huje také srdce, kosterni svaly, pankreas a §titnou zlazu)*'.

Po desetiletich zanedbavani prevence je v dnesni dobé
vyskyt tuberkulozy (TBC) opét alarmujici, obzvlasté kdyz
se zaCinaji objevovat kmeny M. tuberculosis rezistentni
k vétsing dnes dostupnych 1éka*. Jedna tietina svétové
populace je infikovana latentni formou M. tuberculosis.
Globaln¢ téZz roste incidence TBC, a to pfedevSim
v souvislosti se Sifenim HIV, asi 13 % HIV pozitivni afric-
ké populace je koinfikovano M. tuberculosis®. Z hlediska
prevence ma velky vyznam vakcina Mycobacterium bovis
nazvand Bacillus Calmette-Guérin (BCG), vyvinutd na
pocatku minulého stoleti. Tato vakcina je G¢inna pfi imu-
nizaci novorozenci, ale neni G¢inna pfi prevenci plicnich
onemocnéni u dospélych jedinct®. V soudasné dob¢ je
snaha nahradit BCG vakcinu novou, efektivnéjsi ockovaci
latkou nebo vyvinout ,,podptirnou” vakcinu, ktera by G¢in-
n¢ stimulovala imunitni odpovéd’ u dospélych. Mezi vhod-
né kandidaty nahrazujici klasickou BCG vakcinu fadime
rekombinantni oc¢kovaci latky V1 a V2 (viz tab. I). Anti-
gen 85B (Ag85B) je kli¢ovou slozkou V1 (cit.* ™). Tento
dobie prostudovany enzym o velikosti 30 kDa, ktery se
Ucastni syntézy bunécné stény M. tuberculosis, je u V1
nadprodukovan a u¢inné€ sekretovan. V1 jiz prosla prvni
fazi klinickych testli a je velkym ptislibem do budoucna.
V2 je mutantem BCG, ve kterém je exprimovan listerioly-
sin, ktery perforuje membrinu fagosomu. Navic byl
u tohoto mutantu odstranén gen pro ureasu, ktera zvySuje
pH ve fagosomu. Timto krokem se pfedeslo piipadné ne-
utralizaci fagosomu a snizeni aktivity listeriolysinu.
U experimentalnich zvifat byla po vakcinaci a nasledné
infikaci pozorovéna apoptdza infikovanych makrofagi®.
Prvni faze klinickych testi byla spusténa koncem roku
2007.

Mezi potencialni ,,podplrné* vakciny fadime vakciny
V3, V4 a V5. Vakcina V3 je pripravena ze dvou antigent
M. tuberculosis Ag85B a ESAT-6 (z angl. early secretory
antigenic target). Oba antigeny jsou siln& imunogenni ***'.
V soucasnosti je protein ESAT6 pouZivéan také jako klico-
va slozka nové generace diagnostickych testi pro detekci
M. tuberculosis™. Prvni faze klinickych testi s V3 jiz pro-
béhla v Holandsku, pficemz pacientiim byla podana vakci-
na V3/IC31, kde IC31 znaci pouzité adjuvans. Vakcina
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Tabulka I
Prehled vakcein proti tuberkuldze s jejich ptivodnim oznacenim
Vakciny Nazev Obsazena modifikace/antigen Féze klinickych testi Oznaceni
v textu
Rekombinantni rBCG30 antigen 85B I. faze V1
vakciny
rBCG AureC:Hly lysteriolysin, odstranén gen pro ureasu 1. faze V2
Podptirné vakciny  Ag85B-ESAT6/TB10.4  antigen 85B, antigen ESAT-6 I. faze ukoncena V3
M. tuberculosis72f antigen Rv1196, antigen Rv0125 1. faze V4
MVA8S5A modifikovany Ankara virus, antigen 1. faze V5

85B

byla shledana bezpetnou a silné imunogenni®. Vakcina
V4 obsahuje dva antigeny (Rv1196, Rv0125), které jsou
velmi zajimavym cilem pro pomocné T-lymfocyty™. Vak-
cina V4/AS02A (adjuvans AS02A) byla podana pacientim
v prvni fazi klinickych testt. Byla pozorovana dobra tole-
rance a také indukce jak humoralni, tak buné¢né imunitni
odpovédi. Vakcina V5 je zalozena na genové modifikaci
viru vakcinie Ankara, kterd vede k expresi antigenu 85A
(¢len rodiny Ag85 antigenti). V prvni fazi klinickych testi
byla pozorovéana dobra tolerance a silnad indukce imunitni
odpovedi®.

Diky silné intervenci celosvétové uznavanych organi-
zaci (WHO, EU) se v oblasti prevence TBC délaji zejména
v poslednich n&kolika letech zna&né pokroky™.

4. Vakciny proti malarii

Malérie je zplisobena prvokem Plasmodium falcipa-
rum, prenaSenym samickou komara rodu Anopheles.
K pfenosu prvoka dochdzi slinami infikovaného koméra.
Béhem nékolika minut od kousnuti, kterym se do krevniho
fecist€ uvolni sporozoity (rané vyvojové stadium), je moz-
né identifikovat rozvijejici se schizonty (neinfekéni stadi-
um zivotniho cyklu prvoka charakteristické rychlym déle-
nim) v hepatocytech. Toto stadium infekce je bez pozoro-
vatelnych pfiznakt. Rist schizontli vede k ruptuie hepato-
cytl a uvolnéni merozoit (infekéni ,,produkty asexualni
reprodukce schizontli v hepatocytech) do krve hostitele,
kde jsou infikovany erythrocyty. Klinickymi symptomy
této faze jsou zachvaty horecky kazdé 3 nebo 4 dny, coz
odpovida hromadnému uvoliovani merozoitii z krevnich
bunék. Po infekei erythrocytll pfechdzi stddium merozoitli
do stadia trofozoitti. Cast populace trofozoit pokracuje do
schizogenniho cyklu (asexudlni reprodukce) a druha cast
populace prechdzi do sexualni faze. V této fazi vznikaji
mikrogametocyty (samci) a makrogametocyty (samici),
které jsou uvolnény do krve hostitele a s ni se dostavaji do
téla komara, kde v jeho stfevé probéhne faze oplodnéni
(mikrogametocyty vnikaji do makrogametocytit), vzniknou
nové sporozoity, které jsou krvi transportovany do slinné
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Jednou z mozZnosti, jak podpofit rozvoj imunity proti
malarii, je Casto po sobé nasledujici expozice cilového
organismu. Pfesna povaha imunitni odpovédi (antigenni
specifita a rozsah), ktera pfimo redukuje populaci plasmo-
dia v organismu, resp. pusobi preventivné proti malarii, je
zatim nezndma a Casto simulovdna jenom na zvifecich
modelech. V posledni dob¢ se za velmi nadéjnou povazuje
ockovaci latka s oznacenim RTS,S (v spojeni s AS02 adju-
vans). Tato vakcina obsahuje ¢asti CSP proteinu (z angl.
circumsporozoite protein) a epitopy T-lymfocytl spojené
s komponenty povrchového antigenu hepatitidy B tak, Ze
dochazi k tvorbé imunogennich castic. Klinické studie
prokazaly 34% ucinnost pii prevenci u dospélych pacientl
(studie provadéna v Gambii) a 30% ucinnost u déti (studie
provadéna v Mozambiku)®. Predpokladanym mechanis-
mem UCinku této vakciny je tvorba protilatek proti spo-
rozoitim, které rozpoznaji hepatocyty infikované plasmo-
diem. Pro dosazeni vyssi produkce T-lymfocyti se osvéd-
¢ilo kombinovani dvou vektorti: FP9 (dribezi nesStovice,
z angl. fowlpox virus) a MVA (modifikovany virus vakci-
nie Ankara), které obsahovaly sekvenci jednoho
z antigen: TRAP (z angl. thrombospondin-related adhesi-
ve protein) a CSP. Oba se ucastni vstupu sporozoitii do
hepatocytu®%. Prvni testy obou vakcin byly provedeny
ve Velké Britanii a prokazaly signifikantni tvorbu T-
lymfocyti a 82% redukci napadenych hepatocyta®.
V prvni a druhé fazi klinickych testi je momentalné vakci-
na zaloZena na adenovirovém vektoru exprimujicim CSP
a AMALI (z angl. apical membrane antigen) antigen®”®*.
V druhé fazi klinickych testli je téz vakcina obsahujici
kombinaci MSP-1 a MSP-2 (z angl. merozoite surface
proteins) s RESA proteinem (z angl. ring-stage-infected
erythrocyte surface antigen) z P. falciparum a Montadine
ISA 720 adjuvans. Testy u 5-9letych déti z Papuy Nové
Guiney prokazaly 62% redukci vyskytu parazita®. Dalsim
pomérmneé nadéjnym se ukazuje dlouhy synteticky peptid
odvozeny od MSP-3, obsahujici epitopy z B- a T-
lymfocyt. Prvni faze klinickych testd byla provedena
v Burkina Faso, pfi¢emz byla u dobrovolnikl pozorovana
vyrazna tvorba protilatek’’. Pro piipravu vakcin se daji
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vyuzit i protilatky produkované proti antigentim exprimo-
vanym b€hem sexudlni faze parazita — lze je pouZzit na
zastaveni oplodnéni a vyvinu do stadia sporozoiti. Mezi
takové antigeny patii povrchové antigeny gametocytu pa-
razita: Pfs25, Pfs28, Pfs48/45 a P£s230 (cit.”"™").

5. Zavér

Vyzkum v oblasti patogeneze riznych onemocnéni
neustéle pfinasi nové poznatky, které se stavaji zakladem
pro navrh a produkci vakcin v zajmu prevence nebo jako
latek pasobicich pfimo proti plivodcim onemocnéni. Pro-
ces vytvoreni nové vakciny od jejiho navrzeni az po zave-
deni do klinické praxe je Casové a finanéné naro¢ny. Dliraz
je kladen na bezpecnost vakciny a v neposledni fadé také
na jeji efektivnost a ekonomickou relevantnost. Nejnove;j-
§im trendem v oblasti vyvoje vakcin je vyuziti virovych
vektorl. Viry jsou samy o sob& zna¢n¢ imunogenni a pro-
tilatky, které se po imunizaci takovou vakcinou produkuji,
jsou u testovanych zvifat velmi efektivni. Komplikaci je,
ze imunitni odpovéd’ u ¢loveka je Casto slaba nebo ziskana
imunita pouze docasnd, Casto je pozorovana téz vyrazna
reaktogenita (lokalni bolest a zarudnuti). V soucasnosti
jsou nejzadanéjsimi vakcinami vakciny proti HIV, malarii,
tuberkul6ze, hepatitidé B a C, hore¢ce Dengue a japonské
encefalitideé. Zavedeni G¢inné vakciny do klinického uziva-
ni konkrétné u HIV, malarie a tuberkuldzy je bohuzel za-
tim v nedohlednu.

Tato prace vznikla za finanéni podpory grantu ME
904 Ministerstva Skolstvi, mlddeze a télovychovy.

Seznam pouzitych zkratek

AVIP AIDS Vaccine Integrated Project

BCG Mycobacterium bovis bacillus Calmette-Guérin
CA  kapsidovy protein

CD4 diferenciacni skupina povrchovych glykoproteint
CM  cytoplasmatickd membréna

env  envelope, prekursor pro povrchové glykoproteiny
ER  endoplasmatické retikulum

gag  group-specific antigen, strukturni polyprotein
gpl120 glykoproteinl120

gp4l  glykoprotein41

HIV  Human Immunodeficiency Virus

HPV  Human Papillomavirus

IN integrasa

MA  matrixovy protein

MHC hlavni histokompatibilni komplex

MTB Mpycobacterium tuberculosis

NC  nukleokapsidovy protein

nef  negative regulatory factor

PIC preintegracni komplex

pol  polymerasa

rev  regulator of virion

RT  reverzni transkriptasa

SU  povrchova podjednotka
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tat trans-activator of transcription
TM  transmembranova podjednotka
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nology, Prague): Advances in Development of Vaccines
Against HIV, Tuberculosis and Malaria

The research in vaccine development is growing very
intensively. More than 95 clinical trials of potential HIV
vaccines have been performed in last 25 years. Currently,
only two HIV vaccine candidates are in Phase III trials and
one in Phase II trial. Tuberculosis is another problematic
disease of the 21st century. Calmette-Guérin vaccine from
Mycobacterium bovis bacillus is the only one used for
immunization against tuberculosis. Unfortunately, it is
effective only in newborns but not in adults; thus, efforts
are still put to prepare an effective vaccine for immuniza-
tion and treatment of adults. Malaria killed more than
1 million people in 2006, most of them were children. We
still do not have any vaccine effective in prevention of
malaria; nevertheless, some vaccine candidates appeared
and are now in Phase I or Phase II trial.
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