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Abstrakt 

Vakcíny založené na nukleových kyselinách (NK vakcíny) představují inovativní 

metodu očkování s celou řadou výhod i nevýhod, které brání jejich plnému využití v praxi. 

Jedním ze zásadních problémů je jejich nízká imunogenicita a neschopnost vytvoření 

dlouhodobé imunity. Pro vylepšení efektivity vakcinace je nutno znát mechanismy imunitního 

systému hostitele, stejně jako strukturu a možnosti optimalizace nukleové kyseliny (NK). 

V současné době stále probíhá intenzivní výzkum dopravy NK vakcín do buněk hostitele a 

vývoj vhodných adjuvants pro navození adekvátní imunitní reakce.  

Ve veterinárním odvětví se již NK vakcíny setkaly s mnohými úspěchy a několik z nich 

je již schváleno pro komerční použití. Jedná se především pro vakcinační látky proti rybím 

koňským a ptačím onemocněním.  

 

 

Klíčová slova: vakcína, 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.  

 

 

Keywords: vaccine, nucleic acids, DNA, RNA  
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Seznam zkratek  
-ssRNA  Negativní jednořetězcová ribonukleová kyselina 

+ssRNA   Pozitivní jednořetězcová ribonukleová kyselina  

AI  Ptačí chřipka 

APC  Antigen prezentující buňka 

ARCAs  Anti-reverse cap analogs  

ATP  Adenosintrifosfát 

AuNPs  Zlaté nanočástice 

BCR  Receptor B lymfocytu 

CD40  Cluster of differentiation 40 

CD40L  Cluster of differentiation 40 ligand 

CIITA  Transaktivátor hlavního histokompatibilního komplexu II 

CL  Kationtový lipozom 

CMV  Cytomegalovirus 

CNE  Kationtové nanoemulze 

CpG  Deoxycytidin-fosfát-deoxyguanosin 

DAMPs  Damage-associated molecular patterns 

DC-STAMP  Dendritický transmembránový protein 

DCs  Dendritické buňky 

DEV  Virus herpesvirové enteritidy kachen  

DNA  Deoxyribonukleová kyselina 

DOPE   1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-fosfoethanolamin 

DOTAP  1,2-dioleoyl-3-trimetylammonium-propan 

DOTMA  1,2-di-O-octadecenyl-3-trimetylammonium propan 

DSPE-PEG  1,2-distearoyl-sn-glycero-3-fosfoethanolamin-poly(ethylenglykol) 

dsRNA  Dvouřetězcová ribonukleová kyselina 

EF-1α  Elongační faktor 1α 

EI  Koňská chřipka 

eIF4E  Eukaryotní translační iniciační faktor E4 

GC  Germinální centra 

GM-CSF  Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor 

GOI  Požadovaný gen (,,The gene of interest") 

HA  Hemaglutinin 

HBV  Virus hepatitidy B 

HCC  Hepatocelulární karcinom 

HIRRV  Hirame novirhabdovirus 

HIV  Virus lidské imunitní nedostatečnosti  

HPLC  Vysokotlaká kapalinová chromatografie 

IBDV  Virus infekční burzidity drůbeže 

IBV  Virus infekční bronchitidy drůbeže  

ICOS  Inducible T cell co-stimulator 

ICOSL  Inducible T cell co-stimulator ligand 

IFN-γ/α   Interferon γ/α  
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IgM/A/E/G/D Imunoglobulin M/A/E/G/D 

IHNV  Virus infekční hematopoetické nekrózy 

IL Interleukin 

IPNV  Virus infekční nekrózy pankreatu lososů  

ISAV  Virus infekční anemie lososů 

IVT  In vitro transkripce 

LNP  Lipidické nanočástice 

LP  Lipoplex  
LPD  Lipid-Polymer-DNA lipopolyplex 

LPR  Lipid-Polymer-RNA lipopolyplex 

m7G  7-metylguanosin 

MC  Minicircles  
MHC  Hlavní histokompatibilní komplex 

MN  Mikrojehličky (,,Microneedles") 

mRNA  Mediátorová ribonukleová kyselina 

NDV  Virus Newcastleské nemoci  

NK  Nukleová kyselina 

NK buňka  Přirození zabíječi (,,Natural killer cell") 

NK vakcína  Vakcína založená na nukleových kyselinách  

NP  Nukleoprotein  

Ori  Replikační počátek 

PAMPs  Pathogen-associated molecular patterns 

PBAE  Poly(β-aminoester) 

pDNA  Plazmidová deoxyribonukleová kyselina 

PEI  Polyethylenimin 

PLGA  Kopolymer kyseliny glykolové a mléčné 

PLL  Poly(L-lysin)  

PrM  Premembránový protein 

PRRs  Pattern recognition receptors 

PRV  Rybí orthoreovirus  

SAM  Samo-amplifikující mediátorová ribonukleová kyselina 

SPDV  Vir onemocnění pankreatu lososů 

SV40  Simian virus 40 

TC  Cytotoxický T lymfocyt 

TCM  Centrální paměťový T lymfocyt  

TCR  Receptor T lymfocytu 

TEM  Efektorový paměťový T lymfocyt 

Tfh  Folikulární pomocný T lymfocyt 

TGFß  Transformující růstový faktor ß 

Th1/2/17  Pomocný T lymfocyt 1/2/17 

TLRs  Toll-like receptory 

TNF-α  Faktor nádorové nekrózy α (,,Tumour Necrosis Factor α") 

Treg  Regulační T lymfocyt 



5 
 

TRM  Tkáňový paměťový T lymfocyt  

tRNA  Transferová ribonukleová kyselina 

UTR   Nepřekládaná oblast (,,Untranslated region") 

VHSV  Virus virové hemoragické septikémie 

VLP  Částice podobné virům (,,Virus-like particles") 

VP2  Virový protein 2 

WNV  Virus západonilské horečky 
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1. Úvod 

Očkování je již dlouho známá metoda, jak se chránit před zhoubnými nemocemi a 

vybudovat si vůči nim imunitu. První poznatky o očkování známe již od roku 1000 z Číny a 

Indie, kdy pravé neštovice (smallpox) představovaly vážné zdravotní riziko. Očkovalo se buď 

vdechováním rozdrcených strupů nemocných, či se vtíral hnis z puchýřů do čerstvých ran. Za 

prvního vynálezce vakcinační látky je považován Edward Jenner, který na základě pozorování 

zjistil, že lidé, kteří prodělali infekci kravskými neštovicemi již neonemocněli neštovicemi 

pravými. Roku 1796 poprvé injikoval virus kravských neštovic osmiletému chlapci a zajistil 

mu tím imunitu vůči pravým neštovicím. Anglický název vaccine či vaccination je odvozen od 

latinského názvu pro krávu – vacca (The College of Physician of Philadelphia, n.d.). 

Od té doby byla objevena celá řada vakcinačních látek proti infekčním onemocněním 

založených převážně na atenuovaném či inaktivovaném patogenním agens. Novější metodou 

se poté staly subjednotkové vakcíny, kdy se podává pouze část patogenu. Může se jednat o 

jeden nebo více proteinů, peptidů či polysacharidů. 

Již v 90. letech se začaly objevovat první zmínky o možnosti využití nukleových kyselin 

(NK) jakožto vakcinačních látek. Možnost intracelulární exprese námi vybraných genů 

hostitelem byla potvrzena ve studii Wolffa et al., 1990, při které byly do kosterní svaloviny 

myši dopraveny DNA i RNA molekuly obsahující geny pro luciferázu, β-galaktosidázu a 

chloramfenikol acetyltransferázu. Svalové buňky začaly produkovat proteiny kódované 

aplikovanými NK. Na základě tohoto pokusu se začalo uvažovat o použití této metody pro 

účely vakcinace nahrazením výše zmíněných referenčních genů sekvencemi pro patogenní 

antigeny (Wolff et al., 1990). 

Při očkování NK se využívá exprese antigenu in situ přímo hostitelskou buňkou. Dochází 

tím k napodobení infekce organismu patogenem bez jeho přítomnosti. Zároveň nemůže dojít k 

obnově virulence, která hrozí u atenuovaných vakcín. Produkce buňkou pak zajišťuje správnou 

konformaci a posttranslační modifikace antigenu. To je další výhoda oproti inaktivovaným 

vakcínám, kde může při procesu atenuace docházet k poškození struktury antigenu. V současné 

době stále probíhá intenzivní výzkum efektivní dopravy NK vakcín do buněk hostitele.  

Vytvořený antigen, respektive jeho části, jsou následně vystaveny na hlavním 

histokompatibilním komplexu I (Major histocompatibility complex I, MHCI) na povrchu 

buňky, kde jsou přístupné imunitnímu systému. Prezentací antigenu cestou MHCI dochází 

k účinné aktivaci buněčné složky imunity. To je jedna z výhod oproti peptidovým a 

atenuovaným vakcínám, které jdou cestou prezentace MHCII a buněčnou složku imunity 

dokážou vybudit jen obtížně nebo vůbec.  

Díky expresi antigenu in situ odpadla potřeba tvořit patogenní proteiny složitě 

v laboratořích, protože veškeré potřebné mechanismy vlastní hostitelská buňka. Jedná se tím o 

usnadnění a zlevnění jejich přípravy oproti dosud využívaným vakcínám. NK vakcíny jsou 

bezpečné a jejich dalším plusem je možnost jejich rychlého a flexibilního vývoje v případě 

krizových situací, jako jsou například epidemie, pandemie či rozšíření nových mutací patogenů.  

Nejzásadnějším problémem, se kterým se vývoj těchto vakcín potýká, je jejich nízká 

schopnost navodit dostatečnou imunitní odpověď. To lze ale vylepšit hned několika 

způsoby: použitím vhodných adjuvants, upravením samotné NK, použití vhodného nosiče pro   
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dopravu NK do buňky či zvolením ideálního místa a způsobu aplikace vakcinační látky. 

Jednotlivými částmi se budu zabývat podrobněji v průběhu své práce.  

Nukleové kyseliny jsou tedy vhodným kandidátem pro boj proti infekčním onemocněním 

způsobených jak viry, bakteriemi či prvoky, ale také proti různým chronickým a autoimunitním 

onemocněním, alergiím či rakovinám. 

V této práci jsem se zaměřila především na využití NK při výrobě vakcinačních látek proti 

veterinárním virovým onemocněním, které představují nezanedbatelné hospodářské riziko při 

chovu hospodářských zvířat. 

 

Cíle této bakalářské práce jsou: 

1. Zpracovat literární přehled o současných protivirových vakcínách založených 

na nukleových kyselinách ve veterinární oblasti (již registrovaných i těch ve 

fázi výzkumu) a přehled hospodářky významných virových onemocnění u 

hospodářských zvířat.  

2. Podat základní přehled procesů imunitního systému významných pro proces 

vakcinace a ustavení protektivní imunity. 

2. Vrozená imunita 

Imunitu můžeme rozdělit do dvou kategorií: vrozená a adaptivní. Vrozená imunita je 

evolučně starší a působí nespecificky proti široké škále patogenů. Zahrnuje jak složky buněčné 

(fagocytující makrofág, neutrofil…), humorální (komplement, interferony…) nebo například i 

mechanické bariéry těla, jako je kůže či řasinkový epitel. Tyto složky jsou v těle připravené 

ještě před výskytem patogenu a jsou tedy schopny reagovat velmi rychle (řádově v minutách). 

Oproti tomu adaptivní imunita se aktivuje až po prvním setkání s antigenem a reaguje v rozmezí 

dnů až týdnů. Zahrnuje již antigenně specifické mechanismy a její podstata spočívá zejména 

v protilátkách produkovaných plazmatickými buňkami (diferencované B lymfocyty) a 

T lymfocytech. Více se adaptivní imunitou budu zabývat v následující kapitole.  

Vrozená imunita stojí na počátku každé imunitní reakce. V této kapitole se zaměřím 

především na složky vrozené imunity, které jsou podstatné pro pochopení funkce NK vakcín a 

mechanismů účinku vakcinačních adjuvants.  

Hlavní buněčnou složkou vrozené imunity jsou fagocytující buňky. Mezi ně můžeme zařadit 

makrofágy a dentritické buňky (DCs), které nejčastěji přetrvávají v místech možného výskytu 

patogenu, či neutrofily a monocyty, které cirkulují v oběhové soustavě hostitele (Newton & 

Dixit, 2012). 

Makrofágy a DCs také slouží jako antigen prezentující buňky (APC) vystavující části 

pohlcených antigenů na komplexech MHCII a tvoří tak pojítko mezi vrozenou a adaptivní 

imunitou. Více o prezentaci antigenů buňkami bude zmíněno u adaptivní imunity.  

Jelikož vrozená imunita zasahuje proti patogenům nespecificky, je schopna rozeznávat 

celou řadu silně konzervovaných motivů vyskytujících se u patogenních agens. Tyto motivy se 

jinak nazývají PAMPs (Pathogen-associated molecular patterns) a může mezi ně patřit např. 

peptidoglykan, flagelin či lipopolysacharidy gramnegativních bakterií. Buňky vrozené imunity 

je rozpoznávají pomocí receptorů PRRs (Pattern recognition receptors), které mohou být jak   
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cytoplazmatické, tak membránové. PRRs můžeme rozdělit na několik subtypů podle jejich 

struktury a místa výskytu na Toll-like receptory (TLRs), NOD-like receptory, RIG-I-like 

receptory a další. Vrozená imunita zasahuje také proti tzv. DAMPs (Damage-associated 

molecular patterns), což jsou molekuly uvolněné z poškozených buněk do extracelulárního 

prostoru. Řadí se mezi ně například ATP, DNA či kyselina močová (Newton & Dixit, 2012). 

V závislosti na rozeznání PAMPs nebo DAMPs dochází k aktivaci signálních drah pro 

produkci cytokinů, chemokinů a adhezivních molekul. Ty jsou podstatné pro aktivaci a 

přilákání dalších složek vrozené i adaptivní imunity do místa zánětu a rychlou eliminaci 

patogenu. Je tím zároveň docíleno i efektivnější prezentace antigenu APC a jeho předání 

složkám adaptivní imunity (Newton & Dixit, 2012). 

Další složkou vrozené imunity jsou tzv. žírné buňky neboli mastocyty. Tyto buňky 

produkují množství látek regulující imunitní odpověď. Pomocí cytokinů a chemokinů indukují 

migraci, maturaci a diferenciaci buněk imunitního systému, zvyšují efektivitu prezentace 

antigenů APC a indukují produkci adhezivních molekul na endoteliálních buňkách v okolí 

postižené oblasti. Histamin například zajišťuje vazodilataci cév a tím usnadňuje průnik 

leukocytů do zánětlivé oblasti. Mimo jiné sekretují také látky schopné přímo eliminace 

patogenu a toxických látek a zároveň se podílí na remodelaci postižené tkáně (Galli et al., 2010). 

Na obr. 1 můžeme vidět výše zmíněné typy buněčných složek vrozené imunity spolu se 

vzájemnými interakcemi pomocí produkovaných látek.  

 

Obrázek 1: Schéma interakcí buněčných složek vrozené imunity a jimi produkované látky (Newton & Dixit, 2012).  
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3. Adaptivní imunita 

Jak jsem již zmínila výše, adaptivní imunita zahrnuje především antigenně specifické 

mechanismy a je založena na B a T lymfocytech. Je aktivována až po prvním setkání 

s antigenem, což je zprostředkováno ve většině případů právě imunitou vrozenou. Nebýt 

vrozené imunity, nemohla by vzniknout imunita adaptivní. Obě kategorie spolu tedy úzce 

spolupracují. Dalším rysem adaptivní imunity, který je zásadní pro očkování, je tvorba tzv. 

imunologické paměti v podobě paměťových buněk.  

Po transfekci buněk nukleovou kyselinou (tzn. buňky začnou exprimovat antigen kódovaný 

nukleovou kyselinou) je mnoho způsobů, jakými bude s antigenem nakládáno a jakými 

mechanismy bude aktivována adekvátní imunitní odpověď.  

Sama transfekovaná buňka (keratinocyt, myocyt…) začne antigen prezentovat na svém 

membránovém komplexu MHCI. Transfekované buňky ale mohou antigen také uvolňovat 

pomocí exosomů, které jsou následně pohlceny APC a vystaveny na MHCII (Sudowe et al., 

2009). Komplexy MHCII slouží především k prezentaci antigenů vychytávaných z okolí, 

zatímco MHCI prezentuje proteiny exprimované endogenně přímo buňkou. Oba komplexy jsou 

zásadní pro aktivaci dalších imunitních složek.  

Po transfekci ale mohou buňky také prodělat apoptózu a v tom případě je antigen pohlcen 

APC v podobě apoptických tělísek (Lazzaro et al., 2015). Při pohlcení antigenu APC buňkou 

může také dojít ke zkřížené prezentaci (cross-presentation). Jedná se o jev, kdy je exogenně 

získaný antigen vystaven na komplexu MHCI. To umožní aktivaci buněčné imunity, přestože 

APC není sama infikovaná (Neefjes & Sadaka, 2012). Po vystavení antigenu na odpovídajících 

MHC DCs dojde k její migraci do nejbližší lymfatické uzliny a k aktivaci naivních B a 

T lymfocytů. 

3.1. CD8+ T lymfocyty 

Peptid navázaný na komplexu MHCI je rozpoznáván pomocí receptoru TCR (T-cell 

receptor) CD8+ T lymfocytů které následně prodělají klonální expanzi na efektorové 

cytotoxické T lymfocyty (TC) (den Haan et al., 2014). Jelikož komplex MHCI prezentuje 

peptidy vytvořené uvnitř buňky, TC zasahují především proti intracelulárním parazitům a virům. 

TC mohou infikované buňky eliminovat několika způsoby. Jedním z nich je vazba 

exprimovaným FasL (Fas ligand) na buněčný FasR (Fas receptor) a indukovat tak apoptózu 

napadené buňky. Druhým způsobem je sekrece proteinových granulí obsahující perforiny a 

granzymy, které dokáží narušit cytoplazmatickou membránu infikované buňky a fragmentovat 

její DNA (Lowin et al., 1996).  

Část z nich se vyvine v tzv. paměťové buňky. Jsou dlouhověké, uchovávají v sobě 

informaci o antigenu, se kterým se setkaly. V případě napadení organismu stejným patogenem 

jsou schopny reagovat mnohem rychleji a efektivněji. I ty ale můžeme dále rozdělit na tři 

podmnožiny: centrální paměťové T lymfocyty (TCM), efektorové paměťové T lymfocyty (TEM) 

a tkáňové paměťové T lymfocyty (TRM).  

TEM se vyznačují dobrou migrací do zánětlivých oblastí a poměrně velkou produkcí 

efektorových cytokinů, jako je interleukin 4 (IL-4), interferon-γ (IFN-γ) nebo perforin.   
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TCM se oproti tomu nacházejí především v lymfatických orgánech, mají slabší cytotoxickou 

schopnost, ale zato dokáží aktivovat dendritické buňky a stimulovat je k vysoké produkci IL-

12 (Sallusto et al., 1999). Posledním typem jsou TRM, které zůstávají v místech náchylných na 

opakovaný výskyt patogenu jako je pokožka nebo střevní epitel (Ariotti et al., 2012). 

Přehledné schéma postupného vývoje naivního CD8+ T lymfocytu na výše zmíněné 

subtypy je znázorněn na obr. 2.  

 

Obrázek 2: Schéma diferenciace naivního CD8+ T lymfocytu pomocí APC buňky na efektorové a paměťové buněčné subtypy 

(Arsenio, 2020). 

3.2. CD4+ T lymfocyty 

Peptidy vystavené na komplexu MHCII dendritických buněk jsou pro změnu rozpoznávány 

TCR CD4+ T lymfocytů. Ty se klonální expanzí diferencují do tří podmnožin: pomocné 

T lymfocyty (Th1, Th2, Th17), regulační T lymfocyty (Treg) a folikulární pomocné 

T lymfocyty (Tfh). Systém diferenciace CD4+ T lymfocytů je i se směry účinku hlavních 

interleukinů uveden na obr. 3.  

Th1 buňky jsou diferencovány především pomocí cytokinu IL-12 a tvoří se hlavně při 

virových nákazách. Samy buňky poté sekretují cytokiny IL-2, IL-21 a IFN-γ, které mohou 

aktivovat makrofágy či NK buňky (natural killer cells). IL-4 je naopak zásadní pro diferenciaci 

CD4+ T lymfocytů na Th2 buňky uplatňující se při napadení organismu extracelulárními 

patogeny. Tento subtyp produkuje cytokiny IL-4, IL-5 a IL-13, které následně stimulují 

B lymfocyty k diferenciaci na plazmatické buňky a aktivuje složky přirozené imunity, jako jsou 

eozinofily či bazofily.   
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Oba subtypy buněk (Th1 a Th2) se ale také svými cytokiny navzájem inhibují (IL-4 

produkovaný Th2 inhibuje tvorbu Th1, a stejně tak IFN-γ inhibuje tvorbu Th2). Tímto 

způsobem dochází k polarizaci imunitní odpovědi, kdy záleží na balanci jednotlivých složek a 

jejich interakcí (Girardi, 2007).  

Třetím typem pomocných T lymfocytů jsou Th17 buňky. Ty jsou aktivovány pomocí IL-6 

a transformujícího růstového faktoru ß (TGFß). Sekrecí IL-17 dokáží navádět neutrofily 

do místa zánětu a urychlit tím imunitní odpověď (Ye et al., 2001). 

 

Obrázek 3: Diferenciace naivního CD4+ T lymfocytu na jeho pomocné subtypy, přehled sekretovaných cytokinů a cest jejich 

účinku (Girardi, 2007). 

Treg T lymfocyty zajišťují především homeostázi. Také tlumí a regulují efektorovou 

funkci lymfocytů, aby bylo zamezeno destrukci vlastních hostitelských tkání nepřiměřenou 

imunitní odpovědí (Belkaid & Tarbell, 2009). 

Posledním subtypem maturovaných CD4+ T lymfocytů jsou Tfh, které jsou diferencovány 

pomocí cytokinů IL-21 a IL-6. Stejné cytokiny také indukují tvorbu germinálních center (GC) 

v lymfatických uzlinách (Karnowski et al., 2012). 

Když Tfh přes TCR rozezná antigen, aktivuje se a migruje na rozhraní B-T zóny 

v lymfatické uzlině. Zde má možnost setkat se s B lymfocyty, které již také pomocí receptoru 

BCR (B-cell receptor) zaznamenaly přítomnost antigenu v těle, pohltily ho a vystavily na svém 

komplexu MHCII. Pokud TCR rozezná antigen na MHCII B lymfocytu, znamená to, že se obě 

buňky setkaly se stejným antigenem a mohou tedy pokračovat ve své diferenciaci dále (den 

Haan et al., 2014). Osud B lymfocytů bude probrán později.   



12 
 

Jak je graficky znázorněno na obr. 4, vazba mezi B a T lymfocyty se děje mimo komplex 

MHCII a TCR především pomocí povrchových proteinů CD40 (na B lymfocytu) a CD40L (na 

Tfh buňce) (Banchereau et al., 1994), dále také přes ICOS (na Tfh buňce), který se váže na 

ICOSL B lymfocytu. Tfh buňky také sekretují cytokiny IL-2, IL-4, IL-21 a IFN-γ, které 

pomáhají proliferaci B lymfocytů, stimulují jejich izotypový přesmyk (podrobněji probráno 

níže) a tvorbu germinálních center  (Swain et al., 2012). 

 

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

Díky těmto signálům jsou si Tfh buňky schopny uchovat svůj fenotyp pomocného 

lymfocytu a migrují spolu s B lymfocyty do GC. Zde obdobně jako v dřívějším případě 

pomáhají B lymfocytům v jejich proliferaci a diferenciaci na plazmatické či paměťové buňky 

(Karnowski et al., 2012; Schwickert et al., 2011). 

Část Tfh lymfocytů se diferencuje na paměťové Tfh lymfocyty, které jsou zásadní pro 

reaktivaci paměťových B lymfocytů při opětovném setkání se stejným antigenem. Kromě 

oběhového systému je můžeme nalézt také na T-B hranici či dokonce v B zóně lymfatické 

uzliny, kde mohou rychleji zareagovat na výskyt již známého antigenu (Ise et al., 2014). 

3.3. B lymfocyty  

B lymfocyty vznikají stejně jako ostatní krevní buňky v kostní dřeni a svou diferenciaci 

dokončují v sekundárních lymfatických orgánech (slezina, lymfatické uzliny). Zde dochází 

k jejich aktivaci pomocí několika typů signálů: rozeznání antigenu pomocí 

imunoglobulinového BCR, pomoc od Tfh buněk a také stimulace cytokiny (Kurosaki et al., 

2015).   
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Figure 2 | Helper functions of CD4+ T cells. a | The canonical function of CD4+
 T cells is the provision of help for B cells in 

germinal centre formation, isotype switching and affinity maturation of antibody responses. Follicular helper T (T
FH

) cells  

are a specialized subset of CD4+
 T cells that provide help to B cells through both cell–cell interactions (most notably  

CD40L– CD40 interactions) and the release of cytokines. The generation of neutralizing antibodies is a crucial component 

of protection against many viral pathogens and the goal of most vaccine strategies. b | The best­characterized pathway of 

CD4+
 T cell-mediated help in the generation of CD8

+
 T cell effectors involves the provision of interleukin-2 (IL-2) and the 

activation, known as ‘licensing’, of antigen-presenting cells (APCs) via CD40L–CD40 interactions. It is often unclear whether 

CD4+
 T cell-mediated help has a role in the initial generation of antiviral CD8

+
 T cell effector responses, presumably because 

viruses can trigger pattern-recognition receptors and independently activate APCs. However, a clear role for CD4
+ 

T cell-mediated help in the generation of functional memory CD8
+
 T cells has been demonstrated during viral infection. 

Downregulation of TNF-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL) expression on CD8
+
 T cells is a prominent feature of  

CD8
+
 T cells that have been helped and at least in part facilitates their robust recall response during secondary infection. 

BCR, B cell receptor; ICOS, inducible T cell co-stimulator; ICOSL, ICOS ligand; TCR, T cell receptor; T
H
, T helper.
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Schéma vzájemných interakcí buněk imunitního systému v sekundární lymfatické uzlině, 

které budu následně podrobněji rozebírat, je uvedeno na obr. 5. 

 

Obrázek 5: Mezibuněčné interakce a vývoj B lymfocytů v lymfatické uzlině (Kurosaki et al., 2015). 

Jako první musí naivní B lymfocyt rozeznat pomocí BCR antigen. Ten může být jak 

solubilní v lymfě, tak vázaný na membránu DCs (den Haan et al., 2014). 

Na rozhraní T a B zóny se B lymfocyty setkají s Tfh buňkami a dojde k jejich silné 

proliferaci (interakce mezi B lymfocytem a Tfh buňkou je probrána výše). Část z nich odchází 

a dávají vzniknout krátkověkým plazmatickým buňkám. Děje se tak, protože tyto buňky nebyly 

schopné navázat dostatečně silné spojení s Tfh a nedostalo se jim tedy dostatečné Tfh pomoci, 

aby mohly ve svém vývoji pokročit dále (diferenciace na GC). Jelikož BCR těchto buněk ještě 

neprodělal somatickou hypermutaci (probráno níže), mají menší afinitu k antigenu (Schwickert 

et al., 2011). 

Část B lymfocytů, která navázala dostatečně silné spojení s Tfh, dá vzniknout GC. Zde 

B lymfocyty opět proliferují a podstupují somatickou hypermutaci v tzv. ,,tmavé“ zóně. 

Následně migrují do ,,světlé“ zóny, kde je afinita jejich BCR k antigenu testována pomocí 

folikulárních dendritických buněk (FDCs) a dostává se jim další pomoci od Tfh. Buňky 

s dostatečně kvalitními BCR odchází z GC jako dlouhověké plazmatické buňky. Ostatní 

B lymfocyty se vrací zpět do ,,tmavé“ zóny a celý cyklus se opakuje (Shinnakasu & Kurosaki, 

2017).  
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Figure 1 | T cell-dependent memory B cell generation. Antigen-activated B cells and T cells migrate towards the 

borders of the B cell follicles and the T cell zones of secondary lymphoid organs, respectively, which leads to them 

establishing stable B cell–T cell interactions and enables B cells to receive helper signals from cognate CD4
+
 T cells. 

Activated B cells and T cells then migrate to the outer follicles, where B cells undergo proliferation (part a). Some of the 

proliferating B cells differentiate into short-lived plasma cells (part b), which give rise to the extrafollicular foci, and some 

develop into memory B cells (part c; germinal centre-independent memory B cells). Alternatively, the activated B cells 

can return to the follicle and can undergo rapid proliferation to form the germinal centre (part d). In the dark zone of the 

germinal centre, the clonal expansion of antigen-specific B cells is accompanied by B cell receptor (BCR) diversification 

through somatic hypermutation. The B cells that exit the cell cycle relocate to the light zone, where affinity selection 

takes place through interaction with immune complex-coated follicular dendritic cells (FDCs) and antigen-specific 

T follicular helper cells (T
FH
 cells). The affinity-matured germinal centre B cells can re-enter the germinal centre cycle. 

Alternatively, these germinal centre B cells exit the germinal centre, either as memory B cells (part e; germinal 

centre-dependent memory B cells) or as long-lived plasma cells (part f) that contribute to serological memory.  

The strength of signals that B cells receive is likely to determine their fate; stronger signals (indicated by bold arrows) 

favour development into plasma cells or germinal centre B cells, whereas weaker signals (indicated by narrow arrows) 

determine memory B cell differentiation. TCR, T cell receptor.
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3.3.1. Paměťové B lymfocyty 

Část B lymfocytů se během své aktivace přemění na paměťové B lymfocyty. Podle způsobu 

jejich diferenciace je můžeme rozdělit do dvou podskupin: T-nezávislé paměťové B lymfocyty 

a T-závislé paměťové B lymfocyty. 

T-nezávislé paměťové B lymfocyty vznikají bez pomoci Tfh. Pomocí svého BCR 

rozeznávají hlavně bakteriální lipopolysacharidy a polymerní látky. Nedochází u nich 

k izotypovému přesmyku a sekretují tedy převážně imunoglobuliny třídy M (IgM). Zatím není 

zcela jasné, zda by se specifitou protilátek a rychlostí imunitní odpovědi výrazně lišily od 

naivních B lymfocytů (Obukhanych & Nussenzweig, 2006). 

Oproti tomu T-závislé paměťové B lymfocyty vznikají za pomoci T lymfocytů podobným 

způsobem jako plazmatické buňky (popsáno výše). Tyto buňky jsou dlouhověké, již prodělaly 

izotypový přesmyk a při opětovném setkání s antigenem reagují rychleji a efektivněji. 

Paměťové B lymfocyty na GC nezávislé se oddělili již po první proliferaci B lymfocytů. Jelikož 

jejich BCR neprodělal somatickou hypermutaci, jsou méně afinitní k antigenům než paměťové 

B lymfocyty na GC závislých. Tyto buňky se oddělily až po proliferaci v GC, prodělaly 

izotypový přesmyk i somatickou hypermutaci a jsou to tedy buňky schopné produkovat 

vysokoafinitní protilátky (Kaji et al., 2012; Kurosaki et al., 2015). 

Podle produkovaných protilátek můžeme paměťové buňky také rozdělit na IgM, IgA, IgE 

a IgG paměťové buňky (Kurosaki et al., 2015). 

3.3.2. Izotypový přesmyk a somatická hypermutace  

V primární fázi protilátkové reakce buňky produkují především IgM a IgD, které mají 

poměrně malou afinitu k antigenu. Pomocí cytokinů a interakcí s Tfh dochází v B lymfocytech 

k izotypovému přesmyku (Aversa et al., 1994). Imunoglobuliny se obecně skládají ze dvou 

podjednotek lehkého a dvou podjednotek těžkého řetězce. Na konci každého řetězce se nachází 

variabilní doména, která zajištuje afinitu k antigenu a během izotypového přesmyku se nemění. 

Změnu prodělává tzv. konstantní doména těžkého řetězce nacházející se za jeho variabilní 

oblastí a ta je zodpovědná za izotyp sekretovaného imunoglobulinu. Děje se tak na úrovni 

chromozomální rekombinace, při které jsou nepotřebné geny pro určitý typ Ig z této konstantní 

domény odstraněny (Coffman et al., 1993). Změna izotypu protilátky určuje její efektorový 

mechanismus, jakým způsobem bude interagovat s bílými krvinkami, složkami komplementu 

apod.  

Somatická hypermutace se děje na základě bodových mutací genů pro variabilní oblasti 

imunoglobulinu, které jsou zodpovědné za rozeznání a vazbu antigenu. Tímto způsobem mohou 

B lymfocyty zvýšit afinitu svých protilátek. Jelikož se ale jedná o náhodné mutace, mohou tím 

také svou specifitu i snížit (Kurosaki et al., 2015). 

Jak bylo zmíněno výše, jaký izotyp protilátek bude plazmatická buňka produkovat, lze 

regulovat pomocí cytokinů. Na příklad IL-4 sekretovaný Th2 buňkami stimuluje B lymfocyty 

k antigennímu přesmyku na IgE a IgG1 (Coffman et al., 1993), IL-13 k přesmyku na IgG4 a 

IgE (Punnonen et al., 1993) a IL-10 stimuluje produkci IgG1 a IgG3 (Brière et al., 1994).  
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TGFß, který je zároveň zodpovědný za aktivaci Th17 buněk, indukuje tvorbu IgA 

(Coffman et al., 1993; Zan et al., 1998) a T lymfocyty aktivující IL-21 je zodpovědný za 

izotypový přesmyk imunoglobulinů na IgG1 a IgG3 (Pène et al., 2004). 

Neutralizující protilátky produkované plazmatickými buňkami jsou podstatnou složkou 

obrany organismu proti virovým onemocněním a znalosti o jejich účinku a indukci sekrece jsou 

podstatné pro vývoj a vylepšení efektivity vakcinačních látek.  

4. Adjuvants 

Jedním z největších problémů vakcín založených na nukleových kyselinách je právě jejich 

poměrně nízká imunogenicita. Pro vylepšení jejich schopnosti navodit dostatečně silnou 

imunitní odpověď se využívají tzv. adjuvants. Jedná se o látky, které se přidávají do očkovacích 

směsí a svými účinky zvyšují celkovou efektivitu očkování. Tyto látky cílí právě na vrozenou 

imunitu, která je nezbytná k aktivaci imunity adaptivní. Napomáhají aktivovat DCs a ostatní 

fagocytující buňky, pohlcovat antigen a indukují tvorbu prozánětlivých cytokinů.  

Nejběžněji používaným adjuvants vakcinačních látek jsou soli hliníku, jinak také nazývané 

alum. Patří mezi ně například hydroxid hlinitý [Al (OH)3], fosforečnan hlinitý (Al PO3) nebo 

síran draselno-hlinitý [KAl (SO4)2]. Tyto látky se často přidávají do peptidových vakcín, 

a přestože několik studií potvrzuje jejich účinnost i při použití s NK vakcínami, je zde snaha 

vyvinout lepší a efektivnější metodu (Garg et al., 2017). 

Vhodným kandidátem pro zlepšení imunogenicity NK vakcín se zdá být využití buněčných 

cytokinů a chemokinů. Ty po aplikaci dokáží mimikovat probíhající infekci (napadení 

organismu patogenem). Dojde k přitahování buněk imunitního systému z okolí a lymfatických 

nodů. Zajistí se tak lepší pohlcení exprimovaného antigenu, jeho předání složkám adaptivní 

imunity a rychlejší eliminace patogenního agens. Tyto látky mohou být buď přidány do 

vakcinační směsi ve své proteinové podobě, nebo mohou být kódovány přímo NK. Pokud je 

cytokin kódovaný nukleovou kyselinou, docílí se tím delší trvanlivosti jeho účinku (exprimují 

se stále nové molekuly) oproti jeho poměrně krátké životnosti při aplikaci v proteinové podobě. 

Mezi využívané nebo v současnosti studované cytokiny jakožto adjuvants NK vakcín patří 

například IL-1, IL-2, IL-12, IFN-γ či granulocyt-makrofág kolonii stimulující faktor (GM-CSF) 

(Okuda et al., 2000). 

Podle typu použitého cytokinu či chemokinu můžeme také směrovat imunitní reakci 

požadovaným směrem. Pro aktivaci Th1 imunitní odpovědi lze využít IL-2, IL-12 nebo IFN-γ. 

Pro Th2 naopak IL-4 nebo IL-10 (Okuda et al., 2000). 

Schopnost určitých cytokinů vyvolat požadovanou imunitní odpověď při použití s NK 

vakcínami byla potvrzena v práci Chowa et al., 1998. Spolu s plazmidem kódujícím obalový 

S protein viru hepatitidy B (HBV) byly myším podávány i plazmidy obsahující geny pro různé 

typy cytokinů. Zatímco plazmid s genem pro IL-4 indukoval Th2 imunitní odpověď a produkci 

IgG1 protilátek, plazmid s genem pro IL-12 či IFN-α indukoval Th1 imunitní odpověď 

a produkci IgG2b (Chow et al., 1998).  

Díky rekombinantním technikám ale mohou být geny pro cytokiny či chemokiny vkládány 

přímo do plazmidů kódující antigen. Příkladem může být vložení genu pro cytokin GM-CSF 

do plazmidu přímo před gen pro S protein HBV. Bylo tím docíleno silnější humorální i buněčné 

imunitní odpovědi (Qing et al., 2010).   
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Také nemetylované motivy deoxycytidin-fosfát-deoxyguanosin (CpG) přítomné na 

plazmidu mohou působit jako vestavěný adjuvant. V eukaryotním hostiteli jsou CpG motivy 

metylované. Nemetylované CpG motivy jsou hojně zastoupeny především v prokaryotních 

organismech a díky tomu dokáže hostitel snadno rozpoznat vlastní DNA od té cizorodé. 

Nemetylované úseky CpG jsou rozeznávány jako PAMPs endozomálním TLR9, stimulují 

makrofágy k produkci IL-12, IL-6 a faktoru nádorové nekrózy α (TNF-α) a navozující tak Th1 

imunitní odpověď (Hemmi et al., 2000). TLR9 napomáhá také aktivovat DCs, které následně 

celou reakci umocní sekrecí IFN-γ (Rottembourg et al., 2010).  

CpG sekvence jsou silně druhově specifické a jejich optimální imunogenicita se liší podle 

jejich délky či strukturních charakteristik. Jelikož CpG indukují produkci prozánětlivých 

cytokinů, vyvstaly obavy, že by použití CpG motivů mohlo způsobit nadměrné zánětlivé 

reakce, jak se tomu stává při některých bakteriálních nákazách. Na tuto problematiku bylo 

provedeno hned několik studií, část z nich zaznamenalo zánětlivé reakce ve svalech subjektů. 

Žádný z výsledků však nebyl natolik alarmující, aby překonal výhody získané použitím tohoto 

typu adjuvants (Chaung, 2006). 

5. Optimalizace a výroba vektorů 

Vakcinace pomocí nukleových kyselin využívá k expresi antigenu transkripční a translační 

mechanismus přímo hostitelské buňky a je tím usnadněna a urychlena jejich příprava oproti 

klasickým vakcínám.  

NK vakcíny lze snadno upravovat, jsou velmi flexibilní a jejich rychlá příprava může být 

zásadní pro vývoj vakcín při akutních situacích, jako jsou lokální epidemie infekčních 

onemocnění, pandemie či výskyt úplně nového patogenu. Navíc jejich příprava není drahá, 

a proto jsou ideální volbou při výrobě vakcín ve velkém měřítku.  

5.1. DNA vakcíny 

Prvním vektorem, který byl využit k dopravě nukleotidové sekvence antigenu do buňky, 

byla právě plazmidová DNA (pDNA).  

Jelikož pro správnou funkci DNA vakcín je potřeba dostat požadovaný plazmid až do jádra 

hostitelské buňky, jednou z hlavních obav jejich použití je možné začlenění pDNA do DNA 

hostitele. To by mohlo způsobit rakovinné bujení, při integraci do gonád přenos vážných mutací 

do dalších generací nebo vznik autoimunitních onemocnění. Tímto problémem se zabývalo 

hned několik studií a tvorba mutací po použití DNA vakcín nebyla dosud potvrzena. Bylo 

zjištěno, že při použití nových technik pro vylepšení vstupu plazmidů do buňky (např. pomocí 

elektroporace nebo gene gun, které budou probrány podrobněji v následující kapitole) byla 

zvýšena i pravděpodobnost integrace plazmidu do hostitelského genomu. Toto pozorování ale 

mohlo být způsobeno faktem, že čím více je plazmidů v buňce, tím je větší šance, že při 

purifikaci genomové DNA nemusí dojít k úplnému odstranění všech extrachromozomálním 

plazmidů (Manam et al., 2000; Z. Wang et al., 2004). I v tomto případě je ale frekvence 

integrace plazmidu do genomu dokonce menší, než je pravděpodobnost vzniku náhodných 

mutací (Ledwith et al., 2000). Díky těmto výsledkům bylo riziko vzniku mutací kvůli DNA   
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vakcínám označené za zanedbatelné. Doposud ale nebyla schválena žádná DNA vakcína proti 

lidským patogenům, a tudíž je jejich bezpečnost stále dodnes otázkou mnoha studií. 

Nejčastějším problémem, se kterým se DNA vakcíny (a NK vakcíny celkově) setkávají, je 

jejich poměrně nízká imunogenicita. Jinými slovy, nedochází k dostatečné expresi antigenu, 

nebo jeho exprese nedokáže dostatečným způsobem stimulovat imunitní systém. Tím není 

docíleno natolik silné imunitní odpovědi, aby dala vzniknout paměťovým buňkám a 

dlouhodobé imunitě. Tento fakt je možno řešit hned několika způsoby. Jedním z nich je 

optimalizace plazmidu při jeho přípravě pomocí rekombinantních technik. Co vše musí funkční 

plazmid obsahovat a jakými způsoby se dosahuje lepší imunogenicity DNA vakcín bude 

probráno následovně. Na obr. 6 lze vidět možné uspořádání níže probraných částí plazmidu na 

kruhové DNA.  

 

Obrázek 6: Schéma uspořádání jednotlivých oblastí na plazmidové DNA (Kutzler & Weiner, 2008). 

Základem DNA vakcín je vhodný vektor pro dopravení antigenu do buňky, tzv. vector 

backbone. Využívají se především bakteriální plazmidy, které se po jejich optimalizaci nechají 

nejčastěji namnožit v bakteriích E. coli.  

Tyto plazmidy obsahují všechny běžné oblasti potřebné pro jeho správnou funkci a 

replikaci. Jednou z nich je replikační počátek (Ori), který je zásadní pro amplifikaci plazmidu 

v replikujícím se organismu. Plazmid může obsahovat také selekční marker. Často se jedná 

o geny pro rezistenci vůči antibiotikům (Balbas & Bolivar, 1990; Urthaler et al., 2005). 

Oblasti původního bakteriálního plazmidu (Ori, selekční markery, CpG…) mohou 

v hostiteli vyvolat řadu nechtěných účinků jako je umlčení transgenu, anafylaktický šok či 

rozšíření resistence k antibiotikům do mikroflóry hostitele. Z tohoto důvodu mohou být tyto 

části odstraněny. Vznikají tím minicircles DNA (MC), které obsahují pouze promotor a 

požadovaný gen. Další výhodou MC je jejich malá velikost. Čím je úsek DNA menší, tím lépe 

je buňkou přijímán a má lepší schopnost transfekce (Corinne et al., 2010; Darquet et al., 1997).   
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MC tedy vykazují silnější a déle trvající expresi antigenu oproti plazmidům (Munye et al., 

2016). 

Důležitou součástí plazmidu, jak už bylo zmíněno výše, je také promotor. Zde nasedá RNA 

polymeráza a zahajuje se tím transkripce požadovaného genu. Původní bakteriální promotor na 

plazmidu nevyvolá požadovanou expresi antigenu a nahrazuje se tedy promotory jiných 

organismů s lepší efektivitou exprese genů a silnějšími enhancery v jejich okolí. Mezi takto 

využívané promotory patří např. promotor z viru SV40 (Simian virus 40) nebo lidského 

cytomegaloviru (Human CMV). Ten se řadí mezi nejsilnější (Zarrin et al., 1999). Díky své 

schopnosti exprese antigenu v široké škále buněk a tkání je to zatím nejpoužívanější virový 

promotor při konstrukci plazmidů (Furth et al., 1991). 

Dalším, tentokrát nevirovým, promotorem je např. MHCII promotor. Ten ale musí být 

nejprve aktivovaný pomocí CIITA (MHC class II transactivator), jehož exprese může být 

zvýšena aplikací IFN-γ. Kombinací vektorů obsahující MHCII promotor a CIITA spolu 

s přidáním IFN-γ může být docíleno silné protilátkové imunitní odpovědi (Vanniasinkam et al., 

2006). Také promotor elongačního faktoru-1 alfa (EF-1α) představuje vhodného kandidáta pro 

tvorbu pDNA či MC. Při pokusech na savčích buňkách plazmidy vybavené tímto promotorem 

vykazovaly vyšší hodnoty exprese aplikovaných proteinů (Munye et al., 2016; Orlova et al., 

2014). Vysokou transkripční schopnost v E.coli vykazoval promotor P70a, který je specifický 

pro podjednotku sigma 70. Tato jeho vlastnost by se dala dobře využít při přípravě mRNA 

v bakteriálních kulturách či lyzátech (Marshall & Noireaux, 2019).  

Dalším typem používaných promotorů jsou promotory vlastní hostiteli. Ty mohou být 

specifické pro jednotlivé typy tkání a buněk hostitele a dá se tímto způsobem regulovat i místo 

exprese antigenu. Jedním z nich je například promotor svalové kreatinkinázy, který exprimuje 

antigen hlavně ve svalových buňkách. Oproti virovým promotorům ale vykazuje menší 

efektivitu, proto se často vytvářejí kombinované hybridní promotory zajišťující vysokou 

specifitu i efektivitu exprese antigenu (Bojak et al., 2002). 

Zvýšit účinnost DNA vakcín jde také cílením exprese antigenu přímo do DCs. Mezi silné 

savčí DCs specifické promotory patří promotor pro dendritický transmembránový protein (DC-

STAMP), aktivující CD4+ i CD8+ T lymfocyty, nebo Fascin-1 navozující buněčnou imunitní 

odpověď (Moulin et al., 2012; Ross et al., 2003). 

Po promotoru následuje námi vložený gen, tzv. GOI (the gene of interest). Jedná se o 

sekvenci kódující imunogenní antigen získaný z patogenu. Jak je znázorněno na obr. 7, jako 

každý jiný gen má GOI na začátku sekvenci pomáhající rozpoznat iniciační kodon (AUG) 

ribozomem. Využívá se Kozakova sekvence, aby byla kompatibilní s translačním 

mechanismem hostitele. Dále následuje leader sekvence (jinak UTR, 5‘ nepřekládaná oblast) 

regulující translaci a gen je zakončen terminační oblastí obsahující stop kodony (UAA, UAG 

nebo UGA) (S. Wang et al., 2006). 

 

 

Obrázek 7: Struktura optimalizovaného genu pro vakcinaci pDNA (Kutzler & Weiner, 2008).  
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Důležitou součástí plazmidu je také Poly(A) oblast kódující polyA ocásek na 3’ konci 

mRNA. Ten slouží jako terminační signál pro ukončení transkripce, chrání mRNA před 

degradací a podílí se na exportu mRNA z jádra.  

Optimalizace kodónů je také důležitou součástí úprav DNA vakcín. Každý organismus má 

vlastní soubor nejčastěji používaných transferových RNA (tRNA). Těch je v buňce 

produkováno nejvíce, zatímco těch vzácněji využívaných je méně. Pro vysokou efektivitu 

translace aplikovaných genů je nejpříhodnější využívat právě ty kodony, ke kterým má 

hostitelská buňka nejvíce odpovídajících tRNA (Nagata et al., 1999). 

5.2. mRNA vakcíny 

V posledních letech se výzkum NK vakcín stále více zaměřuje na využití mRNA v boji 

proti infekčním onemocněním. Oproti DNA vakcínám se mRNA nepotřebuje dostat až do 

samotného jádra buňky, k expresi antigenu potřebuje pouze translační aparát nacházející se 

v cytoplazmě. Je zde tedy o jednu překážku míň, kterou musí mRNA vakcína překonat při 

transfekci buňky a odpadává tím i otázka mutageneze integrací nukleové kyseliny do genomu 

hostitele. 

Molekuly mRNA je možno připravit oproti pDNA buď v bezbuněčných systémech pouze 

pomocí buněčných lyzátů (tato metoda se ale častěji využívá pro syntézu proteinů) (Marshall 

& Noireaux, 2019), nebo zcela synteticky tzv. in vitro transkripcí (IVT, in vitro transcription). 

Nejprve je potřeba sestavit templát (pDNA), ze kterého se bude posléze požadovaná mRNA 

transkribovat. Ten musí obsahovat silný promotor pro nasednutí DNA dependentní RNA 

polymerázy (promotor bakteriofága T7, T3 apod.) a sekvenci požadované mRNA s kódovaným 

antigenem. pDNA se poté linearizuje restrikčními enzymy, je přidána DNA dependentní RNA 

polymeráza a směs ribonukleosid trifosfátů a může být zahájena samotná transkripce. 

Templátová DNA se nakonec degraduje přidáním deoxyribonukleázy a celý objem je 

purifikován (Baiersdörfer et al., 2019; Beckert & Masquida, 2011). 

Přestože se mRNA vakcíny zdají býti lepší volbou než pDNA v boji proti infekčním 

onemocněním, mRNA se potýká s jinými problémy, které brání jejímu plnému využití. Jedním 

z nich je právě její schopnost vyvolávat nadměrné zánětlivé reakce a molekulární nestabilita. 

Obdobně jako pDNA musí být tedy mRNA nejprve optimalizována a může se tak dít hned na 

několika úrovních. 

Pro translaci genu v eukaryotickém hostiteli je zásadní 5’ cap (5’ čepička), která se nachází 

hned za začátku molekuly a chrání ji tak před degradací. Mimo jiné je také rozpoznávána 

eukaryotním transkripčním iniciačním faktorem E4 (eIF4E) a podílí se tak na iniciaci translace. 

Eukaryotní 5’ cap je metylovaný guanosin (m7G, 7-methylguanosine) připojený k 5’ konci 

molekuly RNA 5‘-5’můstkem přes tři fosfáty (m7GpppN). Pro optimalizaci stability mRNA a 

vyšší exprese antigenu může být m7G cap nahrazena jejími analogy. Využívají se nejrůzněji 

chemicky upravované analogy, mezi které patří také tzv. anti-reverse cap analogs (ARCAs). 

Při syntéze 5‘ cap se může stát, že se naváže v opačném směru, tedy 3‘-5‘. Takto navázaná 

čepička pak není rozpoznána eIF4E a není tedy zahájena translace. U ARCAs je ribóza 

metylovaného nukleotidu modifikovaná buď na C2 nebo C3 a nedochází tím k opačnému 

navázání čepičky. mRNA obsahující ARCAs vykazovaly oproti klasické čepičce vyšší míru 

translace, kvůli snížení množství špatně navázaných čepiček (Stepinski et al., 2001).   
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I ARCAs se ale mohou dále modifikovat. Například použitím fosfothioátové čepičky (β-S-

ARCA) bylo docíleno lepší stability molekuly mRNA a tedy i efektivnější translace u naivních 

DCs (Kuhn et al., 2010). 

Další možností jsou tzv. 2S analogy. Ty obsahují 1,2-dithiodifosfátovou skupinu a můstek 

ze tří nebo čtyř fosfátů. Vykazují lepší afinitu k eIEF4E a také chrání mRNA před 

odstraňováním čepiček enzymy (decapping enzyme). Díky těmto vlastnostem vykazují mRNA 

obsahující tyto analogy vyšší efektivitu translace (Strenkowska et al., 2016).  

Jednou z nejnovějších metod jsou tzv. „CleanCap“. Jedná se o iniciační trimer nukleotidů 

obsahující klasickou čepičku, který je na molekulu mRNA přidán kotranskripčně. Pro 

představu, při použití m7GpppAmG se A a G páruje s templátovými T a C na pozici 1+ a 2+. 

Elongace mRNA poté započne přidáním nukleosid-trifosfátu na pozici 3+ (Vaidyanathan et al., 

2018).  

5’ a 3’ UTR oblasti hrají významnou roli v poločasu rozpadu molekuly mRNA a efektivity 

translace. 3’UTR obsahuje oblasti regulující polyadenylaci a také se zde mohou nacházet 

oblasti bohaté na adenylát a uridylát (AREs, AU-rich elements). Jedná se o sekvence AUUUA 

motivů, které napomáhají degradaci mRNA (Ysla et al., 2008). Nejčastěji používaným UTR 

při syntéze mRNA v laboratořích je lidský β-globin 3’UTR, který dokáže prodloužit poločas 

rozpadu molekuly na více jak 32 hodin (Adibzadeh et al., 2019; Holtkamp et al., 2006). 

mRNA je zakončena polyA ocáskem. Jedná se o sekvenci jednotek adeninu, která chrání 

celou molekulu před degradací. Důležitá je především jeho délka, která určuje životnost celé 

molekuly. Využití sekvencí delších než 120 nukleotidů napomáhá zpomalit degradaci 

molekuly, zlepšuje její stabilitu a zvýší se tím i množství translatovaného antigenu (Holtkamp 

et al., 2006). 

PolyA ocásek se při přípravě mRNA může na molekulu připojit buď posttranskripčně 

pomocí poly(A) polymerázy, nebo se může sekvence ocásku zakódovat přímo do templátové 

pDNA. Tímto způsobem bychom získali u všech molekul stejnou délku ocásku a jednalo by se 

o usnadnění celého procesu výroby mRNA. Bohužel homopolymerní sekvence polyA více než 

175 párů bází není v cirkulárním plazmidu stabilní. Linearizací plazmidu pEVL bylo možno 

získat polyA ocásky dlouhé až 500 nukleotidů. Takto prodloužené mRNA vykazovaly vyšší 

míru translace v lidských T lymfocytech (Grier et al., 2016).  

Stejně jako u DNA vakcín můžeme i zde GOI upravit pomocí optimalizace kodónů nebo 

adicí modifikovaných nukleosidů (nucleoside base modification). Exogenně dodaná mRNA je 

hostitelem rozpoznávána endozomálními TL3, TLR7 a TLR8 jako PAMPs a spouští vrozenou 

imunitní odpověď produkcí interferonů. Z tohoto důvodu jsou do mRNA vkládány 

modifikované nukleosidy jako je pseudouridin, 5-metylcytidin, 5-metyluridin, nebo N6-

metyladenosin, které brání rozpoznání TLRs a zabraňují tak vzniku nadměrné zánětlivé reakce 

(Karikó et al., 2005). 

Speciálně TLR3 rozeznávají struktury dvouřetězcové RNA (dsRNA), které jsou v 

organismech nepřirozené. Jedná se o znak virového napadení a spouští se tím degradace 

komplementární mRNA pomocí RNA interference. Vylepšit míru translace antigenu a snížit 

imunogenicitu mRNA vakcín lze také během jejich přípravy pomocí vysokotlaké kapalinové 

chromatografie (High-performance liquid chromatography, HPLC), která efektivně odstraňuje 

nechtěné kontaminace, mezi které patří i dvouřetězcové úseky RNA vzniklé během přípravy 

(Karikó et al., 2011). Jednou z novějších metod odstranění dsRNA je jejich selektivní   
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zachytávání na celulózovou kaši v etanolovém pufru. Je to spolehlivá a rychlá metoda, která je 

oproti HPLC mnohem jednodušší a levnější (Baiersdörfer et al., 2019). 

5.2.1. Samo-amplifikující mRNA 

Speciálním typem mRNA je tzv. samo-amplifikující mRNA (self-amplifying mRNA, 

SAM). Nejčastěji je založena na genomu alphavirů, patřící do rodiny Togaviridae, které 

obsahují pozitivní jednořetězcovou RNA (+ssRNA). Všechny geny pro strukturní proteiny viru 

jsou odstraněny a nahrazeny GOI. Z původního vlákna zde zůstanou všechny základní části 

funkční mRNA (5’cap, 3’UTR, 5’UTR, polyA) a také oblast zodpovědná za replikaci molekuly. 

Ta obsahuje geny pro nestrukturní proteiny tvořící dohromady RNA dependentní RNA 

polymerázu, jinak nazývanou replikáza (Perri et al., 2003). 

Díky tomu se SAM může v hostitelské buňce sama amplifikovat a navyšovat tak množství 

exprimovaného antigenu. Oproti konvenční mRNA tedy stačí vakcinovat menší dávkou SAM 

pro dosažení porovnatelného účinku (Vogel et al., 2018). 

Jejich příprava se od konvenčních mRNA nijak výrazně neliší, oba druhy se syntetizují 

stejnými mechanismy, potřebují stejnou optimalizaci, potýkají se se stejnými problémy.  

Níže na obr. 8 jsou ukázány rozdíly ve struktuře a mechanismech produkce antigenů mezi 

výše zmíněnými konvenčními mRNA a samo-amplifikujícími mRNA.  

 

Obrázek 8: Rozdíly ve struktuře a mechanismech exprese antigenu v hostitelské buňce mezi konvenční mRNA a samo-

amplifikující mRNA (Sandbrink & Shattock, 2020). 

6. Způsoby dopravy nukleové kyseliny do buňky 

6.1. Fyzické metody 

Klasickým způsobem podání vakcinační látky do těla hostitele je aplikace pomocí injekce. 

Podle místa vpichu můžeme injekce rozdělit na intramuskulární, intradermální či subkutánní.   
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Existují ale i inovativnější a často méně invazivní způsoby dopravy, které zároveň zlepšují 

absorpci NK buňkou.  

Mezi ně patří například Biojector neboli Jet delivery. Využívá se vysokotlakého proudu 

stlačené oxidu uhličitého (CO2), který umožní vakcinační látce proniknout kůží bez použití 

jehly. Byla zaznamenána výrazně lepší absorpce NK buňkami svaloviny a kůže oproti klasické 

vakcinaci jehlou (Manam et al., 2000). 

Gene gun představuje biolistický způsob dopravy nukleové kyseliny vázané na zlatých 

mikročásticích, které jsou vystřelené pomocí stlačeného helia (He). Při použití tlaku He 800 psi 

bylo docíleno dopravy zlatých částic až do bazálních vrstev lidské pokožky (epidermis), kde 

došlo k přímé transfekci Langerhansových buněk (pokožkové dendritické buňky, LC). 

Ty následně rychleji migrují do lymfatických uzlin a prezentují antigen na svých MHCI. 

I podání samotných zlatých částic bez NK stimuluje LC k migraci, a to pravděpodobně díky 

mechanickému poškození buněk. Cílení na DCs hostitele by jednoznačně zefektivnilo a 

urychlilo celý proces vakcinace (Larregina et al., 2001). 

Metodou, která je nejpodobnější klasické injekci, jsou tzv. microneedles (MN). 

Mikrojehličky o dané velikosti (nejčastěji kolem 750-650 μm) dovolují dodat vakcinační látku 

do přesně určené hloubky kůže, což napomáhá cílit na APC. Jsou zároveň méně invazivní a 

bezbolestné.  

Microneedles se dají rozdělit na 4 subtypy: 

a) Pevné MN, které se nejprve musí namáčet do vakcinační látky, dokud nedojde 

k dostatečnému přilnutí NK na povrch jehliček (až 100 ponoření). Následně takto 

obalené jehličky penetrují kůži (Pearton et al., 2012). 

b) Pevné MN, které se neobalují NK. Nejprve se kůže ošetří roztokem NK a až poté je 

penetrována MN. Vytvoří se tím mikrokanálky pro vstup NK do požadované 

hloubky kůže (Birchall et al., 2008). 

c) Rozpustné MN z biopolymerů, které se opět obalí NK. Při penetraci kůže se ale při 

kontaktu s tkáňovým mokem rozpustí a uvolní NK (Sullivan et al., 2010). 

d) Duté MN, které dodají NK podobně jako klasická vakcinace injekcí – vstřikem 

malého množství tekutiny, ale dochází přitom k mnohem menšímu poškození kůže 

(Daugimont et al., 2010) 

Další často využívanou technikou pro dopravu celé řady látek do buněk je elektroporace. 

Pomocí elektrických pulzů se docílí krátkodobého narušení cytoplazmatické membrány a 

umožní se NK jednodušeji vstoupit do buňky. Tím se zvýší i celková exprese kódovaného 

antigenu a zvýší se imunitní odpověď. Pravděpodobně může docházet i k dočasnému narušení 

jaderné membrány, což by umožnilo snadnější dopravu DNA do jádra nedělících se buněk 

(Widera et al., 2000). 

6.2. Chemické metody 

Aby se nukleová kyselina dostala do cílového místa a došlo k expresi antigenu, musí 

překonat hned několik překážek. Musí přežít v extracelulárním prostředí, překonat   
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cytoplazmatickou membránu, uniknout z endozomu a v případě DNA vakcín se musí dostat až 

do jádra přes jadernou membránu.  

Extracelulární prostředí je velmi nepřátelské k volným nukleovým kyselinám a dochází zde 

k jejich rychlé degradaci díky přítomným nukleázám. Až 99 % volné pDNA je degradováno do 

90 minut po její injekci. Jedná se z velké části o aktivitu endonukleáz (enzymy štěpící NK 

uprostřed řetězce). Podle typu NK a typu tkáně se na degradaci mohou více či méně podílet i 

exonukleázy (enzymy štěpící NK od konců) (Barry et al., 1999). Z tohoto důvodu jsou NK 

do buněk dopravovány pomocí nosičů, které je chrání před degradací, usnadňují jejich dopravu 

do buněk a zvyšují tak efektivitu vakcinace.  

V následujících kapitolách je zmíněno pár vybraných příkladů takovýchto nosičů spolu 

s jejich hlavními vlastnostmi, přednostmi a případně překážkami jejich použití. Jedná se pouze 

o základní výběr nejpoužívanějších nosičů. Stále se syntetizují nové vhodné látky a jen 

kombinací těch stávajících vzniká nespočet možností složení nanočástic.  

6.2.1. Lipidy 

Nejčastěji používanými a nejlépe vyzkoušenými složkami, které se využívají pro dopravu 

NK do buňky jsou lipidy a komplexy z nich složené. Nejjednodušší jsou tzv. lipozomy. Jedná 

se o váčky z fosfolipidové dvojvrstvy, do kterých se uzavřou molekuly NK. Takovéto komplexy 

se souhrnně nazývají jako lipoplexy (LP) a pro dopravu NK do buňky pomocí těchto lipoplexů 

byl zaveden termín lipofekce. 

Lipidické složení váčků může být velmi pestré a odvíjí se od něj celá řada jejich výsledných 

vlastností. Nejvyužívanějším typem jsou kationtové lipozomy (CL) obsahující lipidy, jako jsou 

např. 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). Díky svému pozitivnímu náboji CL lépe interagují s negativně nabitými fosfátovými 

skupinami NK a usnadňují tak jejich přípravu. NK se smíchá s lipozomy a spontánně se vytvoří 

komplexy lipoplexů. Pozitivní náboj váčků zároveň napomáhá interakci s negativně nabitou 

plazmatickou membránou buněk hostitele (Felgner et al., 1987). 

Při vakcinaci myší mRNA kódující protein Gag viru lidské imunitní nedostatečnosti 

(Human immunodeficiency virus, HIV) byla po přidání DOTAP:DOPE CL naměřena silnější 

cytotoxická i protilátková imunitní odpověď a indukce germinálních center (Pollard et al., 

2013). Chemické vzorce lipidů použité ve výše zmíněné studii jsou uvedeny na obr. 9.  

 

 

Obrázek 9: Chemické vzorce vybraných lipidů DOTAP a DOPE využívaných při přípravě kationtovým lipozomů (Midoux & 

Pichon, 2014).  
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Na druhou stranu kationtové lipoplexy ale vykazují oproti neutrálním či aniontovým 

lipoplexům mnohem vyšší toxicitu. CL a pDNA podané samostatně toxické nejsou, spojením 

v lipoplex se ale jejich toxicita silně zvýší. V lipofektovaných buňkách byla naměřena vyšší 

exprese pro-apoptických genů a také zvýšené hodnoty IL-6 a IFN-α. Tyto cytokiny se rovněž 

podílejí na indukci apoptózy (Nguyen et al., 2007). V porovnání s aniontovými lipozomy, které 

vykazují téměř stejnou míru transfekce DNA, byla naměřena až o 40 % vyšší toxicita 

kationtových lipozomů (Patil et al., 2004). Přesnější mechanismus působení toxicity CL je stále 

předmětem mnoha výzkumů. 

LP se do buňky dostávají nejčastěji klathrin-dependentní endocytózou následovanou 

únikem z endozomu. Dochází k flip-flop výměně záporně nabitých fosfolipidů na povrchu 

buňky, dojde k vyvážení nábojů a tvorbě neutrálně nabitých fosfolipidových párů. Tím dochází 

k fúzi obou membrán a k uvolnění záporně nabité DNA do cytosolu (Rejman et al., 2005; Xu 

& Szoka, 1996). Při dopravě NK do buněk pomocí lipozomů se může nukleová kyselina nejprve 

spojit s kationtovým polymerem a ten se následně uzavře do lipozomu za vzniku tzv. 

lipopolyplexu (LPR/LPD). Pro tvorbu polymeru se využívají například poly(L-lysin) (PLL), 

protamin či poly(L-ornitin). Polymer chrání DNA před nukleázami, výsledné komplexy mají 

oproti klasickým lipozomům menší velikost (okolo 100 nm) a tím se zlepšuje i jejich 

transfekční aktivita. Jedním z důvodů může být fakt, že pomocí endocytózy jsou lépe přijímány 

spíše menší částice. Zároveň by PLL či protamin mohly sloužit jako jaderný lokalizační signál 

a dopravit DNA až do samotného jádra buňky (Gao & Huang, 1996).  

Lipidické nanočástice (LNP) se skládají z polymerního jádra [např. poly(ß-aminoester)] 

obaleného CL, který snižuje toxicitu jádra. NK je navázána na povrchu částice díky svému 

negativnímu náboji. CL může být navíc obohacený o 1,2-distearoyl-sn-glycero-3-

phosphoethanolamin-poly(ethylen glykol) (DSPE-PEG), což zamezuje agregaci částic a 

usnadňuje tím jejich resuspendaci a čištění (Su et al., 2011). 

Pro dopravu samo-amplifikující mRNA se například využívá metoda pomocí kationtových 

nanoemulzí (CNE). Jedná se o částice připravené z kationtového peptidu (např. DOTAP), 

skvalenu, hydrofóbních a hydrofilních látek, které následně na svůj povrch váží molekuly SAM 

(Brito et al., 2014).  

Schématické znázornění složení jednotlivých typů lipidických nosičů, kterými jsem se do 

této chvíle zaobírala, je na obr. 10.  
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Obrázek 10: Typy a složení jednotlivých komplexů obsahující lipidy, které se využívají pro dopravu mRNA do buňky (Midoux 

& Pichon, 2014). 

V neposlední řadě se také využívají tzv. virosomy, což jsou lipozomům podobné váčky 

s přidanými virovými glykoproteiny. Využívají se pro dopravu léčiv do buněk a mohou být 

vhodnou alternativou pro dopravu NK při vakcinaci. Svým složením mimikují obalené viry a 

uzavřením kondenzované NK do lumen váčku je NK dobře chráněná před její degradací. 

Jednotlivé glykoproteiny získané z různých virů se liší svou vazbou na buněčné receptory, 

schopností fúze s hostitelskou membránou a mohou tak cílit na různé typy buněk. Glykoprotein 

hemaglutinin (HA) získaný z viru chřipky se váže na sialovou kyselinu na povrchu cílových 

buněk, navozuje endocytózu a fúzi membrán. Je zde ale riziko rozpoznání HA hostitelskými 

protilátkami z dříve prodělané chřipkové infekce. To může vést ke snížení účinnosti transfekce 

(De Jonge et al., 2007). 

6.2.2. Polymery 

Pro dopravu NK lze využít také celou řadu kationtových polymerů jako jsou například 

poly(L-lysin) (PLL), polyethylenimin (PEI), poly(β-aminoester) (PBAE), polylactic-co-

glykolová kyselina (PLGA), chitosan a další. Podobně jako u lipozomů, díky svému kladnému 

náboji dobře interagují s negativně nabitou NK a tvoří polyplex, který se následně může 

obohatit např. lipidy, peptidy či dalšími polymery (Gao & Huang, 1996).  

PLL je přírodní biodegradabilní polymer, který dokáže silně vázat NK a kondenzovat ji do 

stabilních částic. Kvůli tomu pravděpodobně ale nedokáže NK efektivně uvolnit do cytosolu 

buňky a oproti PEI vykazuje menší efektivitu transfekce. Zároveň má PLL problém uniknout   
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z endozomu a zůstává v nich uvězněn. PEI oproti tomu vynikal svou rychlostí uvolnění NK a 

endozomálního úniku. PEI částice jsou přijímány buňkou klathrin-dependentní i kaveolární 

endocytózou. K efektivní transfekci dochází ale pouze u kaveolární cesty. NK musí 

z endozomu uniknout ještě před fúzí váčku s lysozomem, klathrin u klathrin-dependentní 

endocytozy ale brání roztržení váčku a NK je tak degradována (Itaka et al., 2004; Rejman et 

al., 2005). 

Klasický únik z endozomu polymerů je zajištěn pomocí proton-sponge efektu. 

Aminoskupiny polymerních látek jsou při fyziologickém pH do určité míry protonovány 

(pufrační kapacita). Při acidifikaci endozomu dochází ke vhánění H+ a Cl- do lumen váčku, ale 

vodíkové protony jsou vázány zbylými neprotonovanými animoskupinami polymeru. Vytvoří 

se tak nadbytek chloridových aniontů, které způsobí osmotický otok (osmotic swelling) 

endozomu. V lumen váčku se začne hromadit voda, která následně způsobí roztržení váčku a 

uvolnění jeho vnitřního obsahu do cytosolu buňky (Behr, 1997). Pufrační kapacita PEI byla 

pozorována in situ při dopravě polymeru do buňky současně s pH senzitivním fluorescenčním 

reportérem. Výsledkem byly nižší hodnoty pH kvůli odebírání protonů polymerem, než tomu 

bylo v lysozomálních váčcích bez přítomnosti PEI (Roy et al., 2020).  

Pro efektivní únik z endozomu lze využít i polymer PBAE, který je pH senzitivní a dobře 

degradovatelný. Při nízkém pH dochází k rychlému rozpuštění částic, uvolnění NK a proton-

sponge efektu (Su et al., 2011).  

PLGA je také polymer citlivý na změny pH a díky svým příznivým vlastnostem byl 

schválen Úřadem pro kontrolu potravin a léčiv pro terapeutické použití. Obohacením PLGA o 

vrstvu chitosanu dostala částice pozitivní náboj a byla také zvýšena absorpce částic makrofágy. 

Zároveň byly tyto částice při podání nosem schopny déle setrvat v nosní dutině díky 

mukoadhezivním vlastnostem chitosanu (Z. Li et al., 2016). 

Chitosan, přírodní lineární polysacharid, byl dlouhou dobu využíván jako adjuvant díky své 

biokompatibilitě a nízké toxicitě. Jak již bylo zmíněno, má mukoadhezivní vlastnosti. 

Pravděpodobně dochází k elektrostatickým interakcím mezi pozitivně nabitými 

animoskupinami chitosanu a negativní kyselinou sialovou mucinu. (Soane et al., 2001; Vila et 

al., 2004). 

6.2.3. Peptidy 

Jelikož se samotné proteiny mohou použít jako vakcinační látka, jsou jejich vlastnosti a 

vlivy vůči tělu hostitele dobře prozkoumány. Jsou často využívány jako nosiče NK, nebo jsou 

přidávány díky svým specifickým vlastnostem k ostatním typům nosičů jako jsou např. 

lipopolyplexy, polymery či anorganické částice.   

Jednou z hlavních cest dopravy NK do cytosolu buňky je cesta přes endozom, z kterého 

musí následně částice s NK uniknout ještě před jejich degradací snížením pH. K tomuto účelu 

slouží mnohé peptidy, které při změně pH acidifikací endozomu změní svoji konformaci a 

docílí tak narušení membrány endozomu a uvolnění vnitřního obsahu váčku do cytosolu. Tyto 

peptidy se označují jako peptidy penetrující cytoplazmatickou membránu a patří mezi ně např. 

amfipatický RALA protein. V jeho sekvenci se střídá hydrofilní arginin vázající DNA a 

hydrofóbní leucin interagující s lipidickou membránou. Snížením pH se změní jejich postavení 

v amfipatické α-helixy destabilizující membránu endozomu (Mccarthy et al., 2014).  
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Další možností výroby proteinovým nanočástic je spojením želatiny typu B, protaminu 

sulfátu a pDNA. Želatina je levná dostupná netoxická látka, která má jistě potenciál ve využití 

pro dopravu molekul do buněk (Morán et al., 2015). 

Spojením albuminu a již výše zmíněného polysacharidu chitosanu byly získány nanočástice 

s nižší toxicitou v porovnání s používanými polymery (PLL, PEI) a vysokou absorpcí buňkami 

(Karimi et al., 2014). 

Virus-like particles (VLPs) mohou být díky svým vlastnostem také dalším vhodným 

kandidátem pro dopravu NK do buněk. Jedná se o virové proteiny schopné samouspořádání do 

částic podobným virům bez schopnosti se v hostiteli replikovat a způsobit tím onemocnění. 

Samotné prázdné viriony bez NK se již využívají díky svému exogennímu původu jako 

imunizační agens či jako adjuvants. Jelikož téměř dokonale mimikují infekční virovou částici, 

dokáží dobře vstoupit do buňky a také vázat a uvolnit NK. Modifikací kapsidy lze upravit i 

jejich specifitu. VLP odvozená od bakteriofága MS2, běžně napadající enterobakterie, byla 

schopna enkapsulovat celou řadu látek a modifikací peptidu SP94 (HCC-specific peptide) 

dokázala cílit výhradně na buňky hepatocelulárního karcinomu (Human hepatocellular 

carcinoma, HCC) (Ashley et al., 2011). 

6.2.4. Anorganické částice 

Hlavními klady využití zlatých nanočástice (AuNPs) pro dopravu NK je jejich snadná 

příprava a možnost modifikace jejich povrchu. Přidáním polyethylenglykolového řetězce se 

např. docílilo lepší stability nanočástic, snížení se jejich schopnosti agregace a NK byla lépe 

chráněna v krevním řečišti hostitele. NK je k AuNPs vázána slabšími interakcemi, než je tomu 

u jiných kationtových přenašečů, a díky tomu může docházet k lepšímu uvolnění NK do buňky. 

Efektivitu transfekce lze zvýšit využitím elektroporace (Kawano et al., 2006).  

Mesoporézní silika nanočástice mají díky své porozitě oproti lipozomům stejné velikosti 

mnohem větší kapacitu pro navázání NK a jejich povrch snadno můžeme upravit navázáním 

dalších ligandů. Zásadním problémem je jejich nízká schopnost úniku z endozomálního váčku. 

To se ale dá vyřešit přidáním pomocných fúzogenních peptidů (Ashley et al., 2012).  

Další možností je využití oxidovaných uhlíkových nanočástic vyznačující se jejich 

negativním nábojem a vysokou schopností pronikat fosfolipidovou membránou (Arayachukiat 

et al., 2015) 

V neposlední řadě se dají využít i superparamagnetické nanočástice z magnetického oxidu 

železnato-železitého (Fe3O4). Pomocí magnetických sil lze částice lépe navádět na povrch 

cílových buněk, urychlit transfekci (v tomto případě magnetofekci) a lze docílit stejné efektivity 

transfekce i s malou dávkou NK (Y. Wang et al., 2014).  

7. Vakcíny pro veterinární použití 

Na rozdíl od vakcín proti lidským virovým onemocněním, ve veterinární oblasti se NK 

vakcíny začínají využívat čím dál tím častěji. Několik z nich je již schváleno a jsou využívány 

v běžné praxi. V závěrečné kapitole se budu převážně zabývat těmito schválenými vakcínami 

a také pokroky ve vývoji a výzkumu dalších NK vakcín při boji proti závažným veterinárně 

významným virovým onemocněním.   
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7.1. Rybí virová onemocnění  

Ryby jsou jednou z hlavních složek potravy stále rostoucí lidské populace a jejich produkce 

se v posledních letech vysoce zvýšila. S rychlým rozvojem velkochovů vzrostla i potřeba 

zajistit zdraví rybích chovů a nutnost chránit je před celou řadou onemocnění. Ve velkých 

populacích dochází snadněji k rozvojům epidemií infekčních onemocnění a může snadno dojít 

k velkým úhynům a finančním ztrátám. Mezi přední původce virových onemocnění takto 

chovaných ryb patří např. virus infekční hematopoetické nekrózy (IHNV), virus virové 

hemoragické septikémie (VHSV) nebo Hirame novirhabdovirus (HIRRV). Dále můžeme 

zmínit i virus infekční nekrózy pankreatu lososů (IPNV) z rodiny Birnaviridae, virus infekční 

anemie lososů (ISAV) z rodiny Orthomyxoviridae či rybí orthoreovirus (PRV) z rodiny 

Reoviridae.  

IHNV, stejně jako VHSV a HIRRV spadá pod rod Novirhabdovirů (Rhabdoviridae). Jedná 

se o obalené viry s negativním jednořetězcovým RNA (-ssRNA) genomem, které tvarem své 

kapsidy připomínají kulku. Napadá především lososy a pstruhy a způsobuje tmavnutí kůže, 

exophthalmii (vypouknutí oka z očnice) a krvácení do očí. Virus se replikuje převážně 

v hematopoetických buňkách a endoteliálních buňkách cév a způsobuje tím nekrózu ledvin, 

jater či sleziny. Při nedávných epidemiích IHNV roku 2016 v Iránu byla naměřena mortalita 

pstruhů duhových (Oncorhynchus mykiss) až 90 % 3 týdny po vypuknutí nákazy. Irán byl nucen 

snížit svou roční produkci (současně i kvůli epidemiím VHS a IHN) až o 40 000 tun 

(Ahmadivand et al., 2017). Dalším předním producentem ryb, především Atlantských lososů 

(Salmo salar), je Britská Kolumbie, provincie na jihozápadě Kanady. Mezi lety 2001 až 2003 

postihly epidemie až 50 % všech přímořských farem a uhynulo nebo muselo být zlikvidováno 

až 12 milionů ryb (Saksida, 2006). 

Kvůli těmto epidemiím bylo nutno rychle zakročit a zamezit tak dalším škodám. V roce 

2005 schválena první DNA vakcína proti IHNV pro Atlantské lososy pro komerční využití 

jménem Apex-IHN®. Byla vyrobena švýcarskou firmou Novartis a prozatím je schválená 

k použití pouze v USA a Kanadě. Skládá se z plazmidové DNA obsahující 4 hlavní části: časný 

enhancer-obsahující CMV promotor, polyA signál z růstového hormonu skotu, selekční marker 

a gen pro virový glykoprotein. Nebyly zaznamenány žádné nepříznivé vedlejší účinky. Byl také 

vyvrácen přenos pDNA do rybích gonád a tedy i přenos do dalších generací. Vakcinační látka 

byla podána intramuskulárně a až u 50 % testovaných ryb byly detekovány v krevním séru 

neutralizující protilátky (Salonius et al., 2007). Glykoprotein také indukoval především 

produkci IFN typu I následovanou vyšší expresí genů na něm závislých. IFN typu I je důležitou 

součástí časné antivirové imunitní odpovědi (Purcell et al., 2006). 

VHSV sdílí jako IHNV stejné charakteristiky novirhabdovirů. Při epidemiích pstruhů 

duhových (Oncorhynchus mykiss) v Iránu mezi lety 2014 až 2015 byla mortalita až 70 %. 

Nemoc se projevuje podobně jako IHNV tmavnutím kůže a exophthalmií. Navíc lze u 

nemocných jedinců pozorovat oteklé břicho a drobné krvácení kolem očí, na spodní čelisti a 

svalech. Histopatologicky bylo zjištěno zvětšení jater v důsledku překrvení sinusoid a nekróza 

ledvin spolu s degradací ledvinových kanálků. VHSV cílí převážně na endoteliální buňky cév 

a způsobuje tím krvácení kůže, svalů a vnitřních orgánů různého rozsahu (Ahmadivand et al., 

2016). Zatím neslibnějším způsobem vakcinace se jeví opět plazmidová DNA kódující 

glykoprotein VHSV. Při vakcinaci pstruhů plazmidem kódující virový nukleoprotein (NP) bylo   
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také docíleno částečné imunity, zdaleka ale ne tak silné, jako při použití glykoproteinu. Více 

jak 50 % ryb očkovaných plazmidem s glykoproteinem či kombinací glykoproteinu a NP bylo 

séropozitivních (Lorenzen et al., 1998). 

Stejně jako u předchozích zástupců rodu Novirhabdovirů se u vakcinace proti HIRRV 

studie zaměřují hlavně na využití specifického glykoproteinu. Při testování vakcinace pDNA 

na platýzech Japonských (Paralichthys olivaceus) byly naměřeny až dvojnásobné hodnoty 

exprese genů pro podjednotky MHCI a II a také pro TCR (Takano et al., 2004). 

IPNV má jakožto zástupce birnavirů dvousegmentový dsRNA genom a ikosahedrální 

neobalenou kapsidu. Potěr infikovaný kmeny IPNV s mortalitou dosahující až 92 % vykazoval 

příznaky jako je tmavnutí kůže, nezvyklé plavání či ascites (hromadění tekutiny v dutině 

břišní). Byly nalezeny také vážné léze na játrech, slinivce břišní a na žaludečních žlázách (Santi 

et al., 2004).  

Pro vakcinaci celých chovů hospodářsky chovaných ryb je intramuskulární injekce složitou 

a zdlouhavou metodou. Pro zjednodušení vakcinace co největšího počtu jedinců vznikly 

tendence vyvinou vakcinační látku efektivní i při podání orální cestou. Tato látka ale musí přežít 

degradaci v trávicí soustavě, být dobře vstřebávána, indukovat dostatečnou imunitní odpověď 

a měla by být schopna se dobře míchat s potravou. Při pokusu vakcinace pstruhů potočních 

(Salmo trutta) a duhových (Oncorhynchus mykiss) byla pDNA kódující IPNV virový protein 2 

(VP2) enkapsulována do alginátových mikrosfér chránící NK před degradací v žaludku. Po 

vakcinaci pstruzi vykazovali až třináctkrát vyšší expresi IFN a při následné experimentální 

infekci byla mortalita snížena na pouhých 15 % (de las Heras et al., 2010). 

Další v současnosti schválenou pDNA vakcínou je CLYNAV™ od společnosti Elanco 

Animal Health. Byla schválena roku 2017 a chrání lososy atlantské (Salmo salar) před infekcí 

virem onemocnění pankreatu lososů (Salmon panceas disease virus, SPDV) Jedná se o obalený 

Alphavirus z rodiny Togaviridae s +ssRNA genomem. U ryb infikovaných SPDV subtypem 3 

byly nalezeny známky zánětu a nekrózy srdeční a kosterní svaloviny a slinivky břišní. Všechny 

tyto příznaky byly ale znatelně potlačeny u ryb očkovaných vakcínou CLYNAV™. Ty také 

vykazovaly vyšší hodnoty neutralizujících protilátek a menší přenos viru na naivní skupinu ryb 

(European Medicines Agency, n.d.; Thorarinsson et al., 2021). 

7.2. Koňská virová onemocnění  

West Nile virus (WNV) způsobující nemoc přenášenou komáry zvanou západonilská 

horečka (West Nile fever) představuje hrozbu pro celou řadu živočišných druhů včetně lidí. 

WNV spadá do rodiny Flaviviridae, což jsou obalené +ssRNA viry. Při vypuknutí WNV 

roku 2002 v Coloradu a Nebrasce bylo nahlášeno 1 478 případů onemocnění s úmrtností 29 %. 

Ztráty za uhynulé koně se došplhaly až na 600 660 dolarů a na léčbu nakažených bylo celkově 

vyplaceno 490 844 dolarů (USDA, 2003). 

Nemoc se u koní projevuje horečkou a encefalomyelitidou (zánět mozku a míchy) 

projevující se lézemi na mozku (Seino et al., 2007). Jednou z možností vakcinace se stalo 

využití rekombinantního DNA plazmidu pCBWN kódující virový premembránový protein 

(PrM) a glykoprotein E. Již po jedné dávce podané intramuskulárně bylo docíleno ochrany koní 

proti WNV infekci. Bylo to potvrzeno vystavením vakcinovaných a nevakcinovaných koní 

infikovaným komárům (Aedes albopictus) (Davis et al., 2001). V roce 2005 byla schválena   
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DNA vakcína s názvem West Nile Innovator® pro komerční použití pro koně od společnosti 

Fort Dodge Animal Health/Pfizer (CDC Press Office, 2005; Cranenburgh, 2011). 

Dalším závažným onemocněním je také koňská chřipka (Equine influenza, EI) z rodiny 

Orthomyxoviridae. Jedná se o obalené -ssRNA viry se segmentovaným genomem z 8 částí. 

Chřipkové viry se dají rozdělit do několika subtypů podle toho, jaké glykoproteiny 

(hemaglutinin a neuraminidázu) obsahuje virus na svém povrchu . EI způsobuje subtyp H3N8. 

Nemocní koně trpí únavou, kašláním, pneumonií, bronchitidou, záněty nosní sliznice, výtoky 

z nosu a očí a vysokými horečkami až 40°C. (Webster & Yuanji, 1991).   

Jedním z příkladů je vypuknutí nákazy v roce 2018, kdy bylo v Argentině na závodištích 

v provincii Mendoza nakaženo až 70 % koní. Následně byly případy onemocnění hlášeny až z 

šestnácti daleko od sebe vzdálených míst po celé zemi s morbiditou od 10 % do 70 % (Olguin-

Perglione et al., 2020).  

Při studii využití pDNA kódující virový protein HA jako experimentální vakcíny byly dvě 

skupiny poníků očkované pomocí gene gun a zlatých částic. Jedna skupina dostala očkovací 

látku přes kůži, druhá přes kůži a sliznici. Po vakcinaci vykazovala skupina očkovaná oběma 

způsoby současně nejvyšší hodnoty specifických IgGa a IgGb. Vyšší hodnoty IgA, které jsou 

podstatné pro ochranu proti chřipce, byly naměřeny až po vystavení všech skupin infekčnímu 

viru. Absence IgA po očkování mohla být z důvodu schopnosti pDNA navodit pouze Th1 

odpovědi místo Th2. Přesto se ale u poníků očkovaných kůží a sliznicí neprojevily žádné 

klinické příznaky onemocnění. Kombinací dvou způsobů očkování bylo tedy docíleno 

absolutní ochrany před onemocněním (Lunn et al., 1999).  

7.3. Ptačí virová onemocnění  

Další velmi hospodářsky důležitou skupinou živočichů jsou ptáci, hlavně drůbež. Podobně 

jako u ryb, při chovu drůbeže ve velkých skupinách je mnohem větší šance na propuknutí 

zhoubného infekčního onemocnění. Dochází zde k mnohem snazšímu přenosu mezi jedinci a 

často to končí úhynem velkého množství ptactva.  

Jednou z takovýchto nemocí je například ptačí chřipka, (Avian influenza, AI), která u ptáků 

způsobuje ztrátu chuti k jídlu, průjem, paralýzu a také cyanózu (modrání) hřebene a lalůčků 

(Kodihalli et al., 2000).  

Virus spadá, stejně jako virus EI, do rodiny Orthomyxoviridae. Mezi subtypy AI patří 

například H7N7, H5N8, H5N1 či H9N2. 

Při testování imunogenicity virových proteinů byla aplikována pDNA obsahující gen pro 

virový NP metodou gene gun tři týdny starým kuřatům. Nebylo docíleno dostatečné imunitní 

odpovědi a více jak polovina pokusných kuřat po vystavení infekčnímu viru zemřela. Oproti 

tomu drůbež vakcinovaná pDNA kódující protein H5 byla z 86 % imunní proti subtypu H5N8. 

Dosažená imunita ale nechránila kuřata při infekci jiným subtypem, jako je například H7N7. 

Proti tomuto viru byla naopak imunní kuřata, která dostala pDNA kódující H7. Pro dosažení 

imunity proti oběma subtypům musela být kuřata očkována kombinací obou plazmidů 

(Kodihalli et al., 2000). 

Zřejmě nejznámějším subtypem ptačí chřipky je vysoce patogenní kmen H5N1, který již 

od jeho objevení způsobil celou řadu epidemií. Byl izolován roku 1996 v Číně z husího chovu 

a hned roku 1997 v Hongkongu byl zaznamenán jeho první přenos na člověka. Zemřelo tehdy   
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6 lidí z 18 nakažených a tento fakt inicioval snahu o co nejrychlejší eradikaci tohoto 

onemocnění (McCargo, 2017). Vkládáním genu pro HA subtypu H5N1 do různých plazmidů 

byla zjištěna nejlepší exprese antigenu v buněčné kultuře kuřecích embryonálních fibroblastů 

při použití kodon-optimalizovaného plazmidu pCAGGoptiHA. Tento plazmid indukoval 

nejvyšší hodnoty neutralizačních protilátek a dokázal dokonale chránit kuřata před vypuknutím 

nákazy (Jiang et al., 2007). H5N1 může ale způsobit smrtelné onemocnění i u křepelek. 

Křepelky japonské (Coturnix japonica) byly intramuskulárně očkovány výše zmíněným 

plazmidem. Celkově byly každému jedinci podány 3 dávky vakcinační látky a již po druhé bylo 

možno pozorovat protilátky inhibující hemaglutinin. Vystavení infekčnímu viru (H5N1) přežily 

všechny křepelky, které dostávaly dávku plazmidu větší než 10 μg, zatímco všichni jedinci 

z kontrolní skupiny uhynuli do 4 dnů od nakažení (J. Li et al., 2012). Přímo na tento subtyp 

(H5N1) byla pro drůbež v roce 2017 schválena DNA vakcína firmy Agrilabs® s využitím 

lipid/polymerního adjuvants ENABL (AgriLabs, 2017).  

DNA vakcíny jsou vyvíjeny proti celé řadě dalších ptačích infekčních onemocnění. 

Například proti infekční burziditě drůbeže (IBDV) byly testovány PLGA mikročástice s pDNA 

kódující virový VP2 podaný orálně či kápnutí do oka. U očkovaných kuřat byly po vystavení 

infekci nalezeny menší léze a menší počet T lymfocytů ve Fabriciově burze. Byla dokázána 

nižší mortalita a morbidita u více jak 80 % kuřat (Negash et al., 2013).  

Dalším příkladem může být také pDNA kódující fúzogenní glykoprotein viru Newcastleské 

nemoci (NDV), která byla enkapsulována do PLGA nanočástic a jeho protekce proti 

onemocnění dosahovala až 100 % (K. Zhao et al., 2013).  

Až 70 % protekce byla také získána proti viru infekční bronchitidy drůbeže (IBV) při 

vakcinaci pDNA obsahující gen pro glykoprotein a NP viru. Vakcinační látky byly podány 

orálně a nasálně pomocí atenuované Salmonella enterica (Jiao et al., 2011). 

I proti herpesvirové enteritidě kachen (DEV) bylo testováno využití DNA vakcín. 

Testovaným kachnám byly intramuskulárně injikovány dva DNA plazmidy obsahující gen pro 

virový glykoprotein B, nebo D. U kachen očkovaných oběma plazmidy zároveň byly naměřeny 

výrazně vyšší hodnoty CD4+ a CD8+ T lymfocytů v periferní krvi a protekce proti onemocnění 

dosahovala až 70 % (Y. Zhao et al., 2014). 

8. Závěr 

Ve své práci jsem shrnula základní informace o tom, jakými způsoby imunitní systém 

reaguje na výskyt antigenu v organizmu, jaká je podstata očkování a jak se vytváří dlouhodobá 

hostitelská imunita. Dále jsem se zabývala druhy NK vakcín, jejich složením a možnostmi 

jejich optimalizace z hlediska imunogenicity. Pro správnou funkci NK vakcín je také potřeba 

vyvinout vhodné adjuvants a zvolit adekvátní způsob dopravy do těla hostitele i do samotné 

hostitelské buňky. NK mají na své cestě do místa exprese bezpočet překážek, které musí 

překonat. Zároveň se musí chránit před degradací přítomnými nukleázami. K tomu se využívá 

celá řada nosičů skládající se nejčastěji z lipidů, polymerů či anorganických látek. 

V závěru jsem také shrnula několik příkladů hospodářsky či veterinárně významných 

onemocnění ryb, koní a ptactva spolu s příklady k dnešnímu dni schválených a používaných 

NK vakcín.  
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Využití nukleových kyselin jakožto vakcinačních látek má do budoucna obrovský 

potenciál. Přestože je použití nosičů genetických informací DNA a RNA jako vakcín 

ve společnosti stále obávanou a často zavrhovanou záležitostí, dosavadní studie nám potvrzují 

jejich bezpečnost, flexibilitu a nabízejí bezpočet možností, kterými by NK mohly přispět 

výzkumu v mnoha směrech. Ve veterinárním průmyslu mají již NK vakcíny několik zástupců 

schválených a v praxi využívaných očkovacích látek. Další z nich jsou stále ještě předmětem 

výzkumu. NK vakcíny proti lidským patogenům byly zatím méně úspěšné. Jedním z důvodů je 

jejich nízká imunogenicita a také obavy společnosti z použití nukleových kyselin jako nosičů 

genetické informace pro léčebné výkony. Momentálně probíhající závažná pandemie 

respiračního onemocnění Covid-19, způsobené koronavirem SARS-CoV-2, umožnila 

nastartování rychlého vývoje do té doby obávaných NK vakcín. Hlavně díky mRNA vakcínám, 

které byly vyvinuty díky své flexibilitě, jednoduchosti výroby a nízkým nákladům velmi rychle, 

mohlo být včas zakročeno proti tomuto nebezpečnému onemocnění. Jedná se o první schválené 

NK vakcíny pro lidi. K dnešnímu dni jsou na trhu dvě schválené mRNA vakcíny, a to od 

společností Moderna a Pfizer-BioNTech, které jsou založené na expresi povrchového 

glykoproteinu S. 

Díky této nešťastné situaci by se tedy postoj společnosti vůči NK vakcínám mohl výrazně 

zlepšit a mohlo by se jednat o začátek jejich velkého rozvoje i v humánní medicíně. Stále je zde 

potřeba bojovat proti celé řadě onemocnění, ať už se jedná o další virové epidemie, alergie, 

rakoviny či chronická onemocnění. NK vakcíny by mohly představovat zásadní pokrok 

v lékařství a ochraně společnosti.  
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