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Úvod

Tuberkulóza (TBC) je nejčastější příčinou úmrtí
mladistvých i dospělých osob a druhou nejčastěji
se vyskytující infekcí na světě. Téměř jedna třetina

,Světové populace je průběžně infikována a 20 mi-
lionů Z těchto infikovaných má aktivní TBC. V tom-
to desetiletí může TBC usmrtit 30 milionů lidí. Více
než 50 milionů osob může být infikováno multire-
Zistentními kmeny. K nárůstu multirezistentních kme-
nů mohlo dojít proto, že v průběhu let nastal pokles
bdělosti a podcenění incidence TBC a následné
soustavně kontroly. Před výskytem multirezistent-
ních kmenů byla kombinovaná léčba úspěšná ve
více než 90 °/o léčených případů. Multirezistentní
TBC je nejen vysoce infekční, ale ve své podstatě i
špatně Iěčitelná, s vysokou mortalitou kolem 50 %.
V současně době je TBC vedoucí příčinou úmrtí u
HIV pozitivních osob, má rychlejší průběh s fatál-
ním koncem kolem 80 %.

Tuberkulózu Způsobuje Mycobacterium tuber-
culosis (Mt) - šíří Se kapěnkami aerosolu, který Se
dostává do dolních dýchacích cesta vyvolává des-
trukci plicní tkáně. Při šíření krevní cestou může
vyvolat systémové onemocnění S postižením mno-
ha orgánů včetně kostí, kloubů, sleziny, jater a
mozku. Při expozici osob TBC Zdroji dochází k infi-
kováni přibližně 50 % osob a u 15 % z nich k
rozvoji onemocnění. Nedostatečná výživa, špatně
životní podminky a bída výraznou měrou potencují
dramatické šíření tuberkulózy. ˇ

V současné době SZO doporučuje novou Stra-
tegii kontroly TBC v celosvětovém měřítku, ozna-
čovanou jako „DOTS“ - Directly Observed Treat-
ment, Short-course, která Zahrnuje:
o Prioritu přímé identifikace nemocného a odpo-

vidající následnou léčbu.
o Kontrolu pacienta při požití každé léčebné dáv-

ky a provedeni Záznamu Zdravotnickým pra-
covníkem.

o Pacient musi být léčen v systému, který Zaru-
čuje, že bude léčen!

o Sprévné dávkování antituberkulotik, Známé jako
„krátká léčebná kúra“.

Program musí podporovat vládní orgány. Důraz
na kontrolu TBC se pokládá Za důležitou politickou
prioritu (WHO - The World Health Report, 1996).

lmunologie tuberkulózy

Mycobacten'um tuberculosis je intracelulární pato-
gen, který Se pomnožuje v alveolárních buňkách.
lniciální růst Mt je spojen s vývojem přecitlivělosti
pozdního typu, je charakterizován tvorbou malých
nekrotických Iézí Se Solidním kazeóznim centrem
tzv. tuberkulomů.

Granulomy obsahují T-lymfocyty a mononukleár-
ní fagocytujíci buňky v různé fázi maturace a akti-
vace. Po vzniku přecitlivělosti pozdního typu a
tvorbě tuberkulomů umožňuje aktivace makrofágů
buňkami CD4+ usmrcení bacilů Mt v tuberkulo-
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mech. Aktivace makrofágů je Základním mechanis-
mem získané rezistence proti Mt. CD4+ jsou po-
mocné T-lymfocyty, které produkují interleukiny a
nâslednè aktivuji makrofâgy. Při vzniku přecitlivě-
losti pozdního typu k Mt CD4+ převládají nad
CD8+ T-buňkami, které se uplatňují jako cytoly-
tické buňky.

CD4+ lymfocyty se dělí na TH1 a TH2 subpopu-
lace, jejich produkce závisí na typu produkova-
ného cytokinu. CD4+ buňky produkují cytokiny,
interferon gamma (IFN-gamma) a interleukin (IL-2),
které se vÿznamnè uplatňují při vývoji antimyko-
bakteriální rezistence a jsou nezbytné při vzniku
přecitlivělosti pozdního typu. INF-gamma aktivuje
specificky makrofágy, stimuluje ingescí a jejich
mikrobicidni účinek k Mt.

Přirození Zabíječi - NK buňky - se také mohou
významně uplatňovat v obraně organismu proti Mt.
Mají schopnost Iyzovat hostitelské buňky infikova-
né mykobakteriálními patogeny, vykazují podobnou
funkci jakou mají specifické cytolytické T-lymfocyty.

Vývoj vakcín proti tuberkulóze

1. Živé atenuované vakcíny

Živé atenuované vakcíny svým Způsobem připo-
mínají přirozenou infekci a v širokém rozsahu sti-
mulují imunitní systém.

BCG vakcína

Vakcína Bacille Calmette-Guérin (BCG) je nej-
častější vakcínou používanou ve světě, ačkoli jeji
protektívni aktivita je často kontraverzní. BCG vak-
cína je derivována z atenuovaného kmene Myco-
bacterium bovis. Do praktické vakcinace byla Zave-
dena v roce 1921 jako relativně bezpečná, s malou
incidenci nežádoucích reakcí. Některé studie pro-
kázaly, že při opakované vakcinaci vytváří dosta-
tečný booster imunologické odpovědi proti primární
infekci, ale tento efekt je Iimitován následným prů-
během možné reaktivace. Malá nebo žádná pro-
tekce po vakcinaci byla pozorována po deseti až
patnácti letech, Vakcínace v dětském věku neo-
chrání dospělé osoby před reinfekci (1).

BCG vakcína je variabilní ve svém protektivnim
účinku v různých částech světa. Vakcínace redu-
kuje riziko tuberkulózy přibližně o 50 %, ale efekti-
vita kolísá od 0 do 80 %. Ve světovém měřítku Se
používají k přípravě vakcín různé kmeny. Ukazuje
se, že BCG vakcína je méně efektivní u populace
vystavené expozici přirozeně se vyskytujícim myko-
baktériím v zevnim prostředí (2).

Cytolytická odpověď k purifikovaným proteino-
vým antigenům je prokazována nižší než u živé
BCG vakcíny. Bylo demonstrováno, že nestimulova-
né periferní krevní mononukleární buňky vykazují

nižší nebo žádnou cytotoxickou aktivitu k cílovým
buňkám, ke kterým byl přidán solubílní purifikovaný
proteinový derivát (PPD) Mt. Následná stimulace
vakcínou BCG u nestimulovaných periferních krev-
ních mononukleárů však prokázala cytolytickou
aktivitu proti několika mykobakteriálním antigenům.
Tyto výsledky dokumentují, že živé atenuované
vakcíny mohou vykazovat vyšší protektívni efekt
než purifikované proteinové vakcíny (3).

Živá vakcína M. bovis BCG navozuje u vakcíno-
vaných lidi aktivaci CD4+ a 008+ T-bunèk. Podání
neživé vakcíny M. bovis BCG vede k aktivaci CD4+
T-buněk a jen k malé aktivaci CDB+ T-buněk.

2. Živé rekombinantní vakcíny

Pokrokem v přípravě nových živých atenuova-
ných vakcín proti TBC je využití rekombinantní
DNA technologie. Jedním Z postupů je exprese
různých heterolognich antigenů BCG. Jestliže Zná-
me kritická místa imunitní odpovědi u TBC, která
byla identifikována a exprimována u BCG, pak
nám to umožní lepší konstrukci živé atenuované
vakcíny. Detailní znalost genů Mt odpovědných Za
virulenci nebo prodloužení doby přežíváni v makro-
fázich je strategie, která se využívá v přípravě
atenuovaných vakcín. Využití opakované mutage-
neze lze využít k Získání rekombinantů s výměnou
alel u Mt a přípravu rekombinantních klonů Mt.

Stabilita BCG vakcíny nabývá stále na větším
významu především u HIV infekce. Jde o vylou-
čení nebo alespoň snížení potenciální nežádoucí
reakce BCG vakcíny u imunokompromitovaných
osob. Pro tyto účely byly připraveny BCG auxo-
tropní mutanty, které vyžadují Specifické faktory
nebo metabolity. Za účelem posouzení bezpeč-
nosti a protektivniho efektu bylo v praxi testováno
5 kmenů na myšich s kombinovaným defektem imu-
nity. Výsledky potvrdily, že kmeny byly bezpečné
pro imunosuprimované myši, vytvářely dobrou pro-
tektivni imunitu jako po podání BCG u konven-
čnich myší (4). ‘

3. Peptidové vakciny

Pro přípravu efektivních peptidových vakcín proti
tuberkulóze je nutné identifikovat specifické anti-
geny a jejich schopnost navodit protektívni imunitu.
Zatím není dostatečně známo, které proteiny jsou
významné pro tvorbu protektívni imunitní odpovědi.

Mycobacterium tuberculosis
Vytváří řadu proteinů, 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)

Stresových proteinů (10 kDa, 30 kDa, 38 kDa
a 65 kDa) bylo použito jako rekombinantních an-
tigenů ke Zvýšení proliferativní odpovědi lidských
T-buněk. Výše uvedené 4 antigeny vykazovaly při-
bližně stejnou induktivní i protektivni odpověd' Th1
buněk, ale ani jeden Z těchto antigenů nebyl imu-
nodominantní. V jiných pokusech byla potvrzena
Schopnost lidských T-buněk odpovídat na více než
na jeden mykobaktěriální antigen. To umožňuje
soudit, že pro vývoj efektivní vakcíny je důležitá in-
korporace více antigenů (5).

ESAT-6 je významný sekreční protein. U myši
po opakovaném podání Mt došlo k mohutné odpo-
vědíT-buněk na ESAT-6 ve smyslu tvorby pro-
tektivní imunity. Tento protein byl prokázán jen u
Mt a M. bovis. Zdá se, že protein by mohl mít
významnou diagnostickou cenu, protože tuberkulín
(PPD) neumožňuje diferencovat mezi infekcí vyvo-
Ianou Mt a senzibilizací po vakcinaci BCG vakcí-ı
nou(6)

Antigenní komplex 85 (Ag 85) zahrnuje 3 pro-
teinové komponenty 85 A, 85 B, 85 C. Je produ-
kován mohutně Mt, hromadí se v lidských mononu-
kleárních fagocytech a v kultivačním médiu. Na
modelu infikovaných morčat Mt vykazuje imunoge-
nicitu. V pokusech in vitro bylo potvrzeno, že lidské
monocyty infikované Mt tvoří 30 kDa antigenní
komplex. Tento poznatek je důležitý pro vývoj sub-
jednotkové vakcíny, protože uvolňování proteinu je
významné pro intracelulární prezentaci antigenu (7).

MPT 64 antigen je klasický protein, je dobře de-
tekovaný jak u Mt, tak i u kmenů M. bovis BCG
a M. bovis. Studie, které prováděli Haslov a spol.
dokumentují možnost využití tohoto proteinu v dia-
gnostickém kožním testu (8). I když byl tento anti-
gen demonstrován na molekulární úrovni u Zvíře-
cího modelu, není dostatečně Známa jeho schop-
nost vytvářet protektivní imunitu u člověka.

Lipoarabinomannoside (LAM) - polyarabinozid
s dlouhým řetězcem. Je Znám jako antigen S růz-
ným bíologickým efektem na buňky, především
makrofágy. Je možné, že LAM může působit jako
faktor virulence. Předpokládá se, že by mohl být
využit k přípravě polysacharidové vakcíny.

DNA vakcíny

Moderním přístupem k přípravě nové vakcíny
proti TBC je náhrada BCG vakcínou DNA. Mož-
nost použití DNA vakcíny v prevenci TBC je slíb-
nou alternativou BCG. Má být konstruována tak,

aby kódovala několik selektivních antigenů, které
by neinterferovaly v kožním testu. Prakticky by to
umožnilo jednotnou produkci Stabilní vakcíny s mož-
ností využití celosvětového vakcinačního programu.

Výběr antigenu pro DNA vakcínu je primárně
limitován ímunogenitou. | když imunogenita všech
antigenů Mt nebyla zatím blíže charakterizována,
dva antigenní komplexy se jeví jako vhodné:

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

Heat shock proteiny jsou Známými antigeny,
které jsou produkovány a uplatňují se v časné fázi
imunitní odpovědí proti intracelulárním patogenům
včetně mykobaktěrií (9).

Antigenní komplex Ag 85 patří do Skupiny pro-
teinů aktivně secernovaných při proliferaci myko-
baktěrií, účastní se mohutné stimulace celulární
imunitní odpovědi u infikovaných myší í u lidí. Z
komplexu Ag 85 byly v pokusu na myších testo-
vány 2 antigeny. U obou antigenů došlo k výrazné
redukci počtu replikujících se mykobaktěrií - 20krát
až 40krát. Výsledky dokumentují tvorbu protektivní
imunity navozením humorální a buňkami Zprostřed-
kované imunitní odpovědi.

Po aplikaci Ag 85 myším dochází k mohutné
tvorbě protilátek proti Ag 85, především v třídě
lgG1 a lgG2a typu. Buňky sleziny imunizovaných
myší po stimulaci BCG in vitro vykazují výraznou
proliferační aktivitu lymfocytů. Humorální a buněč-
ná odpověd' po aplikaci DNA vakcíny v pokusu na
myších je spojena s Th1 typem buněčné Stimula-
ce, která je podle předpokladů nezbytná v protekci
organismu proti TBC infekci (10).

Souhrn

Článek Zdůrazňuje celosvětovou Závažnost hu-
mánní tuberkulózy a důslednější přístup k léčbě. Je
podán Stručný přehled imunologie tuberkulózy a
přístupy ke konstrukci novÿch vakcin proti tuberku—
Ióze.
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