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Abstrakt

Vakciny zalozené na nukleovych kyselindch (NK vakciny) pfedstavuji inovativni
metodu ockovani s celou fadou vyhod i nevyhod, které brani jejich plnému vyuziti v praxi.
Jednim ze zasadnich problémil je jejich nizkd imunogenicita a neschopnost vytvofeni
dlouhodobé¢ imunity. Pro vylepSeni efektivity vakcinace je nutno znat mechanismy imunitniho
systému hostitele, stejné jako strukturu a moznosti optimalizace nukleové kyseliny (NK).
V soucasné dobé stale probiha intenzivni vyzkum dopravy NK vakcin do bunék hostitele a
vyvoj vhodnych adjuvants pro navozeni adekvatni imunitni reakce.

Ve veterinarnim odvétvi se jiz NK vakeiny setkaly s mnohymi uspéchy a nékolik z nich
je jiz schvaleno pro komer¢ni pouziti. Jedna se predevSim pro vakcinaéni latky proti rybim
konskym a pta¢im onemocnénim.

Kli¢ova slova: vakcina, nukleové kyseliny, DNA, RNA

Abstract

Vaccines based on nucleic acids (NA vaccines) represent an innovative method
of vaccination with a number of advantages and disadvantages, which repress their full
potential of use in practice. One of the major problems is their low immunogenicity and their
incapability to produce long-term immunity. To improve the effectiveness of vaccinations, it is
necessary to know the mechanism of the host immune system as well as the structure and
options of the nucleic acids (NA) optimization. Intensive research of the transportation of NA
into the host cell and the development of suitable adjuvants to elicit an adequate immune
response is still ongoing.

In veterinary practice, NA vaccines have already met with success and several of them
are approved for commercial use. These are mainly vaccines against equine, avian and fish
illnesses.
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1. Uvod

Ockovani je jiz dlouho zndma metoda, jak se chranit pfed zhoubnymi nemocemi a
vybudovat si vii¢i nim imunitu. Prvni poznatky o otkovéani zname jiz od roku 1000 z Ciny a
Indie, kdy pravé nestovice (smallpox) ptedstavovaly vazné zdravotni riziko. Ockovalo se bud’
vdechovanim rozdrcenych strupi nemocnych, ¢i se vtiral hnis z puchyit do Cerstvych ran. Za
prvniho vynélezce vakcinacéni latky je povazovan Edward Jenner, ktery na zékladé pozorovani
zjistil, ze lidé, ktefi prodé€lali infekci kravskymi neStovicemi jiz neonemocnéli neStovicemi
pravymi. Roku 1796 poprvé injikoval virus kravskych nestovic osmiletému chlapci a zajistil
mu tim imunitu vaci pravym nestovicim. Anglicky ndzev vaccine ¢i vaccination je odvozen od
latinského nazvu pro kravu — vacca (The College of Physician of Philadelphia, n.d.).

Od té doby byla objevena celd fada vakcinacnich latek proti infekénim onemocnénim
zalozenych pievazné na atenuovaném ¢i inaktivovaném patogennim agens. Novéj$i metodou
se poté staly subjednotkové vakciny, kdy se podava pouze ¢ast patogenu. Muze se jednat o
jeden nebo vice proteint, peptidi ¢i polysacharidi.

Jiz v 90. letech se zacaly objevovat prvni zminky o moznosti vyuziti nukleovych kyselin
(NK) jakoZzto vakcinacnich latek. Moznost intraceluldrni exprese nami vybranych genli
hostitelem byla potvrzena ve studii Wolffa et al., 1990, pii které byly do kosterni svaloviny
mySi dopraveny DNA i RNA molekuly obsahujici geny pro luciferdzu, B-galaktosidazu a
chloramfenikol acetyltransferazu. Svalové bunky zacaly produkovat proteiny kodované
aplikovanymi NK. Na zdklad¢ tohoto pokusu se zacalo uvaZovat o pouziti této metody pro
ucely vakcinace nahrazenim vySe zminénych referencnich genli sekvencemi pro patogenni
antigeny (Wolff et al., 1990).

Pti o¢kovani NK se vyuziva exprese antigenu in sifu ptimo hostitelskou buiikou. Dochazi
tim k napodobeni infekce organismu patogenem bez jeho pfitomnosti. Zaroven nemize dojit k
obnové virulence, kterd hrozi u atenuovanych vakcin. Produkce buiikou pak zajist'uje spravnou
konformaci a posttranslacni modifikace antigenu. To je dal$i vyhoda oproti inaktivovanym
vakcinam, kde miiZe pfi procesu atenuace dochdzet k poSkozeni struktury antigenu. V soucasné
dobé stale probiha intenzivni vyzkum efektivni dopravy NK vakcin do bunék hostitele.

Vytvofeny antigen, respektive jeho ¢asti, jsou ndsledné vystaveny na hlavnim
histokompatibilnim komplexu I (Major histocompatibility complex I, MHCI) na povrchu
buniky, kde jsou pfistupné imunitnimu systému. Prezentaci antigenu cestou MHCI dochazi
k u¢inné aktivaci bunétné slozky imunity. To je jedna z vyhod oproti peptidovym a
atenuovanym vakcinam, které jdou cestou prezentace MHCII a bunéfnou slozku imunity
dokézou vybudit jen obtiZzn¢ nebo viibec.

Diky expresi antigenu in situ odpadla potieba tvofit patogenni proteiny slozité
v laboratoftich, protoze veskeré potiebné mechanismy vlastni hostitelské buiika. Jedna se tim o
usnadnéni a zlevnéni jejich piipravy oproti dosud vyuZivanym vakcindam. NK vakciny jsou
bezpecné a jejich dalsim plusem je moznost jejich rychlého a flexibilniho vyvoje v piipadé
krizovych situaci, jako jsou naptiklad epidemie, pandemie ¢i rozsifeni novych mutaci patogenti.

NejzasadnéjSim problémem, se kterym se vyvoj téchto vakcin potyka, je jejich nizka
schopnost navodit dostatecnou imunitni odpovéd. To lze ale vylepSit hned nékolika
zpusoby: pouzitim vhodnych adjuvants, upravenim samotné NK, pouziti vhodného nosice pro



dopravu NK do buiiky ¢i zvolenim idealniho mista a zptsobu aplikace vakcina¢ni latky.
Jednotlivymi ¢astmi se budu zabyvat podrobnéji v pribéhu své prace.

Nukleové kyseliny jsou tedy vhodnym kandidatem pro boj proti infekénim onemocnénim
zpusobenych jak viry, bakteriemi ¢i prvoky, ale také proti riznym chronickym a autoimunitnim
onemocnénim, alergiim ¢i rakovindm.

V této praci jsem se zaméfila predevsim na vyuziti NK pii vyrobé vakcinacnich latek proti
veterinarnim virovym onemocnénim, které predstavuji nezanedbatelné hospodaiské riziko pii
chovu hospodaiskych zvirat.

Cile této bakalarské prace jsou:

1. Zpracovat literarni prehled o soucasnych protivirovych vakcinach zaloZenych
na nukleovych kyselinach ve veterinarni oblasti (jiZ registrovanych i téch ve
fazi vyzkumu) a prehled hospodarky vyznamnych virovych onemocnéni u
hospodarskych zvirat.

2. Podat zakladni prehled procesi imunitniho systému vyznamnych pro proces
vakcinace a ustaveni protektivni imunity.

2. Vrozena imunita

Imunitu mizeme rozdelit do dvou kategorii: vrozena a adaptivni. Vrozena imunita je
evoluéné starsi a pisobi nespecificky proti Siroké Skale patogenti. Zahrnuje jak slozky bunécné
(fagocytujici makrofag, neutrofil...), humoralni (komplement, interferony...) nebo naptiklad 1
mechanické bariéry téla, jako je klize ¢i fasinkovy epitel. Tyto slozky jsou v téle pfipravené
jesté pred vyskytem patogenu a jsou tedy schopny reagovat velmi rychle (fddoveé v minutach).
Oproti tomu adaptivni imunita se aktivuje az po prvnim setkani s antigenem a reaguje v rozmezi
dnl aZ tydnli. Zahrnuje jiz antigenné specifické mechanismy a jeji podstata spociva zejména
v protilatkdch produkovanych plazmatickymi builkkami (diferencované B lymfocyty) a
T lymfocytech. Vice se adaptivni imunitou budu zabyvat v nasledujici kapitole.

Vrozena imunita stoji na pocatku kazdé imunitni reakce. V této kapitole se zamétim
piedevsim na slozky vrozené imunity, které jsou podstatné pro pochopeni funkce NK vakcin a
mechanismu ucinku vakcina¢nich adjuvants.

Hlavni bunécnou sloZkou vrozené imunity jsou fagocytujici buiiky. Mezi né¢ miizeme zatadit
makrofagy a dentritické bunky (DCs), které nejCastéji pretrvavaji v mistech mozného vyskytu
patogenu, ¢i neutrofily a monocyty, které cirkuluji v obehové soustavé hostitele (Newton &
Dixit, 2012).

Makrofagy a DCs také slouzi jako antigen prezentujici buiiky (APC) vystavujici ¢asti
pohlcenych antigenti na komplexech MHCII a tvoii tak pojitko mezi vrozenou a adaptivni
imunitou. Vice o prezentaci antigent bunikami bude zminéno u adaptivni imunity.

Jelikoz vrozend imunita zasahuje proti patogenim nespecificky, je schopna rozeznavat
celou fadu silné konzervovanych motivi vyskytujicich se u patogennich agens. Tyto motivy se
jinak nazyvaji PAMPs (Pathogen-associated molecular patterns) a miize mezi né patfit napf.
peptidoglykan, flagelin ¢i lipopolysacharidy gramnegativnich bakterii. Buiiky vrozené imunity
je rozpoznavaji pomoci receptorit PRRs (Pattern recognition receptors), které mohou byt jak
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cytoplazmatické, tak membranové. PRRs miizeme rozdélit na nékolik subtypii podle jejich
struktury a mista vyskytu na Toll-like receptory (TLRs), NOD-like receptory, RIG-I-like
receptory a dalSi. Vrozend imunita zasahuje také proti tzv. DAMPs (Damage-associated
molecular patterns), coz jsou molekuly uvolnéné z poskozenych bunék do extracelularniho
prostoru. Radi se mezi n& napiiklad ATP, DNA &i kyselina mo¢ova (Newton & Dixit, 2012).

V zévislosti na rozeznani PAMPs nebo DAMPs dochazi k aktivaci signalnich drah pro
produkci cytokinii, chemokinii a adhezivnich molekul. Ty jsou podstatné pro aktivaci a
prildkani dalSich slozek vrozené i adaptivni imunity do mista zan¢tu a rychlou eliminaci
patogenu. Je tim zaroven docileno 1 efektivnéjsi prezentace antigenu APC a jeho piedani
slozkam adaptivni imunity (Newton & Dixit, 2012).

Dalsi slozkou vrozené imunity jsou tzv. zirné builky neboli mastocyty. Tyto buiky
produkuji mnozstvi latek regulujici imunitni odpovéd’. Pomoci cytokinti a chemokint indukuji
migraci, maturaci a diferenciaci bun¢k imunitniho systému, zvysuji efektivitu prezentace
antigent APC a indukuji produkci adhezivnich molekul na endotelidlnich bunikach v okoli
postizené oblasti. Histamin naptiklad zajiStuje vazodilataci cév a tim usnadiuje prinik
leukocytl do zé&nétlivé oblasti. Mimo jiné sekretuji také latky schopné piimo eliminace
patogenu a toxickych latek a zaroveii se podili na remodelaci postizené tkané€ (Galli et al., 2010).

Na obr. 1 mizeme vidét vySe zminéné typy bunécnych slozek vrozené imunity spolu se
vzéjemnymi interakcemi pomoci produkovanych latek.

Cytokines
Chemokines

Costimulatory molecules Histamine Mast cell
Proteases
Prostaglandins
Leukotrienes
Chemokines
Connective tissue Dendritic cell (—’ Cytokines

Platelets e (e Granulocyte

Vessel ‘ Monocyte
S
Y o Cytokines
- Plasma proteins ~— Adhesive proteins —>

Endothelium
Basement membrane
Smooth muscle

Nitric oxide Prostaglandins

Cytokines —— —>  Cytokines

Chemokines Collagenase

Proteases Collagen

Leukotrienes Proteases
Macrophage Fibroblast

Obrazek 1: Schéma interakci bunécnych slozek vrozené imunity a jimi produkované latky (Newton & Dixit, 2012).



3. Adaptivni imunita

Jak jsem jiz zminila vySe, adaptivni imunita zahrnuje piedev§im antigenné specifické
mechanismy a je zalozena na B a T lymfocytech. Je aktivovana aZz po prvnim setkani
s antigenem, coz je zprostiedkovano ve vétSiné pripadi pravé imunitou vrozenou. Nebyt
vrozené imunity, nemohla by vzniknout imunita adaptivni. Ob¢ kategorie spolu tedy tzce
spolupracuji. DalSim rysem adaptivni imunity, ktery je zasadni pro ockovani, je tvorba tzv.
imunologické paméti v podobe pamét'ovych bunck.

Po transfekci bunék nukleovou kyselinou (tzn. buiiky za¢nou exprimovat antigen kodovany
nukleovou kyselinou) je mnoho zptisobt, jakymi bude s antigenem nakladdno a jakymi
mechanismy bude aktivovana adekvatni imunitni odpovéd'.

Sama transfekovana bunika (keratinocyt, myocyt...) zane antigen prezentovat na svém
membranovém komplexu MHCI. Transfekované buiiky ale mohou antigen také uvoliiovat
pomoci exosomd, které jsou nasledné pohlceny APC a vystaveny na MHCII (Sudowe et al.,
2009). Komplexy MHCII slouzi pfedevSim k prezentaci antigenii vychytavanych z okoli,
zatimco MHCI prezentuje proteiny exprimované endogenné piimo bunikou. Oba komplexy jsou
zasadni pro aktivaci dal$ich imunitnich slozek.

Po transfekci ale mohou bunky také prodélat apoptdzu a v tom piipad¢ je antigen pohlcen
APC v podob¢ apoptickych télisek (Lazzaro et al., 2015). Pti pohlceni antigenu APC bunkou
muze také dojit ke zkiiZzené prezentaci (cross-presentation). Jedna se o jev, kdy je exogenné
ziskany antigen vystaven na komplexu MHCI. To umozZni aktivaci buné¢né imunity, piestoze
APC neni sama infikovana (Neefjes & Sadaka, 2012). Po vystaveni antigenu na odpovidajicich
MHC DCs dojde k jeji migraci do nejblizsi lymfatické uzliny a k aktivaci naivnich B a
T lymfocyta.

3.1. CDS8+ T lymfocyty

Peptid navdzany na komplexu MHCI je rozpoznavan pomoci receptoru TCR (T-cell
receptor) CD8+ T lymfocytl které néasledné prodé€laji klondlni expanzi na efektorové
cytotoxické T lymfocyty (Tc) (den Haan et al., 2014). Jelikoz komplex MHCI prezentuje
peptidy vytvoiené uvniti bunky, Tc zasahuji pfedevsim proti intraceluldrnim parazitiim a virim.
Tc mohou infikované bunky eliminovat nékolika zplsoby. Jednim znich je vazba
exprimovanym FasL (Fas ligand) na buné¢ny FasR (Fas receptor) a indukovat tak apoptozu
napadené buiiky. Druhym zplisobem je sekrece proteinovych granuli obsahujici perforiny a
granzymy, které dokazi narusSit cytoplazmatickou membréanu infikované buiiky a fragmentovat
jeji DNA (Lowin et al., 1996).

Cast znich se vyvine v tzv. pamétové buiiky. Jsou dlouhovéké, uchovavaji v sobé
informaci o antigenu, se kterym se setkaly. V pfipad€ napadeni organismu stejnym patogenem
jsou schopny reagovat mnohem rychleji a efektivnéji. I ty ale mizeme dale rozdé€lit na tfi
podmnoziny: centralni pamét'ové T lymfocyty (Tcem), efektorové pamétové T lymfocyty (Tem)
a tkadnové pamét'ové T lymfocyty (Trm).

Tem se vyznacuji dobrou migraci do zanétlivych oblasti a pomérné velkou produkci
efektorovych cytokini, jako je interleukin 4 (IL-4), interferon-y (IFN-y) nebo perforin.



Tcwm se oproti tomu nachazeji piedevsim v lymfatickych organech, maji slabsi cytotoxickou
schopnost, ale zato dokazi aktivovat dendritické buiiky a stimulovat je k vysoké produkci IL-
12 (Sallusto et al., 1999). Poslednim typem jsou Trwm, které zlstavaji v mistech nachylnych na
opakovany vyskyt patogenu jako je pokozka nebo stievni epitel (Ariotti et al., 2012).

Ptehledné schéma postupného vyvoje naivniho CD8+ T lymfocytu na vySe zminéné
subtypy je znazornén na obr. 2.
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Obrazek 2: Schéma diferenciace naivniho CD8+ T lymfocytu pomoci APC buiiky na efektorové a pamétové bunécné subtypy
(Arsenio, 2020).

3.2. CD4+ T lymfocyty

Peptidy vystavené na komplexu MHCII dendritickych bun¢k jsou pro zménu rozpoznavany
TCR CD4+ T lymfocyti. Ty se klonédlni expanzi diferencuji do tfi podmnoZin: pomocné
T lymfocyty (Thl, Th2, Thl7), regula¢ni T lymfocyty (Treg) a folikularni pomocné
T lymfocyty (Tfh). Systém diferenciace CD4+ T lymfocytil je i se sméry ucinku hlavnich
interleukin®i uveden na obr. 3.

Thl bunky jsou diferencovany ptredevSim pomoci cytokinu IL-12 a tvoii se hlavné pii
virovych nakazach. Samy buiiky poté sekretuji cytokiny IL-2, IL-21 a IFN-y, které mohou
aktivovat makrofagy ¢i NK bunky (natural killer cells). IL-4 je naopak zasadni pro diferenciaci
CD4+ T lymfocyti na Th2 buiiky uplatitujici se pfi napadeni organismu extracelularnimi
patogeny. Tento subtyp produkuje cytokiny IL-4, IL-5 a IL-13, které¢ nésledné stimuluji
B lymfocyty k diferenciaci na plazmatické bunky a aktivuje slozky ptirozené imunity, jako jsou
eozinofily ¢i bazofily.

10



Oba subtypy bun¢k (Thl a Th2) se ale také svymi cytokiny navzajem inhibuji (IL-4
produkovany Th2 inhibuje tvorbu Thl, a stejné tak IFN-y inhibuje tvorbu Th2). Timto
zptisobem dochézi k polarizaci imunitni odpovédi, kdy zalezi na balanci jednotlivych slozek a
jejich interakei (Girardi, 2007).

Ttetim typem pomocnych T lymfocytt jsou Th17 builky. Ty jsou aktivovany pomoci IL-6
a transformujiciho ristového faktoru B (TGFB). Sekreci IL-17 dokdzi navadét neutrofily
do mista zanétu a urychlit tim imunitni odpovéd’ (Ye et al., 2001).

i-.‘

M7mphages

Dendritic cell

D
Pathogen

1?A ] =

Lk

(GM-CSF) Neutrophils

Obrazek 3: Diferenciace naivniho CD4+ T lymfocytu na jeho pomocné subtypy, prehled sekretovanych cytokinii a cest jejich
ucinku (Girardi, 2007).

Treg T lymfocyty zajiStuji pfedev§im homeostazi. Také tlumi a reguluji efektorovou
funkci lymfocytd, aby bylo zamezeno destrukci vlastnich hostitelskych tkani nepfimétenou
imunitni odpovédi (Belkaid & Tarbell, 2009).

Poslednim subtypem maturovanych CD4+ T lymfocytl jsou Tth, které jsou diferencovany
pomoci cytokind IL-21 a IL-6. Stejné cytokiny také indukuji tvorbu germinalnich center (GC)
v lymfatickych uzlinach (Karnowski et al., 2012).

Kdyz Tth pfes TCR rozezna antigen, aktivuje se a migruje na rozhrani B-T zony
v lymfatické uzlin€. Zde ma moznost setkat se s B lymfocyty, které jiz také pomoci receptoru
BCR (B-cell receptor) zaznamenaly pfitomnost antigenu v téle, pohltily ho a vystavily na svém
komplexu MHCII. Pokud TCR rozezna antigen na MHCII B lymfocytu, znamena to, ze se ob¢
bunky setkaly se stejnym antigenem a mohou tedy pokracovat ve své diferenciaci déale (den
Haan et al., 2014). Osud B lymfocyti bude probran pozdéji.
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Jak je graficky znazorn€no na obr. 4, vazba mezi B a T lymfocyty se déje mimo komplex
MHCII a TCR ptedevsim pomoci povrchovych proteini CD40 (na B lymfocytu) a CD40L (na
Tth bunice) (Banchereau et al., 1994), dale také pies ICOS (na Tth burce), ktery se vaze na
ICOSL B lymfocytu. Tth bunky také sekretuji cytokiny IL-2, IL-4, IL-21 a IFN-y, které
pomahaji proliferaci B lymfocytl, stimuluji jejich izotypovy pfesmyk (podrobnéji probrano
nize) a tvorbu germinalnich center (Swain et al., 2012).

Obrazek 4: Interakce mezi B lymfocytem a Tfh pomocnou buiikou (Swain et al., 2012).

Diky témto signalim jsou si Tth buiky schopny uchovat sviij fenotyp pomocného
pomahaji B lymfocytim v jejich proliferaci a diferenciaci na plazmatické ¢i pamétové bunky
(Karnowski et al., 2012; Schwickert et al., 2011).

Cast Tfh lymfocyti se diferencuje na pamétové Tfh lymfocyty, které jsou zasadni pro
reaktivaci pamétovych B lymfocytl pii opétovném setkani se stejnym antigenem. Kromé
obehového systému je miizeme nalézt také na T-B hranici ¢i dokonce v B zoné lymfatické
uzliny, kde mohou rychleji zareagovat na vyskyt jiz zndmého antigenu (Ise et al., 2014).

3.3. B lymfocyty

B lymfocyty vznikaji stejné jako ostatni krevni buiiky v kostni dieni a svou diferenciaci
dokoncuji v sekundarnich lymfatickych organech (slezina, lymfatické uzliny). Zde dochazi
kjejich aktivaci pomoci nékolika typl signall: rozeznani antigenu  pomoci
imunoglobulinového BCR, pomoc od Tth bun¢k a také stimulace cytokiny (Kurosaki et al.,
2015).
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Schéma vzajemnych interakci bunék imunitniho systému v sekundarni lymfatické uzling,
které budu nasledné podrobnéji rozebirat, je uvedeno na obr. 5.
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Obrazek 5: Mezibunécné interakce a vyvoj B lymfocytu v lymfatické uzliné (Kurosaki et al., 2015).

Jako prvni musi naivni B lymfocyt rozeznat pomoci BCR antigen. Ten mtze byt jak
solubilni v lymf€, tak vazany na membranu DCs (den Haan et al., 2014).

Na rozhrani T a B zony se B lymfocyty setkaji s Tth buiikami a dojde k jejich silné
proliferaci (interakce mezi B lymfocytem a Tth buiikou je probrana vyse). Cést z nich odchazi
a davaji vzniknout kratkov€kym plazmatickym bunikam. Déje se tak, protoZe tyto buiiky nebyly
schopné navazat dostatené silné spojeni s Tth a nedostalo se jim tedy dostatecné Tth pomoci,
aby mohly ve svém vyvoji pokrocit dale (diferenciace na GC). Jelikoz BCR téchto bunék jeste
neprodélal somatickou hypermutaci (probrano niZe), maji mensi afinitu k antigenu (Schwickert
etal., 2011).

Cast B lymfocytii, ktera navazala dostateéné silné spojeni s Tfh, da vzniknout GC. Zde
B lymfocyty opét proliferuji a podstupuji somatickou hypermutaci v tzv. ,,tmavé™ zoné.
Nasledné migruji do ,,svétlé* zony, kde je afinita jejich BCR k antigenu testovdna pomoci
folikularnich dendritickych bunék (FDCs) a dostava se jim dal$i pomoci od Tth. Bunky
s dostate€né kvalitnimi BCR odchazi z GC jako dlouhoveéké plazmatické bunky. Ostatni
B lymfocyty se vraci zpét do ,,tmavé™ zony a cely cyklus se opakuje (Shinnakasu & Kurosaki,
2017).
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3.3.1. Pamétové B lymfocyty

Cast B lymfocytt se béhem své aktivace pieméni na pamétové B lymfocyty. Podle zptisobu
jejich diferenciace je mizeme rozd€lit do dvou podskupin: T-nezavislé pamét'ové B lymfocyty
a T-zavislé pamétové B lymfocyty.

T-nezéavislé pamétové B lymfocyty vznikaji bez pomoci Tth. Pomoci svého BCR
rozeznavaji hlavné bakteridlni lipopolysacharidy a polymerni latky. Nedochazi u nich
k izotypovému piesmyku a sekretuji tedy prevadzné imunoglobuliny tfidy M (IgM). Zatim neni
zcela jasné, zda by se specifitou protilatek a rychlosti imunitni odpovédi vyrazné lisily od
naivnich B lymfocytii (Obukhanych & Nussenzweig, 2006).

Oproti tomu T-zadvislé pamétové B lymfocyty vznikaji za pomoci T lymfocytt podobnym
zpusobem jako plazmatické buniky (popsano vyse). Tyto buiiky jsou dlouhovéké, jiz prodélaly
izotypovy presmyk a pfi opétovném setkani s antigenem reaguji rychleji a efektivnéji.
Pamétové B lymfocyty na GC nezavislé se oddélili jiz po prvni proliferaci B lymfocyta. Jelikoz
jejich BCR neprodélal somatickou hypermutaci, jsou méné afinitni k antigentim nez pamétové
B lymfocyty na GC zavislych. Tyto buniky se oddélily az po proliferaci v GC, prodé¢laly
izotypovy presmyk i somatickou hypermutaci a jsou to tedy bunky schopné produkovat
vysokoafinitni protilatky (Kaji et al., 2012; Kurosaki et al., 2015).

Podle produkovanych protilatek mizeme pamét'ové bunky také rozdélit na IgM, IgA, IgE
a IgG pamét'ové buiky (Kurosaki et al., 2015).

3.3.2. Izotypovy piesmyk a somaticka hypermutace

V primarni fazi protilatkové reakce bunky produkuji pifedevsim IgM a IgD, které mayji
pomérneé malou afinitu k antigenu. Pomoci cytokinti a interakci s Tth dochazi v B lymfocytech
k izotypovému presmyku (Aversa et al., 1994). Imunoglobuliny se obecné skladaji ze dvou
podjednotek lehkého a dvou podjednotek teéZkého fetézce. Na konci kazdého fetézce se nachazi
variabilni doména, ktera zajiStuje afinitu k antigenu a béhem izotypového pfesmyku se neméni.
Zménu prodélava tzv. konstantni doména tézkého fetézce nachéazejici se za jeho variabilni
oblasti a ta je zodpovédna za izotyp sekretovaného imunoglobulinu. Déje se tak na trovni
chromozomalni rekombinace, pfi které jsou nepottebné geny pro urcity typ Ig z této konstantni
domény odstranény (Coffman et al., 1993). Zména izotypu protilatky urcuje jeji efektorovy
mechanismus, jakym zptisobem bude interagovat s bilymi krvinkami, slozkami komplementu
apod.

Somaticka hypermutace se d&je na zakladé bodovych mutaci gend pro variabilni oblasti
imunoglobulinu, které jsou zodpovédné za rozeznani a vazbu antigenu. Timto zpisobem mohou
B lymfocyty zvysit afinitu svych protilatek. JelikoZz se ale jedna o ndhodné mutace, mohou tim
také svou specifitu 1 snizit (Kurosaki et al., 2015).

Jak bylo zminéno vysSe, jaky izotyp protilatek bude plazmatickd buiika produkovat, Ize
regulovat pomoci cytokinti. Na ptiklad IL-4 sekretovany Th2 buiikami stimuluje B lymfocyty
k antigennimu pfesmyku na IgE a IgG1 (Coffman et al., 1993), IL-13 k pfesmyku na IgG4 a
IgE (Punnonen et al., 1993) a IL-10 stimuluje produkci IgG1 a IgG3 (Briere et al., 1994).
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TGFB, ktery je zaroven zodpovédny za aktivaci Th17 buné€k, indukuje tvorbu IgA
(Coffman et al., 1993; Zan et al., 1998) a T lymfocyty aktivujici IL-21 je zodpovédny za
izotypovy pfesmyk imunoglobulinti na IgG1 a IgG3 (Péne et al., 2004).

Neutralizujici protilatky produkované plazmatickymi buiitkami jsou podstatnou slozkou
obrany organismu proti virovym onemocnénim a znalosti o jejich G¢inku a indukci sekrece jsou
podstatné pro vyvoj a vylepseni efektivity vakcinacnich latek.

4. Adjuvants

Jednim z nejvétSich problémt vakcin zaloZzenych na nukleovych kyselinach je prave jejich
pomérné nizkd imunogenicita. Pro vylepSeni jejich schopnosti navodit dostate¢n¢ silnou
imunitni odpovéd’ se vyuzivaji tzv. adjuvants. Jedna se o latky, které se ptidavaji do ockovacich
smési a svymi U€inky zvysuji celkovou efektivitu o€kovani. Tyto latky cili pravé na vrozenou
imunitu, kterd je nezbytna k aktivaci imunity adaptivni. Napomahaji aktivovat DCs a ostatni
fagocytujici buiiky, pohlcovat antigen a indukuji tvorbu prozanétlivych cytokint.

Nejbéznéji pouzivanym adjuvants vakcinaénich latek jsou soli hliniku, jinak také nazyvané
alum. Patfi mezi n€ naptiklad hydroxid hlinity [Al (OH)3], fosforecnan hlinity (Al PO3) nebo
siran draselno-hlinity [KAIl (SOs4)2]. Tyto latky se casto ptidavaji do peptidovych vakcin,
a prestoze nékolik studii potvrzuje jejich G€innost i pfi pouziti s NK vakcinami, je zde snaha
vyvinout lepsi a efektivnéj$i metodu (Garg et al., 2017).

Vhodnym kandidatem pro zlepSeni imunogenicity NK vakcin se zda byt vyuziti bunéénych
cytokini a chemokinii. Ty po aplikaci dokaZzi mimikovat probihajici infekci (napadeni
organismu patogenem). Dojde k pfitahovani bun¢k imunitniho systému z okoli a lymfatickych
nodl. Zajisti se tak lepsi pohlceni exprimovaného antigenu, jeho pfedani slozkam adaptivni
imunity a rychlejsi eliminace patogenniho agens. Tyto latky mohou byt bud’ piidany do
vakcinacni smési ve své proteinové podobé, nebo mohou byt kodovany ptimo NK. Pokud je
cytokin kédovany nukleovou kyselinou, docili se tim delsi trvanlivosti jeho uc¢inku (exprimuji
se stale nové molekuly) oproti jeho pomérné kratké Zivotnosti pii aplikaci v proteinové podobé.
Mezi vyuzivané nebo v soucasnosti studované cytokiny jakoZzto adjuvants NK vakcin patfi
napfiklad IL-1, IL-2, IL-12, IFN-y ¢i granulocyt-makrofag kolonii stimulujici faktor (GM-CSF)
(Okuda et al., 2000).

Podle typu pouzitého cytokinu ¢i chemokinu muzeme také smérovat imunitni reakci
poZadovanym smérem. Pro aktivaci Thl imunitni odpovédi 1ze vyuzit IL-2, IL-12 nebo IFN-y.
Pro Th2 naopak IL-4 nebo IL-10 (Okuda et al., 2000).

Schopnost urcitych cytokinli vyvolat pozadovanou imunitni odpovéd’ pii pouziti s NK
vakcinami byla potvrzena v praci Chowa et al., 1998. Spolu s plazmidem koédujicim obalovy
S protein viru hepatitidy B (HBV) byly mySim podavany i plazmidy obsahujici geny pro rizné
typy cytokind. Zatimco plazmid s genem pro IL-4 indukoval Th2 imunitni odpovéd’ a produkci
IgG1 protilatek, plazmid s genem pro IL-12 ¢i IFN-a indukoval Thl imunitni odpovéd’
a produkci IgG2b (Chow et al., 1998).

Diky rekombinantnim technikdm ale mohou byt geny pro cytokiny ¢i chemokiny vkladany
piimo do plazmidi kodujici antigen. Pfikladem miize byt vloZeni genu pro cytokin GM-CSF
do plazmidu ptimo pied gen pro S protein HBV. Bylo tim docileno silnéjs$i humoralni i bunécné
imunitni odpovédi (Qing et al., 2010).
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Také nemetylované motivy deoxycytidin-fosfat-deoxyguanosin (CpG) pfitomné na
plazmidu mohou piisobit jako vestavény adjuvant. V eukaryotnim hostiteli jsou CpG motivy
metylované. Nemetylované CpG motivy jsou hojné zastoupeny piedevSim v prokaryotnich
organismech a diky tomu dokaze hostitel snadno rozpoznat vlastni DNA od té cizorodé.
Nemetylované useky CpG jsou rozeznavany jako PAMPs endozomalnim TLRY, stimuluji
makrofagy k produkei IL-12, IL-6 a faktoru nadorové nekrozy o (TNF-a) a navozujici tak Thl
imunitni odpovéd’ (Hemmi et al., 2000). TLR9 napomaha také aktivovat DCs, které nasledné
celou reakci umocni sekreci IFN-y (Rottembourg et al., 2010).

CpG sekvence jsou siln¢ druhoveé specifické a jejich optimalni imunogenicita se 1isi podle
jejich délky ¢i strukturnich charakteristik. Jelikoz CpG indukuji produkci prozanétlivych
cytokinti, vyvstaly obavy, ze by pouziti CpG motivii mohlo zplsobit nadmérné zanétlivé
reakce, jak se tomu stava pii nékterych bakterialnich nakazach. Na tuto problematiku bylo
provedeno hned nékolik studii, ¢ast z nich zaznamenalo zanétlivé reakce ve svalech subjektt.
Z4dny z vysledki viak nebyl natolik alarmujici, aby piekonal vyhody ziskané pouzitim tohoto
typu adjuvants (Chaung, 2006).

5. Optimalizace a vyroba vektort

Vakcinace pomoci nukleovych kyselin vyuziva k expresi antigenu transkrip¢ni a translacni
mechanismus pfimo hostitelské buiiky a je tim usnadnéna a urychlena jejich pfiprava oproti
klasickym vakcinam.

NK vakciny lze snadno upravovat, jsou velmi flexibilni a jejich rychléd pfiprava miZze byt
zésadni pro vyvoj vakcin pii akutnich situacich, jako jsou lokalni epidemie infekEnich
onemocnéni, pandemie ¢i vyskyt uplné¢ nového patogenu. Navic jejich pfiprava neni draha,
a proto jsou idedlni volbou pfi vyrob¢ vakcin ve velkém métitku.

5.1.  DNA vakciny

Prvnim vektorem, ktery byl vyuzit k dopravé nukleotidové sekvence antigenu do buiiky,
byla pravé plazmidova DNA (pDNA).

Jelikoz pro spravnou funkci DNA vakcin je potfeba dostat pozadovany plazmid az do jadra
hostitelské buiiky, jednou z hlavnich obav jejich pouziti je mozné zacClenéni pDNA do DNA
hostitele. To by mohlo zplisobit rakovinné bujeni, pfi integraci do gonad pienos vaznych mutaci
do dalSich generaci nebo vznik autoimunitnich onemocnéni. Timto problémem se zabyvalo
hned nékolik studii a tvorba mutaci po pouziti DNA vakcin nebyla dosud potvrzena. Bylo
zjisténo, Ze pii pouziti novych technik pro vylepSeni vstupu plazmidd do buniky (napt. pomoci
elektroporace nebo gene gun, které budou probrany podrobnéji v nasledujici kapitole) byla
zvySena 1 pravdépodobnost integrace plazmidu do hostitelského genomu. Toto pozorovani ale
mohlo byt zpiisobeno faktem, Ze ¢im vice je plazmidh v butice, tim je vétsi Sance, Ze pfi
purifikaci genomové DNA nemusi dojit k uplnému odstranéni vSech extrachromozomalnim
plazmidi (Manam et al., 2000; Z. Wang et al., 2004). I v tomto piipadé je ale frekvence
integrace plazmidu do genomu dokonce mensi, nez je pravdépodobnost vzniku nahodnych
mutaci (Ledwith et al., 2000). Diky témto vysledkiim bylo riziko vzniku mutaci kviili DNA
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vakcindm oznacené za zanedbatelné. Doposud ale nebyla schvélena zddna DNA vakcina proti
lidskym patogentim, a tudiz je jejich bezpecnost stale dodnes otdzkou mnoha studii.

Nejcastéjsim problémem, se kterym se DNA vakciny (a NK vakciny celkové) setkavaji, je
jejich pomérné nizka imunogenicita. Jinymi slovy, nedochazi k dostate¢né expresi antigenu,
nebo jeho exprese nedokaze dostatenym zptisobem stimulovat imunitni systém. Tim neni
docileno natolik silné imunitni odpovédi, aby dala vzniknout pamétovym bunkam a
dlouhodob¢ imunité. Tento fakt je mozno feSit hned nckolika zplsoby. Jednim z nich je
optimalizace plazmidu pfi jeho pfipravé pomoci rekombinantnich technik. Co v§e musi funk¢ni
plazmid obsahovat a jakymi zplsoby se dosahuje lepsi imunogenicity DNA vakcin bude
probrano nasledovné. Na obr. 6 1ze vidét mozné usporadani nize probranych ¢asti plazmidu na
kruhové DNA.
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Obrazek 6: Schéma usporadani jednotlivych oblasti na plazmidové DNA (Kutzler & Weiner, 2008).

Zékladem DNA vakcin je vhodny vektor pro dopraveni antigenu do bunky, tzv. vector
backbone. Vyuzivaji se predev§im bakteridlni plazmidy, které se po jejich optimalizaci nechaji
nejcastéji namnozit v bakteriich E. coli.

Tyto plazmidy obsahuji vSechny bézné oblasti potiebné pro jeho spravnou funkci a
replikaci. Jednou z nich je replikacni pocatek (Ori), ktery je zdsadni pro amplifikaci plazmidu
v replikujicim se organismu. Plazmid miize obsahovat také selekéni marker. Casto se jedna
o geny pro rezistenci vici antibiotikim (Balbas & Bolivar, 1990; Urthaler et al., 2005).

Oblasti pivodniho bakterialniho plazmidu (Ori, selekéni markery, CpG...) mohou
v hostiteli vyvolat fadu nechténych ucinkl jako je umlceni transgenu, anafylakticky Sok ¢i
roz§iteni resistence k antibiotikiim do mikroflory hostitele. Z tohoto diivodu mohou byt tyto
casti odstranény. Vznikaji tim minicircles DNA (MC), které obsahuji pouze promotor a
pozadovany gen. Dalsi vyhodou MC je jejich mala velikost. Cim je isek DNA mensi, tim 1épe
je buiikou pfijiméan a ma lepsi schopnost transfekce (Corinne et al., 2010; Darquet et al., 1997).
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MC tedy vykazuji siln€jsi a déle trvajici expresi antigenu oproti plazmidim (Munye et al.,
2016).

Dulezitou soucasti plazmidu, jak uz bylo zminéno vyse, je také promotor. Zde naseda RNA
polymeraza a zahajuje se tim transkripce pozadovaného genu. Pivodni bakterialni promotor na
plazmidu nevyvold pozadovanou expresi antigenu a nahrazuje se tedy promotory jinych
organismu s lepsi efektivitou exprese genti a silnéjSimi enhancery v jejich okoli. Mezi takto
vyuzivané promotory patii napt. promotor z viru SV40 (Simian virus 40) nebo lidského
cytomegaloviru (Human CMYV). Ten se fadi mezi nejsilnéj$i (Zarrin et al., 1999). Diky své
schopnosti exprese antigenu v Siroké Skale bun¢k a tkani je to zatim nejpouzivanéjsi virovy
promotor pii konstrukci plazmidii (Furth et al., 1991).

Dal$im, tentokrat nevirovym, promotorem je napt. MHCII promotor. Ten ale musi byt
nejprve aktivovany pomoci CIITA (MHC class II transactivator), jehoz exprese mize byt
zvySena aplikaci IFN-y. Kombinaci vektortt obsahujici MHCII promotor a CIITA spolu
s pfidanim IFN-y mtze byt docileno silné protilatkové imunitni odpovédi (Vanniasinkam et al.,
2006). Také promotor elongacniho faktoru-1 alfa (EF-1a) pfedstavuje vhodného kandidéta pro
tvorbu pDNA ¢i MC. Pti pokusech na savc¢ich buitkach plazmidy vybavené timto promotorem
vykazovaly vy$§i hodnoty exprese aplikovanych proteinit (Munye et al., 2016; Orlova et al.,
2014). Vysokou transkripéni schopnost v E.coli vykazoval promotor P70a, ktery je specificky
pro podjednotku sigma 70. Tato jeho vlastnost by se dala dobfe vyuzit pti pripravé mRNA
v bakteridlnich kulturach ¢i lyzatech (Marshall & Noireaux, 2019).

Dal$im typem pouzivanych promotorti jsou promotory vlastni hostiteli. Ty mohou byt
specifické pro jednotlivé typy tkani a bunék hostitele a d se timto zpisobem regulovat 1 misto
exprese antigenu. Jednim z nich je naptiklad promotor svalové kreatinkinazy, ktery exprimuje
antigen hlavné ve svalovych bunkach. Oproti virovym promotorim ale vykazuje mensi
efektivitu, proto se Casto vytvareji kombinované hybridni promotory zajistujici vysokou
specifitu i efektivitu exprese antigenu (Bojak et al., 2002).

Zvysit ucinnost DNA vakcin jde také cilenim exprese antigenu pifimo do DCs. Mezi silné
savCi DCs specifické promotory patii promotor pro dendriticky transmembranovy protein (DC-
STAMP), aktivuyjici CD4+ 1 CD8+ T lymfocyty, nebo Fascin-1 navozujici bunénou imunitni
odpovéd’ (Moulin et al., 2012; Ross et al., 2003).

Po promotoru nasleduje nami vloZeny gen, tzv. GOI (the gene of interest). Jedna se o
sekvenci kodujici imunogenni antigen ziskany z patogenu. Jak je znazornéno na obr. 7, jako
ribozomem. Vyuzivd se Kozakova sekvence, aby byla kompatibilni s transla¢nim
mechanismem hostitele. Dale nésleduje leader sekvence (jinak UTR, 5¢ nepfekladané oblast)
regulujici translaci a gen je zakoncen terminacni oblasti obsahujici stop kodony (UAA, UAG
nebo UGA) (S. Wang et al., 20006).

‘GCC GCC ACC|ATG GAT TGG ACT TGG ATC TTA TTT TTA GTT GCT GCT GCT ACT AGA GTT CAT TICT | | TAG TAG TAG|
Kozak Efficient leader sequence Gene of Stop
sequence interest codons

Obrazek 7: Struktura optimalizovaného genu pro vakcinaci pDNA (Kutzler & Weiner, 2008).
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Dulezitou soucasti plazmidu je také Poly(A) oblast kodujici polyA ocasek na 3’ konci
mRNA. Ten slouzi jako terminacni signal pro ukonceni transkripce, chrdni mRNA pied
degradaci a podili se na exportu mRNA z jadra.

Optimalizace kodont je také dulezitou soucasti uprav DNA vakcin. Kazdy organismus ma
vlastni soubor nejcastéji pouzivanych transferovych RNA (tRNA). Téch je v bunce
produkovano nejvice, zatimco téch vzacnéji vyuzivanych je méné. Pro vysokou efektivitu
translace aplikovanych geni je nejptihodnéj$i vyuzivat pravé ty kodony, ke kterym ma
hostitelska bunika nejvice odpovidajicich tRNA (Nagata et al., 1999).

5.2.  mRNA vakciny

V poslednich letech se vyzkum NK vakcin stale vice zamétuje na vyuziti mRNA v boji
proti infekénim onemocnénim. Oproti DNA vakcindm se mRNA nepotiebuje dostat az do
samotného jadra buiky, k expresi antigenu potfebuje pouze translacni aparat nachazejici se
v cytoplazmé. Je zde tedy o jednu piekdzku mii, kterou musi mRNA vakcina piekonat pii
transfekci bunky a odpadava tim 1 otdzka mutageneze integraci nukleové kyseliny do genomu
hostitele.

Molekuly mRNA je mozno piipravit oproti pDNA bud’ v bezbunéénych systémech pouze
pomoci bunéénych lyzath (tato metoda se ale Castéji vyuziva pro syntézu proteintl) (Marshall
& Noireaux, 2019), nebo zcela synteticky tzv. in vitro transkripci (IVT, in vitro transcription).
Nejprve je potieba sestavit templat (pDNA), ze kterého se bude posléze pozadovand mRNA
transkribovat. Ten musi obsahovat silny promotor pro nasednuti DNA dependentni RNA
polymerézy (promotor bakteriofaga T7, T3 apod.) a sekvenci pozadované mRNA s kddovanym
antigenem. pDNA se poté linearizuje restrikénimi enzymy, je ptidana DNA dependentni RNA
polymeraza a smés ribonukleosid trifosfatl a miZe byt zahdjena samotna transkripce.
Templatovd DNA se nakonec degraduje pfidanim deoxyribonukledzy a cely objem je
purifikovan (Baiersdorfer et al., 2019; Beckert & Masquida, 2011).

Ptestoze se mRNA vakciny zdaji byti lepsi volbou nez pDNA v boji proti infekénim
onemocnénim, mRNA se potyka s jinymi problémy, které brani jejimu plnému vyuziti. Jednim
z nich je prave jeji schopnost vyvolavat nadmérné zanétlivé reakce a molekularni nestabilita.
Obdobn¢ jako pDNA musi byt tedy mRNA nejprve optimalizovana a mtize se tak dit hned na
n¢kolika urovnich.

Pro translaci genu v eukaryotickém hostiteli je zdsadni 5° cap (5° Cepicka), kterd se nachézi
hned za za¢atku molekuly a chrani ji tak pfed degradaci. Mimo jiné je také rozpoznavana
Eukaryotni 5’ cap je metylovany guanosin (m’G, 7-methylguanosine) pfipojeny k 5° konci
molekuly RNA 5¢-5’muistkem pies tii fosfaty (m’GpppN). Pro optimalizaci stability mRNA a
vy$§i exprese antigenu miZze byt m’G cap nahrazena jejimi analogy. VyuZivaji se nejriiznéji
chemicky upravované analogy, mezi které¢ patii také tzv. anti-reverse cap analogs (ARCAs).
Pti syntéze 5° cap se mulze stat, Ze se navaze v opacném sméru, tedy 3°-5¢. Takto navazana
Cepicka pak neni rozpoznana elF4E a neni tedy zahajena translace. U ARCAs je riboza
metylovaného nukleotidu modifikovand bud’ na C2 nebo C3 a nedochazi tim k opa¢nému
navazani ¢epicky. mRNA obsahujici ARCAs vykazovaly oproti klasické ¢epicce vy$si miru
translace, kvtili snizeni mnozstvi Spatné navazanych Cepicek (Stepinski et al., 2001).
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I ARCAs se ale mohou dale modifikovat. Naptiklad pouzitim fosfothioatové Cepicky (B-S-
ARCA) bylo docileno lepsi stability molekuly mRNA a tedy i efektivnéjsi translace u naivnich
DCs (Kuhn et al., 2010).

Dalsi moznosti jsou tzv. 2S analogy. Ty obsahuji 1,2-dithiodifosfatovou skupinu a mustek
ze tii nebo Ctyf fosfatd. Vykazuji lepsi afinitu k eI[EF4E a také chrani mRNA pied
odstranovanim Cepicek enzymy (decapping enzyme). Diky témto vlastnostem vykazuji mRNA
obsahujici tyto analogy vyssi efektivitu translace (Strenkowska et al., 2016).
obsahujici klasickou Cepicku, ktery je na molekulu mRNA pfidan kotranskripéné. Pro
piedstavu, pti pouziti m’GpppAmG se A a G paruje s templatovymi T a C na pozici 1+ a 2+.
Elongace mRNA poté zapocne ptidanim nukleosid-trifosfatu na pozici 3+ (Vaidyanathan et al.,
2018).

5> a3’ UTR oblasti hraji vyznamnou roli v polo¢asu rozpadu molekuly mRNA a efektivity
translace. 3’UTR obsahuje oblasti regulujici polyadenylaci a také se zde mohou nachazet
oblasti bohaté na adenylat a uridylat (AREs, AU-rich elements). Jedna se o sekvence AUUUA
motivi, které napomahaji degradaci mRNA (Ysla et al., 2008). Nejcastéji pouzivanym UTR
pii syntéze mRNA v laboratofich je lidsky B-globin 3’UTR, ktery dokaZe prodlouzit poloc¢as
rozpadu molekuly na vice jak 32 hodin (Adibzadeh et al., 2019; Holtkamp et al., 2006).

mRNA je zakoncena polyA océaskem. Jedna se o sekvenci jednotek adeninu, kterd chrani
celou molekulu pted degradaci. Dilezitd je predevsim jeho délka, kterd urcuje Zivotnost celé
molekuly. Vyuziti sekvenci delSich nez 120 nukleotidi napomaha zpomalit degradaci
molekuly, zlepSuje jeji stabilitu a zvysi se tim 1 mnozstvi translatovaného antigenu (Holtkamp
et al., 2000).

PolyA ocasek se pti pfipravé mRNA miize na molekulu pfipojit bud’ posttranskripéné
pomoci poly(A) polymerazy, nebo se mize sekvence ocasku zakodovat ptimo do templatoveé
pDNA. Timto zptisobem bychom ziskali u v§ech molekul stejnou délku ocasku a jednalo by se
o usnadnéni celého procesu vyroby mRNA. BohuZel homopolymerni sekvence polyA vice nez
175 para bazi neni v cirkularnim plazmidu stabilni. Linearizaci plazmidu pEVL bylo moZno
ziskat polyA océsky dlouhé az 500 nukleotidl. Takto prodlouzené mRNA vykazovaly vyssi
miru translace v lidskych T lymfocytech (Grier et al., 2016).

Stejné jako u DNA vakcin miZeme 1 zde GOI upravit pomoci optimalizace kodonti nebo
adici modifikovanych nukleosidii (nucleoside base modification). Exogenné dodand mRNA je
hostitelem rozpoznavana endozomalnimi TL3, TLR7 a TLRS8 jako PAMPs a spousti vrozenou
imunitni odpovéd’ produkci interferont. Z tohoto divodu jsou do mRNA vkladany
modifikované nukleosidy jako je pseudouridin, 5-metylcytidin, 5-metyluridin, nebo N6-
metyladenosin, které brani rozpoznani TLRs a zabraiiuji tak vzniku nadmérné zanétlivé reakce
(Kariko et al., 2005).

Specialné TLR3 rozeznavaji struktury dvoutetézcové RNA (dsRNA), které jsou v
organismech nepfirozené. Jednd se o znak virového napadeni a spousti se tim degradace
komplementarni mRNA pomoci RNA interference. VylepSit miru translace antigenu a snizit
imunogenicitu mRNA vakcin 1ze také béhem jejich piipravy pomoci vysokotlaké kapalinové
chromatografie (High-performance liquid chromatography, HPLC), kterd efektivné odstranuje
nechténé kontaminace, mezi které patii i dvoufetézcové useky RNA vzniklé béhem ptipravy
(Kariko et al., 2011). Jednou z novéjSich metod odstranéni dsRNA je jejich selektivni

20



zachytavani na celul6zovou kasi v etanolovém pufru. Je to spolehliva a rychla metoda, ktera je
oproti HPLC mnohem jednodussi a levnéjsi (Baiersdorfer et al., 2019).

5.2.1. Samo-amplifikujici mRNA

Specidlnim typem mRNA je tzv. samo-amplifikujici mRNA (self-amplifying mRNA,
SAM). Nejcastéji je zalozena na genomu alphavird, patfici do rodiny Togaviridae, které
obsahuji pozitivni jednotetézcovou RNA (+ssRNA). VSechny geny pro strukturni proteiny viru
jsou odstranény a nahrazeny GOI. Z piivodniho vldkna zde zlstanou vSechny zakladni ¢asti
funkéni mRNA (5°cap, 3’UTR, 5’UTR, polyA) a také oblast zodpovédna za replikaci molekuly.
Ta obsahuje geny pro nestrukturni proteiny tvofici dohromady RNA dependentni RNA
polymerézu, jinak nazyvanou replikaza (Perri et al., 2003).

Diky tomu se SAM muze v hostitelské buiice sama amplifikovat a navySovat tak mnozstvi
exprimovaného antigenu. Oproti konvenéni mRNA tedy sta¢i vakcinovat mensi davkou SAM
pro dosazeni porovnatelného ucinku (Vogel et al., 2018).

Jejich ptiprava se od konven¢nich mRNA nijak vyrazné nelisi, oba druhy se syntetizuji
stejnymi mechanismy, potiebuji stejnou optimalizaci, potykaji se se stejnymi problémy.

Nize na obr. 8 jsou ukazany rozdily ve struktufe a mechanismech produkce antigenti mezi
vyse zminénymi konvenénimi mRNA a samo-amplifikujicimi mRNA.

Conventional mRNA Self-amplifying mRNA
Cap 5'uTR GOI FUTR > AAAAA Cap s5'uTR s GOl FUTR» AAAAA
\x\U// “Formulation for delivery Formulation forde|m§\|%/&
/ \ Self-amplification ;// R\i‘\-
7/I\ 7IN

Cell entry Cell entry
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TLRB TLR7,TLR9 Repllcase '/
RIG-I, MDAS ‘Q\\
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\\w W, e
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Obrazek 8: Rozdily ve strukture a mechanismech exprese antigenu v hostitelské burice mezi konvencni mRNA a samo-
amplifikujici mRNA (Sandbrink & Shattock, 2020).

6. Zplusoby dopravy nukleové kyseliny do bunky
6.1. Fyzické metody

Klasickym zptisobem podani vakcinacni latky do téla hostitele je aplikace pomoci injekce.
Podle mista vpichu mizeme injekce rozdélit na intramuskularni, intradermalni ¢i subkutanni.
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Existuji ale 1 inovativnéjsi a Casto mén¢ invazivni zplsoby dopravy, které zaroven zlepsuji
absorpci NK bunkou.

Mezi né patii naptiklad Biojector neboli Jet delivery. Vyuziva se vysokotlakého proudu
stlacené oxidu uhli¢itého (COz), ktery umozni vakcinacni latce proniknout kizi bez pouziti
jehly. Byla zaznamenana vyrazn¢ lepsi absorpce NK bunikami svaloviny a kiize oproti klasické
vakcinaci jehlou (Manam et al., 2000).

Gene gun predstavuje biolisticky zptasob dopravy nukleové kyseliny vazané na zlatych
mikrocasticich, které jsou vysttelené pomoci stlaceného helia (He). Pti pouziti tlaku He 800 psi
bylo docileno dopravy zlatych ¢astic az do bazalnich vrstev lidské pokozky (epidermis), kde
doslo k piimé transfekci Langerhansovych bun¢k (pokozkové dendritické bunky, LC).
Ty nasledné rychleji migruji do lymfatickych uzlin a prezentuji antigen na svych MHCI.
I podani samotnych zlatych ¢astic bez NK stimuluje LC k migraci, a to pravdépodobné diky
mechanickému poskozeni bun¢k. Cileni na DCs hostitele by jednoznacné zefektivnilo a
urychlilo cely proces vakcinace (Larregina et al., 2001).

Metodou, kterd je nejpodobnéjsi klasické injekci, jsou tzv. microneedles (MN).
Mikrojehlicky o dané velikosti (nejcastéji kolem 750-650 pm) dovoluji dodat vakcinaéni latku
do presné ur¢ené hloubky klize, cozZ napoméha cilit na APC. Jsou zaroven mén¢ invazivni a
bezbolestné.

Microneedles se daji rozd¢lit na 4 subtypy:

a) Pevné MN, které se nejprve musi namacet do vakcina¢ni latky, dokud nedojde
k dostate¢nému pftilnuti NK na povrch jehlicek (aZz 100 ponofeni). Néasledné takto
obalené¢ jehlicky penetruji kizi (Pearton et al., 2012).

b) Pevné MN, které se neobaluji NK. Nejprve se klize oSetii roztokem NK a az poté je
penetrovana MN. Vytvofi se tim mikrokanéalky pro vstup NK do pozZadované
hloubky klize (Birchall et al., 2008).

¢) Rozpustné MN z biopolymert, které se opét obali NK. Pti penetraci kize se ale pii
kontaktu s tkanovym mokem rozpusti a uvolni NK (Sullivan et al., 2010).

d) Duté MN, které dodaji NK podobné jako klasickd vakcinace injekci — vstiikem
malého mnozstvi tekutiny, ale dochdzi pfitom k mnohem mensimu poskozeni kize
(Daugimont et al., 2010)

Dalsi ¢asto vyuzivanou technikou pro dopravu celé fady latek do bunék je elektroporace.
Pomoci elektrickych pulzi se docili kratkodobého naruSeni cytoplazmatické membrany a
umozni se NK jednoduseji vstoupit do buitkky. Tim se zvysi i celkova exprese kodovaného
antigenu a zvysi se imunitni odpovéd’. Pravdépodobné miize dochézet i k do¢asnému naruseni
jaderné membrany, coz by umoznilo snadngjs$i dopravu DNA do jadra nedélicich se bunck
(Widera et al., 2000).

6.2. Chemické metody

Aby se nukleova kyselina dostala do cilového mista a doslo k expresi antigenu, musi
piekonat hned nékolik piekazek. Musi ptezit v extracelularnim prostiedi, prekonat
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cytoplazmatickou membranu, uniknout z endozomu a v ptipadé DNA vakcin se musi dostat az
do jadra ptes jadernou membranu.

Extracelularni prostiedi je velmi nepfatelské k volnym nukleovym kyselinam a dochazi zde
k jejich rychlé degradaci diky pfitomnym nukledzam. Az 99 % volné pDNA je degradovéano do
90 minut po jeji injekci. Jednd se z velké Casti o aktivitu endonukledz (enzymy Stépici NK
uprostied fetézce). Podle typu NK a typu tkan¢ se na degradaci mohou vice ¢i méné podilet i
exonukleazy (enzymy Stépici NK od koncit) (Barry et al., 1999). Z tohoto diivodu jsou NK
do bunék dopravovany pomoci nosici, které je chrani pfed degradaci, usnadiuji jejich dopravu
do bun¢k a zvysuji tak efektivitu vakcinace.

V nasledujicich kapitolach je zminéno par vybranych ptikladd takovychto nosi¢li spolu
s jejich hlavnimi vlastnostmi, pfednostmi a ptipadné piekazkami jejich pouziti. Jedna se pouze
o zakladni vybér nejpouzivanéjSich nosicl. Stale se syntetizuji nové vhodné latky a jen
kombinaci téch stavajicich vznikd nespocet moznosti slozeni nanocastic.

6.2.1. Lipidy

Nejcastéji pouzivanymi a nejlépe vyzkousenymi slozkami, které se vyuzivaji pro dopravu
NK do bunky jsou lipidy a komplexy z nich slozené. Nejjednodussi jsou tzv. lipozomy. Jedna
se o vacky z fosfolipidové dvojvrstvy, do kterych se uzaviou molekuly NK. Takovéto komplexy
se souhrnné nazyvaji jako lipoplexy (LP) a pro dopravu NK do buiiky pomoci téchto lipoplext
byl zaveden termin lipofekce.

Lipidickeé sloZeni vacki mize byt velmi pestré a odviji se od n¢j cela fada jejich vyslednych
vlastnosti. Nejvyuzivanéj$im typem jsou kationtové lipozomy (CL) obsahujici lipidy, jako jsou
napi.  1,2-dioleoyl-3-trimetylammonium-propan  (DOTAP),  1,2-di-O-octadecenyl-3-
trimetylammonium propan (DOTMA) nebo 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamin
(DOPE). Diky svému pozitivnimu naboji CL Iépe interaguji s negativné nabitymi fosfatovymi
skupinami NK a usnadniuji tak jejich ptipravu. NK se smichd s lipozomy a spontanné se vytvoii
komplexy lipoplexil. Pozitivni ndboj vacki zaroven napomahd interakci s negativné nabitou
plazmatickou membranou buné€k hostitele (Felgner et al., 1987).

Pii vakcinaci myS$i mRNA koédujici protein Gag viru lidské imunitni nedostate¢nosti
(Human immunodeficiency virus, HIV) byla po pfiddni DOTAP:DOPE CL naméfena silnéjsi
cytotoxicka i protilatkova imunitni odpovéd’ a indukce germindlnich center (Pollard et al.,
2013). Chemické vzorce lipida pouzité ve vySe zminéné studii jsou uvedeny na obr. 9.

CH3—(CH,);—CH=CH—(CH,);—CO-0 .
™ CH-CH,—N—(CHa)s DOTAP
CHg—(CH,),—CH=CH—(CH,);~CO-O-CH, —

CH3—(0H2)7—CH=CH—(CH2)7—CO—O S~ o
CH-CH—O~_II . DOPE
CH3~(CH,);~CH=CH—(CH,);~CO-O-CH, — /P— O—(CH,)>—NH4 (+)T

-0

Obrazek 9: Chemické vzorce vybranych lipidit DOTAP a DOPE vyuzivanych pri pripravé kationtovym lipozomii (Midoux &
Pichon, 2014).
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Na druhou stranu kationtové lipoplexy ale vykazuji oproti neutrdlnim ¢i aniontovym
lipoplexiim mnohem vyssi toxicitu. CL a pDNA podané samostatné toxické nejsou, spojenim
v lipoplex se ale jejich toxicita silné zvysi. V lipofektovanych buiikach byla naméfena vyssi
exprese pro-apoptickych gent a také zvysené hodnoty IL-6 a IFN-a. Tyto cytokiny se rovnéz
podileji na indukci apoptozy (Nguyen et al., 2007). V porovnani s aniontovymi lipozomy, které
vykazuji téméf stejnou miru transfekce DNA, byla naméfena az o 40 % vysSsi toxicita
kationtovych lipozomu (Patil et al., 2004). Pfesnéjsi mechanismus ptisobeni toxicity CL je stale
predmétem mnoha vyzkumti.

LP se do bunky dostavaji nejcastéji klathrin-dependentni endocytézou nasledovanou
unikem z endozomu. Dochazi k flip-flop vyméné zaporné nabitych fosfolipidii na povrchu
buiiky, dojde k vyvazeni naboju a tvorbé neutralné nabitych fosfolipidovych para. Tim dochazi
k fuzi obou membran a k uvolnéni zaporn€ nabité DNA do cytosolu (Rejman et al., 2005; Xu
& Szoka, 1996). Pti dopravé NK do bun¢k pomoci lipozomi se miize nukleova kyselina nejprve
spojit s kationtovym polymerem a ten se nésledné¢ uzavie do lipozomu za vzniku tzv.
lipopolyplexu (LPR/LPD). Pro tvorbu polymeru se vyuzivaji napiiklad poly(L-lysin) (PLL),
protamin ¢i poly(L-ornitin). Polymer chrdni DNA ptfed nukleazami, vysledné komplexy maji
oproti klasickym lipozomim mensi velikost (okolo 100 nm) a tim se zlepSuje 1 jejich
transfekéni aktivita. Jednim z diivodii miZe byt fakt, ze pomoci endocytdzy jsou Iépe piijimany
spiSe mensi Castice. Zaroven by PLL ¢i protamin mohly slouzit jako jaderny lokaliza¢ni signal
a dopravit DNA az do samotného jadra buniky (Gao & Huang, 1996).

Lipidické nanocastice (LNP) se skladaji z polymerniho jadra [napt. poly(B-aminoester)]
obalené¢ho CL, ktery snizuje toxicitu jadra. NK je navazana na povrchu c¢astice diky svému
negativnimu naboji. CL mulZe byt navic obohaceny o 1,2-distearoyl-sn-glycero-3-
phosphoethanolamin-poly(ethylen glykol) (DSPE-PEG), coz zamezuje agregaci Castic a
usnadiiuje tim jejich resuspendaci a ¢isténi (Su et al., 2011).

Pro dopravu samo-amplifikujici mRNA se napiiklad vyuziva metoda pomoci kationtovych
nanoemulzi (CNE). Jednd se o Castice pfipravené z kationtového peptidu (napi. DOTAP),
skvalenu, hydrofobnich a hydrofilnich latek, které nasledné na svilij povrch vazi molekuly SAM
(Brito et al., 2014).

Schématické znazornéni slozeni jednotlivych typu lipidickych nosict, kterymi jsem se do
této chvile zaobirala, je na obr. 10.
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Obrazek 10: Typy a slozent jednotlivych komplexii obsahujict lipidy, které se vyuzivaji pro dopravu mRNA do bunky (Midoux
& Pichon, 2014).

V neposledni fadé se také vyuzivaji tzv. virosomy, coz jsou lipozomim podobné vacky
s pfidanymi virovymi glykoproteiny. VyuZivaji se pro dopravu lé¢iv do bun€k a mohou byt
vhodnou alternativou pro dopravu NK pfi vakcinaci. Svym sloZzenim mimikuji obalené viry a
uzavienim kondenzované NK do lumen vacku je NK dobfe chranénd pted jeji degradaci.
Jednotlivé glykoproteiny ziskané z riznych virti se 1i§i svou vazbou na bunécné receptory,
schopnosti fuze s hostitelskou membranou a mohou tak cilit na riizné typy bunék. Glykoprotein
hemaglutinin (HA) ziskany z viru chfipky se vaZe na sialovou kyselinu na povrchu cilovych
bunék, navozuje endocytdzu a fiizi membran. Je zde ale riziko rozpoznani HA hostitelskymi
protilatkami z diive prodélané chiipkové infekce. To mlZe vést ke snizeni ti€innosti transfekce
(De Jonge et al., 2007).

6.2.2. Polymery

Pro dopravu NK Ize vyuzit také celou fadu kationtovych polymert jako jsou napiiklad
poly(L-lysin) (PLL), polyethylenimin (PEI), poly(B-aminoester) (PBAE), polylactic-co-
glykolova kyselina (PLGA), chitosan a dal$i. Podobné¢ jako u lipozom, diky svému kladnému
naboji dobfe interaguji s negativné nabitou NK a tvoii polyplex, ktery se nasledné¢ muze
obohatit napft. lipidy, peptidy ¢i dal§imi polymery (Gao & Huang, 1996).

PLL je ptirodni biodegradabilni polymer, ktery dokaze siln¢ vazat NK a kondenzovat ji do
stabilnich ¢astic. Kviili tomu pravdépodobné ale nedokaze NK efektivné uvolnit do cytosolu
buiiky a oproti PEI vykazuje mensi efektivitu transfekce. Zarovein ma PLL problém uniknout
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z endozomu a zustava v nich uvéznén. PEI oproti tomu vynikal svou rychlosti uvolnéni NK a
endozomalniho uniku. PEI ¢éstice jsou pfijimany buitkou klathrin-dependentni i1 kaveolarni
endocytozou. K efektivni transfekci dochazi ale pouze u kaveolarni cesty. NK musi
z endozomu uniknout jes§t¢ pied fuzi vacku s lysozomem, klathrin u klathrin-dependentni
endocytozy ale brani roztrzeni vacku a NK je tak degradovana (Itaka et al., 2004; Rejman et
al., 2005).

Klasicky unik zendozomu polymert je zajiStén pomoci proton-sponge efektu.
Aminoskupiny polymernich latek jsou pii fyziologickém pH do ur¢it¢ miry protonovany
(pufra¢ni kapacita). Pfi acidifikaci endozomu dochazi ke vhanéni H" a Cl” do lumen vacku, ale
vodikové protony jsou vazany zbylymi neprotonovanymi animoskupinami polymeru. Vytvoii
se tak nadbytek chloridovych aniontl, které zpisobi osmoticky otok (osmotic swelling)
endozomu. V lumen vacku se za¢ne hromadit voda, ktera néasledné zpisobi roztrzeni vacku a
uvolnéni jeho vnitiniho obsahu do cytosolu buiiky (Behr, 1997). Pufra¢ni kapacita PEI byla
pozorovana in situ pii dopravé polymeru do buiiky soucasné s pH senzitivnim fluorescencnim
reportérem. Vysledkem byly niz§i hodnoty pH kvilli odebirani protonli polymerem, nez tomu
bylo v lysozomalnich véaécich bez pfitomnosti PEI (Roy et al., 2020).

Pro efektivni unik z endozomu lze vyuzit i polymer PBAE, ktery je pH senzitivni a dobfe
degradovatelny. Pfi nizkém pH dochazi k rychlému rozpusténi ¢astic, uvolnéni NK a proton-
sponge efektu (Su et al., 2011).

PLGA je také polymer citlivy na zmény pH a diky svym pfiznivym vlastnostem byl
schvéalen Utadem pro kontrolu potravin a 1é¢iv pro terapeutické pouZiti. Obohacenim PLGA o
vrstvu chitosanu dostala ¢astice pozitivni ndboj a byla také zvySena absorpce ¢astic makrofagy.
Zaroven byly tyto castice pifi podani nosem schopny déle setrvat v nosni dutiné diky
mukoadhezivnim vlastnostem chitosanu (Z. Li et al., 2016).

Chitosan, ptirodni linearni polysacharid, byl dlouhou dobu vyuZivan jako adjuvant diky své
biokompatibilit¢ a nizké toxicité. Jak jiz bylo zminéno, m& mukoadhezivni vlastnosti.
Pravdépodobné dochazi k elektrostatickym interakcim mezi pozitivné nabitymi
animoskupinami chitosanu a negativni kyselinou sialovou mucinu. (Soane et al., 2001; Vila et
al., 2004).

6.2.3. Peptidy

Jelikoz se samotné proteiny mohou pouzit jako vakcina¢ni latka, jsou jejich vlastnosti a
vlivy vii¢i télu hostitele dobie prozkoumény. Jsou Casto vyuzivany jako nosice NK, nebo jsou
pfidavany diky svym specifickym vlastnostem k ostatnim typlim nosi¢i jako jsou napf.
lipopolyplexy, polymery ¢i anorganické Castice.

Jednou z hlavnich cest dopravy NK do cytosolu buiiky je cesta pfes endozom, z kterého
musi néasledné ¢astice s NK uniknout jesté pred jejich degradaci snizenim pH. K tomuto tcelu
slouzi mnoh¢é peptidy, které pii zméné¢ pH acidifikaci endozomu zméni svoji konformaci a
docili tak naruseni membrany endozomu a uvolnéni vnitiniho obsahu vacku do cytosolu. Tyto
peptidy se oznacuji jako peptidy penetrujici cytoplazmatickou membranu a patii mezi né napf.
amfipaticky RALA protein. V jeho sekvenci se stiida hydrofilni arginin vazajici DNA a
hydrofobni leucin interagujici s lipidickou membréanou. SniZenim pH se zméni jejich postaveni
v amfipatické a-helixy destabilizujici membranu endozomu (Mccarthy et al., 2014).
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Dalsi moznosti vyroby proteinovym nanocastic je spojenim zelatiny typu B, protaminu
sulfatu a pDNA. Zelatina je levna dostupna netoxicka latka, ktera mé jisté potencial ve vyuziti
pro dopravu molekul do bun¢k (Moran et al., 2015).

Spojenim albuminu a jiz vyse zminéného polysacharidu chitosanu byly ziskany nanocastice
s niz§i toxicitou v porovnani s pouzivanymi polymery (PLL, PEI) a vysokou absorpci buiitkami
(Karimi et al., 2014).

Virus-like particles (VLPs) mohou byt diky svym vlastnostem také dalSim vhodnym
kandidatem pro dopravu NK do bunék. Jedna se o virové proteiny schopné samouspotadani do
¢astic podobnym virdm bez schopnosti se v hostiteli replikovat a zptisobit tim onemocnéni.
Samotné prazdné viriony bez NK se jiz vyuzivaji diky svému exogennimu ptivodu jako
imunizacni agens ¢i jako adjuvants. Jelikoz témét dokonale mimikuji infekéni virovou ¢éstici,
dokézi dobte vstoupit do builky a také vazat a uvolnit NK. Modifikaci kapsidy lze upravit i
jejich specifitu. VLP odvozend od bakteriofaga MS2, bézné napadajici enterobakterie, byla
schopna enkapsulovat celou fadu latek a modifikaci peptidu SP94 (HCC-specific peptide)
dokézala cilit vyhradn€¢ na bunky hepatocelularniho karcinomu (Human hepatocellular
carcinoma, HCC) (Ashley et al., 2011).

6.2.4. Anorganicke Castice

Hlavnimi klady vyuZiti zlatych nanocastice (AuNPs) pro dopravu NK je jejich snadna
pfiprava a moznost modifikace jejich povrchu. Pfidanim polyethylenglykolového fetézce se
napf. docililo lepsi stability nanocastic, sniZeni se jejich schopnosti agregace a NK byla 1épe
chranéna v krevnim fecisti hostitele. NK je k AuNPs vazana slab$imi interakcemi, neZ je tomu
u jinych kationtovych pienaseci, a diky tomu mtize dochéazet k lepsimu uvolnéni NK do bunky.
Efektivitu transfekce 1ze zvysit vyuzitim elektroporace (Kawano et al., 2006).

Mesoporézni silika nanoc¢astice maji diky své porozité oproti lipozomiim stejné velikosti
mnohem vétsi kapacitu pro navazani NK a jejich povrch snadno miizeme upravit navazanim
dal$ich ligandid. Zasadnim problémem je jejich nizka schopnost uniku z endozomélniho vacku.
To se ale da vyfesit pfidanim pomocnych fazogennich peptidl (Ashley et al., 2012).

Dalsi moznosti je vyuziti oxidovanych uhlikovych nanocéstic vyznacujici se jejich
negativnim ndbojem a vysokou schopnosti pronikat fosfolipidovou membranou (Arayachukiat
etal., 2015)

V neposledni fad¢ se daji vyuzit i superparamagnetické nanocastice z magnetického oxidu
zeleznato-zelezitého (Fe3O4). Pomoci magnetickych sil lze ¢astice 1épe navadét na povrch
cilovych bungk, urychlit transfekci (v tomto ptipad€ magnetofekci) a 1ze docilit stejné efektivity
transfekce 1 s malou davkou NK (Y. Wang et al., 2014).

7. Vakciny pro veterinarni pouZiti

Na rozdil od vakcin proti lidskym virovym onemocnénim, ve veterinarni oblasti se NK
vakciny zacinaji vyuzivat ¢im dal tim Cast&ji. Nékolik z nich je jiz schvaleno a jsou vyuzivany
v bézné praxi. V zavérecné kapitole se budu pfevazné zabyvat témito schvalenymi vakcinami
a také pokroky ve vyvoji a vyzkumu dalSich NK vakcin pfi boji proti zdvaznym veterinarné
vyznamnym virovym onemocnénim.
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7.1.  Rybi virova onemocnéni

Ryby jsou jednou z hlavnich slozek potravy stale rostouci lidské populace a jejich produkce
se v poslednich letech vysoce zvysila. S rychlym rozvojem velkochovl vzrostla i potfeba
zajistit zdravi rybich chovil a nutnost chranit je pfed celou fadou onemocnéni. Ve velkych
populacich dochézi snadnéji k rozvojim epidemii infekénich onemocnéni a mitize snadno dojit
k velkym thynim a finanénim ztrdtdm. Mezi piedni plivodce virovych onemocnéni takto
chovanych ryb patii napt. virus infekéni hematopoetické nekrozy (IHNV), virus virové
hemoragické septikémie (VHSV) nebo Hirame novirhabdovirus (HIRRV). Dale mizeme
zminit 1 virus infek¢ni nekrdzy pankreatu losostt (IPNV) z rodiny Birnaviridae, virus infekcni
anemie losostt (ISAV) zrodiny Orthomyxoviridae ¢i rybi orthoreovirus (PRV) zrodiny
Reoviridae.

IHNV, stejné jako VHSV a HIRRYV spadé pod rod Novirhabdovirt (Rhabdoviridae). Jedna
se 0 obalené viry s negativnim jednofetézcovym RNA (-ssRNA) genomem, které tvarem své
kapsidy pfipominaji kulku. Napada predevsim lososy a pstruhy a zplsobuje tmavnuti klize,
exophthalmii (vypouknuti oka z oc¢nice) a krvaceni do oci. Virus se replikuje prevazné
v hematopoetickych bunikdch a endotelidlnich buitkach cév a zplsobuje tim nekrozu ledvin,
jater ¢i sleziny. Pti nedavnych epidemiich IHNV roku 2016 v Irdnu byla namétena mortalita
pstruht duhovych (Oncorhynchus mykiss) az 90 % 3 tydny po vypuknuti ndkazy. Iran byl nucen
snizit svou ro¢ni produkci (soucasn¢ i kvili epidemiim VHS a IHN) az o 40 000 tun
(Ahmadivand et al., 2017). Dal§im pfednim producentem ryb, predevsim Atlantskych losost
(Salmo salar), je Britskd Kolumbie, provincie na jihozapadé Kanady. Mezi lety 2001 az 2003
postihly epidemie az 50 % vSech ptimoiskych farem a uhynulo nebo muselo byt zlikvidovano
az 12 miliont ryb (Saksida, 2006).

Kvilli témto epidemiim bylo nutno rychle zakrocit a zamezit tak dal§im Skodam. V roce
2005 schvalena prvni DNA vakcina proti IHNV pro Atlantské lososy pro komeréni vyuziti
jménem Apex-IHN®. Byla vyrobena $vycarskou firmou Novartis a prozatim je schvéilend
k pouziti pouze v USA a Kanadég. Sklada se z plazmidové DNA obsahujici 4 hlavni ¢asti: Casny
enhancer-obsahujici CMV promotor, polyA signal z ristového hormonu skotu, selekéni marker
a gen pro virovy glykoprotein. Nebyly zaznamenany zadné neptiznivé vedlejsi ti¢inky. Byl také
vyvracen prenos pPDNA do rybich gonad a tedy i pfenos do dalSich generaci. Vakcinac¢ni latka
byla poddna intramuskularné a az u 50 % testovanych ryb byly detekovany v krevnim séru
neutralizujici protilatky (Salonius et al., 2007). Glykoprotein také indukoval piedevSim
produkei IFN typu [ nasledovanou vyssi expresi genli na ném zavislych. IFN typu I je diileZitou
soucdasti Casné antivirové imunitni odpovédi (Purcell et al., 2006).

VHSV sdili jako IHNV stejné charakteristiky novirhabdovirti. Pfi epidemiich pstruhi
duhovych (Oncorhynchus mykiss) v Iranu mezi lety 2014 az 2015 byla mortalita az 70 %.
Nemoc se projevuje podobné jako THNV tmavnutim kGze a exophthalmii. Navic Ize u
nemocnych jedincli pozorovat oteklé bficho a drobné krvaceni kolem o¢i, na spodni Celisti a
svalech. Histopatologicky bylo zjiSténo zvétSeni jater v disledku prekrveni sinusoid a nekréza
ledvin spolu s degradaci ledvinovych kanalkt. VHSV cili pfevazné na endotelialni bunky cév
a zpusobuje tim krvaceni kuze, svalll a vnitfnich organt rizného rozsahu (Ahmadivand et al.,
2016). Zatim neslibnéjSim zpiisobem vakcinace se jevi opét plazmidovd DNA kodujici
glykoprotein VHSV. Pfi vakcinaci pstruht plazmidem kodujici virovy nukleoprotein (NP) bylo
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také docileno castecné imunity, zdaleka ale ne tak silné, jako pii pouziti glykoproteinu. Vice
jak 50 % ryb ockovanych plazmidem s glykoproteinem ¢i kombinaci glykoproteinu a NP bylo
séropozitivnich (Lorenzen et al., 1998).

Stejné jako u predchozich zastupcti rodu Novirhabdoviri se u vakcinace proti HIRRV
studie zamé&fuji hlavné na vyuziti specifick¢ho glykoproteinu. Pfi testovani vakcinace pDNA
na platyzech Japonskych (Paralichthys olivaceus) byly naméfeny az dvojnasobné hodnoty
exprese genu pro podjednotky MHCI a II a také pro TCR (Takano et al., 2004).

IPNV ma jakozto zastupce birnavirit dvousegmentovy dsRNA genom a ikosahedralni
neobalenou kapsidu. Potér infikovany kmeny IPNV s mortalitou dosahujici az 92 % vykazoval
ptfiznaky jako je tmavnuti kiize, nezvyklé plavani ¢i ascites (hromadéni tekutiny v dutiné
btisni). Byly nalezeny také vazné 1éze na jatrech, slinivce bfisni a na Zalude¢nich zlazach (Santi
et al., 2004).

Pro vakcinaci celych chovii hospodarsky chovanych ryb je intramuskuléarni injekce slozitou
a zdlouhavou metodou. Pro zjednoduSeni vakcinace co nejvétsiho poctu jedincl vznikly
tendence vyvinou vakcinac¢ni latku efektivni i pfi podani oralni cestou. Tato latka ale musi piezit
degradaci v travici soustave, byt dobfe vstiebdvana, indukovat dostate¢nou imunitni odpovéd’
a méla by byt schopna se dobfe michat s potravou. Pti pokusu vakcinace pstruhii poto¢nich
(Salmo trutta) a duhovych (Oncorhynchus mykiss) byla pDNA kodujici IPNV virovy protein 2
(VP2) enkapsulovéana do alginatovych mikrosfér chranici NK pied degradaci v zaludku. Po
vakcinaci pstruzi vykazovali az tfindctkrat vysSsi expresi IFN a pii nasledné experimentalni
infekci byla mortalita snizena na pouhych 15 % (de las Heras et al., 2010).

Dalsi v soucasnosti schvalenou pDNA vakcinou je CLYNAV™ od spole¢nosti Elanco
Animal Health. Byla schvélena roku 2017 a chrani lososy atlantské (Salmo salar) pted infekci
virem onemocnéni pankreatu losost (Salmon panceas disease virus, SPDV) Jedna se o obaleny
Alphavirus z rodiny Togaviridae s +ssSRNA genomem. U ryb infikovanych SPDV subtypem 3
byly nalezeny znadmky zanétu a nekrdzy srdecni a kosterni svaloviny a slinivky bfisni. VSechny
tyto ptiznaky byly ale znateln¢ potlaceny u ryb okovanych vakcinou CLYNAV™, Ty také
vykazovaly vys$s§i hodnoty neutralizujicich protilatek a mensi pfenos viru na naivni skupinu ryb
(European Medicines Agency, n.d.; Thorarinsson et al., 2021).

7.2. Konska virova onemocnéni

West Nile virus (WNV) zplisobujici nemoc pfenaSenou komary zvanou zapadonilska
horecka (West Nile fever) ptedstavuje hrozbu pro celou fadu Zivocisnych druhti véetné lidi.
WNV spada do rodiny Flaviviridae, coz jsou obalené +ssRNA viry. Pfi vypuknuti WNV
roku 2002 v Coloradu a Nebrasce bylo nahlaSeno 1 478 ptipadi onemocnéni s imrtnosti 29 %.
Ztraty za uhynulé kon¢ se doSplhaly az na 600 660 dolarti a na 1é€bu nakazenych bylo celkové
vyplaceno 490 844 dolari (USDA, 2003).

Nemoc se u koni projevuje horeckou a encefalomyelitidou (zanét mozku a michy)
projevujici se 1ézemi na mozku (Seino et al., 2007). Jednou z moznosti vakcinace se stalo
vyuziti rekombinantniho DNA plazmidu pCBWN koédujici virovy premembranovy protein
(PrM) a glykoprotein E. JiZ po jedné davce podané intramuskularné bylo docileno ochrany koni
proti WNV infekci. Bylo to potvrzeno vystavenim vakcinovanych a nevakcinovanych koni
infikovanym komartim (4edes albopictus) (Davis et al., 2001). V roce 2005 byla schvalena
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DNA vakcina s nazvem West Nile Innovator® pro komeréni pouZiti pro koné od spolecnosti
Fort Dodge Animal Health/Pfizer (CDC Press Office, 2005; Cranenburgh, 2011).

DalSim zdvaznym onemocnénim je také kofiska chiipka (Equine influenza, EI) z rodiny
Orthomyxoviridae. Jedna se o obalené -ssRNA viry se segmentovanym genomem z 8 Casti.
Chtipkové viry se daji rozdélit do nékolika subtypti podle toho, jaké glykoproteiny
(hemaglutinin a neuraminidazu) obsahuje virus na svém povrchu . EI zptisobuje subtyp H3NS.
Nemocni koné trpi inavou, kaslanim, pneumonii, bronchitidou, zan€ty nosni sliznice, vytoky
z nosu a o¢i a vysokymi horeCkami az 40°C. (Webster & Yuanji, 1991).

Jednim z ptikladl je vypuknuti ndkazy v roce 2018, kdy bylo v Argentiné¢ na zavodistich
v provincii Mendoza nakazeno az 70 % koni. Nasledn¢ byly pfipady onemocnéni hlaSeny az z
Sestnacti daleko od sebe vzdalenych mist po celé¢ zemi s morbiditou od 10 % do 70 % (Olguin-
Perglione et al., 2020).

Pii studii vyuziti pDNA kodujici virovy protein HA jako experimentalni vakciny byly dvé
skupiny ponikl o¢kované pomoci gene gun a zlatych castic. Jedna skupina dostala ockovaci
latku ptes kizi, druhd ptes kiizi a sliznici. Po vakcinaci vykazovala skupina ockovana obéma
zpiisoby soucasné nejvyssi hodnoty specifickych IgGa a IgGb. Vyssi hodnoty IgA, které jsou
podstatné pro ochranu proti chfipce, byly naméteny az po vystaveni vSech skupin infekénimu
viru. Absence IgA po ockovani mohla byt z divodu schopnosti pPDNA navodit pouze Thl
odpovédi misto Th2. Piesto se ale u ponikti ockovanych kiizi a sliznici neprojevily zadné
klinické ptiznaky onemocnéni. Kombinaci dvou zplsobli ockovani bylo tedy docileno
absolutni ochrany pfed onemocnénim (Lunn et al., 1999).

7.3.  Ptaci virova onemocnéni

Dalsi velmi hospodatsky dilezitou skupinou Zivocichi jsou ptaci, hlavné dribez. Podobné
jako u ryb, pfi chovu dribeZe ve velkych skupinach je mnohem vétsi Sance na propuknuti
zhoubného infek¢éniho onemocnéni. Dochdzi zde k mnohem snaz§imu pfenosu mezi jedinci a
¢asto to kon¢i thynem velkého mnozstvi ptactva.

Jednou z takovychto nemoci je naptiklad ptaci chiipka, (Avian influenza, Al), kterd u ptaka
zpusobuje ztratu chuti k jidlu, prijem, paralyzu a také cyandzu (modrani) hiebene a lalackt
(Kodihalli et al., 2000).

Virus spada, stejné jako virus El, do rodiny Orthomyxoviridae. Mezi subtypy Al patii
napiiklad H7N7, HSNS, H5N1 ¢i HON2.

Pfi testovani imunogenicity virovych proteint byla aplikovana pDNA obsahujici gen pro
virovy NP metodou gene gun tfi tydny starym kufatim. Nebylo docileno dostatecné imunitni
odpovédi a vice jak polovina pokusnych kufat po vystaveni infekénimu viru zemiela. Oproti
tomu drubez vakcinovana pDNA kodujici protein HS byla z 86 % imunni proti subtypu H5SNS.
Dosazend imunita ale nechranila kufata pfi infekci jinym subtypem, jako je naptiklad H7N7.
Proti tomuto viru byla naopak imunni kufata, kterd dostala pDNA kodujici H7. Pro dosaZeni
imunity proti obéma subtypim musela byt kufata ofkovana kombinaci obou plazmidi
(Kodihalli et al., 2000).

Ziejmé nejznaméjSim subtypem ptaci chiipky je vysoce patogenni kmen H5NI1, ktery jiz
od jeho objeveni zpiisobil celou fadu epidemii. Byl izolovan roku 1996 v Ciné z husiho chovu
a hned roku 1997 v Hongkongu byl zaznamenan jeho prvni pfenos na ¢lovéka. Zemielo tehdy
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6 lidi z 18 nakazenych a tento fakt inicioval snahu o co nejrychlejsi eradikaci tohoto
onemocnéni (McCargo, 2017). Vkladanim genu pro HA subtypu H5N1 do riznych plazmidi
byla zjisténa nejlepsi exprese antigenu v bunécné kultufe kutecich embryondlnich fibroblastt
pfi pouziti kodon-optimalizovan¢ho plazmidu pCAGGoptiHA. Tento plazmid indukoval
nejvyssi hodnoty neutralizacnich protilatek a dokazal dokonale chranit kufata pted vypuknutim
nakazy (Jiang et al., 2007). HSN1 muze ale zplsobit smrtelné onemocnéni 1 u kiepelek.
Ktepelky japonské (Coturnix japonica) byly intramuskularné ockovany vySe zminénym
plazmidem. Celkov¢ byly kazdému jedinci podany 3 davky vakcinacni latky a jiz po druhé bylo
mozno pozorovat protilatky inhibujici hemaglutinin. Vystaveni infek¢nimu viru (H5N1) piezily
vSechny kiepelky, které dostavaly davku plazmidu vétsi nez 10 pg, zatimco vSichni jedinci
z kontrolni skupiny uhynuli do 4 dni od nakazeni (J. Li et al., 2012). Pfimo na tento subtyp
(H5N1) byla pro driibez v roce 2017 schvalena DNA vakcina firmy Agrilabs® s vyuzitim
lipid/polymerniho adjuvants ENABL (AgriLabs, 2017).

DNA vakciny jsou vyvijeny proti celé fadé dalSich ptacich infekénich onemocnéni.
Naptiklad proti infekéni burzidité dribeze (IBDV) byly testovany PLGA mikrocastice s pPDNA
kodujici virovy VP2 podany oralné ¢i képnuti do oka. U ockovanych kufat byly po vystaveni
infekci nalezeny mensi 1éze a mens$i pocet T lymfocytli ve Fabriciové burze. Byla dok4zéna
nizs§i mortalita a morbidita u vice jak 80 % kufat (Negash et al., 2013).

Dalsim piikladem mize byt také pDNA kodujici fizogenni glykoprotein viru Newcastleské
nemoci (NDV), kterd byla enkapsulovana do PLGA nanocastic a jeho protekce proti
onemocnéni dosahovala az 100 % (K. Zhao et al., 2013).

Az 70 % protekce byla také ziskana proti viru infekéni bronchitidy dribeze (IBV) pfti
vakcinaci pDNA obsahujici gen pro glykoprotein a NP viru. Vakcina¢ni latky byly podany
ordlné a nasaln€ pomoci atenuované Salmonella enterica (Jiao et al., 2011).

I proti herpesvirové enteritidé kachen (DEV) bylo testovano vyuziti DNA vakcin.
Testovanym kachnam byly intramuskularné injikovany dva DNA plazmidy obsahujici gen pro
virovy glykoprotein B, nebo D. U kachen ockovanych obéma plazmidy zaroven byly naméfeny
vyrazng vyssi hodnoty CD4+ a CD8+ T lymfocytli v periferni krvi a protekce proti onemocnéni
dosahovala az 70 % (Y. Zhao et al., 2014).

8. Zaver

Ve své préci jsem shrnula zdkladni informace o tom, jakymi zplsoby imunitni systém
reaguje na vyskyt antigenu v organizmu, jaka je podstata ockovani a jak se vytvaii dlouhodoba
hostitelska imunita. Dale jsem se zabyvala druhy NK vakcin, jejich slozenim a moZnostmi
jejich optimalizace z hlediska imunogenicity. Pro spravnou funkci NK vakcin je také potieba
vyvinout vhodné adjuvants a zvolit adekvatni zptsob dopravy do téla hostitele i do samotné
hostitelské builkky. NK maji na své cesté do mista exprese bezpocet piekazek, které musi
prekonat. Zaroven se musi chranit pfed degradaci pfitomnymi nukledzami. K tomu se vyuziva
cela fada nosicl skladajici se nejcastéji z lipidi, polymert €i anorganickych latek.

V zévéru jsem také shrnula nékolik ptikladi hospodarsky ¢i veterinarné vyznamnych
onemocnéni ryb, koni a ptactva spolu s priklady k dneSnimu dni schvalenych a pouzivanych
NK vakein.
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Vyuziti nukleovych kyselin jakozto vakcinacnich latek ma do budoucna obrovsky
potencidl. Ptestoze je pouziti nosi¢l genetickych informaci DNA a RNA jako vakcin
ve spolecnosti stale obavanou a Casto zavrhovanou zalezitosti, dosavadni studie ndm potvrzuji
jejich bezpecnost, flexibilitu a nabizeji bezpocet moznosti, kterymi by NK mohly pfispét
schvalenych a v praxi vyuzivanych ockovacich latek. Dalsi z nich jsou stale jesté predmétem
vyzkumu. NK vakciny proti lidskym patogentim byly zatim méné uspésné. Jednim z divodii je
jejich nizkd imunogenicita a také obavy spolecnosti z pouziti nukleovych kyselin jako nosict
genetické informace pro lécebné vykony. Momentaln¢ probihajici zdvaznd pandemie
respiratniho onemocnéni Covid-19, zptsobené koronavirem SARS-CoV-2, umoznila
nastartovani rychlého vyvoje do té doby obavanych NK vakcin. Hlavné diky mRNA vakcinam,
které byly vyvinuty diky své flexibilité, jednoduchosti vyroby a nizkym nékladiim velmi rychle,
mohlo byt v€as zakro¢eno proti tomuto nebezpeénému onemocnéni. Jedna se o prvni schvalené
NK vakciny pro lidi. K dneSnimu dni jsou na trhu dvé schvalené mRNA vakciny, a to od
spole¢nosti Moderna a Pfizer-BioNTech, které jsou zaloZzené na expresi povrchového
glykoproteinu S.

Diky této nestastné situaci by se tedy postoj spolecnosti viici NK vakcinam mohl vyrazné
zlepsit a mohlo by se jednat o zacatek jejich velkého rozvoje 1 v huméanni mediciné. Stale je zde
potieba bojovat proti celé fadé onemocnéni, at’ uz se jedna o dalsi virové epidemie, alergie,
rakoviny ¢i chronickd onemocnéni. NK vakciny by mohly pfedstavovat zasadni pokrok
v 1€kafstvi a ochrané spolec¢nosti.
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