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Abstrakt

Leishmaniéza je jedno ze zanedbavanych tropickych onemocnéni svéta zplsobené
eukaryotickymi jednobunéénymi parazity rodu Leishmania. Jejich prokazanymi pfenaseci jsou
dva rody dvoukiidlého hmyzu — Phlebotomus ve Starém svété a Lutzomyia v Novém svéEte.
V endemickych oblastech je leishmani6zou ohroZena vice nez jedna miliarda lidi. Pouzivané
metody v boji proti leishmaniéze spocivaji v kontrole populace vektorti a podani 1ékt prevazné
ze skupiny chemoterapeutik, které ale maji vazné vedlejsi ucinky a jsou malo efektivni.
V soucasnosti neni na trhu dostupna zadna lidska preventivni vakcina, ale je registrovano
n¢kolik vakcin pro psy. Nicméné, intenzivné se testuje celd fada lidskych vakein, z nichz
n¢které maji dobré vysledky v klinickych testech a jsou tedy slibnymi kandidaty. V této
bakalarské praci podam piehled o nejnovéjSich vyzkumech preventivnich vakcin proti
leishmani6zam a predstavim jednotlivé pfistupy ve vakcinaci.

klicova slova: leishmanidza, vakcina, Leishmania, klinické testy, Zivad atenuovand vakcina,

DNA vakcina, rekombinantni vakcina, slinné proteiny

Abstract

Leishmaniasis is one of the world's neglected tropical diseases which is caused by protozoan
parasites of the genus Leishmania. Proven vectors belong to two species of dipteran insect —
Phlebotomus in the Old World and Lutzomyia in the New World. Over one billion people are
at risk in endemic areas. Currently the mean to treat and control leishmaniasis is by vector
control and drug treatment, mainly chemotherapeutic, which is linked to severe side effects and
has poor efficiency. No prophylactic human vaccine is currently available but several dog
vaccines are. However, plenty of vaccines have been intensively tested for human use. Some
of them have achieved good results in clinical trials and are promising vaccine candidates. In
this bachelor thesis [ overview the newest research on vaccines against leishmaniases and report
on several vaccine approaches.

key words: leishmaniasis, vaccine, Leishmania, clinical trials, live attenuated vaccine, DNA

vaccine, recombinant vaccine, salivary proteins
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1 Uvod

Leishmaniéza je jedno z nejvice zanedbavanych tropickych onemocnéni svéta. Zpusobuji ho
eukaryoticti jednobunécni parazité rodu Leishmania prenaseni krevsajicim hmyzem podceledi
Phlebotominae. Samice flebotom se nakazi amastigoty leishmanii pfi sadni krve na savéim
hostiteli. Leishmanie se v jejich stiednim stievé mnozi a transformuji na pohyblivou formu
promastigota. Pfi dalSim sani jsou promastigoti inokulovani do nového hostitele, kde se
internalizuji zejména do makrofagu, ale i do dendritickych bun€k, neutrofilnich granulocyt
a monocytil, a pretrvavaji tam ve form¢ amastigotl (shrnuto v Torres-Guerrero et al., 2017).
Leishmaniéza je rozSifena pievazné v rozvojovych zemich v tropickych a subtropickych
oblastech Afriky, Asie, jizni Evropy, Jizni a Stfedni Ameriky a statech lezicich vychodné od
Stfedozemniho mote. Odhaduje se 700 000 az 1 milion novych ptipadfi a 20 000 az 30 000
umrti ro¢né. Ptiblizn¢ 70 druhti zvifat véetné ¢loveka je povazovano za ptirozené rezervoary
infekce. Podle klinickych projevii u lidi mizeme rozliSit tfi hlavni formy leishmanidzy.
Nejbéznéjsi je kozni forma (CL, cutaneous leishmaniasis), kterd se projevuje 1ézi a viedy na
kiazi, po nichz zistavaji jizvy. KozZné-slizniéni leishmaniéoza (MCL, mucocutaneous
leishmanioza (VL, visceral leishmaniasis), kterd postihuje vnitini organy, vede ke zvétSeni
sleziny a jater a k chudokrevnosti (WHO, 2018 [online]).

Na prib¢h leishmanidzy mé vliv kromé druhu parazita 1 imunitni odpoveéd’ hostitele.
Leishmanie jako obligatné intracelularni paraziti ptezivaji v makrofdzich apod., kde se
schovavaji pfed imunitou hostitele. V prvnich chvilich infekce je mozné parazita zabit produkci
reaktivnich forem kysliku (ROS) makrofagy. Tento proces je spustén fagocytézou a zahrnuje
fadu enzymu, naptiklad inducibilni syntdzu oxidu dusnatého (iNOS), kterd produkuje oxid
dusnaty (NO). Po internalizaci promastigotii reaguji vrozené imunitni buniky produkci cytokint,
které formuji vyvoj adaptivni imunity, ¢imz vznikd bud’ prozanétlivy, nebo protizanétlivy typ
odpovédi. Thl odpovéd’ je charakterizovand produkci IFN-y a TNF-o CD4+ T bunkami.
Indukuje aktivaci oxidativniho stresu makrofagii a vede k rezistenci k leishmaniéze. Th2
odpovéd’ vede, za produkce IL-4, IL-13 a IL-10, k neschopnosti kontrolovat infekei leishmanii.
Th1/Th2 polarizace je ale zjednoduSend, ve skutecnosti ochrana nebo citlivost k infekci
nezavisi striktné na produkci zminénych cytokind. Naptiklad vysoka produkce TNF-a mize
vést v nekterych ptipadech k moc silné Thl odpovédi a vyvoji infekce. Th17 T bunky jsou
u nékterych druhi leishmanii asociovany s infekci a u nékterych s ochranou pted infekei

(shrnuto v Rossi and Fasel, 2017).



Na 1écbu leishmaniéz se pouzivaji prevazné pétivazné slouceniny antimonu
a chemoterapeutika amfotericin B, paromomycin a miltefosin. Tyto 1éky maji mnoho nevyhod
jako je vysoka cena, Spatnd dostupnost v rozvojovych zemich, toxicita, dlouhd doba 1éCby
a vznik rezistentnich leishmanii. Zatim neni dostupna zadna globalné pouzitelna vakcina proti
leishmanioze u lidi. Vzhledem k tomu, ze je vyléCeni infekce obvykle doprovazeno silnou
imunitou, je nadé&je na jeji vyvoj velkd (WHO, 2010).

Nicméné, vyvoj vakcin je zdlouhavy proces sestavajici ze dvou hlavnich fazi,
predklinické a klinické. Predklinickd faze je zaméfena na tvorbu nédvrhu vakciny a hodnoceni
jejich vlastnosti, bezpe€nosti a imunogenicity na zvifecim modelu. ZjiStuje, jestli se vakcina
hodi pro testovani na lidech. Poté se testuje ve tfech klinickych fazich. Prvni faze klinickych
testd se provadi na mensim poctu zdravych lidi, ktetfi nejsou vystaveni riziku infekce, pred
kterou ma vakcina chrénit. Zjist'uje se zejména klinické tolerance a bezpecnost. Ve druhé i treti
fazi je vakcina testovand na vétSim vzorku populace, kterd by méla reprezentovat cilovou
skupinu vakciny. Ve druhé fazi je definovana optimalni davka a vakcinaéni schéma. Tteti faze
je nejrozsahlejsi a poskytuje data pro zhodnoceni efektivity a bezpecnosti. Pokud jsou vysledky
ze tieti faze uspokojivé, vakcina mize byt piijata. Po udé€leni licence a zavedeni vakciny se
uskuteCiiuje jesté ctvrtd faze, jejiz cilem je posouzeni dlouhodobé ucinnosti a vzacnych
nezadoucich uéinka (WHO, 2004).

Cilem mé prace je poskytnout piehled o nejnovéjSich vyzkumech vakcin proti
leishmanioze ve Starém a Novém svété. V jednotlivych kapitolach budu predstavovat studie
zaméfené prevazn€ na vyvoj lidskych a psich vakcin a diskutovat jejich ptipadné vyuziti

v terénu.



2 Vakciny prvni generace

Vakciny prvni generace zahrnuji pouziti celych, usmrcenych nebo Zzivych atenuovanych
leishmanii. Vyhodou je, Ze oslabené leishmanie napodobuji piirozenou infekci a mohou
zpusobit podobné imunitni reakce bez nutnosti infekce virulentnimi leishmaniemi (shrnuto
v Srivastava et al., 2016). Pouziti usmrcenych leishmanii je levné a technologicky nenarocné,
proto jsou potencialnimi kandidaty na vakciny v rozvojovych zemich. Zatim se ale neprokazal
jejich ochranny ucinek proti lidské leishmanioze. Standardizace a kontrola kvality vakcin
z usmrcenych a oslabenych paraziti je stale problematickd. Jsou obavy, ze se miize parazit

vratit do virulentni formy a vyvolat onemocnéni (shrnuto v Noazin et al., 2008).

2.1 Stary svét

Prvni a jedinou efektivni vakcinou proti lidské kozni leishmanioze byla tzv. leishmanizace. Je
znamo, ze po zhojeni léze po prvni infekci je jedinec imunni vic¢i danému druhu leishmanie.
Leishmanizace spociva v infekci zivymi virulentnimi parazity na esteticky piijatelné misto na
téle zdravych jedinci. PouzZivala se v ohrozenych oblastech zapadni Asie proti CL (shrnuto
v Noazin et al., 2008). Dnes je licencovana pouze v Uzbekistanu, kde spo¢iva v inokulaci smési
zivych a usmrcenych Leishmania major, které jsou kazdoro¢né izolované z aktivni 1éze, aby se
predeslo ztraté virulence (Gafurov, 1999; citovano v Khamesipour et al., 2006).

Co se tyka novéjsich vyzkumil, v franu se bezpe¢nost pouziti zivé L. major potvrdila ve
studii na 28 obyvatelich z endemické oblasti kozni leishmanidzy. Zdravym dobrovolnikiim bez
piedchozi zkuSenosti s infekci byly podany dvé davky vakciny. Prvni byla na ochranu pied
infekci a druhd byla podana po zahojeni jizev pro kontrolu, jestli byla vakcinace efektivni.
U 83 % pacienttli byla vytvofena po prvni davce 1éze, coz znacilo ochranu. U 100 % lidi, ktefi
vyvinuli 1ézi, prokadzala vakcina ochranny uc¢inek pti druhé inokulaci. Pacienti, ktefi nevyvinuli
po prvni davce 1€zi, ji nevyvinuli ani po druhé davce a byli povazovani za rezistentni
k leishmaniéze (Khamesipour ef al., 2005).

V Indii se na mySim modelu testovala vakcina slozend z Leishmania donovani
oslabenych zafenim gamma. Mysi byly ockované intramuskuldrné ve dvou davkach s odstupem
15 dni a poté infikované virulentnimi promastigoty L. donovani (Datta et al., 2012a), nebo byly
infikované virulentnimi L. donovani a po 75 a 90 dnech od infekce 1é¢eny dvéma davkami
atenuovanych L. donovani (Datta et al., 2012b; Datta et al., 2015). Uspé&$nost vakciny byla

hodnocena urenim poctu paraziti v jatrech a slezin€. U ockovanych mysi byl oproti
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neockovanym infikovanym kontroldm pocet paraziti snizen az 0 93 % v jatrech a az o 88 % ve
slezin¢. Také hmotnost jater byla az 0 33 % mensi a hmotnost sleziny o 39 % mensi. Splenocyty
ziskané z oCkovanych mysi po stimulaci antigeny L. donovani produkovaly az 2,5 x vic NO
aaz 2 x vic ROS nez infikované kontroly (Datta et al., 2012a; Datta et al., 2012b). Byla
pozorovana az 6 x vyssi uroven exprese iINOS mRNA a 2 x nizni uroven exprese TGF-f mRNA
oproti kontrolni infikované skupiné (Datta et al., 2015). Slibny kandidat na vakcinu proti lidské
VL ale neprokazal Gi¢innost pfi subkutdnnim podani vakciny, které je vhodnéjsi pro lidi. Mysi
dostaly vakcinu ve dvou davkach a po 15 dnech po vakcinaci byly infikovany L. donovani.
Pocet leishmanii ve sleziné a v jatrech byl o 21 % a o 24 % menSi neZ u mysi infikovanych
a neockovanych. Men$i ochrana se projevila i na urovnich produkce NO splenocyty
z o¢kovanych mysi, ktera byla 1,27 x vys$si nez u infikovanych kontrol, produkce ROS byla
jenom 1,34 x vys8i. Produkce IFN-y byla zvySena 1,34 x a IL-10 mél o 22 % niZ8i hladinu
oproti infikované kontrolni skupin¢ (Datta et al., 2016).

Dalsim moznym kandidatem na vakcinu proti VL vIndii je L. donovani
atenuovana deleci genu pro fruktézu-1,6-bifosfatdzu (FBP) (Saini et al., 2018). FBP je klicovy
enzym katalyzujici posledni krok glukoneogeneze, ktera je rozhodujici pro pfeziti amastigotli
v makrofazich (Naderer et al., 2006). Bylo zjisténo, Ze glukoneogeneze je pro L. donovani
nezbytna pro replikaci uvniti makrofagl a jejich proliferaci a pteziti ve visceralnich organech
mysi. FBP deficientni leishmanie byly schopny infekce in vitro podobné jako plivodni kmen
leishmanie, ale nebyly schopny proliferovat v makrofazich. Proto byly testované in vivo
v mySich, kde ukazaly také omezeny riist. O¢kované mysi byly uméle infikovany virulentnimi
promastigoty L. donovani a po péti tydnech mély tfikrat méné parazith ve slezin€ nez kontrolni
mysi infikované ptivodnim kmenem L. donovani. Potvrdilo se, ze leishmanie s deleci genu pro
FBP jsou schopny infikovat vnitini orgdny mysi, ale nemnozi se a nemohou tam pietrvat.
Ochrana proti infekci podpofend imunitni odpovédi trvala minimélné 12 tydnii po inokulaci
leishmanii. Po stimulaci splenocyti ockovanych a infikovanych mys$i 5 tydni po infekci
byla pozorovana zvysena produkce cytokinii spojenych s ochrannou proti leishmaniim (IFN-y,
IL-12 a TGFP) a snizena produkce cytokinu IL-10 spojeného s potlacenim imunity proti VL.
Uroveti ochrany pozitivné korelovala i s produkci NO makrofagy z mysi po stimulaci antigeny
L. donovani. Na zéklad¢ zjisténych dat by L. donovani bez genu pro FBP mohla byt dobrym
modelem pro pochopeni zdvislosti ochrany proti VL na imunomodulaci hostitele a slibnym
kandidatem na vakcinu proti VL (Saini ef al., 2018).

Z dalSich vakcin obsahujicich leishmanie atenuované genovou deleci se studuje v Indii

vakcina slozend z L. donovani s deleci genu pro centrinl, ktery reguluje rist (Selvapandiyan
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etal., 2004), a L. donovani sdeleci pro gen p27, coz je zadkladni komponenta
cytochrom c oxidazy a kliCovy gen pro piezivani a riustu parazita v sav¢im hostiteli
(Dey et al., 2010). Pii testovani na vzorcich perifernich krevnich mononuklearnich bunék
(peripheral blood mononuclear cells, PBMCs) izolovanych z lidské krve se ukazalo, Ze piisobi
stejné jako infekce ptivodnim kmenem leishmanii, jelikoz byly schopné efektivné infikovat
makrofagy. Po inkubaci kazdé¢ z atenuovanych leishmanii se vzorky z pacientt s vylé¢enou VL
nebo s probihajici post-kala-azar dermalni leishmani6ézou vykazovaly PBMCs vyssi produkci
IL-12, IFN-y, TNF-a, IL-2 a IL-17 ve srovnani se vzorky neinfikovanych pacientl a pacientti
s aktivni VL. V Zadné skupin€ nevznikaly po stimulaci mutantnimi L. donovani cytokiny 1L-4
a IL-10 podporujici pribéh leishmaniozy. Jelikoz vakciny indukovaly imunitni odpovéd
srovnatelnou s infekci ptivodnim kmenem leishmanii, maji potencial jako zivé oslabené
vakciny proti VL (Avishek ef al., 2016).

Recentné je v Iranu studovana vakcina pfipravena spojenim lyzatu celych paraziti
L. major a lipozomalniho nosice. Vysledkem lyzy detergentem je smés proteind, fosfolipidt
a DNA (whole Leishmania lysate, WLL). Uspé&snost vakciny byla testovana na mysich, které
byly o¢kované vakcinou obsahujici WLL v riiznych koncentracich (od 10° do 107 parazith
v jedné davce). Mysim ockovanych lipozomem s 10° parazitli se vytvoiil po inokulaci
infek¢énich L. major mensi otok na rozdil od ostatnich skupin. Pocet leishmanii ve slezin€ nebyl
vyznamné rozdilny v o€kovanych skupindch a skupiné mysi o¢kované prazdnym lipozomem.
Byl ale zna¢n& mensi u skupiny ockované lipozomem s obsahem parazitti 10°. Nebyla vsak
pozorovana jednozna¢na korelace ochranné imunity a ochrany pied leishmani6zou. Vakcinace
vyvolala smiSenou Th1/Th2 imunitni odpovéd’, takze jeji efektivitu muzZe zlepsit piidani
imunostimula¢niho adjuvans, které podpoii Thl odpoved’ (Jafari ef al., 2018).

V endemické oblasti vyskytu psi VL v Iranu byla testovana efektivita vakciny slozené
z Leishmania infantum oslabené gentamicinem. Ve studii bylo zahrnuto 55 ockovanych
a 48 neoCkovanych zdravych psi. Psi z prvni skupiny dostali jednu davku vakciny. Poté byly
ob¢ skupiny dva roky vystaveny pfirozené nakaze v oblasti, kde byla pfed zacatkem studie
zjiSténa séroprevalence leishmanidzy 40 %. Béhem prvnich tii mésich studie méli vSichni
vakcinovani psi protilatky proti leishmaniim, zatimco skoro vSichni neockovani psi byli
séronegativni. D4l uz hladiny protilatek vakcinovanym psim nestouply, na rozdil od psi
nevakcinovanych. Po 20 mésicich pozorovani bylo séropozitivnich pst celkem 4 % ve
vakcinované skupiné a 39 % v nevakcinované. Vakcinovanym psim ptevladaly v séru
protilatky typu IgG2, které jsou typické pro Th1 odpoveéd’. V nevakcinované skupiné bylo 67 %

séropozitivnich pst také PCR pozitivnich. Na konci studie u zadného z vakcinovanych psi
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nebyla pfitomna DNA leishmanii a pouze 2 % psti méla klinické abnormality, zatimco
u nevakcinovanych psi byla DNA leishmanii i klinické znamky VL pozorovany u 29 % psu.
Vakcinace nevyvolala zadné vedlejsi ucinky. Tyto vysledky naznacuji, ze vakcina poskytla
dobrou ochranu v pfirozenych podminkach ve vysoce endemické oblasti a je slibnym
kandidatem proti psi VL (Daneshvar ef al., 2014).

Dalsi studované vakciny jsou uvedené v Tabulce 1.

2.2 Novy svét

V Latinské Americe byly vakciny prvni generace pfedmétem vyzkumt od zacatku 20. stoleti.
V Brazilii se zkoumala pentavalentni vakcina Leishvacin®, ktera byla pozdéji zjednodusena na
monovalentni vakcinu obsahujici pouze Leishmania amazonensis (shrnuto v Noazin
et al., 2008).

Efektivitu plvodni pentavalentni Leishvacin® ve srovndni s jejimi jednotlivymi
slozkami testovala studie Mayrink et al., (2002) na mySich. Mysi byly vakcinovany péti
slozkami vakciny Leishvacin® (mrtvi promastigoti L. amazonensis, Leishmania mexicana,
Leishmania (Viannia) guyanensis a dal§i dva kmeny Leishmania sp. — L. major-like)
s adjuvans Corynebacterium parvum a origindlni vakcinou Leishvacin®. Po 7 dnech jim byli
inokulovani promastigoti L. amazonensis. Po 60 dnech od inokulace L. amazonensis bylo
chranéno 80 % ockovanych mysi. Po 150 dnech uz mélo 40 % vakcinovanych mysi 1€zi, ale
byla 10 x mens$i neZ u kontrolnich mysi, které dostaly misto ockovani samotné adjuvans.
Imunizace vSemi testovanymi vakcinami vyvolala produkci protilatek proti leishmaniim. Po
vakcinaci nebyly pozorovany u zadné skupiny mysi otoky. Proliferace bunék sleziny
stimulovanych antigeny leishmanie in vitro byla u vSech ockovanych mysi minimalné 3 x vyssi
nez u kontrolnich mysi. VSechny mysi vykazovaly nizkou produkci IL-4. Zvifata vakcinovana
L. amazonensis nebo vakcinou Leishvacin® méla vyssi produkci IFN-y nezZ ostatni. VSechny
testované soucasti vakciny i1 vakcina sama poskytly mysSim trvalou ochranu proti infekci,
nicméné antigeny L. amazonensis vyvolaly nejsiln€js$i imunitni odpovéd’ ze vSech slozek
vakciny Leishvacin®. Tato studie potvrdila, Ze L. amazonensis ma byt dale soucasti jiz
monovalentni vakciny (Mayrink ef al., 2002).

Vakcina Lieshvacin® obsahujici uz pouze mrtvé promastigoty L. amazonensis
ochranila mysi pfed umélou infekci L. amazonensis, ale pouze na 8 tydnd. Béhem

této doby produkovaly bunky ziskané z miznich uzlin a sleziny mysi velké mnoZzstvi cytokinti



IFN-y, IL-2 a IL-17. Po 10 tydnech se zacala zvétSovat 1éze a stoupal pocet parazitli v misté
vpraveni infekénich promastigoti. Spolu se ztratou ochrany piestaly bunky ziskané z mysi
produkovat zminéné cytokiny. Bylo prokazano, ze pro ochranu vakcinou Leishvacin® je
nezbytna ptitomnost IFN-y a iNOS (Carneiro et al., 2014).

Leishvacin® slozena z L. amazonensis zabité thimerosalem byla testovand i v Kolumbii
v klinické studii tieti faze. Béhem jednoho roku bylo sledovano 2597 zdravych dospélych lidi
bez ptedchozi zkusenosti s leishmani6ézou. Polovina dostala fyziologicky roztok jako placebo
a polovina dostala tfi davky L. amazonensis zabité thimerosalem. Poté byli vystaveni pfirozené
infekci v oblasti severozapadni Kolumbie, kde je vysoké riziko CL a MCL zpiisobené
Leishmania  panamensis. Pocet lidi nakazenych CL byl vobou skupinach
srovnatelny — v placebo skupiné byl 6,8 % a ve vakcinované skupiné 7,8 %. Po vakcinaci mélo
84 % oc€kovanych lidi pozitivni koZni test na leishmanie, u placebo skupiny to bylo jen 17 %.
Vakcinace byla imunogenni a bezpe¢na, ale nevykézala zddnou ochranu proti CL zplsobené
L. panamensis v Kolumbii (Vélez et al., 2005).

V Novém svété se rovnéz zkoumala vakcina slozend z promastigoti L. infantum
(=L. chagasi) oSetfenych psoralenovou slouc¢eninou amotosalenem a nizkou davkou
ultrafialového zatreni typu A. Takto jsou paraziti usmrceni, ale stdle metabolicky aktivni
(KBMA, killed but metabolically active). Promastigoti KBMA L. infantum (=L. chagasi) byly
schopni stejné jako zivé leishmanie infikovat in vitro 1 in vivo mysi makrofagy a ptetrvat tam
docasné (az 72 h) ve formé¢ amastigotli. Také in vitro indukovali produkci NO v pfitomnosti
IFN-y. Mysi byly subkutdnné ockované tfemi davkami KBMA nebo Zivou L. infantum
(=L. chagasi) s rozestupem 2 tydnti. Jedna skupina mysi byla 2 tydny a druha 8 tydnl po
posledni davce nitrozilné infikovand Zivou virulentni L. infantum (=L. chagasi). Oproti
kontroldm ockovanych fyziologickym roztokem mely obé skupiny mysi podobnou ochranu
proti infekci, coz znacilo, ze Uc¢inek vakcinace je dlouhodoby. Ochrana mysi ockovanych
zivymi parazity byla podobnad, jako u mysi ockovanych KBMA leishmaniemi. Mysi, které byly
ockované zivymi L. infantum (=L. chagasi), byly také oproti neockovanym kontrolam
chranény. Po inokulaci myS$im nezplsobily KBMA L. infantum (=L. chagasi)
hepatosplenomegalii jako Zivé L. infantum (=L. chagasi) a nebyly detekovatelné v jatrech ani
ve slezin¢. Opéctovnad stimulace splenocytii o¢kovanych mysi leishmaniemi indukovala
specifickou T-bunéénou odpoveéd, ale pouze ex vivo. Pfistup oslabeni do stavu KBMA
predstavuje potencialné bezpecnou a efektivni strategii proti L. infantum (=L. chagasi), ale
idal$im intracelularnim patogenim. Postup KBMA umoziiuje jednoduse a velkoplosné

atenuovat populaci patogennich mikrobli. Tato metoda by mohla najit vyuziti i jako soucast
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vakciny obsahujici parazity atenuované vic cilené, naptiklad deleci nebo modifikaci genu, ale
i jako adjuvans k jinym vakcindm diky schopnosti vyvolat tvorbu efektorovych a pamétovych
buné¢k (Bruhn et al., 2012).

Jednim z dalSich pokusti o vyvoj vakciny proti lidské VL bylo pifidani vhodného
adjuvans k usmrcenym a poté rozruSenym L. amazonensis. Kandidat na vakcinu byl testovany
s adjuvans CAFO01 (adjuvans slozené z lipozomu a imunomodula¢niho
glykolipidu — syntetického mykobakteridlniho cord-faktoru) ve snaze zvysit imunitni odpovéd’
proti infekci L. infantum (=chagasi). Vakcina slozend z antigenti promastigot L. amazonensis
(LaAg) a CAFO1 byla intranasélné¢ podand mySim. Po dvou davkach vakciny byly mysi
nitroziln¢ infikované promastigoty L. infantum (=chagasi). PoCet parazitli v jatrech i slezin€ byl
u ockovanych mys$i vyznamné snizen na rozdil od mysi ockovanych LaAg bez adjuvans,
samotnym adjuvans nebo fyziologickym roztokem. Ochrana mysi korelovala pozitivné s mirou
produkce IFN-y a NO splenocyty mysi znovu stimulovanymi in vitro antigeny L. infantum
(=chagasi). Stejné tak u zvirat, kterda nebyla chranéna, byla vyssi produkce IL-4, coz
naznacovalo jeho spojitost s infekci leishmaniemi. V séru mysi ockovanych vakcinou
s adjuvans nebo bez adjuvans bylo naméfeno podobné protilatek IgG, IgG1 a IgG2a. Hladina
téchto protilatek byla u obou skupin vy$si neZ u mysi o€kovanych fyziologickym roztokem
nebo samotnym adjuvans. Ukazalo se, Ze adjuvans CAF01 se pfimo nepodili na produkci

protilatek, ale jeho spojeni s LaAg zvysilo t¢innost vakciny (Leal et al., 2015).

Tabulka 1: Dalsi studované vakciny prvni generace

popis vakciny reference

L. donovani atenuovana deleci _
) (Ismail et al., 2017)
genu pro centrin

L. infantum atenuované mutaci
(Solana et al., 2017)
v genu hsp70-11




3 Vakciny druhé generace

Vakciny druhé generace zahrnuji pouziti purifikovanych a rekombinantnich proteini
leishmanii. Né&kolik znich bylo schvaleno pro komercéni prodej, jako vakciny proti psi
leishmanioze — Leishmune® a Leish-tec® v Brazilii a Canileish® v Evropské unii (shrnuto
v Jain and Jain, 2015). Nové je také k dispozici vakcina LetiFend® proti psi leihsmanidze
registrovand v EU (Fernandez Cotrina et al., 2018). Prvnim kandidatem na lidskou vakcinu byl
antigen LEISH-F1, jenz dosahl druhé faze klinickych studii. Po tomto tuspéchu byla
navrzena zdokonalend vakcina LEISH-F2, ktera také postoupila do druhé faze klinickych testa,
a LEISH-F3, ktera se nachazi v prvni fazi (viz Tabulka 2) (shrnuto v Gillespie et al., 2016).
Jelikoz antigeny ve vakcinach jsou chemicky definované, je jejich obsah plné zndm,
jsou snadno standardizovatelné (shrnuto v Mendonga, 2016) a jsou tak vhodné k masovému
pouziti. Nevyhodou vakcin druhé generace je, Ze samotné rekombinantni proteiny vyvolavaji
Casto jen slabou T-buné¢nou imunitni odpovéd’. Tuto funkci musi zastat vhodné adjuvans, jehoz
vybér predstavuje dalsi problémy. Soucasné pouzivana adjuvans v lidskych vakcinach, jako je
alum nebo monofosforyl lipid A, nejsou vyhovujici pro stimulaci Thl imunitni odpovédi

(shrnuto v Alvar et al., 2013).

3.1 Starysvét
3.1.1 LetiFend®

Letifend® je vakcina urcena pro psy. Je registrovana od roku 2016 v Evropské unii proti
leishmanioze zpiisobené L. infantum (shrnuto v Reguera ef al., 2016). Obsahuje rekombinantni
Protein Q, ktery vznikl fuzi péti antigent ze Ctyt proteinti L. infantum: z ribozomalnich proteinti
LiP2a, LiP2b a LiP0 a z histonu H2A (Soto et al., 1998), které byly diive vyhodnoceny jako
antigenni proteiny pro mysi (Molano et al., 2003; Parody et al., 2004) a psy (Molano
et al., 2003; Carcelén et al., 2009). Jedna davka rekombinantniho proteinu Q bez adjuvantu
stacila na ochranu pst proti leishmanidze pii umélé nakaze (Carcelén et al., 2009).

Ve dvouleté terénni studii na nékolika ohroZenych mistech ve Francii a Spanélsku byla
zkoumana efektivita a bezpecnost vakciny. Studie se zucastnilo 549 zdravych pst riiznych
vékovych a hmotnostnich kategorii a plemen. Z toho 275 pst dostalo vakcinu a 274 placebo.
Jak se ukézalo diive (Carcelén et al., 2009), vakcina vyvolala produkci IgG2 protilatek proti
Proteinu Q. Nejvyssi hladiny protilatek byly 14 dni po kazdé davce (tzn. po prvni davce a po

pieockovani po roce) a poté klesly. Pfitomnost leishmanii zjisttna PCR a roztérem
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z lymfatickych organt byla na konci studie u 9 % vakcinovanych a 16 % kontrolnich pst.
Potvrzené ptipady leishmanidzy byly u 10 % pst z kontrolni skupiny a 5 % pst z o¢kované
skupiny, kde mély mirnéj$i prib¢eh ve srovnani s kontrolami. Efektivita vakciny byla stanovena
na vzorku pst ze dvou mist, kde byla nejvétsi incidence leishmanidzy. V placebo skuping byla
u 35 % pst potvrzena leishmanidza, zatimco v o€kované skupiné byla jenom u 10 % pst
(Fernandez Cotrina et al., 2018). Protilatky v séru pst, ktefi byli po vakcinaci Q proteinem,
nereagovaly se sérologickymi diagnostickymi testy, 1ze tedy rozliSit oCkovana a infikovana
zvitata (Carcelén et al., 2009). Bylo prokazano, ze vakcina je naprosto bezpecna (Carcelén
et al., 2009; Ferndndez Cotrina ef al., 2018). Nevyvolala Zadné vedlej$i G€inky ani v riiznorodé
psi populaci. Souvisi to s tim, Ze se podava jen jedna davka bez adjuvantu (Ferndndez Cotrina

et al., 2018).

3.1.2 Canileish®

Tato vakcina je slozena z purifikovanych exkrecné-sekre¢nich proteint L. infantum (LiESP)
a adjuvantu saponinu. Je registrovand v Evropské unii pod nazvem Canileish®
(Moreno et al., 2012).

V terénni studii v Italii a Spanélsku bylo 90 psti vystaveno pfirozené nékaze L. infantum,
z toho 46 bylo ockovanych a 44 dostalo placebo. Po dvou letech bylo 33 % kontrolnich pst
infikovanych leishmaniézou, zatimco z vakcinovanych psti mélo infekci pouze 12 %.
Symptomy nemoci mélo 23 % kontrolnich pst. U této skupiny pst byly projevy nemoci
napftiklad jen pomoci krevniho obrazu. Vakcina tak ochranila 93 % psi a ptsobila preventivné
proti vzniku symptomatické leishmanidézy v 68 % pfipadl. Z kontrolni skupiny bylo 5
potvrzenych umrti na VL, zatimco v ockované skupiné nebyl zaznamenan zadny ptipad (Oliva
et al., 2014). Po vystaveni piirozené nakaze nebyly rozdily v poctu Leishmania-PCR
pozitivnich zvifat mezi oCkovanou a neockovanou skupinou psti. Vakcina tedy nezabraiiuje
pruniku leishmanii do hostitele a jejich migraci po téle (Oliva et al., 2014), a proto je pro
ochranu psti pfed VL doporuceno pouzit kombinaci vakciny s insekticidem (Brianti et al.,
2016).

Bylo zjisténo, ze vakcina vyvolava ve psech humoralni i bunéénou imunitni odpovéd’
kratce po kompletnim ockovani (Moreno et al., 2012). Bunécna odpovéd pretrvava po cely rok

(Moreno et al., 2014) a ma ochranny cinek i po roce pii umélé ndkaze psit infekénimi
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promastigoty (Martin et al., 2014). V fad¢ studii vyslo najevo, ze psi po vakcinaci vyvinuli
IgG2 orientovanou protilatkovou odpoveéd’ proti ESP a zejména proti povrchovému antigenu
parazita (PSA), coz je hlavni antigenni ¢ast LIESP (Moreno ef al., 2012; Martin et al., 2014;
Oliva et al., 2014). Po ockovani ziskali psi schopnost generovat T bunky, které produkuji Thl
orientovany cytokin IFN-y. Tyto buiiky in vitro aktivovaly infikované makrofagy k usmrceni
intracelularnich leishmanii pomoci exprese iNOS a produkce derivati NO (Moreno et al., 2012;
Martin et al., 2014). Psi snaSeli vakcinu dobie, byl pozorovan pouze lokélni otok po druhém

a tietim oCkovani, ktery odezné€l do né¢kolika dnti (Oliva et al., 2014).

3.1.3 LEISH-F1

Vakcina LEISH-F1 (nebo také Leish-111f) obsahuje rekombinantni polyprotein, ktery vznikl
fuzi tii antigent leishmanii: homologu eukaryotického thiol-specifického antioxidantu (TSA),
leishmanii (LelF), a adjuvans monofosforyl-lipid A + skvalen (MPL-SE) (Coler ef al., 2002;
Skeiky et al., 2002). Spojeni jednotlivych antigeni do polyproteinu zjednodusilo vyrobu
vakciny a snizilo jeji cenu. Navic se zvysil pocet epitopt, které mohou vyvolat Th1l imunitni
odpoveéd’ a ochranit pied infekci lidskou populaci s riznymi typy MHC glykoproteinii (Coler
et al., 2002). Protein TSA je konstitutivné exprimovan v promastigotech a amastigotech
L. major. Rekombinantni TSA s IL-12 piisobil jako ochrana proti umélé infekci promastigoty
L. major u mysi a vyvolal silnou bunécnou a protilatkovou imunitni odpovéd’. U pacientt
s aktivni CL a VL vyvolal in vitro silnou proliferaci perifernich krevnich mononuklearnich
bun¢k (Webb et al., 1998). Rekombinantni LelF stimuloval in vitro produkci Thl cytokint
bunikami ziskanymi z miznich uzlin infikovanych mysi a mél podobny adjuvantni ucinek jako
IL-12. Plisobil 1 jako ¢astecnd ochrana proti infekci L. major u mysi in vivo (Skeiky et al., 1998).
Mysi a makakové, kteti byli oCkovani vakcinou slozenou z TSA, LmSTI1 a adjuvantu IL-12
a nasledné jim byla inokulovana L. major, byli chranéni pied CL (Campos-Neto et al., 2001).
Vakcina LEISH-F1 prokéazala ochranu mysi proti infekci L. major (Coler et al., 2002;
Skeiky et al., 2002) a L. amazonensis (Coler et al., 2002) a u mysi a kieckl proti L. infantum
(Coler et al., 2007). Ve svétle téchto vysledkii byla vakcina LEISH-F1 testovana v tadé
klinickych studii. Pacienti dostali 3 déavky vakciny obsahujici LEISH-F1 a MPL-SE
s rozestupem 28 dnti. Vakcina byla imunogenni jak u zdravych pacienti, ktefi v minulosti
nem¢éli leishmanidzu (Vélez et al., 2009; Chakravarty et al., 2011), tak u pacientq, ktefi ji méli

(Chakravarty et al., 2011), i u téch, kteti maji aktivni CL (Nascimento ef al., 2010) nebo MCL
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(Llanos-Cuentas et al., 2010). Ve dvou studiich na pacientech s CL a ML se diky vakcinaci
uzdravili dfive ti, ktefi dostali krom¢ chemoterapie vakcinu obsahujici LEISH-F1 + MPL-SE
nez  kontrolni  skupina, kterda  dostdvala  pouze  chemoterapeutika.  Podil
vylé€enych vakcinovanych pacientll byl 84. den studie 59-80 %, zatimco u nevakcinovanych
lidi byl 38-50 % (Llanos-Cuentas et al., 2010; Nascimento ef al., 2010). Vakcina méla tedy
i terapeuticky ucinek a jeji pouziti spolu s bézné€ uzivanymi chemoterapeutiky umoznilo snizeni
jejich déavek a také to snizilo pravdépodobnost relapsu onemocnéni (Nascimento et al., 2010).

U vSech pacienti vyvolalo o¢kovani produkci IgG protilatek proti LEISH-F1, které
zustaly az do 168. dne po prvni davce (Vélez et al., 2009; Llanos-Cuentas et al., 2010;
Nascimento et al., 2010). Byly pozorovany i vyssi hladiny cytokind IFN-y a IL-5 (Vélez et al.,
2009; Llanos-Cuentas et al., 2010; Chakravarty et al., 2011). VétSina pacienti méla
ptecitlivélost oddéalen¢ho typu (Vélez et al., 2009; Llanos-Cuentas et al., 2010). Vakcinace
vyvolala skoro u vSech pacientii mirné az sttedné zdvazné vedlej$i G€inky, spojené predevsim
s lokalni reakci po injekci. Nebyly ale zadné ptipady vaznych nebo smrtelnych reakci, proto je
vakcina hodnocena jako bezpecna (Vélez et al., 2009; Llanos-Cuentas ef al., 2010; Nascimento
et al., 2010; Chakravarty et al., 2011).

Na rozdil od ptfedchozich vysledki vakcina neposkytla Zadnou ochranu ve treti fazi
klinického testu na psech, kteti byli vystaveni pfirozené infekci v Italii. Psi byli navic
koinfikovani ehrlichiemi (Gradoni et al., 2005), které mohou potlacit expresi MHC receptorii
II. tfidy a naruSit buné¢nou imunitni odpovéd’ na leishmanie (Harrus et al., 2003). VSechny
studie pracovaly se vzorkem okolo 27-46 vakcinovanych lidi. Pro zji§téni G€¢inkli vakciny na
lidi je potieba dal§iho vyzkumu s vét§imi vzorky pacientli (Llanos-Cuentas et al., 2010;

Chakravarty et al., 2011).

3.2 Novysvét

3.2.1 Leishmune®

Vakcina obsahujici fuk6zo-mandzovy ligand (FML) byla v roce 2003 patentovana v Brazilii
proti psi visceralni leishmaniéze pod nazvem Leishmune®. Je slozend z FML antigenu
izolovaného z promastigotli L. donovani a adjuvantu saponinu (Nogueira et al., 2005). FML
piedstavuje jeden z hlavnich povrchovych antigeni promastigotli a amastigott L. donovani.
Sklada se z komplexu glykoproteinti, kde glykoprotein GP36 figuruje jako hlavni antigen
(Palatnik-de-Sousa, 1993). Pii testovani funkci FML se zjistilo, Ze se chova jako ligand pro
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internalizacni receptory makrofagt (Palatnik et al., 1989) a inhibitor penetrace promastigoti
a amastigotd do makrofagl. Rovnéz vyvolava silnou protilatkovou imunitni reakci u hostitele
(Palatnik-de-Sousa et al., 1993).

Leishmune® se fadi mezi vakciny blokujici pfenos leishmanii flebotomem na zakladé
experimentl, kde byla vypitvana stfeva Lutzomyia longipalpis inkubovana s FML antigenem
a poté s procyklickymi promastigoty L. donovani nebo L. infantum (=L. chagasi). Ackoliv je
antigen izolovany z L. donovani, inhiboval vazbu obou leishmanii. Délo se tak, i kdyz byly
pouzity Fab-fragmenty protilatek ziskanych z ockovanych psii. Bylo to potvrzeno 1 in vivo,
kdyz Lu. longipalpis sély na smési obsahujici lidskou krev, amastigoty L. infantum
(=L. chagasi) a séra ze pst odebrana pied imunizaci nebo 12 mésicti po imunizaci. Leishmanie
ve stfevech mélo az 61 % kontrolnich flebotomu, ale u téch, ktefi sali na smési se sérem
oCkovanych psi, se vyskytly pouze v 31 %. Vakcina tedy ochranila 79 % flebotomt (Saraiva
et al.,20006).

V terénnich studiich v endemickych oblastech s viscerdlni leishmaniézou vakcina
ochranila 92-99 % ockovanych pst. Ochranny t¢inek trval 24 az 41 mésicu. Psi, u kterych se
1 pfes ockovani objevila VL, méli mirnéjsi projevy nemoci nez kontrolni skupina a byla u nich
minimalni umrtnost na leishmaniézu. U kontrol skonc¢ila nemoc Cast&ji fatalné (da Silva
et al.,2000; Borja-Cabrera et al., 2002, 2008). U vSech ocCkovanych psti byla zjiSténa
absence leishmanii (da Silva et al., 2000; Borja-Cabrera et al., 2002; Nogueira et al., 2005)
a silnd FML-séropozitivita. Komplikaci pfedstavoval fakt, Ze FML-antigen vyvolal u psti silnou
humoralni odpovéd’ (Nogueira et al., 2005). Diky tomu, Ze psiim zUstaly protilatky az 6 mésict
po vakcinaci, se nedalo pomoci sérologickych metod zjistit, jestli byl pes ockovany, nebo ma
infekci. Proto bylo doporuceno pouzivat i jiné, napiiklad molekularni ptistupy, aby se zamezilo
zbyte¢nému utraceni ockovanych psit (Marcondes et al., 2011, 2013).

Bezpecnost vakciny byla testovana na 600 psech z ohrozenych oblasti v Brazilii. Byly
pozorovany pouze mirné vedlejsi u€inky, které odeznély do né¢kolika dnt (Parra ef al., 2007).
Na stejné skupiné ockovanych psu a dalsi skupiné 558 kontrolnich psii byla provadéna 1 dalsi
studie. U 59 % psii z ockované skupiny se vyskytla precitlivélost oddaleného typu, coz ukézalo,
ze Leishmune® spousti nejen humoralni, ale i bunéénou imunitni odpovéd’. O¢kovani psi méli
snizené pocty CD4+ lymfocytl a zvySené pocty CD8+ a CD21+ lymfocytl. To potvrdilo silny
ochranny u¢inek a silnou imunogenicitu vakciny (Borja-Cabrera ef al., 2008). Ochrana vakciny
zprostiedkovana interakci vrozené a adaptivni imunity byla prokazana v dal$i studii na
33 psech, kteti byli 1,6 a 10 mésict po vakcinaci. Leishmune® indukoval az rok trvajici zmény

v imunitni odpovédi zprosttedkované podpirnymi imunologickymi procesy — napiiklad
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zvysenou fagocytickou aktivitou neutrofilit a monocytit doprovazenou zvysenim produkce NO,
vy$$imi hladinami aktiva¢nich a kostimula¢nich molekul a zvySenim produkce IFN-y a IL-17
T buiikkami (Moreira et al., 2016).

Navzdory vysoké uspéSnosti vakciny v terénnich studiich byla licence pro vyrobu
vakciny Leishmune® v roce 2014 pferuSena Ministerstvem zemédélstvi v Brazilii z divodu
nesplnéni vSech podminek studie tieti fdze (Conselho Regional de Medicina Veterinaria da

Paraiba, 2014 [online]).

3.2.2 Leish-Tec®

Dalsi vakcinou proti psi VL registrovanou v Brazilii je Leish-Tec®. Obsahuje rekombinantni
protein A2 a saponin jako adjuvans (shrnuto v Thomaz-Soccol ef al., 2017). Proteiny A2 jsou
hojné¢ exprimovany amastigoty L. infantum (=L. chagasi), L. amazonensis (Carvalho
et al.,2002) a L. donovani. Jsou to jedny z virulen¢nich faktort leishmanii pro pteziti v savéim
hostiteli (Charest and Matlashewski, 1994).

V terénnich studiich na psech v oblasti s velkou prevalenci leishmaniozy zplisobené
L. infantum (=chagasi) a L. amazonensis se u ockovanych pst v porovnani s neo¢kovanou
skupinou zmirnil pocet ndkaz VL o 71-93 %. Infek¢énost Lu. longipalpis, které saly na
ockovanych psech byla o 32-47 % nizsi nez u flebotom, kteti sali na kontrolnich psech
(de Souza Testasicca et al., 2014; Regina-Silva ef al., 2016). O¢ekavana Groven ochrany se ale
neprokazala v dalsi terénni studii, kde se u 43 % vakcinovanych pst vyvinula VL (Grimaldi
etal.,2017).

Imunizace rekombinantnim antigenem A2 vedla jiz diive u myS$i k ochrané pted
experimentalni infekci L. donovani (Ghosh et al., 2001) a L. amazonensis (Coelho et al., 2003).
V obou piipadech byla pozorovdna ochrannd imunitni reakce. V séru mysi byly pfitomné
protilatky proti antigenu A2. Také splenocyty ziskané z mysi stimulovanych rekombinantnim
A2 produkovaly IFN-y (Ghosh et al., 2001; Coelho et al., 2003). Bylo také pozorovano, ze A2
blokuje internalizaci amastigotii do makrofagl in vitro (Ghosh et al., 2001). U pst byly po
vakcinaci rekombinantnim A2 a saponinem pozorovany zvysené hladiny IFN-y a nizké hladiny
IL-10 (Fernandes et al., 2008). Ockovani vyvolalo u psti vysokou tvorbu IgG a IgG2 protilatek
proti proteinu A2, ale nevznikaly protilatky proti antigenim promastigoti, které se pouZivaji
v diagnostickych testech na psi leishmaniézu, takze nebyl problém rozliSit ockované psy od

infikovanych (Fernandes et al., 2008; de Souza Testasicca et al., 2014; Grimaldi et al., 2017).

14



Vedlejsi ucinky byly ve srovnani s vakcinou Leishmune® castéjsi. Az 13 % pstt mélo
celosystémové vedlejsi ucinky, odeznély ale nejpozdéji do 5 dnl od tfeti davky vakciny
(Fernandes et al., 2014).

Rekombinantni protein A2 se dale studuje pro pouziti proti lidské lieshmaniéze. Byl
vyvinut vylepSeny A2 gen, ktery obsahuje méné repetitivnich oblasti nez ptivodni sekvence.
Je tak vhodnéjsi pro expresi bakterii, a pfitom neztratil svoji antigenicitu. Nova formulace A2

muze byt vhodnou cestou pro vyvoj vakciny proti VL (Almeida et al., 2018).

Tabulka 2: Dalsi studované vakciny druhé generace

nazev opis antigenu reference
vakciny pop g
LEISH-F2 rekombinantni polyprotein Leish-110f vytvofeny upravou (Bertholet et al.,
proteinu Leish-111f 2009)
rekombinantni polyprotein slozeny z nukleosid hydrolazy L.
LEISH-F3 donovani a sterol 24-C-methyltransferazy L. infantum (Coler et al., 2015)
. A , . . (Paraguai de Souza
GP36 antigenni ¢ast povrchového proteinu FML L. donovani et al., 2001)
GP63 povrchovy protein leishmanii (Flrouzzrgellr;gl etal,
KMP-11 kinetoplastidovy membranovy protein (Chauggellz}; etal,

4 Vakciny treti generace

Vakciny tfeti generace sestdvaji z antigennich proteini leishmanii kdédovanych nejcastéji
plasmidovym DNA vektorem, ktery umoznuje jejich produkci v eukaryotické buice. Intenzivni
replikace bakterialni DNA v sav¢im hostiteli vede k expresi rekombinantnich proteinii po delsi
dobu. Nicméné piesny mechanismus u€¢inku DNA vakcin jeSté neni pln€ znam. Vyhodou téchto
vakcin je, Ze jsou velmi stabilni a nemusi byt uchovéavany v chladu. Tim se usnadiiuje jejich
distribuce v tropickych podminkach s omezenou infrastrukturou. Také lze jednoduSe docilit
vakcinace n¢kolika antigeny pouzitim vice plazmidl. Riziko pfedstavuje to, Ze vakciny
s plazmidovou DNA by mohly vyvolat rezistenci na urcita antibiotika (shrnuto v Kumar and

Samant, 2016). Nejvétsi obavou vSak je, ze se DNA parazita mize integrovat do savciho
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genomu a zpusobit tak rakovinné nebo autoimunitni onemocnéni. Ve studiich bezpecnosti se
ale ukazalo, Ze je to nepravdépodobné (Sheets et al., 2006).
V této kapitole jsem se vénovala nejzkoumanégj$im antigeniim, jako naptiklad gp63,

Hsp70, LACK, A2, TSA a dalsi, viz Tabulka 3.

4.1 Starysvét

V Indii se proti infekci L. donovani studuje vakcina obsahujici povrchovy glykoprotein 63
(gp63) a protein teplotniho Soku 70 (heat shock protein 70, Hsp70). Mysi byly ockované
vakcinou obsahujici komplementdrni DNA (cDNA) proteintt gp63, nebo Hsp70, nebo
jejich kombinaci. Po kompletnim ockovani jim byli vpraveni promastigoti L. donovani.
Ochrana stanovend poctem paraziti v jatrech a slezin€ byla pozorovana u vSech ockovanych
mys$i. Nejvetsi snizeni poctu leishmanii ale bylo vidéno u mysi ockovanych kombinaci cDNA
obou antigend. Stejn¢ tak skupina ockovana kombinaci antigenti méla nejvétsi piecitlivélost
oddaleného typu a nejvyssi hladinu Thl protilatek IgG2a (Kaur et al., 2011; Kaur et al., 2016).
leishmanie), LACK (Leishmania homolog of receptors for activated C-kinase) a TSA (thiol
specificky antioxidant), byla testovana proti infekci L. major. Mysi byly vakcinované DNA
kodujici jednotlivé antigeny, nebo hybridni DNA vzniklou fzi vice genti. VSechny vakciny
prokazaly castecnou ochranu mysi proti umélé infekci promastigoty L. major, ale nejlepsi
vysledky byly pozorovany u skupin mysi ockovanych vakcinou s DNA vice antigent. Velikost
1éze byla redukovand u mysi ockovanych fuzi LelF a TSA o 46 %, u mysi ockovanych fuzi
LelF-LACK-TSA o0 48 % a u mysi oCkovanych fuzi LACK-TSA o 40 % oproti skupinam
ockovanych fyziologickym roztokem. Ve vSech skupinéch vyvolala vakcinace Thl odpovéd
charakteristickou vyssi produkci IFN-y a protilatek podtiidy IgG2a ve srovnéani s kontrolni
skupinou. Tyto vysledky naznacuji, ze imunizace DNA kodujici vice antigent leishmanie
vyvolava siln€j$i ochrannou imunitni odpovéd a vys$Si ochranu nez vakcinace DNA
jednotlivych antigeni. Kombinace DNA vakcin exprimujicich rizné antigeny s riznym
ucinkem na imunitu recipienta mize byt tak vyuzita jako vakcina s lepSim G¢inkem proti CL
(Maspi et al., 2017b; Maspi et al., 2017a; Maspi et al., 2018).

V Iranu byla navrzena také vakcina obsahujici plazmidy s geny TSA a adjuvans
z nanomaterialli. Jako adjuvans byl pouzit bud’ dendrimer, nebo polymethylmethakrylat

(PMMA). Mysi byly o¢kované DNA vakcinou s PMMA, dendrimerem, nebo bez adjuvantu.
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Kontrolni skupiny dostaly samotny plazmid, samotny adjuvant, nebo fyziologicky roztok.
U vSech ockovanych skupin byl pozorovan po infekci L. major snizeny pocet paraziti ve
slezin¢ proti kontrolnim skupindm. Vakcinace vyvolala také zvySenou produkci IFN-y
lymfocyty. Hladiny IFN-y byly zvySeny u skupin oc¢kovanych vakcinami s nanoadjuvanty
oproti skupinam kontrolnim nebo ocCkovanych vakcinou bez adjuvans. Ob¢ vakciny
s nanoadjuvanty zpusobily vétsi produkci protilaitek nez vakcina bez adjuvans. VSechny
ockované skupiny ukéazaly po infekci zvySenou produkci IgGl izotypli ve srovnani
s kontrolnimi skupinami. IgG2a izotypy byly vice u imunizovanych skupin pied i po infekci
oproti kontroldm. Nanovadjuvanty zde ukazaly dal§i moznost, jak docilit zlepSeni ochrany proti
CL (Tabatabaie et al., 2018).

Dalsi proteiny testované v DNA vakcinach pfedstavuji histony leishmanii. Byly podany
pomoci mikrojehel za Gcelem zjistit, jestli je tato Setrn¢j$i metoda efektivnéjsi nez klasické
subkutanni a intradermélni injekce. Mikrojehly byly potazeny plazmidy koédujicimi histony
L. infantum H2A, H2B, H3 a H4 a byly aplikovany mySim na holou kiizi. Po vakcinaci byly
pozorované v séru mysi [gG2a protilatky proti H2A a H4 L. infantum, ale zadné protilatky proti
H2B ani H3. Mysi, které¢ byly ockované pomoci mikrojehel, mély vy$si hladiny IgG2a
protilatek nez mysi oCkované intradermalné. MySi imunizované subkutanné¢ nemély Zadné
protilatky. Nebyly detekované zadné IgG1 protilatky proti histonim. Imunizace mikrojehlami
také vyvolala nejvétsi imunitni odpoveéd’ uréenou z kultury splenocytti vakcinovanych mysi.
Byl pozorovan rist poméru IFN-y/IL-13, IFN-y/IL-4, IFN-y/IL10 a IFN-y/TGFB. Dale po
vakcinaci mikrojehlami vzrostla produkce iINOS a TNF-a ve srovnani se subkutdnnim
ockovanim. Po tfech davkéch vakciny podané mikrojehlami byly mysi infikovany promastigoty
L. major. Nebyla pozorovana zadna ochrana, jelikoZ mySim se vyvinula léze a mély parazity
ve slezing, jatrech a miznich uzlinach, stejné jako mysi ockované subkutanné plazmidem bez
histonové DNA. Je proto zapotiebi dal§ich studii testujicich ofkovani s vétSim poctem
plazmidii pomoci mikrojehel (Moreno et al., 2017).

Histonova DNA vakcina byla testovana 1 vdals$i kombinaci. Vakcina
obsahovala plazmid s c¢cDNA fuzniho polyproteinu zvaného HISA70, slozeného
z histontl leishmanii H2A, H2B, H3, H4 a proteinii A2 a Hsp70. Takto slozeny polyprotein je
slibnym kandiddtem na vakcinu proti CL zplsobené vice druhy leishmanii. MySi byly
vakcinované polyproteinem a poté infikované promastigoty L. major. Na rozdil od kontrol
imunizovanych pouze vektorem vakciny nebo fyziologickym roztokem se u nckterych
oc¢kovanych mysi nevyvinula léze v misté inokulace a u téch, kde se vyvinula, byla mensi, bez

tvorby viedi nebo nekrotické tkdné. Nebyla pozorovand ani visceralizace leishmanii. Mysi
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nem¢ely leishmanie ve sleziné a jejich mnozstvi bylo snizené v miznich uzlinach. Bunky
izolované z jejich miznich uzlin stimulovanych antigeny L. major produkovaly méné IL-4 a vic
IFN-y a IL-17 nez neockované mysi. Byla zaznamenana i vyssi aktivita iNOS u ockovanych
mysi oproti neockovanym, pfitom mysi ockované prazdnym vektorem nevykazovaly odlisSnou
aktivitu iNOS nez kontroly ockované fyziologickym roztokem. Co se tyka humoralni odpovédi,
ockované mysi mély niz8i hladiny specifickych IgG1 protilatek proti leishmaniim a praimérny
pomér Th1/Th2 byl vyssi nez u kontrolnich skupin. Vakcina byla ¢astecné tispé$na, protoze
mysi zcela neuchranila ptfed infekci, coZz bylo usouzeno podle pfitomnosti paraziti v misté

jejich inokulace (Dominguez-Bernal et al., 2012).

4.2 Novy svét

Proti infekci L. mexicana byl testovan plazmid kodujici gen pro gp63. Mysi byly imunizované
zlatymi Casticemi obalenymi gp63 cDNA L. mexicana pomoci genové pistole. Po infekci
L. mexicana nemélo 66 % mysi (4 ze 6) 1ézi. Byla pozorovana cytotoxicka T bunécna odpoveéd
splenocytii z ockovanych mysi stimulovanych gp63 a antigeny L. mexicana. O¢kovani vyvolalo
1 prudky nartst IgG2a a mensi rast IgG1, jejichZ hladina byla podobna i u mysi o¢kovanych
samotnym plazmidem, coZ naznacovalo, Ze tato odpoveéd’ je nespecifickd. Vysoké hladiny
IgG2a byly pravdépodobné spojeny s Thl odpovédi a pietrvaly celou dobu experimentu
(as1 40 dnd) (Alietal.,2009; Rezvan et al., 2011). Tato imunizace byla efektivnéjsi neZ podéani
vakciny intramuskularng, kdy byly mysi chranény ve 33 % (Al et al., 2009).

Plazmid nesouci cDNA proteinu gp63 byl testovan i v kombinaci s plazmidem s cDNA
nukleosid hydrolazy 36 (NH36). Kiecci dostali ve dvou davkach vakcinu spolu s adjuvantem
fosfore¢nanem hlinitym a poté byli infikovani promastigoty L. mexicana. Po 17 tydnech infekce
méli neockovani samci vyvinutou dvojnasobnou 1ézi v misté inokulace parazitil v porovnani se
samicemi. Také na vakcinovanych kifeccich se ukazalo, Ze samci jsou citlivi k infekei, jelikoz
jejich 1éze byla stejna jako u kontrolnich neo¢kovanych kieckli. Naproti tomu u samic vakcina
ukézala ochranu. Po 17 tydnech infekce mély o 63 % mensi 1€zi nez kontrolni samice o€kované
pouze solnym roztokem nebo prazdnym vektorem vakciny (Chalé-balboa et al., 2009). Tento
jev zfejmé souvisi s tim, Ze produkci cytokinil ovliviiuji pohlavni hormony o¢kovaného zvitete
(Lezama-Davila et al., 2007). Proto je ziskané vysledky obtizné pienést na jiné druhy, vcetné
cloveéka. Studie zduraziuje, ze také pii vyvoji lidskych vakcin je tfeba brat v potaz vliv pohlavi

na jejich t€innost (Chalé-balboa et al., 2009).
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Kombinace proteinii A2 a NH (nukleosid hydrolazy) kédovanych plazmidem byla
testovana proti infekci dvéma leishmaniemi Nového svéta. Mysi byly o¢kované DNA vakcinou
kodujici protein A2, NH, nebo A2 i NH. Poté byli né¢kterym inokulovani promastigoti
L. infantum (=L. chagasi) a nékterym L. amazonensis. Snizeni poctu L. infantum (=L. chagasi)
1 L. amazonensis ve slezin¢ a jatrech bylo pozorovano u mysi ockovanych A2 DNA vakcinou
a NH+A2 DNA vakcinou, ale ne u téch ockovanych NH DNA vakcinou. Redukce otoku po
injekci leishmanii byla namétena pouze u mysi, které byly ockované A2 nebo NH+A2 DNA
vakcinou a inokulovany L. amazonensis. Splenocyty odebrané z ockovanych mysi pfed infekci
byly in vitro stimulovany pfisluSnym rekombinantnim proteinem (A2 nebo NH) pro
vyhodnoceni produkce cytokini IFN-y, IL-4 a IL-10. U vSech ockovanych mysi bylo naméfeno
velké mnozstvi IFN-y. Thl polarizace byla nejméné vyrazna u skupiny o¢kované NH cDNA.
Po infekci L. amazonensis nebo L. infantum (=L. chagasi) byla u skupin o¢kovanych A2 nebo
NH+A2 ¢cDNA produkce IFN-y posilena a produkce IL-4 a IL-10 potlacena, ale u skupiny
otkované NH cDNA tomu tak nebylo. Udaje ziskané v této studii potvrzuji, ze pro ochranu
mysi proti infekci L. infantum (=chagasi) a L. amazonensis je potieba vysoké hladiny INF-y
a nizké hladiny IL-4 a IL-10, ¢emuz by mohl také pomoci spravny adjuvant. Vakcina slozena
zcDNA antigeni A2 a NH je potencidlnim kandiddtem na univerzéalni vakcinu proti
leishmani6zam Ameriky (Zanin et al., 2007).

Dvé vakciny slozené zplazmidi kodujicich histony L. infantum (HIS), nebo
ribozomalni protein PO L. infantum (LiP0) byly testované proti VL zplsobené L. infantum
(=chagasi). Byly pouzity dvé oc¢kovaci strategie — podani tii davek DNA vakciny kodujici bud’
LiPO, nebo HIS, nebo podani dvou davek DNA vakciny a tieti davky piislusného
rekombinantniho proteinu. Prvni strategie vyvolala pfevazné bunécnou imunitni odpoveéd
a snizeni mnozstvi parazitil, zatimco pfi druhé strategii byly pouze v séru kieckii naméfeny
vysoké hladiny protilatek proti proteinim HIS a LiP0. Po vakcinaci byli kiecci infikovani
L. infantum (=chagasi) s homogenatem slinnych zlaz Lu. longipalpis. Ob¢ testované molekuly
byly imunogenni, ale pouze LiP0 byl efektivni pro prevenci onemocnéni. Kiecci imunizovani
LiPO DNA m¢li sniZzeny pocet parazitli v miznich uzlinach, jatrech a slezin€. Tento ucinek byl
dlouhodoby, jelikoz pocet parazitl klesal do 5 mésict po jejich inokulaci. Kfeccei imunizovani
dvéma davkami LiPO DNA nésledovanych davkou rekombinantniho LiPO byli chranéni pouze
kratkodobé — 2 mésice. Tyto vysledky ukézaly, Ze pfi testovani vakcin hraje diilezitou roli

imunizacni strategie (Pereira ef al., 2015).
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Tabulka 3: Dalsi studované DNA vakciny

koédované antigeny reference
LEISHDNAVAX (KMP11, CPA, CPB, P74, (Riede et al., 2015)
TSA)
KMP-11 (Guha et al., 2013)
ribozomalni gen P1 L. donovani (Masih et al., 2011)
protein disulfid izomeraza L. donovani (LdPDI) (Amit et al., 2017)
lipofosfoglykan 3 (LPG 3) (Pirdel et al., 2014)

5 Vakciny obsahujici slinné proteiny flebotom

Pfi sani na hostiteli flebotomové aktivné vylucuji do jeho téla sliny, které obsahuji fadu
farmakologicky aktivnich molekul. V jejich pfitomnosti se také usnadiiuje pienos leishmanii
a uchyceni infekce v hostiteli. Zjistilo se, ze imunizace slinami flebotoma vede k vytvoreni
ochranné imunity proti antigenim obsaZzenym ve slindch a pfi dal§im sani nakazeného
flebotoma k ochrané proti infekci. Proto je snaha tyto proteiny identifikovat a pouzit jako

adjuvans do vakcin, nebo ptimo z nich vytvoftit vakcinu (shrnuto v Lestinova et al., 2017).

5.1 Starysvét

U flebotomt Starého svéta se testovaly zejména slinné proteiny Phlebotomus papatasi
(Valenzuela et al., 2001; Oliveira et al., 2008), Phlebotomus ariasi (Oliveira et al., 2006)
a Phlebotomus duboscqi (Oliveira et al., 2015).

Ochranné funkce proti infekci L. major byla zjisténa u proteinu P. papatasi PpSP15.
Mysi vakcinované plazmidy kodujicimi PpSP15 byly infikované do ucha promastigoty
L. major a homogenatem slinnych zlaz P. papatasi, aby byla napodobena pfirozena infekce.
USi imunizovanych mysi nesly jen malé nebo Zadné zndmky poskozeni, zatimco neockované
infikované mysi mély 1éze s viedy a poSkozenou tkan (Valenzuela et al., 2001; Oliveira
et al., 2008). Ochranny ucinek vakciny trval miniméln¢ 3 mésice po imunizaci (Valenzuela
etal., 2001). Slinny protein PpSP15 byl dale testovany jako DNA vakcina exprimovany
nepatogenni Leishmania tarentolae za ptitomnosti adjuvans CpG oligodeoxynukleotidii nebo
kédovany plazmidem v kombinaci s cysteinovymi protedzami leishmanii CPA a CPB

exprimovanymi L. tarentolae. V obou piipadech ptisobil u mysi ochranné proti CL zpisobené
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L. major (Zahedifard et al., 2014; Katebi et al., 2015). V kombinaci s cysteinovymi protedzami
vyvolal Th1 odpovéd’ a produkci protilatek proti slinam flebotoma s vys$im podilem IgG2a nez
IgG1 (Zahedifard et al., 2014). Hlavni piekdzkou je potieba jistoty, ze vakcina nezpusobi
nemoc a muze byt pouzita i u imunokompromitovanych pacientii. Vakcinace L. farentolae
exprimujici antigeny leishmanii a PpSP15 by mohla byt alternativou k leishmanizaci (Katebi
etal., 2015).

Jako vakcina proti CL se testoval i1 plazmid se slinnym proteinem PpSP44 P. papatasi,
ale neprokazal zadnou ochranu, a dokonce infekci zhorsil. Z toho vyplyva, Ze rtizné proteiny
méni rzné prabeh imunity proti leishmaniim (Oliveira ef al., 2008).

Ochranu proti prirozené infekci L. major poskytl i PASP15 P. duboscqi. Makakové byli
imunizovani dvéma davkami DNA vakciny s plazmidy kédujicimi PASP15 a poté jednou
davkou rekombinantniho PdSP15 s adjuvans GLA-SE (glukopyranosyl lipid ve stabilni
emulzi). Imunizovani makakové pak byli vystaveni samicim P. duboscqi nakazenym L. major.
Makakové, ktefi produkovali po imunizaci IFN-y, méli redukovany pocet parazitii a velikost
léze. U makakt, kteti takovou odpovéd’ po vakcinaci neméli, nedoslo ani k ochrané proti
infekci. Diky t€émto vysledkiim vakciny u primatt bude snaha dale studovat jeji bezpecnost pro

budouci testovani na lidech (Oliveira et al., 2015).

5.2 Novy svét

V Novém svété se jako kandidaty na vakcinu ukazaly efektivni zejména proteiny
Lu. longipalpis, které se testuji 1 proti leishmaniim, které pfirozené nepfenasi. Vyuziva se tak
pravdépodobné zkiiZzenych reakci mezi slinnymi proteiny vice druhti flebotomt (Tavares et al.,
2011; Wheat et al., 2017; Cunha et al., 2018).

Maxadilan (MAX) je jednim ze slinnych proteint Lu. longipalpis, ktery pii inokulaci
mySim spolu s L. major mnohonasobné& zhorsil zatiZeni hostitele parazity. Proto bylo zkoumano
a prokazano, ze vakcinace MAX poskytuje ochranu pted infekci L. major. Mysi ockované
MAX s Freudovym adjuvans a poté infikované L. major byly vysoce rezistentni k infekci. Mély
3 — 5 x mensi koZzni léze a 507 x méné parazith neZ kontrolni mySi ockované jen
adjuvans (Morris et al., 2001). V dalsi studii byly mysi o¢kované syntetickym MAX, nebo
jeho N-koncovymi ¢i C-koncovymi peptidy spolu s adjuvantni lipozomalni slozkou. Po dvou
davkach vakciny jim byl inokulovan nizky pocet (10>-10°) promastigotd L. major a MAX.
Vsechny tfi vakciny poskytly srovnatelnou ochranu, kterd byla stanovend urenim poctu

parazitli po 18 tydnech od infekce. Stejn¢ jako ve studii Morris ef al., 2001 byl v miznich
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uzlindch zvyseny pocet CD4+ bunck sekretujicich IFN-y a méné bunck sekretujicich IL-4.
zniceni leishmanii. Vysledky ukazaly, Ze je mozné misto celého proteinu MAX pouzit jen jeho
¢asti, a tak zjednodusit vyrobni proces vakciny. Vakcina by mohla byt ¢innou ochranou proti
infekci bez dalSich antigent z leishmanii. Pro kazdy geneticky izolovany druh flebotoma by se
ale musela vyvinout vlastni slinna vakcina (Wheat et al., 2017).

Vakcina prvni generace slozena z antigenti Leishmania braziliensis, saponinu jako
adjuvans a vytazku ze slinnych zlaz Lu. longipalpis (LBSapSal) byla zkoumana jako kandidat
na ochranu psii proti VL zpiisobené L. infantum (= chagasi). Psi byli o¢kovani ttemi davkami
vakciny a poté infikovani promastigoty L. infantum (= chagasi) spolu s vytazkem ze slinnych
714z Lu. longipalpis. Po 885 dnech bylo naméfeno snizeni poctu parazit ve sleziné ve skupiné
oCkované LBSapSal o 69-79 % a ve skupiné oCkované LBSal, tj. stejnou vakcinou bez
saponinu, o 60-67 % na rozdil od neockovanych kontrolnich psi (Aguiar-Soares et al., 2014;
Resende et al., 2016). Ve studii Resende ef al., 2016 vakcinace vedla k Thl polarizaci, ktera
byla zjisténa zvysenou hladinu cytokinti TNF-a, IL-12 a IFN-y a sniZenou hladinou Th2
cytokint IL-4 a TGF-B v kultufe PBMCs. Ustanoveni Thl polarizace bylo podpoieno
1 zvySenou produkci NO, kterd méla za nasledek redukci parazitismu. Ve studii Aguiar-Soares
et al., 2014 byly v séru psu zjistény vysoké urovné celkovych IgG protilatek, i jejich subtypt
IgG1 a IgG2. Také byla pozorovana expanze CD5+, CD4+ a CD8+ T lymfocytt cirkulujicich
v krvi (Aguiar-Soares ef al., 2014). Z t&chto vysledk je patrné, Ze vakcina kombinujici slinné
proteiny a antigeny leishmanii uc¢inkovala dlouhou dobu po infekci a mé potencidl jako ochrana
pied infekci L. infantum (= chagasi) (Aguiar-Soares et al., 2014; Resende et al., 2016).

Dalsim proteinem ze slin Lu. longipalpis, ktery ma potencialni vyuziti v prevenci proti
leishmanioze je LIM19, jinak zvany SALO (Salivary Anti-complement from Lu. longipalpis)
(Ferreira et al., 2016). Kiecci byli imunizovani DNA vakcinou s plazmidy kodujicimi LIM19
a poté infikovani L. infantum (= chagasi) a homogenatem slinnych zlaz Lu. longipalpis. Byli
chranéni 8 mésicti, neméli klinické znamky VL a méli nizsi pocet parazith v jatrech a sleziné.
Kontrolni kfecci imunizovani prazdnym DNA vektorem méli uz po 5 mésicich progresivni VL
(Gomes et al., 2008). Predchozi vysledky se potvrdily i ve studii, kde byli kie¢ci imunizovani
plazmidy kodujicimi KMP11 a LIM19 a infikovani L. infantum (= chagasi) spolu se sonikatem
slinnych Zlaz Lu. longipalpis. Ockovani kie¢ci méli 5 mésicl po infekci redukovany pocet
parazitli ve slezin¢ a jatrech, a navic bylo zjiSténo, Ze méli normalni hematologicky profil.
Neockovani kiecci meli touto dobou anémii. O¢kovani kombinaci KMP11 a LJIM19 ale nevedlo

ke zvySeni ochranného Uc¢inku vakciny obsahujici pouze KMPI11 (da Silva et al., 2011).
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Ve studii Fiuza et al., 2016 byli kieCci intradermalné imunizovani rekombinantnim LIM19
v prvni davce a LIM19 s L. donovani atenuovanou deleci genu pro centrin ve druhé davce.
Ockovani vedlo k ochrané proti infekci L. donovani, kterd byla srovnatelna s nitrosrde¢nim
ockovanim samotné atenuované L. donovani. V obou piipadech bylo 9 mésicti po infekci
pozorovano snizeni pocCtu parazitl v miznich uzlinach, slezin¢ 1 jatrech, na rozdil od
neockovanych kiecktl, a nebyl zjistén zadny zanét ve slezin¢€ (Fiuza et al., 2016). Vakcina
obsahujici plazmidy kédujici LIM19 byla testovana i jako ochrana proti L. braziliensis.
Ockovani kiecci byli infikovani L. braziliensis v pritomnosti sonikatu slinnych zlaz bud’
Lu. longipalpis, nebo Lu. intermedia. V obou piipadech méli oproti kontrolnim kieckiim
imunizovanym fyziologickym roztokem zmensSenou velikost 1éze s redukovanym poctem
parazitd v jejim misté i v miznich uzlindch. Ochrana byla v prvnim ptipadé¢ doprovazena
poklesem IL-10 a TGF-B a v druhém pfipad€ navic zvySenou expresi IFN-y. Tato studie
naznacila moznou zkiiZenou reaktivitu mezi slinami Lu. longipalpis a Lu. intermedia, které
muze byt vyuzita pii vakcinaci proti infekci L. braziliensis a jejimu pfirozenému pienaseci
Lu. intermedia (Tavares et al., 2011).

Dal8i hojny slinny protein Lu. longipalpis, LIM11 (yellow-related protein), byl
zkouman jako dalSi moZny kandidat na vakcinu. Ockovani kieckl plazmidy s LIM11 vedlo
k ochrané trvajici 2 mésice proti infekci L. infantum (=chagasi) a homogenatem slinnych zlaz
Lu. longipalpis (Gomes et al., 2008). MySsi imunizované plazmidy kodujicimi LIM11 byly
chranéné 12 tydnl proti infekci L. major s homogenatem slinnych Zlaz Lu. longipalpis
(Xu et al., 2011). Ochrana byla pozorovana i u my$i o¢kovanych atenuovanou bakterii Listeria
monocytogenes, ktera exprimovala LJM11. Mysi infikované 3 tydny po vakcinaci L. major
s homogenatem slinnych zlaz Lu. longipalpis byly chranény 6 tydnti po infekci. Mysi vystavené
infikovanym Lu. longipalpis 12 tydnl po vakcinaci byly chranény pted ptiznaky CL, ale pocet
parazitl mély srovnatelny jako mysi o€kované prazdnym vektorem (Abi Abdallah et al., 2014).
Lepsi vysledky méla imunizace mysi rekombinantnim LIM11 a infekce pomoci Lu. longipalpis
nakazenych L. major. I kdyZ byly mysi infikované 5 mésict po imunizaci, jejich imunologicka
pamét’ byla stale dostatetnd na to, aby je ochrénila pted infekci (Gomes et al., 2012).
Rekombinantni LIM11 poskytl ochranu az 10 tydnt i proti infekci L. braziliensis se sonikatem
slinnych zlaz Lu. longipalpis. Pti infekci o€kovanych mysi L. braziliensis a sonikatem slinnych
714z Lu. intermedia nebyl pocet paraziti pod kontrolou, vedlo to ale ke zpozdéni vyvoje 1éze.
Je mozné, ze LIM11 je specificky pro Lu. longipalpis. Proto je potfeba najit slinné proteiny pro
ucely vakcinace, které jsou specifické pro vice druhti flebotomt, zejména v oblastech, kde

stejny druh leishmanii ptenasi vice druhti flebotomt (Cunha et al., 2018)
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Slibnym kandidatem na vakcinu proti lidské VL je protein Lu. longipalpis
LJL143 (lufaxin-like protein). Spolu s adjuvans GLA-SE a antigeny leishmanii KMP-11 a
Leish-F3+ byl naklonovany do viru podobnych ¢astic (virus-like particles). Vakcinaci mysi
jednou davkou vakciny obsahujici LJL143 a poté jednou davkou obsahujici
vSechny tii1 antigeny bylo docileno zvySeni imunitni odpovédi na antigeny odvozené
z leishmanii (KMP-11 a Leish-F3+). Tato studie také naznacila moznou zktiZzenou reaktivitu
proteinu LJL143 a jeho homologu PpeSP06 u druhu Phlebotomus perniciosus, hlavniho
pienasece VL v oblasti okolo sttedozemniho mofte. Vakcina by tak mohla ochranit proti VL

ptenaSené vice druhy flebotomu (Cecilio et al., 2017).
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6 Zavér

V této praci jsem predstavila souhrn recentnich studii, které se zabyvaly vyvojem vakcin proti

Vakciny prvni generace nesou urcité rizika spojena s nedostatkem bezpecnosti. Jejich
pouziti je nevhodné predevsim v pfipad¢ imunokompromitovanych osob. Elegantnim metodou
se zdaji byt genetické atenuace, protoze na rozdil od fyzikalniho ¢i chemického oslabeni
leishmanii vedou k mensi ztraté antigenicity. Ani ty ale nemtizou zarucit uplnou ztratu virulence
leishmanii. Proto je potieba peclivé prozkoumat jejich bezpecnost. Dalsi alternativou by mohly
byt vakciny obsahujici Zivé nepatogenni nebo atenuované organismy, které slouzi jako vektory
leishmanidlni DNA. Testované byly bakterie Lactococcus lactis, Salmonella enterica,
Salmonella typhimurium a nepatogenni L. tarentolae (shrnuto v Saljoughian et al., 2014). Rada
vakcin druhé a tfeti generace ukazuje dobrou ochranu. Jejich uc¢inek muize byt zesilen pouZzitim
vhodného adjuvans (Tabatabaie et al., 2018) a kombinaci vice antigenti leishmanii (Zanin et al.,
2007; Kaur et al., 2016; Fernandez Cotrina ef al., 2018; Maspi et al., 2018). Rada studii se Jiz
snazi napodobit vérnéji pfirozenou infekei pfidanim slin flebotoma do vakcin, které zaroven
1 omezuji moznost preziti leishmanii (Zahedifard et al., 2014; Resende et al., 2016; Cecilio
etal.,2017).

Ptesto, Z7e je téma vakcin proti leishmani6zam hojné studovano, nejsou stéle
registrované zadné lidské vakciny. Dvé vakciny, LEISH-F1 a LEISH-F2, se dostaly do
klinického testovani, a to do druhé faze. Ze zvitecich vakcin jsou jiZ registrovany tfi vakciny,
Leish-Tec® v Brazilii a CaniLeish® a LetiFend® v Evropské unii (Thomaz-Soccol et al., 2017;
Fernandez Cotrina ef al., 2018).
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Tabulka 4: Prehled nejdllezitéjsich vakcin

za¥azeni antigen nebo nazev proti ¢emu ochrana strana
vakceiny
prvni generace, | L. donovani oslabené
. L. donovani CasteCna 3
Stary svét y-zafenim
L. donovani
prvni generace,
oslabené deleci genu L. donovani ano 4
Stary svét
pro FBP
prvni generace, | L. infantum oslabena
o L. infantum ano 5
Stary svét gentamicinem
Leishvacin®
prvni generace, )
obsahujici mrtvé L. amazonensis CasteCna 6
Novy svét
L. amazonensis
mrtvé
prvni generace,
L. amazonensis a L. infantum (=chagasi) ano 8
Novy svét _
adjuvans CAF01
druha generace, _
LetiFend® L. infantum ano 9
Stary svét
L. major,
druha generace,
LEISH-F1 L. amazonensis, ¢asteCna 11
Stary svét
L. infantum
L. infantum (=chagasi),
druha generace, _
Leish-Tec® L. amazonensis, castecna 14
Novy svét
L. donovani
tieti generace,
gp63, Hsp70 L. donovani ano 16
Stary svét
tieti generace,
LelF, LACK, TSA L. major Castecna 16
Stary svét
tieti generace, )
histony L. major ne 17
Stary svét
tieti generace, )
LiP0 L. infantum (=chagasi) ano 19
Novy svét
slinné proteiny,
PpSP15 L. major ano 20
Stary svét
slinné proteiny, Maxadilan a
L. major ano 21

Novy svét

freudovo adjuvans
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