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ANOTACE

Tato prace je zaméfena na identifikaci novych antigeni pomoci imunoproteomiky. Zabyva se
novou ochranou proti bakterialnim infekcim a popisuje nové studie potencialnich kandidatt

pro vyrobu vakcin. Dal$i ¢asti této prace je popis zékladnich imunoproteomickych metod.
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TITLE

Immunoproteomics: ,,The key approach to identification of new vaccine antigens against

bacterial infections.*

ANNOTATION

This work is focused at identifying new antigens by imunoproteomics. It deals with a new
protection against bacterial infections, and describes a new study of potential candidates for
vaccine production. Another part of this work is to describe the basic imunoproteomickych

methods.
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0. UVOD

Vakciny jsou dulezitym ochrannym prvkem at’ uz proti bakteridlni nebo viroveé
infekci. Mnoho druhti vakein bylo vynalezeno uz pied n¢kolika desitkami let, a proto je nutné
tyto vakciny prezkoumavat z hlediska Gginnosti. Cim déal vice mikroorganismil se stiva
rezistentnimi a proti nékterym zavaznym infekcim nebyla dosud vakcina vynalezena. Jiné
vakciny nejsou vhodné pro urcité osoby ¢i urcitou vékovou skupinu. Tyto problémy se

Vv posledni dobé snazi vyfesit reverzni vakcinologie s imunoproteomikou.

Genomovy pfistup ke konstrukci vakcin, nazyvan také jako reverzni vakcinologie,
zacina stanovenim kompletni genomové sekvence. Z této sekvence se predikuji nové antigeny
a cely proces kon¢i testovanim imunogenity na zvifecich modelech. Dalsi slibné moznosti
uplatnéni reverzni vakcinologie miZeme nalézt u mnoha dalSich bakterii, u kterych byla
stanovena kompletni genomova sekvence. Vyuziti tohoto postupu se zvazuje i u virt, na které
klasicky postup nelze uplatnit. Pfelomovym objevem byla vakcina Bexsero jeji uzivani se
vztahuje na vSechny staty Evropské unie. Tato vakcina je prvni, kterd byla vyrobena metodou
reverzni vakcinologie a chrani proti meningokoku typu B. Tento tGspéch odstartoval vinu

intenzivniho vyzkumu a hodnoceni mnoha novych vakcin.

Imunoproteomika je vhodna technika umoznujici identifikaci potencionalnich
kandidati pro pfipravu vakciny proti riiznym patogennim bakteriim. Tyto noveé vytvorené
vakciny by mohly Vv budoucnosti hrat velmi vyznamnou roli v obrané proti virulentnim
patogenim. Imunoproteomika kombinuje metody proteomové analyzy s detekci

imunoreaktivnich antigent za pouZiti sér pacientt.



1. VAKCINY

1.1. Definice

Pti aktivni imunizaci uméle vpravujeme do téla mikrobidlni antigeny v podobé¢
ockovacich latek neboli vakcin, tim docilime vzniku imunologické paméti a nasledného

ey

vyvolani tvorby dlouho zijicich pamétovych lymfocytt (Benes, 2009; Podstatova, 2001).

1.2. Historie

Zakladatelem aktivni imunizace byl Edward Jenner, ktery na konci 18. stoleti pouzival
obsah puchyikil kravskych nestovic a pfendSel ho na zdravé jedince s cilem vyvolat u nich
piirozenou ochranu proti pravym nestovicim (Hofejsi, Bartinkova, 2009; Ferencik, c2011).
Zaroven po imunizaci vznikaly i buiikky pamétové, které zajistily pii opakovaném setkani a

antigenem mnohem rychlejsi a siln&jsi reakci (Ryskova, 2000).

Slovo vakcina pochézi z latiny a je odvozeno od slova vacca neboli krava a souvisi
s Jennerovym objevem ockovani proti pravym neStovicim tekutinou z puchyikii kravskych
nestovic (Votava, c2010). Tyto vakciny nevSednim zptsobem zasahly do zdravotniho stavu
lidi a diky jim byly UspéSn€ vymyceny mnohé nebezpecné choroby. Jako piiklad ndm
poslouzi eradikace pravych nestovic, proti kterym bylo zavedeno ockovani v roce 1798.
Pfevazné se jednalo o celobunééné vakciny s usmrcenymi nebo oslabenymi patogeny, nyni

jsou znamé i1 vakciny jiné¢ho typu.

1.3. Soucasnost

Novodobé vakciny se zna¢né odliSuji od vakcin ptivodnich. Vakciny pouzivané pro
ockovani osob musi byt i¢inné, bezpecné, stabilni a ekonomicky dostupné. Nejvice uzivanym
typem podani je intradermalni nebo subkutanni aplikace, ale také podani vakciny peroraln¢ je
vyhodné u nékterych typi vakcin, to kvtli imunitnimu systému stieva. V soucasné dob¢ je
zesileni imunity za pomoci vakcin soucast projektu Svétové zdravotnické organizace. Cilem
imuniza¢niho programu je eradikace nékterych onemocnéni, avSak celosvétoveé je troven

imunizace stale nedostate¢na (Ryskova, 2000).
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1.4. Prehled hlavnich typu vakcin

1.4.1. Zivé oslabené vakciny

Tyto vakciny jsou pfipraveny z bakterialnich nebo virovych kment, které byly
opakovan¢ péstovany na kultivacnim médiu, tim ztratily svoji patogenitu, ale zachovaly si své
antigenni vlastnosti (Gopfertova, Sejda, 1997). Plivodce onemocnéni je tedy méné virulentni
a nema schopnost vyvolat onemocnéni, ale schopnost navodit imunitu mu zlistala ponechéna.
Zivé oslabené neboli atenuované vakciny jsou velmi Géinné, imunitni odpovéd’ je dlouhodoba
a dostatecn¢ kvalitni. AvSak milze dojit ke zméné nepatogenni formy vakcina¢niho
mikroorganismu Vv patogenni nebo jeho ucinek mize byt pro imunodeficitni imunizované
osoby patogenni. Nyni se tyto nezadouci ucinky fes$i genetickou manipulaci. Geneticka
manipulace odstrani geny, které zpusobily opétovnou virulenci. (Votava, c2010). Tento typ
vakcin se pouziva pifi ockovani proti poliomyelitidé, tuberkuloze, spalni€¢kam, pifiusnicim

a zardénkam. (Ryskova, 2000).

1.4.2. Usmrcené vakciny

Tyto vakciny mizeme také oznacit jako inaktivované. Obsahuji suspenze usmrcenych
bakterii, neboli bakteriny (Gopfertova, Sejda, 1997). Mikroorganismy jsou $etrné usmrcené
teplem nebo formolem tak, aby si zachovaly protekéni antigeny, ale zaroven jsou zbaveny
schopnosti vyvolat onemocnéni, navozeni imunity zlstdva zachovano (RysSkova, 2000;
Votava, €c2010). Avsak vzhledem Kk rezidualnim slozkdm nelze vyloudit riziko vedlejSich
reakci jako je tfeba vyvolani reakce zpozdéné hypersenzitivy, kterou vyvolavaji povrchové
endotoxiny inaktivované pertusové slozky (Petras, Lesna, 2010). Vedlejsi reakce mizeme
sledovat u podani celovirové chiipkové vakciny. Aplikace téchto vakcin musi byt stile
opakovana, jelikoz polocas retence imunogenu v t€él€¢ imunizované osoby je pomérné maly. Ze
stejného dlivodu se vétSina téchto vakcinpfipravuje s mineralnim nosi¢em, ten zvysi retencni

¢as imunogenu a zvysuje tim imunitni odpovéd’. (Votava, 2005).

1.4.3. Toxoidy

Toxoid neboli anatoxin je bakteridlni toxin, ktery je nejCastéji za pomoci formalinu

zbaven castec¢né ¢i uplné toxicity (Ryskova, 2000). Je vsak antigenné shodny s vychozim
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toxinem, a proto protilatka, ktera vznikla na jeho popud je schopna toxin zneutralizovat. Pro
dosazeni vét§iho poctu protilatek se toxoidy vdzou na riizné nosice, které se nazyvaji adjuvans
(Votava, c2010, s. 131-137; Gopfertova, 2002). Obvykle je toxoid navazan na hydroxid
hlinity. K zajisténi spolehlivé imunizace je nutno ockovat né¢kolika davkami po sobé a ve
ockovaci pripravky proti tetanu, zaskrtu a botulismu, které v organismu navozuji tvorbu
antitoxickych protilatek. Tetanicky toxoid se uziva pti pravidelném ockovani proti tetanu, ale
1 profylakticky u vSech poranéni, u kterych je podezieni infekce plvodcem tetanu

(Gopfertova, 2002; Celer, Lesna 2010).

1.4.4. Subjednotkové a splitové vakciny

Vakciny tohoto typu jsou latky, které se pripravuji tak, ze se rozstépi virova partikule
a ta se poté vycisti. Po odstranéni toxickych ¢asti proteinu viru se snizi virulence (Gopfertova,
Sejda, 1997). Tyto vakciny obsahuji pouze inaktivované antigeny mikroorganismii, které
zaru¢i tvorbu ochrannych protilatek. Zvyseni imunogenity docilime tak, Ze navazeme nékteré
slozky z bakterialnich bunék. Typickym zastupcem je vakcina proti chiipce nebo vakcina

proti hepatitidé B (Ryskova, 2000).

1.4.5. Polysacharidové vakciny

Do této skupiny patii o¢kovaci latky namifené proti Haemophilus influenzae typu b.
Vakcina obsahuje kapsularni polysacharidovy antigen, ktery je pro zvySeni imunogenity u
malych déti vazany na proteinovy nosi¢. Timto zpilisobem byla vytvoiena prvni konjugovana
polysacharidovd vakcina. Dale zde milZzeme zafadit vakcinu proti onemocnéni, které je
vyvolano Neisseria meningitidis skupiny A a C. Dal$imi zastupci jsou vakciny namifené proti
pneumokokovym infekcim, ty obsahuji purifikované polysacharidy z 23 nejcastéjSich typt
Streptococcus pneumoniae a vakcina proti bfiSnimu tyfu obsahujici kapsularni antigen Vi.
Vyhodou téchto vakcin je, ze se protilatky proti kapsularnim polysacharidim tvoii velice
rychle, na druhé stran€ vSak polysacharidové antigeny reaguji pfimo s receptorem B-bunck a

nevznika imunologicka pamét. (Votava, c2010; Podstatova 2001).
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1.4.6. Rekombinantni vakciny

Pokud se chemovakciny vytvari za pomoci geneticky upravenych mikroorganismi,
nejéastéji z kvasinek ¢i Escherichia coli a do nich byl poté vlozen gen pro tvorbu konkrétniho
antigenu, nazyvame tyto vakciny rekombinantnimi (Votava, c2010). Rekombinantni vakciny
jsou novodobé¢ a kvalitni ochranné ockovaci latky. Jsou zhotovené metoda mi genového
inzenyrstvi, tim Ze do bunék je pfenesena genetickd informace kodujici protektivni antigen
patogenniho organismu (Gopfertova, Sejda, 1997; Gopfertova, 2002). Tato metoda se vyuziva
pfi ptipravé vakciny proti hepatitidé B. (Peutherer, et al., 1999).

1.4.7. DNA vakciny

DNA vakciny jsou v soucasné dobé predmétem intenzivniho vyzkumu a jsou
povazovany za vakciny budoucnosti. O vytvofeni DNA vakciny se védci zacali pokouset
poté, co byly analyzovany mikrobialni genomy. Tento druh vakcin je v experimentalni fazi,
ale uz nyni se ukazuji jako velice slibné a n€kolik typti jiz zacalo byt klinicky testovano. Bylo
zjisténo, ze poté co jsou zavedeny geny kodujici cilové antigeny do hostitelskych bunek,
zacnou bunky produkovat pfislusné antigeny a zaroven je zobrazuji na svém povrchu
(Obrazek 1.). Zjednodusen¢ feceno, se vlastni bunky téla stdvaji tovarnami pro tvorbu

antigenu, ktery je nezbytny pro navozeni imunity (Josefsberg, Buckland, 2012).

DNA vakcina by méla vytvofit silnou protilatkovou odpoveéd’ a zaroven stimulovat
bunécnou odezvu proti mikrobidlnim antigentim. Dal§i vyhodou DNA vakciny je fakt, Ze
vakcina nemize podléhat mutacim, jelikoz neobsahuje mikroba, ktery zptisobuje onemocnéni.
Tyto vakciny se do téla vpravuji injekéné klasickym zptisobem nebo se zatizenim bez jehly
jehly-less, které pouziva vysokotlaky plyn vystielujici mikroskopické cCastice ze zlata
potazené DNA piimo do hostitelskych bun¢k. Ve vyvoji je fada DNA vakcin, a to proti
hepatitidé B a C, HIV, chfipce, lidskym papilomaviriim a malarii, (Vaccines.gov; Votava,
2005; Abbas, Lichtman, Pillai, c2012). Budoucnost ptipravy nékterych vakcin bude mozna
spocivat v relativné jednoduchém klonovani DNA, misto nynéjsiho slozitého kultivovani

mikrobu (Jilek, 2008).
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Obrazek 1. Schéma popisujici slozeni DNA vakcin.

1.5. Priprava

Ptiprava vakcin probiha ve specidlnich farmaceutickych tovarnach, kde se vyrabi
ve velkém mnozstvi. V8e probihd za ptisnych hygienickych podminek a dodrzovéni sterility.
Vyrobé¢ vakcin vSak ptredchéazi testovani vakciny. Testovani zahrnuje tfi kroky. Prvnim
krokem je podminka, Ze vakcina musi byt bezpe¢na a musi byt stanoveny vSechny nezadouci
a neoc¢ekavané ucinky. Druhym krokem je zjiSténi spravnosti G¢inku vakciny, jinymi slovy
vakcina musi délat to co délat ma. Treti krok je doplnénim kroku dva, kdy se zjist'uje na kolik
procent je vakcina UCinnd. Po peclivém testovani se stanovi vyrobni procesy, aby byla
zajisténa dostatecna a bezpecna vyroba. Obecné se da piiprava vakcin rozdélit na Ctyfi hlavni

¢asti (Oc¢kovacie noviny, 2012; How products are made).

1.5.1. Faze pripravy vakcin

Prvnim krokem za ucelem vyroby vakciny je ziskani antigenu, ktery vyvolava
imunitni reakci. Pro tento ucel jsou péstovany a sklizeny rtizné mikroorganismy, které poté
pouzijeme pii dalSim zpracovani. Viry se péstuji na primarnich buiikach, mezi které patii
napiiklad bunky z kufecich embryi nebo specidlné¢ upravené bunécné linie které patogen
reprodukuji opakované. Bakterie jsou péstovany v bioreaktorech, které optimalizuji podminky
pro jejich rast. Rekombinantni proteiny odvozené od patogenu jsou generovany z kvasinek,

bakterii ¢i bunéénych kultur (Vaccines Europe; News medical, 2012).
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Cilem druhého kroku je odd¢lit antigen a izolovat ho od proteini a dalSich casti
ristového media. Tyto ¢innosti se provadi za pouziti riznych technik pro purifikaci proteint.
Cisténi zahrnuje nékolik separaénich stupiit, které se provadi na zakladé velikosti, fyzikalng-
chemickych vlastnosti, vazebné afinity nebo biologické aktivity proteinu. Vysledkem je

vysoka kvalita a Cistota antigenu (Vaccines Europe).

Predposledni ¢asti vyroby je kone¢nd formulace vakciny. Kazdd vakcina obsahuje
jisty typ nosice, ktery umozni lepsi pfijeti antigenu organismem. Opét se v zavislosti na typu
latky do kone&né podoby ptidavaji stabilizatory, ptidavné latky a konzervaéni latky. Ukolem
piidavnych latek je zlepSit imunitni odpovéd’ organismu. Stabilizatory a konzervacéni latky
zvysuji trvanlivost a stabilitu ockovaci latky (O¢kovacie noviny, 2012; News medical, 2012).

Ptedtim nez je vakcina pfipravena k pouZiti podstupuje posledni fazi vyroby a tou je
kontrola. Kontrola ve vSech farmaceutickych tovarnach probiha nékolikanasobné. Vakciny
jsou kontrolovany jak strojové tak i manualné. Pfi kazdé Sarzi se laboratorné¢ kontroluje
kvalita obsahu a pifi sebemenSim podezieni se celd Sarze vakcin bezpecné likviduje.
Po mnohocetné kontrole, je baleni vyslano do distribu¢niho fetézce. Vyrobek je tieba chranit
proti vzduchu, vod¢ a proti kontaminaci ¢lovékem (Ockovacie noviny, 2012; News medical,
2012).

1.5.2. virus vakcinie — vektor pro pripravu vakcin

Virus vakcinie (VAVC) je proslaven diky vakcing proti jeho pfibuznému viru variola,
ktery je ptivodcem cernych nestovic. Tento virus se zaslouzil o vymyceni pravych nestovic,
atim bylo toto onemocnéni zcela zastaveno (History of vaccines). Genom tohoto viru
umoziuje ztratu az 25000 parG bazi, a to bez ruSivého vlivu na jeho funkénost. Tyto
»Zztracené® geny se daji nahradit genovou manipulaci, rekombinaci a transfekei, geny cizimi,
ptibuznym kmenem poxviru exprimuje cizi geny. Jestlize se nakazi bufika vice nez jednim
kmenem poxviru, ktery je zaroven i geneticky piibuzny, dojde mezi nimi k rekombinaci.
Rekombinace miizeme dosahnout i tehdy, kdyz transfekci vpravime jeden virovy genom jako
izolovanou DNA. Do uréité oblasti genomu vakcinie jsou rekombinaci vloZeny cizi geny,
které maji za kol najit thymidinkinazu (TK), ta neni pro buiiku nezbytna. Aby doslo
k expresi genu, musi se usek DNA s uréitymi geny vlozit do oblasti TK, ktera sousedi

s promotorem viru vakcinie. Tato DNA se vlozi do buiiky nakaZené virem vakcinie. Po
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vlozeni probihaji zmény v DNA, ty spocivaji v jejim rozstipnuti a naslednému pfipojeni
K jinému fetézci, tak ziskame nové pozadované vlastnosti. Jelikoz se do genu vlozil TK, stava
se nefunkénim. Tento rekombinantni virus je identifikovan selekci na nepfitomnost funkce
TK. Takto jsou zhotoveny rekombinantni kmeny vakcinie, které vlastni az Ctyii cizi geny a ty

maji za ukol kodovat antigeny bakterii, vird a protozoi (Peutherer, et sl., 1999).

Prednosti této vyroby vakcin je pfizniva cena, snadna aplikace, také pouziti riznych
antigend, moznost zhotoveni polyvalentnich vakcin. Takto zhotovené polyvalentni vakciny by
mohli po aplikaci jedné injekce poskytovat ochranu proti nékolika nemocem najednou.
Nevyhodou je vSak povaha viru, jeho pouziti obndsi urcité komplikace. Jednou z komplikaci
je progresivni vakcinie, kterd zpusobi smrtelné infekce, zvlast nebezpecna je u osob
s imunodeficitem. Tyto nevyhody znemoziuji pouziti vakcinie jako vektoru antigent.
Novodoby vyzkum je zaméfen na modifikaci virulence viru, optimalizaci exprese genl
azvySeni imunogenity. Nyni se rekombinantni vakcina pouzivd pro ockovéani zvifat,
naptiklad se uziva k o¢kovani lisek, kdy je podavana spolu s navnadou (Peutherer, et sl.,
1999).

1.6. Reverzni vakcinologie

Tato metoda je novym neboli genomovym piistupem ke konstrukei vakcin. Reverzni

vakcinologie je zaroven velikou prikopnickou zménou v oblasti konstrukce vakcin, zaroven
nam poskytuje nové moznosti k urceni novych antigennich uchazec¢t pro vyvoj vakein.

Vychozim bodem metody reverzni vakcinologie je sekvenovany genom patogenniho
organismu. Dfive ur¢eni genomu trvalo 18 mésicti, dnes jsme schopni sekvenci genomu ziskat
béhem nékolika dnt az tydni (Dennehy, McClean, 2012). Druhym krokem je pouziti mnoha
algoritm pro urceni proteind, které by mohly Vv lidském hostiteli vyvolat imunitni odpovéd'.
Dalsim krokem Vv procesu je produkce rekombinantnich proteinti v Escherichia coli. Vybrané
proteiny jsou exprimovany ve vysokych hladindch, purifikovany a pouzity v imunizac¢nich
experimentech na zvifecich modelech. Imunni séra jsou odebrana a testovana na jejich
schopnost vazat se na povrch bun¢k a na schopnost vyvijet bakteriocidni aktivitu. Séra, ktera
maji titry vSech testll vysoké, jsou podrobeny kone¢nym testiim zahrnujici hodnoceni rozsahu
variability proteinové sekvence téchto proteinli v rdmci velkého poctu izolath (Obrazek 2.)

(Fraser, 2004).
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Prvni patogen, proti kterému byla vyrobena vakcina metodou reverzni vakcinologie je
Neisseria meningitidis séroskupiny B. Tyto vakciny se mohou uplatnit pfi vyrobé dalsich
vakcin proti onemocnénim, kterd jsou zplUsobena bakteriemi, ale také virovym agens.
Hlavnim propagatorem metody reverzni vakcinologie a objevitelem vakciny proti
meningokokové séroskupiné B je Rino Rappuoli, PhD, ktery se proslavil praci s ockovacimi
latkami a v imunologii (Delany, et al., 2013). Reverzni vakcinologie se zabyva pfipravou
vakcin za pouziti genomické informace a bioinformatickych ndstroji. S nardstajicim
problémem antimikrobidlni rezistence nebo s problematikou nové se objevujicich patogent
roste potieba vyvoje novych ockovacich latek. Kromé téchto problémi, je zapotiebi vymeéna

nékolika vakcin, kvili t¢innosti a bezpecnosti (Delany, et al., 2013).
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Obrazek 2. Schéma reverzni vakcinologie.
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2. IMUNOPROTEOMIKA

Zvyseni rezistence bakterii vici antibiotiklim a mnohdy i nedostatek antimikrobialnich
latek, siln¢ zdiraiuje vyznam profylaktické 1écby, kterd zabrani potencidlni infekci
bakterialnimi patogeny. (Fleischhackerova, et al., 2014). Ockovani snizilo vyskyt fady
zavaznych onemocnéni, vcetné respiraCnich bakterialnich infekci. Nicméné, existuje fada
patogent, proti kterym neni k dispozici vakcina nebo vakciny nejsou vhodné ¢i ucinné pro
vSechny veékové skupiny nebo pro lidi s oslabenou imunitou. Imunoproteomika je ucinna
technika, kterda se pouziva k identifikaci potencidlnich kandidath pro vyrobu vakcin
namifenych proti patogennim bakteriim. Kombinace proteomiky s detekci imunoreaktivnich
antigend za pouziti séra, zdliraziiuje imunogenni proteiny, které jsou exprimovany v priabchu
infekce. Imunoproteomika je tedy dulezita technologie k identifikaci novych potencialnich

antigent pro piipravu vakcin (Pizza et al., 2000).

2.1. Proteomika

Proteomika se fadi mezi nejvice produktivni obory ptirodnich véd. Diky rozvoji
molekularni biologie, genomiky, bioinformatiky, spektroskopickych a separa¢nich metod, se
zdokonalila analyza nukleovych kyselin, separace a charakterizace bilkovin (Chmelik, 2005).
Také se zrychlila identifikace bilkovin tim, Ze se =zapojila vypocetni technika
K vyhodnocovani a zpracovani dat ziskanych hmotnostni spektrometrii. Proteomika je tedy
obor, ktery je zaméfen na systematickou analyzu bilkovin z hlediska jejich totoZnosti,
mnozstvi a funkci. Cilem je stanovit a popsat role bilkovin v procesech, které probihaji
Vv Zivych organismech. Tento cil zahrnuje identifikaci proteint, interakce bilkovin s jinymi
latkami, kvalitativni 1 kvantitativni stanoveni zmén sloZeni bilkovin béhem biologickych
procesti atd. Nejvétsi prekazka proteomiky je vysokd proménlivost proteomu béhem ristu,
diferenciace, nemoci a starnuti organismu (Kovarova, 2005). Vyuziti proteomiky nalezneme 1
vV medicin¢ (studie pfi¢in a mechanismu chorob), primyslu (technické enzymy), farmacii
(vyzkum novych 1é€iv), ochrané Zivotniho prostfedi (odstranéni Skodlivin enzymy) a

v zeméd¢lstvi (péstovani odolngjsich a vynosnéjsich odrad) (Cash, et al., 1999).
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2.1.1. Proteom

Veskeré zivé bunky maji spoleCny charakterovy rys, a to ten, ze jsou tvoieny
nukleovymi kyselinami a bilkovinami. Nukleové kyseliny jsou zodpovédné za dédicnou
vybavu buriky neboli genom. Proteiny maji na rozdil od nukleovych kyselin funkce vice
rozmanité, ptiklady funkci je fizeni vymény latek, energie a informaci (Kovarova, 2005).
Poprvé byl tento pojem proteom pouzit M. Wilkinsem na konferenci v Sien¢ roku 1994,
Proteom je kompletni soubor veSkerych proteind, které jsou produkovany urcitou bunkou,
tkani ¢i organismem, zpravidla je kompletni proteom v¢tsi nez celkovy genom. Proteom je
veétsi z divodu modifikaci proteini béhem jejich syntézy pozménény fosforeCnymi nebo
cukernymi skupinami (Westermeier, Naven, 2002; Tosova, et al., 2005; Wilkins, et al., 1995).
Proteom ddle mizeme d¢lit na bunéény a kompletni. Bunéény proteom je skupina proteini,
kterd se v urcitou dobu naléza v bunice nebo bunééném typu za piimo danych podminek.
Kompletni proteom je soubor proteini v celém mnohobunééném organismu, tim se rozumi
soucet vSech proteomtl v§ech bunéénych typt. Do tohoto typu jsou také fazeny proteiny, které

se v organismu pouze vyskytuji, ale v danou chvili vytvafeny nejsou (Kovaiova, et. al., 2005).

2.1.2. Genom

Genom je soubor veskerych nukleovych kyselin, které jsou zodpovédné za bunécnou
dédicnost a také za kodovani struktury i funkénich projevi bunky (Weiser, et al., 2005).
Uplna geneticka informace daného organismu se ziska sekvenovanim deoxyribonukleové
kyseliny a stanovenim funkce jednotlivych genti (Wasinger et al., 1995). Hlavnim zajmem
genomiky jsou zejména bakterie, ty jsou ptivodci fady infekénich onemocnéni (Weiser, et al.,
2005). Urceni genomu je zjevnym pokrokem, ktery umoziuje vice porozumét molekularni
podstaté funkce zivych systémul, coz nejspiSe povede i Kterapii do této doby tézko

piekonatelnych chorob (Wasinger et al., 1995).
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3. LABORATORNI METODY POUZIVANE V PROTEOMICE

Od roku 1994, kdy byl termin proteomika poprvé pouzit se svét analytickych technik
pouzivanych K identifikaci bilkovin vyrazn¢ zménil. Ackoli kli¢ové technologie jako je
dvourozmérna gelova elektroforéza a hmotnostni spektrometrie jiz existovaly, jen nékolik
laboratoii na svét€¢ byly pfipraveny piijmout nové vyzvy. Za nékolik let pozdéji se tyto
metody staly dostate¢né citlivé k identifikaci proteint (Meyer, 2003-8-1; Henzel, et al., 1993).
Nyni se vyskytuje veliké mnozstvi sekvenaénich dat popisujicich struktury stale vétsiho poctu
genomd, jak prokaryontnich, tak i eukaryotnich organismi. To vyzaduje efektivni a
vysokokapacitni techniky, které umoznuji piifadit funkci k jednotlivym genovym strukturam
a diky tomuto se objasni jejich vzajemna interakce a v posledni fad¢ i kontrola jejich exprese
(Halada, et al., 2005). Typy rozsahlych experimenti provadénych v oboru proteomiky
vyzaduji specializované nastroje. Ve vSech velkych experimentech je tiecba automatizace.
Nachazeni zplsobu miniaturizace a robotizace téchto experimentl je sledovano ve vsech
oblastech funkéni genomiky a proteomiky. Technologicky nékteré proteomické experimenty
zahrnuji mnoho znamych laboratornich postupd, které jsou zefektivnéné tak, aby byl

zaznamenam cely rozsah proteomti (De Hoog, Mann, 2004).

3.1. Dvourozmeérna gelova elektroforéza

Neodmyslitelnou soucasti analytické proteomiky je dvourozmérna gelova
elektroforéza na polyakrylamidovém gelu. Imobilizované pH gradienty vyfeSily velky
problém reprodukovatelnosti prvého rozméru a vylepsily déleni bazickych proteinti. Déle je
zdokonalovana ucinnost solubilizace membranovych proteinti, av§ak pietrvavaji problémy
S hydrofobnimi proteiny nebo s proteiny o extrémni velikosti ¢i pl. Dalsi nevyhodou této
metody je jeji Casovd narocnost a pracnost celého procesu. Ten také vyzaduje specifické
dovednosti a zrucnost pro tvorbu kvantitativné a prostorové reprodukovatelnych geld.
Problém detekce a pojmenovani proteind, které se v buiice vyskytuji v malych koncentracich,
muze byt vyfeSen pred¢isténim komplexnich proteinovych smési. Pred¢isténi zvysSuje pocet
malo se vyskytujicich proteinti vié¢i proteinim ostatnim (Righetti, et al., 2003; HolGapek,
2001; Gorg et al., 1988; Gorg et al., 1987; Gorg et al., 1987). Vyhodnocovani velkého
mnozstvi proteinovych map se uskutecniuje za pomoci pocitace, toto vyhodnoceni je nezbytné
pro objasnéni riznych biologickych procesii. Vyhodnocovani je neustale zlepSovano a

automatizovano diky novému programovému vybaveni, ale stale se vyzaduje urcitého
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manudlniho zdsahu (Kovérova, 2005). Teoreticky mlze byt na jediném gelu rozliSeno az
10 000 skvrn (Klose, Kobalz, 1995; Jenkins, Pennington, 2001). Tato metoda je vyuzivana
k separaci bilkovin ale i k zobrazeni dvourozmérnych map bilkovin (Obrazek 3.), které jsou
uplatiiovany v proteomické charakterizaci organismil, tkani, bunck a metabolickych procest

(Bouchal, Kucera, 2003; Vana, Marda, 2004; James et al., 1993).
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Obrazek 3. Popis pracovniho postupu dvourozmérné gelové elektroforézy; ukazka proteinovych map.

3.2. Hmotnostni spektrometrie

Priblizné od druhé poloviny devadesatych let zaujala organickd hmotnostni
spektrometrie zcela vyrazné postaveni mezi analytickymi metodami, které byly vyuZivany
v biologickych védach, a tim se podilely na vzniku proteomiky (Kralova, 2001; Julak, 1998).
Dynamicky rozvoj analytické proteomiky mohl byt dale rozvijen diky zlepSovani hmotnostni
spektrometrie. A to zejména vyuZzitim novych ionizacnich technik Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonisation (MALDI) a ionizace elektrosprejem (ESI), za tyto pokroky byla
udélena v roce 2002 Nobelova cena (Zdrahal, et al., 1997). Hmotnostni spektrometrie je
metoda urcujici hmotnost atomu, molekul a molekulovych fragmentl po jejich rozlozeni na
ionty. Princip hmotnostni spektrometrie spociva v interakci nabitych castic s elektrickym
nebo magnetickym polem ve vakuu. Hmotnostni spektrometry se skladaji ze tii hlavnich ¢asti
— iontovy zdroj, analyzator a detektor ¢astic (Obrazek 4.) (De Hoffmann, 2007; Dass, 2007,
Gross, 2011; Cole, 2010; Hamdan, Righetti, 2005).
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Ionizaéni techniky 1ze roztadit do dvou hlavnich skupin na mékké a tvrdé. Toto déleni
je zalozeno na mnozstvi dodané energie pfi ionizaci. Zdroji jsou nyni desitky, naptiklad
elektronova ionizace, elektrosprej a MALDI. Iontové zdroje vyrabi ionty v plynné fazi, které
se nékdy po svém vzniku fragmentuji. Z analytu, ktery vstupuje do iontového zdroje, vznikaji

bud’ kladné, nebo zaporné nabité ¢astice (Kralova, 2001).

Druhou ¢asti jsou hmotnostni analyzatory, zde dochazi k separaci iontd. Separace se
provadi na zakladé poméru hmotnosti Kk naboji. Analyzatory vyuzivaji statické nebo
dynamické elektrické nebo magnetické pole, mozné je vyuzit pole i v kombinaci. RozliSujeme
nekolik skupin analyzatord. Mezi prvni skupinu fadime skenujici analyzatory. Skenujici
analyzatory, jako je tfeba kvadrupdlovy analyzator, neptetrzité v ¢ase oddéluji a vysilaji
k detektoru ionty suréitou hodnotou hmotnost/naboj. Dalsi skupina jsou analyzatory
s transmisi vSech iontu do letové trubice najednou. V letové trubici pak nastane jejich
separace na zékladé rozdilné doby letu k detektoru. Mezi tuto skupinu analyzétorid fadime
Time of flight (TOF) analyzator neboli pruletovy analyzator. Posledni skupinou jsou v cele ¢i
pasti ionty zachycujici analyzatory. Zastupci této skupiny jsou iontové pasti, ICR (iontové
cyklotronova rezonance) nebo elektrostaticka iontova past. (Kralova, 2001; De Hoffmann,
2007; Dass, 2007; Gross, 2011; Cole, 2010).

Posledni ¢asti hmotnostniho spektrometru je detektor. Tato ¢ast ma za ukol
zaznamenat signal iontli, které jsou vybrany analyzatorem, a poté ho pfevést do digitalni
formy. Obecné detektory délime do dvou skupin. Rozdéleni je uskuteénéno podle schopnosti
zaznamu iontu na detektory, které zaznamenavaji vSechny ionty bez ohledu na velikosti
hmotnost/naboj a na detektory, které zadrzi ionty pomoci napéti na elektrodach a nasledné je
analyzuje. Prvni skupina detektort je zaloZena na ptimém méfeni elektrického proudu. Tento
proud vznika pii srazeni iontu S dynodou a déle je zesilovan pomoci nasobict, tento princip
vyuzivaji elektronové nasobice. Do druhé skupiny detektorti spadaji iontova cyklotronova
rezonance nebo elektrostatickd iontova past. Tato skupina detekuje ionty jako celkovy
proudovy obraz vSech iontl s rozdilnymi hodnotami hmotnost/naboj. To vSe se déje diky
indukci proudu, ktera ma za nasledek pohyb iontd v hmotnostnim spektrometru (De
Hoffmann, 2007; Dass, 2007; Gross, 2011; Cole, 2010).

Nyni je hmotnostni spektrometrie hojné vyuzivana ve velkém mnozstvi odvétvi lidské
¢innosti. Nepostradatelnd je ve farmaceutickém pramyslu, kde se vyuzivd ke sledovani

kvality. Také v toxikologii mé velké vyuziti pii analyze 1€k, drog a jejich metaboliti. Touto
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metodou lze i monitorovat hladiny terapeutickych 1ékti nebo diagnostikovat dédicné

metabolické poruchy (De Hoffmann, 2007; Dass, 2007; Gross, 2011; Cole, 2010).

Sample

lonized sample

IO?to 10° torr

Software

Relative Abundance (%)

Obrazek 4. Schéma hmotnostni spektrometrie.
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3.3. Bioafinitni kapalinova chromatografie

Tento druh chromatografie se fadi mezi jednu z mnoha metod, ktera umozni izolovat
bilkoviny pro protetické ucely (Madera, et al., 2005; Opiteck, Schefflet, 2004; Baumann,
Meri, 2004). Tato metoda vyuziva biospecifické interakce, vznikajici pfi interakci molekul,
z nichz alespoii jedna je biopolymer. Zakladem bioafinitni chromatografie, n€kdy nazyvanou
jako bioselektivni adsorpce, jsou reversibilni interakce mezi dvéma biologicky aktivnimi
substancemi. Tyto substance maji mezi sebou vzajemnou afinitu, piikladem je afinita mezi
enzymem a substratem pii enzymové reakci. Bioafinitni chromatografie vyuziva tendenci
dvou samotnych molekul tvofit biospecifické komplexy, jinymi slovy interagovat. VSechny
separované molekuly specificky rozpoznaji jinou biomolekulu, tato biomolekula je ve vétSiné
piipadit mensi. Rozpoznana molekula se oznacuje jako ligand. Tento ligand je imobilizovan
na inertnim nosi¢i a umistén v kolon¢, kde protéka latka, kterou chceme separovat.
Separovana latka vytvaii v komote s ligandem komplex biomolekula-bioligand a tim je
zadrzena. Latky, které se na ligand nevazou, projdou kolonou. Ligand, ktery je imobilizovany,
pusobi tedy jako adsorbent se specifickou afinitou k separovanému analytu, a proto se

bioafinitni chromatografie fadi mezi chromatografie adsorpcni. Biomolekula, ktera zistala
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zachycend v koloné, se uvolni eluci bud’ specificky (volnym ligandem nebo kompetujici
molekulou) nebo nespecificky (zménou podminek — pH, iontové sily, teploty). Pii téchto
elucich se komplex biomolekula-bioligand stava nestabilni a rozpada se, biomolekula poté
vychazi z kolony (Obrazek 5.). Vyhodou této metody je vysoka spolehlivost a zna¢na Cistota
separované latky. Interakce, které tato technika vyuziva, vSak musi byt stejné nebo podobné

tém, které se vyskytuji v ptirod¢ (Hol¢apek, 2001).
(c) Antibody-affinity chromatography

Load in A

pH 7 buffer j;) f \i‘)
@ Protein . i j i ™ Q
recognized )73« )D« Elute YO«
by antibody J},{ Wash JJ.. with o
@ Protein not »3 ,»J§ pH3 »9
recognized ’ Qs  buffer Q :)
by antibody | )3 8 9.
Q Q
Antibody P P
2 1

Obrazek 5. Popis eluce v afinitni chromatografii.

3.4. Spojeni kapalinové chromatografie a hmotnostni spektrometrie
(LC/MS)

Jednou z vysoce u¢innych a nejvice vyuzivanych analytickych technik, je spojeni
vysokouc¢inné kapalinové chromatografie a hmotnostni spektrometrie (Obrazek 6.). Tato
metoda nejlépe spliuje poZadavky, které jsou kladeny na analyzu smési slozitych organickych
latek (Kralova, 2001). Historicky vyvoj této techniky nebyl tak jednoduchy jako v piipadé
propojeni plynové chromatografie s hmotnostni spektrometrii (GC/MS) a od prvniho popsani
systému v roce 1973 proslo toto spojeni mnoha alternativnimi zplsoby, aby bylo spolehlivé
dofeSeno. Nejvétsim problémem spojeni téchto dvou metod bylo piekondni obrovského
rozdilu tlakti mezi vysokouc¢innou kapalinovou chromatografii a hmotnostni spektrometrii,
tyto tlaky maji rozdil 8 az 10 ¥ada. DalSimi problémy bylo pfevedeni stanovovanych latek do
plynného stavu a odstranéni piebytku mobilni faze. Zpocatku se pro toto spojeni vyuzivala
predevsim elektronova ionizace (EI) nebo chemicka ionizace (Cl), u téchto feseni se mobilni

faze vyuzivala jako reakéni plyn. Pozdé&ji se prevodniky mezi kapalnou chromatografii a
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hmotnostni spektrometrii, staly zaroven iontovym zdrojem, zde se mobilni faze na procesu
ionizace podilela pfimo. Mezi tyto pfevodni techniky se tadi termosprej, elektrosprej a
chemické ionizace za atmosférického tlaku. Tyto ionizacni metody jsou oznaCovany jako
mekké neboli Setrné ioniza¢ni metody. Mékkeé techniky ionizace prevazné poskytuji informaci
o molekulovych hmotnostech stanovovanych latek a malo fragmentovanych iont na rozdil

od EI (Krélova, 2001).

= I
HPLC Unit cee Computer
1
!
Aimospheric lon Guide
Pressure lonization —  (2-ammay _Iﬂ”lmdll:_l_l 0le L] etector
Unit (ES] or APCI) Ociupole) |

WVacuum

Obrazek 6. Schéma LC/MS.

3.4.1. lonizace termosprejem (TSI)

Pfi tomto typu ionizace je roztok, ktery vytéka z chromatografické kolony po eluci,
veden kapilarou, ta je vyhfivana na konstantni teplotu, ktera se pohybuje okolo 300 az 350°C.
Pti této teploté se rozpoustédlo dostdva do plynného stavu a u vystupu z kapilary se tvori
nadzvukovy proud smeési ¢astecné odpafeného rozpoustédla a malych elektricky nabitych
kapicek. Poté co je rozpoustédlo dale odpafovano z povrchu nabitych kapicek, dochazi
Kk zvyseni hustoty povrchového naboje. Po dosazeni kritické hodnoty se kapi¢ky rozpadnou

na jesté¢ mensi (Kralova, 2001).

3.4.2. lonizace elektrosprejem

Nejvyznamnéj$i technikou v soucastné dobé je ionizace elektrosprejem. Tato technika
pracuje pii atmosférickém tlaku. Pfi ionizaci elektrosprejem je vynalozeno vysoké napéti
na kapilaru chromatografické kolony, kterou prochédzi eluat. Malé kapicky se vytvaieji
zmlzenim eluatu u vystupu z kapilary. Kapicky nesou kladny nebo zaporny naboj a to diky
vlivu vysokého gradientu elektrického pole. Néslednym prevadénim rozpoustédla

do plynného stavu se kapicky stavaji mensimi a také dochazi ke zhustovani povrchového
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naboje. Tyto d&je zpisobi coulombickou explozi, pfi niz se kapi¢ky rozpadnou a poté se
uvolni protonovand molekula nebo aduktové ionty. ESI je povazovana za nejSetrnéjsi
ionizacni techniku, kterd se lze vyuzit 1 u mén¢ stabilnich molekul a u fady nekovalentnich
komplexti. Nejvetsi vyhody ESI jsou spolehlivost a jednoducha obsluha, tuto techniku
aplikujeme k analyze peptidii, proteinti, nukleovych kyselin, nukleotidd, nukleosidt, cukri
a tukd (Kralova, 2001).

3.4.3. Chemicka ionizace za atmosférického tlaku

Tento iontovy zdroj je podobné usporadany jako ESI s tim rozdilem, Ze na konci
kapilary neni pouzito napéti, ale u jejiho Usti je umisténa vybojova jehla. Na konci kapilary je
eluat rozprasen pneumatickym zmlzovacem. Aerosol je poté pfi teploté 300-600 °C odparten.
Ionizace molekul mobilni faze, ktera je piitomna v plynné fazi v piebytku nad analytem, je
dosazena vlozenim napéti na vybojovou jehlu, které zplsobi koronarni vyboj. Nésledna
ionizace molekul stanovované latky vznika v disledku vzniklého reakéniho plynu. Tuto
ionizaci lze uplatnit i pro ¢innost v HPCL systému s béznymi fazemi, dale je tato technika

pomérné méng¢ citliva k obsahu soli v mobilni fazi. (Kralova, 2001).

3.5. Proteinové Cipy

Tato metoda se fadi mezi metody nevyuzivajici dvourozmérnou elektroforézu. Vznik
proteinovych €ipli podpoftila myslenka o vyvinuti metody pro analyzu genové exprese, ktera
by byla nezivisld na mnohdy zdlouhavém procesu separace (Hiithmer, el al., 1997).
Proteinové Cipy se zdaji byt novou, slibnou a vysoce ucinnou kapacitni technikou pro
zkoumani proteomu. Pfedchiidci Cipti proteinovych jsou DNA Cipy, u kterych se vyuzily
poznatky z vyzkumu stanoveni nukleovych kyselin kurfeni proteini (Ramaswamy,
Golub,2001; Kricka, 1999). Hlavni podstatou ¢ipt, které detekuji proteiny, je ptipevnéni
proteind, jinak feceno jejich imobilizace, na pevny povrch. Jako pevny povrch jsou nejcastéji
uzivané¢ materidly sklo, silikon, teflon, plast nebo bé&zné syntetické polymery. Z téchto
materidlti se poté vyrobi folie nebo destiCka. Na substrat jsou proteiny imobilizovany bud’
fyzikalni sorpci, nebo kovalentni vazbou (Obrazek 7.). Mnohdy je povrch substratu potazen
tenkou vrstvou zlata, hliniku nebo jiného kovu a déle je na tuto vrstvu nanesen organicky
film. Organicky film by mél spliiovat mnoho kritérii, jako je napiiklad fakt, Ze po naneseni

vzorku by nemélo dochazet k jeho dehydrataci a ztraté kompaktnosti. Pro zabranéni
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dehydratace je uzivana agar6za, dextranové nebo polyakrylamidové gely (Wilson, Nock,
2001; Talapatra, et al., 2002). Na hydrofilni vlastnosti je kladen diraz, jelikoz posiluji afinitu
mezi proteinem a povrchem ¢ipu. Naptiklad protilatky jsou schopné rozpoznavat a vazat jiné
proteiny, mohou byt znehybnény a poté umistény na Cipy se specialné upravenymi povrchy.
Na takto upraveny povrch ¢ipu s imobilizovanymi protilatkami je vloZen vybrany proteinovy
vzorek. Poté na Cipu zlstanou navazany pouze ty proteiny, které se navazaly na protilatky.
Zachycené proteiny se detekuji pfimo na Cipu pomoci hmotnostni spektrometrie. Tento
postup, ktery propojuje proteinové Cipy s hmotnostni spektrometri se nazyva ,,surface-
enhanced laser desorption/ionization“ (SELDI-MS). Na zakladé vyuziti téchto cipt
rozeznavame dva druhy (Talapatra, et al., 2002; Templin, et al., 2002).

Xy,

Protein-protein interaction

/ E ?Eﬁg il e
/Sm:ﬂl molecule screemnN. -

Protein Arrays \,%—; ¥ et e

Enzyme-substrate analysis

Y

w Membrane Glass Slide
Auto-antibody detection &
antibody characterization

Protein arrays Incubation with sample Signal Detection

Obrazek 7. Schéma proteinovych ¢ipa.
3.5.1. Cipy studujici funkce proteinii

Tyto proteinové Cipy se vyuzivaji ke studiu funkce proteinti (protein functions arrays).
Na ¢ipech jsou imobilizovany proteiny. Imobilizovany protein musi byt biologicky aktivni,
aby se uskute¢nila vazba se studovanou latkou. VIiv na uskutecnéni vazby maji také
podminky, ve kterych se protein nachdzi. S vyuzitim téchto Cipti se provadi paralelni studie
funkce nativnich proteinti nebo zjisténi protein-proteinovych interakci (MacBath, Schreiber,
2000; Cho, et al., 2004).
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3.5.2. Cipy detekujici proteiny

Cipy, které detekuji protein (protein-detecting arrays) maji pevné navazané specifické
proteinové ligandy. Tyto Cipy slouzi jako analyticky nastroj pro urceni a monitorovani hladin
proteini v biologickych vzorcich, a také k mapovani proteomi. AvSak uréeni mnozstvi
proteint je nepfesné, proto se spiSe vyuzivaji informace o tom zda je ¢i neni pfitomen urcity
protein ve vzorku. Dal§im vyuzitim je urCovani novych proteinovych cilii pro chemicky

ptipravené ligandy (Collinsova, et al., 2003; Kodadek, 2001).
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4. IMUNOPROTEOMICKY PRISTUP PRO IDENTIFIKACI
NOVYCH VAKCINACNICH ANTIGENU PROTI
BAKTERIALNIM INFEKCIM

Identifikace novych vakcinacnich antigenli vyrazné prispély ke snizeni poctu
rezistenci mikroorganismti proti antimikrobidlnim latkdm. Imunoproteomika se rovnéz
zaslouzila k nalezeni zcela novych vakcin proti patogenim, pro které diive zddna vakcina
k dispozici nebyla. Mnoho glykokonjugovanych vakcin prokazalo ucinnost pouze proti
nékterym patogennim séroskupinam mikroorganismu, mezi které patii Neisseria meningitidis
a Streptococcus pneumoniae. Tyto vakciny mohou byt v budoucnu jiz téméf neacinné kvili
pfepnuti ¢i nahrazeni sérotypu. Imunoproteomika by tento problém mohla vyftesit diky tomu,
Ze proteiny jsou vice konzervovany napti¢ bakterialnimi kmeny a maji vétsi potencial chranit
proti nékolika kmentim stejného bakterialniho druhu Zatim vSak byla schvalena pouze jedna

vakcina, ktera byla zhotovena na zakladé imunoproteomického ptistupu (Pizza et al., 2000).

4.1. Streptococcus pneumonie

Streptococcus pneumoniae je grampozitivni diplokok, ktery je opouzdieny. Roste
V hlenovitych koloniich za vzniku alfa-hemolyzy. Hlavni faktor virulence tohoto
mikroorganismu je polysacharidové pouzdro. Tento mikroorganismus nejcastéji zptisobuje
bakterialni pneumonii, meningitidy a zanéty stfedniho ucha. Proti nej€ast&ji vyskytujicim
sérotypum existuje glykokonjugovand pneumokokovd vakcina, ta zmirnila pocet umrti

zpusobené bakterialni pneumonii (Votava, c2010).

4.1.1. Navrh ucinnéjsi imunoproteomické alternativy

Glykokonjugovana vakcina je jedind vakcina, kterd se uziva k ockovani proti tomuto
typu mikroorganismu. V této dobé jsou nejcastéjSimi vakcinami Prevenar 13 (13-valentni
vakcina) a Synflorix (10-valentni vakcina). Tyto vakciny jsou urceny k oCkovani déti od 6
tydnti az po osoby starSich 18 let. Stale vSak existuje 92 sérotypt Streptococcus pneumoniae.
Kromé tohoto faktu doslo i k vymeéné sérotypu, zvySenému vyskytu nevakcinacnich sérotypi

a vznikl rezistentni sérotyp 19A, ktery nyni pfevlada v nékterych zemich (Kellner et al.,

29



2011). Tyto problémy poukazuji na to, ze identifikace proteinovych antigent, které jsou

zastoupeny napfi¢ kmeny, je lepsi alternativa nez kapsularni polysacharidy.

Z tohoto divodu je cilem novych imunoproteomickych studii stanovit potencidlni
imunogenni antigeny Streptococcus pneumoniae. Pti prodé€lani onemocnéni zptsobeného
timto patogenem je schopen organismus dospélého jedince vyvinout protilatky. Tento fakt
poukazuje na to, Ze protilatkova odpoveéd’ zavisi na v€ku (Lifshitz et al., 2002; McCool et al.,
2002). Vyzkumy se tedy zaméfili na antigeny, které prokazaly zvySenou imunogenicitu se
stafim ditéte. Analyzovala se bunécna sténa mikroorganismu ze sér déti a dospélich a naslo se
sedmnact imunoreaktivnich proteinii. K dalSimu testovani byly vybrany cCtyfi s nejveEtsi
reaktivitou a ¢etnym vyskytem. AvSak po vyhodnoceni imunizace mysi byla prokazana pouze
36 % ochrana proti Streptococcus pneumoniae.

Tyto proteiny jsou potencidlnimi kandidaty Kk vyrobé vakcin a diive byly
identifikovany jiz u jinych druht (Ling et al., 2004). Tyto udaje poukazuji, ze je poticba vice
znalosti ochranné hostitelské reakce proti Streptococcus pneumoniae aby se optimalizoval
dalsi vyvoj vakciny. Musi se brat ohled i na fakt, Ze my$i nemusi mit stejnou imunitnni
odpovéd’ na Streptococcus pneumoniae jako ¢loveék. Tento fakt je kliCovym omezenim pro

pre-klinické studie ockovani, av§ak musi byt bran v ivahu (Dennehy, McClean, 2012).

4.2. Burkholderia pseudomallei a ostatni ¢lenové rodu Burkholderia

Burkholderia pseudomallei je gram negativni, intracelularni patogen. Tento patogen je
nejvice zastoupen v zemich jihovychodni Asie a severni Australie, u nds se tento patogen
nevyskytuje. Morfologicky se jedna o nefermentujici tycky, které jsou typickym oportunnim
nemocni¢nim patogenem z vlhkého prostiedi. U lidi zplsobuje variabilni $kalu nemoci, od
akutni sepse ptes zdpal plic, az po latentni infekce, kterd miize pietrvavat i desitky let.
Typickymi zastupci onemocnéni, které zplsobuje, jsou melioidézy a hnisavé infekce
postihujici kizi nebo plice. Tento patogen snadno postihne 1 laboratorni pracovniky. Bakterie
je v mnoha ptipadech rezistentni vici antibiotikim a timrtnost timto patogenem je az 50 %

(Votava, c2010).
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4.2.1. Navrh vakceiny proti Burkholderia pseudomallei

I ptes vysokou imrtnost a vyznamnou nemocnost pii ndkaze touto bakterii, neexistuje
proti tomuto patogenu zadna licencovana vakcina, ktera by infekci zabranila. K prozatimnimu
vyvoji vakciny byly pouzity séra od pacienti v rekonvalescenci (Harding et al., 2007). Tato
séra byla zkouméana dvourozmérnym Western blotem za tUcelem identifikace proteinti
exprimovanych na povrchu bungk. Celkem bylo rozpoznano devét povrchovych proteint,
které byly imunoreaktivni, mezi tyto proteiny patfil elongaéni faktor Tu (EF-Tu) a dva
chaperony, GroEL a DnaK.

Pozd¢jsi studie vyuzila krali¢i sérum, které bylo zkoumano dvourozmérnym Western
blotem, opét za ucelem identifikovat membranové proteiny. Znovu byly rozpoznany ty stejné
proteiny, avSak u méné virulentni Burkholderia thailandensis, ta sdili 94 % stejnou identitu
aminokyselin s Burkholderia pseudomallei (Kim et al., 2005). Bylo prokazano, ze EF-Tu je
secernovan do vnéjSich membranovych vezikld. Po slizni¢ni imunizaci mysi EF-Tudoslo k
tvorbéantigen specifickych IgG a IgA. Dale bylo dosazeno vyrazné redukce bakteriiv plicich
po nasledné letalni stimulaci Burkholderia thailandensis. Na povrchu se exprimujici proteiny
byly hlavnimi potencialnimi kandidaty na vyrobu vakciny (Chen et al., 2010; Oster et al.,
2007). Tyto vakciny byly navrzeny jako proteoliposomy, které inkorporuji jak antigen
vakciny, adjuvans, tak i nosic ¢astic.

V pozdé&jsi studii se ukazalo, zZe subkutanni imunizace mysi purifikovanymi vnéjSimi
membranovymi proteiny Burkholderia pseudomallei, vedla k protekci u 60 % mysi pred
letalni davkou. (Nieves et al., 2011). Nebylo vSak uvedeno, zda tyto CiSténé proteiny
obsahovaly EF-Tu a jaké bylo jejich dalsi slozeni.

Nahradni zpusob identifikace imunoreaktivnich antigenti Burkholderia pseudomallei
spo¢iva ve spojeni pozatkti z genomové knihovny se sérem pacienta (Allwood et al., 2008).
Na zakladé téchto poznatkli byly ze ¢trnacti proteinli vybrany tfi s nejvétsi reaktivitou. Tyto
tii proteiny byly sérologicky zhodnoceny u pacienti a ukazalo se, ze 94 % znich je
séropozitivni alespon pro jeden z téchto proteini. Dva proteiny s nejvétsi reaktivitou byly
testovany na mysich. Po vyhodnoceni test se zjistilo, Ze imunizace méla 50 % uspésnost.
Tento vyzkum dava nadéji mozné budouci multi-valentni vakcin€ proti melioidoze (Hara et
al., 2009). Pii dalsim porovnani séra pacientii s genomovou knihovnou se vyzkum zaméfil na
nejvice vyskytovany protein. Byl testovan imunizaci na mySich a prokazala se 70 % ochrana,

také se vyrazné snizilo bakterialni zatizeni v plicich a slezin¢ (Su et al., 2010).
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V posledni dobé se k identifikaci imunoreaktivnich proteinii pouzivaji proteinové Cipy.
Suwannasaen et al. (2011). pouzili sérum pacientt, kteti trpi melioidézou nebo séropozitivni
zdravé jedince. Z celkovych 27 identifikovanych antigenti bylo vybrano sedm nejvice
zastoupenych v séru. Nékteré z téchto sedmi antigeni byly spojeny s faktory virulence. Coz

potvrzuje schopnost séra identifikovat potencidlni kandidaty vakcin.

Celkove lze fici, Zze vySetfovani imunoreaktivnich proteinti Burkholderia pseudomallei
metodami imunoproteomiky nebo genovymi knihovnamiumoznilo identifikaci mnoha
kandidati pro pfipravu vakciny, ktera by byla urcend k ochrané¢ proti melioidoze. Kdyz
vezmeme V uvahu chronickou infekci a intracelularni pieziti Burkholderia pseudomallei, je
ziejmé, Ze vyvoj u¢inné vakciny bude znaén& problémovy. Uginna vakcina bude muset
vyvolat jak bunécnou, tak i humoralni imunitu, aby byla zajisténa komplexni ochrana pted

timto patogenem (Dennehy, McClean, 2012).

4.3. Neisseria meningitidis

Neisseria meningitidis jinymi slovy meningokok. Tento patogen je gramnegativni,
lehce zplostély kok. V nejvétsim zastoupeni se vyskytuje ve dvojicich s tim, Zze koky jsou
Kk sobé piivraceny plochou stranou. Tento utvar se vétSinou piirovnava ke kavovému zrnu.
Patogenita této bakterie je rtiznoroda. Témét 10 % zdravé populace trpi bezpiiznakovym
nosi¢stvim meningokoka ve faryngu. Dalsi moznost nakazy jsou neinvazivni infekce vétSinou
faryngitidy, ty se nijak nelisi od jinych faryngitid. Sepse, meningitidy ¢i jejich kombinace
a velmi zfidka pneumonie se fadi mezi invazivni infekce vyvolané meningokokem. Tyto
infekce postihuji témét vSechny vékové kategorie. Velmi Casto meningokokové infekce
propuknou velmi rychle az bleskove, a diky fulminantnimu pribéhu, mize meningokok
usmrtit ¢lovéka z plného zdravi béhem nékolika desitek hodin. Je nesmirné dilezité vcas
odhalit ndkazu timto patogenem. Mezi klinické pfiznaky patii teplota, ktera brzy dosédhne
septickych hodnot, vyrazka. Pozdé&ji se dostavi diseminovana intravaskularni koagulace (DIK)

a celkovy rozvrat metabolismu.

Aby se vSak patogen mohl projevit, je velmi dilezita souhra faktori jak ze strany
mikroba, tak ze strany hostitele. Mikrob musi mit vSechny potifebné faktory virulence
a hostitel musi byt oslaben, nejCastéji jde o nadmeérnou fyzickou aktivitu netrénovaného
jedince. Velkou roli hraje i prostupnost sliznice, pro meningokoky je sliznice kufdkti mnohem
l1épe prostupna. Meningokoky délime do skupin podle jejich polysacharidovych pouzdernych
antigent. Jedna se tedy o sérologické skupiny typu A, B, C. Tyto skupiny maji nejvétsi
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vyznam pro ockovani, jako faktory virulence se moc neuplatiiuji. Dlouhou dobu jsme méli
pouze vakcinu proti typim A a C. Nyni se kone¢né podafilo metodou reverzni vakcinologie
vyvinout vakcinu 1 proti typu B. Tento typ byl zodpovédny za vice nez 30 %

meningokokovych onemocneni v USA a 80 % v Evropé (Votava, c2010).

4.3.1. Vakcina proti sérotypu B

Tato vakcina nebyla dlouhou dobu dostupnd oproti vakcindm proti sérotypu A a C, ty
se na trhu objevuji uz velmi dlouhou dobu. Divod pro¢ tato vakcina nebyla dostupna je ten,
ze strategie, kterd se vyuziva proti ostatnim meningokokl, nebyla U¢inna na MenB
(meningokok serotypu B). Kapsuldrni polysacharid MenB je strukturalné velmi podobny
nékterym hojné se vyskytujicich lidskych glykoproteini (Goldschneider, et al., 1969;
Goldschneider, et al., 1969; Borrow, et al., 2005). Proto polysacharid nebyl vhodnym
kandidatem, a to kvili hrozicimu autoimunitnimu poskozeni. Soucasné vakciny se zaméfuji
na polysacharidova pouzdra, ale pouzdro MenB se skldda z polymerii alfa (2-8) véazanych
na N-acetylneuramidovou kyselinu, kterd se nachazi i v lidskych adheznich nervovych
molekulach (NCAM) (Devi, et al., 1991; Finne, et al., 1987). Vakcina zaméfena na tyto
molekuly bud’ nevyvold imunitni odpovéd’ anebo zplsobi vyvolani reakce proti bunkam
hostitele. Polysacharid MenB neni schopny navodit imunologickou reakci u zvifecich modelt
ani u lidi (Wyle, et al., 1972). Tato tolerance se ocekava, nebot” T-buniky s B-bunikami
rozpoznaji tento antigen jako vlastni. AvSak imunogennosti u mysi bylo docileno tak, ze alfa
(2-8) vazany N-acetalneuramidovou kyselinou byl podavan konjugovany na tetanovy toxoid
(Devi, et al., 1991). Tolerance proti alfa (2-8) vazaného N-acetalneuroamidovou kyselinou
muze byt prepsana. Existuje vSak obava, Ze by to mohlo vést k autoimunitnimu onemocnéni.

Kdyz je Neisseria meningitidis péstovana v kultufe, vylucuje kulovité vacky
z membrany, které obsahuji proteiny exprimujici se na povrchu membrany (Collins, 2011).
Tyto vacky vnéj§$i membrany miizou byt CiStény a pouzity pro imunizaci, obvykle po
odstranéni vétSiny LiPo-oligosacharidu (LOS) a endotoxinu. Tyto vakciny vyvolaly ochranu
pouze proti kmenim, ze kterych byly vyvinuty, kvili tomu jsou tyto vakciny vyuZzivany
pouze Vv boji s propuknutymi ohnisky epidemie (Tappero, et al., 1999). K dispozici tedy byly
tfi konkurujici strategie. Prvni strategii bylo vytvofit vakcinu z kapsularniho antigenu bez
rizika autoimunity, dalsi vyrobit vakcinu z proteind exprimujicich se na povrchu membrany
tak, aby byla G¢innd na vice kment a posledni strategie spocivala v tom, ze by se racionalné

navrhla podjednotkova vakcina na zakladé genomové informace.

33



I ptes riziko vzniku autoimunity, mize byt pouzit pouzderny polysacharid z MenB
jako imunogen. Nejsou zaznamenany zadné ptipady vzniku autoimunity u lidi po onemocnéni
MenB, nebo u zvifat ockovanych alfa (2-8) vazanym N-acetylneuroamidovou kyselinou
(Robbins, et al., 2011). Navic lidé, kteti piezili infekci MenB, maji stejné nasledky jako lidé,
kteti prodélali infekci MenC, a to bez zvySené autoimunity (Gottfredsson, et al., 2011).
Vyhodou o¢kovani pouzdernym polysacharidem je, ze tato vakcina md moznou ochranu proti
jinym bakteriim, které tento polysacharid pouzivaji, napiiklad Escherichia coli kmene K a
Klebsiela. Tyto vakciny byly G¢inné pouze v bezprostiednim okoli vzniku nakazy. Na zaklad¢
téchto vakcin vznikla snaha o vytvofeni vice univerzalnich vakcin. Jednim z moznych feSeni
je to, ze by se vytvorila vakcina s vice exprimujicimi se proteiny z riznych kment a tim by se

pokryla ochrana proti riznym podtypiim MenB (Claassen, et al., 1996).

Reverzni vakcinologie je strategie pro raciondlni konstrukce vakcin. Genom MenB
byl sekvenovan a kandidati v podobé povrchovych proteini byli identifikovani a pouziti
k imunizaci mysi (Tettelin, et al., 2000; Pizza, et al., 2000). Protilatky byly vyuzity k hledani
ptibuznych antigend a k testovani séra na bakteriocidni aktivitu. Ttidénim kandidatnich
proteini bylo zjiséno, jak moc se kandidati opakuji nebo naopak lisi v riznych kmenech
MenB. Reverzni vakcinologie strategicky urcila podminky, které musi proteiny spliiovat, aby
byly povazovany za ideédlni antigeny. Protein musi byt pfistupny pro imunitni systém,
imunogenni, indukovat ochranny systém, pfitomny ve vSech kmenech a s minimalni
proménlivosti sekvence (Pizza, 2000). Po selekci vhodnych antigenti bylo pét z nich spojeno,
aby se utvofila multivalentni péti komponenti vakcina proti MenB (Giuliani, et al., 2006).
Mezi pét proteintl patiily nasledujici antigeny, neisserialni adhezni protein (NadA), neisseria
heparin vézajici protein (NHBA), H faktor vazajici protein (fHbp) a dva z genomu odvozené
antigeny (GNA; GNA1030 a GNA2091) fazované s NHBA (Comanducci, et al., 2002;
Welsch, et al., 2003; Serruto, et al., 2010; Masignani, et al., 2003; Madico, 2006). Tato
multivalentni vakcina byla u¢inna proti 95 % z 84 rtiznych kment, kdyZ byla formulovéana
s adjuvans (MF59). Vakcina byla testovana na lidech bud’ samostatné nebo ve formulaci
S proteiny exprimujicimi se na povrchu membrany. Obé tyto alternativy byly imunogenni,
avSak formulace s exprimujicimi se proteiny u¢innéjsi. Pozdéji byla vakcina pfejmenovéana na
4-komponentni MenB (4CMenB), do té se fadily NHBA-GNA1030, fHbp-GNA2091, NadA
a na povrchu membrany exprimujici se proteiny. 4CMenB indukuje v séru tvorbu
bakteriocidnich protilatek proti MenB u kojenct, mladistvych i dospélych (Santolaya, et al.,
2012; Gossger, et al., 2012; Toneatto, et al., 2011).
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Pouzivani vakciny podléhd dvéma zavaznym otdzkdm. Bude pokryvat vSechny
kmeny? A bude mit vyznamné vedlejsi Gcinky? Slozka exprimujicich se proteini v 4CMenB
chrani pouze proti urCitym podtyptim, vakcina obsahuje pouze jednu variantu ze tii fHbp.
Multivalentni 5-komponentni vakcina bez exprimujicich se proteinti byla u¢inna proti 95 %
kmentim, av§ak 4CMenB byla G¢inna uz jen pouze z 56 % (Beernink, et al., 2007). Pokud jde
o otazku zavaznych vedlejSich ucinkd, béhem zkuSebni fdze se u 4CMenB vyskytla v 50-60
% horecka u kojenci (Gossger, et al., 2012). Vyskyt hore¢ky je snizen podavanim
paracetamolu jako profylaktické 1écby. Vzacné, ale zdvazné nezadouci UCinky nelze zatim
posoudit, dokud nebude naockovano velké mnozstvi kojencli. Vakcina prodavand jako
Bexsero Novartis, byla doporu¢ena Evropskou agenturou pro 1é¢ivé ptipravky a mohla byt
k dispozici ve Velké Britanii koncem roku 2013 (lacobucci, 2012). Stale se vSak budou muset
sledovat vedlejsi G€inky a jeji aplikace, aby se optimalizovaly o¢kovaci plany. Dale musi byt
neustdle zkouman jakykoli posun kmenti a musi byt zajisténa a ovéfena kiizova ochrana pro
dal$i meningokokové skupiny. Alternativni Skomponentni vakcina je zatim ve stadiu klinické

zkousky (Snape, et al., 2012; Beernink, et al., 2009; Hong, et al., 2012).

4.4. Bordetella pertussis

Bordetella perussis je gramnegativni bakterie, ktera je odpovédna za vysoce nakazlivé
infekce dychacich cest u lidi. Tyto infekce se nazyvaji Cerny kaSel. Dfive byla aplikovana
vakcina, které obsahovala celé builky bakterie. Tato vakcina méla v roce 1940, kdyz byla
zavedena, velky vliv na sniZeni imrtnosti u déti, avSak kvili zdvaznym vedlejSim uc¢inkim,
které zahrnovaly i encefalitidu, byla stazena z trhu. Po této vakciné se zavedlo uzivani
acelularni pertusové vakciny. Acelularni vakcina zlepS$ila divéru v uzivani a tim padem se
snizil vyskyt Bordetella perussis u déti pro mnoho piistich desetileti. Nicméné zatimco
ockovani sniZilo vyskyt této infekce, zacinaji se objevovat zpravy o znovuobjevovani ¢erného
kaSle u dospélych a mladistvych ve vyspélych zemych, a to i navzdory tomu, ze piijem

o¢kovani proti tomuto patogenu, je vice néz dobry (Rohani et al., 2011).

4.4.1. Navrh nové vakciny proti ¢ernému kasli

V soucasné dobé se ockuje proti cernému kasli acelularni vakcinou. Tato vakcina se

podava v kombinaci anatoxint zaskrtu a tetanu (DTaP) a acelularnimi antigeny zahrnujicimi
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toxoidy ¢erného kasle, vldknity hemaglutin (FHA), fimbrie a pertactin. Tyto antigeny patfi
mezi faktory virulence Bordetella perussis. Avsak v poslednich letech, se u¢innost vakciny
snizuje. Z dtvodu zlepSeni ockovaci latky proti Cernému kasli, byly provedeny dvé
samostatné studie, které zkoumaly povrchové a secernované proteiny. Prvni studie byla
uskute¢néna za pouziti séra mysi imunizovanych inaktivovanou Bordetella pertussis (Tefon et
al., 2011; Altindis et al., 2009). Povrchové imunoproteomy dvou kmenti Bordetella perussis,
byly téméf totozné. Mezi 27 imunoreaktivnimi proteiny obou kment, byl nalezen pertactin,
coz je jedna ze slozek schvalené vakciny proti cernému kasli. AvSak FHA, ktery je znam jako
vysoce imunogenni protein, nebyl identifikovan. To, ze tento protein nebyl rozpoznan, mize
byt zpisobeno velkou velikosti jeho molekuly a naslednym nedostateCnym pfenosem na

membranu prostiednictvim Western blotu (Tefon et al., 2011).

Ve druhé studii se analyzovalo sérum od déti, které byly ockovany celymi buitkami
Bordetella pertusis. Jako imunoreaktivni protein byl opét stanoven pertactin. FHA a
pertusovy toxin nebyly analyzovany. Pfi porovnani imunoreaktivnich proteini detekovanych,
bud’ mys$im nebo lidskym sérem, bylo nalezeno mnoho rozdilii v imunoreaktivit¢ (Zhu et al.,
2010). V lidském séru byly detekovany Ctyfi imunoreaktivni proteiny shodné s témi, jenz
byly ureny pomoci mySiho séra. Tento fakt jasné poukazuje na to, Ze bakterialni antigeny
mohou byt rozdilné rozpoznavany mysim a lidskym imunitnim systémem. Pfi vyzkumu, by se
méla vénovat pozornost, v piipadé pouziti antiséra z jinych zivocisSnych druhd (Dennehy,

McClean, 2012).
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5. ZAVER

Je zfejmé, ze v budoucnu bude nezbytné v né€kterych piipadech zacit pouzivat zcela
jiné vakciny nez doposud.

Prikladem je ockovaci latka proti cernému kasli, ktera nutné potiebuje zmodernizovat
nebo nahradit i¢inngjsi variantou. Imunoproteomické studie jiz dokazaly identifikovat par
nadéjnych kandidata pro vyrobu nové Gc¢ingjsi vakciny.

Velky uspéch se dostavil u vakciny Bexsero, ktera je urCena pro ockovani déti od 2
mésict véku az po dospélost proti invazivnimu meningokovému onemocnéni zpiisobenému
Neiseria meningitidis typu B. U této vakciny je nyni stale zkouman jakykoli posun kmenti, a
déle je zjistovana a ovérovana kiizova ochrana pro dal$i meningokové skupiny.

Dalsi vakciny obsahujici antigeny, které byly identifikovany imunoproteomickym
ptistupem, jsou prozatim ve fazi vyzkumu. Piikladem je vakcina proti pneumokokovému
onemocnéni. Na trhu je nékolik vakein namifenych proti tomuto patogenu, avSak ty pokryvaji
maximalné 13 sérotypi. Cilem imunoproteomickych studii je najit nové kandidaty pro vyrobu
vakciny, kterd by pokryla nedostatky téch prozatimnich.

Jiné imunoproteimické vyzkumy se zabyvaji vakcinou, kterd by chranila pied
melioid6zou zptusobenou bakterii Burkholderia pseudomallei. Vyzkum se zaméfil na nejvice
vyskytovany protein, ktery v dalSich testech prokazal 70 % ochranu, také vyrazné snizil

bakterialni zatiZeni v plicich a slezin¢.

V soucasné dobé existuje mnoho velice slibnych vakcina¢nich antigenti, které byly
identifikovany imunoproteomickym ptistupem. Pro Ucely konstrukce novych vakcin je vSak

nezbytné provést na vhodném modelu dalsi studie, které by zhodnotily miru protekce.
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