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Uvod V sougasné dob& SZO doporuéuje novou stra-

Tuberkuléza (TBC) je nejéastéjsi pfic¢inou umrti
miadistvych i dospélych osob a druhou nejéastéji
se vyskytujici infekci na svété. Témér jedna tretina
svétové populace je pribézné infikovana a 20 mi-
lionl z téchto infikovanych ma aktivni TBC. V tom-
to desetileti mize TBC usmrtit 30 milionu lidi. Vice
nez 50 miliond osob mize byt infikovano multire-
zistentnimi kmeny. K nariistu multirezistentnich kme-
nd mohlo dojit proto, ze v pribéhu let nastal pokles
bdélosti a podcenéni incidence TBC a nasledné
soustavné kontroly. Pfed vyskytem multirezistent-
nich kmenl byla kombinovana le¢ba Uspésna ve
vice nez 90 % lécenych pfipadl. Multirezistentni
TBC je nejen vysoce infekéni, ale ve své podstaté i
$patné lécitelna, s vysokou mortalitou kolem 50 %.
V souc¢asné dobé je TBC vedouci pfi¢inou umrti u
HIV pozitivnich osob, ma rychlejsi prubéh s fatal-
nim koncem kolem 80 %.

Tuberkulézu zplsobuje Mycobacterium tuber-
culosis (Mt) - §ifi se kapénkami aerosolu, ktery se
dostava do dolnich dychacich cest a vyvolava des-
trukci plicni tkané. Pfi Sifeni krevni cestou maze
vyvolat systémové onemocnéni s postizenim mno-
ha organ( véetné kosti, kloubl, sleziny, jater a
mozku. Pfi expozici osob TBC zdroji dochazi k infi-
kovani pfiblizné 50 % osob a u 15 % z nich k
rozvoji onemocnéni. Nedostate€na vyziva, Spatne
Zivotni podminky a bida vyraznou mérou potencuji
dramatické Sifeni tuberkulozy.

tegii kontroly TBC v celosvétovém méfitku, ozna-

¢ovanou jako ,DOTS" - Directly Observed Treat-

ment, Short-course, ktera zahrnuje:

¢ Prioritu pfimé identifikace nemocného a odpo-
vidajici naslednou lé¢bu.

e Kontrolu pacienta pfi poziti kazdé lé¢ebné dav-
ky a provedeni zaznamu zdravotnickym pra-
covnikem.

e Pacient musi byt lécen v systému, ktery zaru-
¢uje, Ze bude lécen!

e Spravné davkovani antituberkulotik, zname jako
.kratka lécebna kura“.

Program musi podporovat vladni organy. Daraz
na kontrolu TBC se poklada za dulezitou politickou

prioritu (WHO - The World Health Report, 1996).

Imunologie tuberkulézy

Mycobacterium tuberculosis je intracelularni pato-
gen, ktery se pomnoZuje v alveolarnich burikach.
Inicialni rist Mt je spojen s vyvojem pfecitlivélosti
pozdniho typu, je charakterizovan tvorbou malych
nekrotickych 1ézi se solidnim kaze6znim centrem
tzv. tuberkuloma.

Granulomy obsahuji T-lymfocyty a mononuklear-
ni fagocytujici buriky v rizné fazi maturace a akti-
vace. Po vzniku precitlivélosti pozdniho typu a
tvorbé tuberkulom( umoziiuje aktivace makrofagu
burikami CD4+ usmrceni bacild Mt v tuberkulo-
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mech. Aktivace makrofagu je zakladnim mechanis-
mem ziskané rezistence proti Mt. CD4+ jsou po-
mocné T-lymfocyty, které produkuji interleukiny a
nasledné aktivuji makrofagy. Pfi vzniku precitlivé-
losti pozdniho typu k Mt CD4+ previadaji nad
CD8+ T-bufikami, které se uplatiuji jako cytoly-
tické bufiky.

CD4+ lymfocyty se déli na TH1 a TH2 subpopu-
lace, jejich produkce zavisi na typu produkova-
ného cytokinu. CD4+ burfiky produkuji cytokiny,
interferon gamma (IFN-gamma) a interleukin (IL-2),
které se vyznamné uplatiuji pfi vyvoji antimyko-
bakterialni rezistence a jsou nezbytné pfi vzniku
precitlivélosti pozdniho typu. INF-gamma aktivuje
specificky makrofagy, stimuluje ingesci a jejich
mikrobicidni G€inek k Mt.

Pfirozeni zabije¢i - NK buriky - se také mohou
vyznamné uplatiiovat v obrané& organismu proti Mt.
Maji schopnost lyzovat hostitelské buriky infikova-
né mykobakterialnimi patogeny, vykazuji podobnou
funkci jakou maiji specifické cytolytické T-lymfocyty.

Vyvoj vakcin proti tuberkuléze
1. Zivé atenuované vakciny

Zivé atenuované vakciny svym zplsobem pfipo-
minaji pfirozenou infekci a v Sirokém rozsahu sti-
muluji imunitni systém.

BCG vakcina

Vakcina Bacille Calmette-Guérin (BCG) je nej-
¢astéjsi vakcinou pouzivanou ve svété, ackoli jeji
protektivni aktivita je ¢asto kontraverzni. BCG vak-
cina je derivovana z atenuovaného kmene Myco-
bacterium bovis. Do praktické vakcinace byla zave-
dena v roce 1921 jako relativné bezpeéna, s malou
incidenci nezadoucich reakci. Nékteré studie pro-
kazaly, Zze pfi opakované vakcinaci vytvari dosta-
te¢ny booster imunologické odpovédi proti primarni
infekci, ale tento efekt je limitovan naslednym pru-
b&hem mozné reaktivace. Mala nebo Zzadna pro-
tekce po vakcinaci byla pozorovana po deseti aZ
patnacti letech, Vakcinace v détském véku neo-
chrani dospélé osoby pfed reinfekci (1).

BCG vakcina je variabilni ve svém protektivnim
ucinku v raznych &astech svéta. Vakcinace redu-
kuje riziko tuberkulozy pfiblizné o 50 %, ale efekti-
vita kolisa od 0 do 80 %. Ve svétovém méfitku se
pouzivaji k pfipravé vakcin rizné kmeny. Ukazuje
se, 2e BCG vakcina je méné efektivni u populace
vystavené expozici pfirozené se vyskytujicim myko-
baktériim v zevnim prostiedi (2).

Cytolytickd odpovéd k purifikovanym proteino-
vym antigenim je prokazovana niz$i nez u Zivé
BCG vakciny. Bylo demonstrovano, Zze nestimulova-
né periferni krevni mononuklearni buriky vykazuji

niz8i nebo zadnou cytotoxickou aktivitu k cilovym
burikam, ke kterym byl pfidan solubilni purifikovany
proteinovy derivat (PPD) Mt. Nasledna stimulace
vakcinou BCG u nestimulovanych perifernich krev-
nich mononukleari v3ak prokazala cytolytickou
aktivitu proti nékolika mykobakterialnim antigenum.
Tyto vysledky dokumentuji, Ze zZivé atenuované
vakciny mohou vykazovat vy$Si protektivni efekt
nez purifikované proteinové vakciny (3).

Ziva vakcina M. bovis BCG navozuje u vakcino-
vanych lidi aktivaci CD4+ a CD8+ T-bunék. Podani
nezivé vakciny M. bovis BCG vede k aktivaci CD4+
T-bunék a jen k malé aktivaci CD8+ T-bunék.

2. Zivé rekombinantni vakciny

Pokrokem v pfipravé novych Zivych atenuova-
nych vakcin proti TBC je vyuziti rekombinantni
DNA technologie. Jednim z postupu je exprese
ruznych heterolognich antigent BCG. Jestlize zna-
me kritickd mista imunitni odpovédi u TBC, ktera
byla identifikovana a exprimovana u BCG, pak
nam to umozni lepdi konstrukci Zivé atenuované
vakciny. Detailni znalost gent Mt odpovédnych za
virulenci nebo prodiouzeni doby piezivani v makro-
fazich je strategie, ktera se vyuziva v pfipravé
atenuovanych vakcin. Vyuziti opakované mutage-
neze lze vyuZit k ziskani rekombinantu s vyménou
alel u Mt a pfipravu rekombinantnich klont Mt.

Stabilita BCG vakciny nabyva stale na vétsim
vyznamu predeviim u HIV infekce. Jde o vylou-
¢eni nebo alespori sniZzeni potencialni nezadouci
reakce BCG vakciny u imunokompromitovanych
osob. Pro tyto Géely byly pfipraveny BCG auxo-
tropni mutanty, které vyZaduji specifické faktory
nebo metabolity. Za uéelem posouzeni bezpec-
nosti a protektivniho efektu bylo v praxi testovano
5 kmen( na my3ich s kombinovanym defektem imu-
nity. Vysledky potvrdily, Ze kmeny byly bezpeéné
pro imunosuprimované mys$i, vytvafely dobrou pro-
tektivni imunitu jako po podani BCG u konven-
¢nich mysi (4).

3. Peptidové vakciny

Pro pfipravu efektivnich peptidovych vakcin proti
tuberkuléze je nutné identifikovat specifické anti-
geny a jejich schopnost navodit protektivni imunitu.
Zatim neni dostate¢n& znamo, které proteiny jsou
vyznamné pro tvorbu protektivni imunitni odpovédi.

Mycobacterium tuberculosis
Vytvafi fadu proteinu, které se mohou prezento-
vat jako antigeny:
- ESAT-6
- 30/32 kDa (85 komplex)
- 38 kDa (lipoprotein)
— 19 kDa (lipoprotein)
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- MPT 64 (24 kDa)
- stresové proteiny (10 kDa, 65 kDa, 70 kDa,
90 kDa)

Stresovych proteinu (10 kDa, 30 kDa, 38 kDa
a 65 kDa) bylo pouzito jako rekombinantnich an-
tigent ke zvySeni proliferativni odpovédi lidskych
T-bunék. Vy3e uvedené 4 antigeny vykazovaly pfi-
blizné stejnou induktivni i protektivni odpovéd Th1
bunék, ale ani jeden z téchto antigen( nebyl imu-
nodominantni. V jinych pokusech byla potvrzena
schopnost lidskych T-bunék odpovidat na vice nez
na jeden mykobakteridini antigen. To umozruje
soudit, Ze pro vyvoj efektivni vakciny je dulezita in-
korporace vice antigent (5).

ESAT-6 je vyznamny sekre¢ni protein. U my3i
po opakovaném podani Mt doslo k mohutné odpo-
védi T-bunék na ESAT-6 ve smyslu tvorby pro-
tektivni imunity. Tento protein byl prokazan jen u
Mt a M. bovis. Zda se, Ze protein by mohl mit
vyznamnou diagnostickou cenu, protoZe tuberkulin
(PPD) neumoziuje diferencovat mezi infekci vyvo-
lanou Mt a senzibilizaci po vakcinaci BCG vakci-
nou (6).

Antigenni komplex 85 (Ag 85) zahrnuje 3 pro-
teinové komponenty 85 A, 85 B, 85 C. Je produ-
kovan mohutné Mt, hromadi se v lidskych mononu-
klearnich fagocytech a v kultivaénim médiu. Na
modelu infikovanych moréat Mt vykazuje imunoge-
nicitu. V pokusech in vitro bylo potvrzeno, Ze lidské
monocyty infikované Mt tvofi 30 kDa antigenni
komplex. Tento poznatek je dulezity pro vyvoj sub-
jednotkové vakciny, protoze uvolfovani proteinu je
vyznamneé pro intracelularni prezentaci antigenu (7).

MPT 64 antigen je klasicky protein, je dobfe de-
tekovany jak u Mt, tak i u kmend M. bovis BCG
a M. bovis. Studie, které provadéli Haslov a spol.
dokumentuji moznost vyuZiti tohoto proteinu v dia-
gnostickém koZnim testu (8). | kdyZ byl tento anti-
gen demonstrovan na molekularni drovni u zvife-
ciho modelu, neni dostate¢né znama jeho schop-
nost vytvafet protektivni imunitu u ¢lovéka.

Lipoarabinomannoside (LAM) - polyarabinozid
s dlouhym fetézcem. Je znam jako antigen s riz-
nym biologickym efektem na burky, pfedevsim
makrofagy. Je mozné, Zze LAM mulze pusobit jako
faktor virulence. Pfedpoklada se, ze by mohl byt
vyuzit k pfipravé polysacharidove vakciny.

DNA vakciny

Modernim pfistupem k pfipravé nové vakciny
proti TBC je nahrada BCG vakcinou DNA. Moz-
nost pouziti DNA vakciny v prevenci TBC je slib-
nou alternativou BCG. Ma byt konstruovana tak,

aby kodovala nékolik selektivnich antigent, které
by neinterferovaly v koznim testu. Prakticky by to
umoznilo jednotnou produkci stabilni vakciny s moz-
nosti vyuziti celosvétového vakcina¢niho programu.

Vybér antigenu pro DNA vakcinu je primamé
limitovan imunogenitou. | kdyZ imunogenita viech
antigend Mt nebyla zatim blize charakterizovana,
dva antigenni komplexy se jevi jako vhodné:

Heat shock protein - hsp 65 a antigenni kom-
plex Ag 85

Heat shock proteiny jsou znamymi antigeny,
které jsou produkovany a uplatiiuji se v Casné fazi
imunitni odpovédi proti intracelularnim patogenim
v&etné mykobaktérii (9).

Antigenni komplex Ag 85 patfi do skupiny pro-
teini aktivné secernovanych pfi proliferaci myko-
bakterii, ucastni se mohutné stimulace celularni
imunitni odpovédi u infikovanych mysi i u lidi. Z
komplexu Ag 85 byly v pokusu na mySich testo-
vany 2 antigeny. U obou antigenti do$lo k vyrazné
redukci poctu replikujicich se mykobaktérii - 20krat
az 40krat. Vysledky dokumentuji tvorbu protektivni
imunity navozenim humoralni a burikami zprostied-
kované imunitni odpovédi.

Po aplikaci Ag 85 mySim dochazi k mohutné
tvorbé protilatek proti Ag 85, predeviim v tfidé
IgG1 a IgG2a typu. Bunky sleziny imunizovanych
my3i po stimulaci BCG in vitro vykazuji vyraznou
prolifera¢ni aktivitu lymfocytd. Humoralni a bunéé-
na odpovéd po aplikaci DNA vakciny v pokusu na
mySich je spojena s Th1 typem bunééné stimula-
ce, ktera je podle predpokladli nezbytna v protekci
organismu proti TBC infekci (10).

Souhrn

Clanek zduraziuje celosvétovou zavaznost hu-
manni tuberkulézy a disledné;jsi pristup k 1é¢bé. Je
podan struény pfehled imunologie tuberkulézy a
pristupy ke konstrukci novych vakcin proti tuberku-
loze.
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