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REKOMBINANTNE DNA VAKCINY - NOVE PERSPEKTIVY IMUNIZACIE

"Technoldgia” rekombinantnej DNA méa rézne, viac-menej priliechavé oznacenia (génové manipulacie, génové techno-
légie a pod.). Poskytuje uz dve desatrodia nové mozZnosti rieSenia mnohych zavaZznych problémov v medicinskych a
inych biologickych vedach a v technologii biologicky aktivnych latok. UmozZnili ju najméa dva zakladné objavy v bakte-
ridlnej genetike: objav DNA plazmidov, kédujicich rezistenciu na antibiotiké u baktérii, a objav a vyuZitie enzgmov res-
trikénych endonukledz. Tie zodpovedaji za tzv "imunitu” bakteridlnych buniek, nestcich ur¢ité bakteriofagy, na infek-
ciu inymi fagami. Bunka sa brani vstupu cudzorodej DNA najmé tym, Ze degraduje, "rozstriha" tito geneticku informa-
ciu. Tak sa zabezpeci nenarusena replikacia vlastnej DNA, a tym aj reprodukcia identickych buniek.

Restrikéné endonukledzy alebo restriktazy sa v technikach rekombinantnej DNA vyuZivaju tak, Ze sa uritou restrikénou
endonukledzou necha najprv rozstrihnit molekula DNA bakteridlneho plazmidu. Tym sa tato "kruhova" molekula DNA
otvori a stane sa "linedrnou”. Ma na oboch koncoch doplnkové sekvencie nukleotidov (obycajne tzv. sextet), ktoré by
sa v pripade potreby mohli opét spojit na pévodni kruhovid molekulu R plazmidu (napr. pésobenim enzgmu DNA-ligaza).

Tento proces sam osebe by vsak nemal vyznam, keby sa tou istou restrikénou endonukledzou nepodarilo nastrihat
int molekulu DNA, obsahujicu uréity "potrebny” gén na produkciu prislusného proteinu. Tym vznikaju aj na koncoch
tejto molekuly, resp. sekvencie DNA tie isté koncové Struktiry, ten isty sextet nukleotidov.

Ak sa teda pripravi zvlast plazmidova DNA a zvlast DNA génu, ktorg chceme "pomnozif", a to obidve vldkna DNA
s tou istou $truktirou koncového sextetu (nazgvaju sa aj "lepkavé konce" - sticky ends), ni¢ nebrani tieto dve molekuly
zmieSat, ¢im vznikne urcity pocet rekombinantnych molekidl DNA. Tieto obsahuju prislusng gén vsunuty do DNA plazmidu.

Izolacia DNA rekombinantného plazmidu a jeho vsunutie do baktérii, ktoré ho potom replikuji a zaroveri produ-
kuju hladany protein, kédovany rekombinantnym plazmidom, nie je uz viac technickym problémom. VyuZiva sa pritom
znak rezistencie na antibiotika na plazmide, ktory si baktérie osvoijili.

Tak sa uz vyrobili rekombinantné hormény (napr. inzulin), imunomodulatory (interferény, interleukiny CSF), nie-
ktoré rekombinantné antigény vhodné na imunizaciu (napr. povrchovy antigén virusu hepatitidy B, HBAgS) a i.

Stojime vsak bezprostredne pred zavedenim celych vakcin DNA do oCkovacej praxe. Zaklada sa na priamom inji-
kovani DNA, kédujicej [ubovolni zostavu antigénov, do organizmu [udi ¢i zvierat. Injikovanim tychto "konstruktov
DNA" do organizmu sa "indukuje" hostitelsky organizmus na produkciu proteinov, ktoré zasa vyvolavaju protektivne
protilatky, a, ¢o je ddleZité, aj na vytvaranie bunkovej imunitnej odpovede. Dosial poznédme hlavne tieto druhy vakein:

1. Zivé atenuované vakciny (napr. BCG),

2. inaktivované (usmrtené) virusy (napr. Salkova polio-vakcina obsahuje virus inaktivovany formaldehydom),

3. purifikované komponenty baktérii & virusov (napr. pneumokokové /polysacharidy/, alebo hemofilové),

4. uZ spomenuté vakciny pripravené "génovymi manipulaciami” (napr. HBAgGS),

5. DNA vakciny.

LEK OBZOR — XLVII — 1998 109



Priprava DNA vakciny pomocou R plazmidov:

Gén, kodujuci urdity imunogén, sa vpravi pomocou technik rekombinantnej DNA do "expresivneho" alebo "ex-
presného” R plazmidu (nazyvany tak, pretoZe sa pomocou DNA plazmidu tento vsunuty gén v produkénych baktériach
"exprimuje). Dezoxyribonukleinova kyselina (DNA) rekombinantného plazmidu sa izoluje a vpravi (napr. transformaéa-
ciou) do buniek produkénych baktérii. V nich sa DNA rekombinantného plazmidu replikuje. Potom sa plazmidova
DNA z produkénych baktérii izoluje. Dezoxyribonukleinova kyselina plazmidu exprimujiiceho prislusny imunogén sa po-
tom pouZiva na imunizaciu.

DNA vakciny maji cely rad vyhod oproti dosial pouZivanym vakcinam. Priame injikovanie DNA vedie v organizme
olkovanej osoby k syntéze proteinov - protilatok - v ich prirodzenej forme. V inych vakcinach mézu byt proteiny po-
8kodené, napr. pri ich purifikacii, takZe sa modzZu Ciastoéne lisit od ich "nativnej formy", ktora sa fakticky vyskytuje u
mikroorganizmov - pévodcov ochoreni. NajdoleZitejSou vlastnostou DNA vakcin je vSak skutocnost, Ze stimuluju tvorbu
nielen protilatok, ale aj T-buniek (T-helper 1 alebo T-helper 2). BeZné tzv. subjednotkové vakciny, ako napr. uz spo-
menuty rekombinantny povrchovy antigén virusu hepatitidy B (HBAGS), stimuluja tvorbu cytolytickych T-buniek len
velmi malo. Cytolytické T-bunky s schopné priamo usmrcovat bunky obsahujice patogénne mikroorganizmy. A tak
"pouzitie DNA na stimulaciu cytolytickgch T-buniek predstavuje milnik v sticasnej vakcinolégii” (ASM News 63, 1997,
¢. 12, s. 660-663).

DNA vakciny vyvolavaju dlhotrvajicu imunitni odpoved hostitelského organizmu podobne ako Zivé atenuované vi-
rusy, ale bez rizika, ktoré predstavuje pouzivanie Zivych vakcin.

Technologia DNA vakcin je v porovnani s ostatnymi spdsobmi pripravy vakcin podstatne jednoduchsia. Vgrobco-
via vakcin mézZu pouzit prakticky totozné metddy fermentécie, purifikécie a testovania kvality, ako boli uz dovtedy vy-
pracované pre iné génové technolégie. Pouziva sa ta istd technoldgia s R plazmidmi a metédami rekombinantne;j
DNA. Téato skutocnost vedie k zniZeniu cien vakcin rézneho druhu. Okrem toho DNA vakciny su stabilné pri réznych
teplotach, ¢o umozZiiuje ich transport a skladovanie aj v extrémnych Kklimatickych podmienkach.

Ostava este urcit optimalny ¢as na imunizaciu novorodencov réznymi DNA vakcinami, vypracovat nové metédy
ich aplikécie (napr. ako spray na rézne sliznice) a ziskat vakciny pre ich pripadné pouZitie napr. pri chronickych ocho-
reniach, autoimunnych ochoreniach, alegriach, nadoroch a AIDS.

Celkom nedavne wysledky, ziskané na zvieracich modeloch a ¢iastocne aj u Iudi, naznacuji, Ze tato nova rekombi-
nantna technoldgia pripravy a pouZitie DNA vakcin budu znamenat zasadny pozitivny obrat vo vakcindcii udi i zvierat.
Treba dufat, Ze tato technoldgia urychli pripravu aj celkom nowvych, dosial neexistujiicich vakein a zlepsi situaciu v rie-

$eni sucasnych zavaznych problémov zdravotnictva na celom svete.

V. Kréméry, sen.
R. Menkyna
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