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Kratak sadrzaj

Vakcine se smatraju jednim od najve¢ih javnozdravstvenih dostignu¢a proslog veka.
Zahvaljujuéi vakcinaciji u svetu su potpuno iskorenjene velike boginje, a incidencija drugih
infektivnih bolesti, kao §to su deéija paraliza, male boginje, tetanus i difterija, drasti¢no je
smanjena. Danasnje licencirane vakcine, koje pretezno sadrze zive atenuisane ili mrtve patogene
ili njihove delove, su uspesne zahvaljujuci tome §to stimuliSu produkciju neutraliSucih antitela.
Sa druge strane, ove vakcine mnogo teze indukuju ¢elijski-posredovanu imunost, koja je vazna
za eliminaciju intracelijskih patogena (koji ¢esto dovode do hroni¢nih infekcija). Trenutno se u
pretklinickim 1 klini¢kim studijama ispituju brojne profilakticke vakcine zasnovane na
vektorima i nukleinskim kiselinama (DNK i iRNK), sposobne da indukuju snazan odgovor
T-¢elija na vakcinalni antigen, sa obecavaju¢im rezultatima. U ovom radu su date osnovne
informacije o vakcinama sa vektorima i nukleinskim kiselinama, opisani su mehanizmi kojima
one pokre¢u imunski odgovor, njihove dobre i loSe strane, kao i problemi vezani za njihovu
bezbednu primenu.

Kljucéne reci: tipovi vakcina, vektorske vakcine, DNK vakcine, iRNK vakcine
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Uvod

Vakcinacija predstavlja najefikasniji metod zastite od infektivnih bolesti i smatra
se jednim od najve¢ih dostignu¢a imunologije, u medicini. Zahvaljuju¢i vakcinaciji u
svetu su potpuno iskorenjene velike boginje, a incidencija drugih infektivnih bolesti,
kao Sto su decija paraliza, male boginje, tetanus, rubela, hepatitis i druge, drasti¢no je
smanjena, ¢ime su spaseni zivoti miliona ljudi (1, 2). Zbog toga se vakcinacija smatra
najekonomicnijom i najuspesnijom merom za poboljSanje 1 unapredenje javnog zdravlja
(1, 2).

Iako su danas dostupne vakcine za prevenciju vise od trideset infektivnih bolesti
(1), perzistentne (hroni¢ne ili latentne) infekcije, infekcije izazvane patogenima sa
kompleksnim zivotnim ciklusom, kao i one koje izazivaju antigenski varijabilni i/ili
novi patogeni, i dalje predstavljaju izazov (3). Medu njima, infekcije izazvane virusom
HIV, bakterijom Mycobacterium tuberculosis i protozoama iz roda Plasmodium koje
godiSnje dovode do smrti Cetiri miliona ljudi u svetu (4), imaju najveéi prioritet.
Nedavno je Evropska agencija za lekove (engl. European Medicines Agency, EMA)
dala pozitivno misljenje o prvoj vakcini protiv malarije (RTS, S), mada je njena
efikasnost svega oko 30% (5). Postoje¢a vakcina Bacillus Calmette-Guérin (BCG)
protiv  Mycobacterium tuberculosis obezbeduje zasStitu od diseminovanih oblika
tuberkuloze kod male dece, ali pruza nepotpunu i varijabilnu zastitu od pluéne
tuberkuloze, pogotovo kod odraslih (6). Takode, neke od vakcina (npr. vakcina protiv
gripa ili malih boginja) nisu dovoljno efikasne u svim populacijma. Odojcad 1 starije
osobe, kao 1 imunokompromitovani, generalno slabije odgovaraju na vakcinaciju (3).
Da bi odgovorili ovim izazovima, istrazivaci rade na razvoju novih i poboljSanju
postojec¢ih vakcina. Ovo zahteva bolje poznavanje patogeneze i epidemiologije bolesti,
kao i relativnog znaCaja pojedinih tipova imuniteta (urodeni, humoralni, celijski,
mukozni, sistemski) u odbrani od patogena. Takode, potrebni su novi pristupi u
formulaciji vakcinalnih antigena, koji bi ocuvali ili povecali njihovu imunogenost i
stabilnost, 1 omoguc¢ili stvaranje protektivnog imunskog odgovora (7).

Znacajna dostignuc¢a u proteklom periodu u imunologiji, molekularnoj biologiji,
genomici, proteomici, biohemiji i bioinformatici, pokrenula su napredak u oblasti
dizajna 1 proizvodnje vakcina. Novi pristupi u razvoju vakcina se zasnivaju na unosenju
gena od interesa i njegovoj ekspresiji u ¢elijama domacina. Ovi pristupi pruzaju mnogo
bolje mogucnosti za kontrolu indukcije 1 odrzavanja specificnog imunskog odgovora,
koji je najpogodniji za uspesnu odbranu protiv pojedinih patogena. Geni koji kodiraju
antigene mogu se uneti u organizam domacina u obliku DNK (8), informacione (i)RNK
(9), ili modifikovanih bakterijskih ili virusnih vektora (10). Ocekivanja od ovih vakcina
kada je u pitanju prevencija i kontrola infektivnih bolesti je velika, pa se stoga one
nalaze u fokusu ovog rada.

386



Vakcinacija

Vakcine su bioloski preparati koji sadrze atenuisane ili mrtve mikroorganizme ili
antigene koji poti¢u od njih, a koji se primenjuju u cilju prevencije infektivnih bolesti.
Vakcine stimuliSu imunski sistem dovodeci do imunskog odgovora i stvaranja imunske
memorije kroz indukciju dugozive¢ih plazma celija i memorijskih T- 1 B- ¢elija na
slican nacin kao prirodna infekcija, ali ne izlazu primaoca oboljenju i njegovim
moguc¢im komplikacijama. Kada vakcinisana osoba kasnije bude izloZena patogenu koji
je prisutan u okruzenju, cirkuliSuca antitela koja se produkuju od strane dugozivecih
plazma celija obezbeduju neposrednu zaStitu od patogena, dok memorijske celije
uspostavljaju sekundarni imunski odgovor koji je brzi, snazniji i efikasniji u eliminaciji
patogena, Sto moze da spreci uspostavljanje infekcije 1 razvoj bolesti (11).

Imunitet protiv patogena (ili vakcine) rezultat je integrisane aktivnosti urodenog i
adaptivnog imunskog sistema (12). Urodena imunost se aktivira nakon prepoznavanja
molekulskih obrazaca patogena (strukture zajednicke za mikroorganizme istog tipa,
otuda naziv obrasci, koje ispoljavaju mikroorganizmi, a ne ispoljavaju ¢elije domacina;
engl. pathogen-associated molecular patterns, PAMPs) od strane receptora za
prepoznavanje obrazaca (engl. pattern recognition receptors, PRRs) na povrsini ili u
razli¢itim subodeljcima ¢elija urodene imunosti (fagociti, dendritske ¢elije) u kojima
mikroorganizam moze da se nade (13). Aktivacija profesionalnih antigen-prezentujuc¢ih
éelija (APC), kao $to su dendritske éelije, koje u sklopu molekula glavnog kompleksa
tkivne podudarnosti (engl. major histocompatibility complex, MHC) prezentuju
peptidne fragmente antigena T limfocitima, klju¢na je za pokretanje adaptivnog
imunskog odgovora koji dovodi do generisanja efektorskih T ¢elija i visoko afinitetnih
antitela koji uspesno eliminiSu patogen. Imunska memorija koja nastaje tokom ovog
antigen-specificnog imunskog odgovora perzistira i obezbeduje brzu reakciju u
odgovoru na ponovne infekcije istim patogenom (11, 14).

PreciS¢eni proteinski antigeni, npr. oni koji se koriste u vakcinama, ne mogu da
izazovu odgovor T-Celija ako se ne daju zajedno sa adjuvansima, supstancama koje
aktiviraju APC, posebno dendritske ¢elije (11). Adjuvansi su uglavnom produkti
mikroorganizma ili supstance koje ih imitiraju i one se vezuju za receptore za
prepoznavanje obrazaca, npr. za receptore slicne Tollu (engl. Toll-like receptors, TLR).
Na taj nacin imunski sistem moZze da odgovori i na preciSéene proteinske antigene u
vakcinama kao da su delovi infektivnih mikroorganizama (15).

Tipovi vakcina

U zavisnosti od tipa antigena, odnosno od tehnologije dobijanja antigena koje
sadrze, vakcine se dele na zive (atenuisane), mrtve (inaktivisane), subjedini¢ne-
toksoidne, proteinske, polisaharidne, i konjugovane (1, 16).
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Zive, atenuisane vakcine sadrze cele, Zive mikroorganizme koji su specifi¢nim
procesima kultivacije izgubili virulentnost tj. sposobnost izazivanja bolesti (17). Zivi
atenuisani mikroorganizmi mogu da se razmnozavaju u organizmu domacina i pokrecu
imunski odgovor koji je prakticno identi¢an onom do kojeg dovodi prirodna infekcija
(18). Stoga su ove vakcine veoma efikasne, podsticu dugotrajan, Cesto dozivotan
imunitet. Neke od ovih vakcina se mogu unosti u organizam tako da imitiraju prirodni
put infekcije (npr. Sejbinova vakcina protiv poliomijelitisa se aplikuje oralno), Sto
dovodi do stimulacije lokalnog imunskog odgovora. Ipak, primena Zivih vakcina nije
pogodna za imunosuprimirane pacijente i trudnice kod kojih i nizak nivo virulencije
moze predstavljati problem. Osim toga, iako je to retko, postoji opasnost da atenuisani
soj povrati virulenciju (19).

Inaktivisane vakcine sadrze hemijskim (npr. formaldehid, beta-propiolakton,
fenol) ili fizickim agensima (zagrevanje, UV zraci) inaktivisane cele mikroorganizme
(15). Inaktivisani (mrtvi) mikroorganizmi nemaju sposobnost replikacije, pa je imunski
odgovor znatno slabiji i traje kra¢e u odnosu na zive vakcine. Zbog toga je neophodno
davanje viSe doza i dodavanje adjuvanasa (20, 21). Ove vakcine ne stimuliSu lokalni
imunski odgovor jer se primenjuju isklju¢ivo putem injekcija. Inaktivisane vakcine su
bezbednije u odnosu na zive vakcine jer povratak virulencije nije mogu¢. Manje su
osetljive na uslove skladiStenja i cuvanja od zivih vakcina (15, 16).

Subjedinicne vakcine sadrze produkte ili delove mikroorganizama koji imaju
antigenska svojstva (16). One se dalje mogu podeliti na vakcine koje sadrze proteinsku
komponentu (modifikovane toksine-toksoide bakterija ili strukturni protein
mikroorganizama) ili polisaharid. Dobijaju se na dva nacina, klasicnim putem,
prec¢iS¢avanjem mikroorganizama ili kada su u pitanju proteinske subjedini¢ne vakcine,
1 savremenim metodama, koriS¢enjem genetickog inzenjeringa, tj. rekombinantne
(r)DNK tehnologije (21). Rekombinantne vakcine su vakcina protiv hepatitisa B (22) i
vakcina protiv humanih papiloma virusa (23). Kod rDNK tehnologije se gen koji kodira
zeljeni protein (vakcinalni antigen) ugraduje u vektor za kloniranje (plazmid), i tako
nastala rekombinantna DNK se unosi u odgovarajuce Celije (Cesto su to bakterije E. colli,
ili kvasnice), koje se kultivisu na hranjivim podlogama, ¢ime se obezbeduje sinteza
velikih koli¢ina proteina od interesa (proteina za vakcinu). Protein od interesa se zatim
izoluje 1 preciS¢ava, kombinuje sa adjuvansom i drugim ekcipijensima, i inkorporira u
vakcinu. Polisaharidne subjedini¢ne vakcine sadrze samo polisaharide (obicno iz
kapsule bakterija, npr. vakcine koje sprecavaju bolesti izazvane inkapsuliranim
patogenima:  Streptococcus  pneumoniae, Haemophilus  influenza,  Neisseria
meningitides). Polisaharidi su slabo imunogeni, pa su stoga napravljene konjugovane
vakcine, kod kojih je polisaharid jednog patogena vezan za proteinski nosa¢ koji je
imunogen, najcesc¢e difterijski ili tetanusni toksoid ili neki povrsinski protein bakterija
(21, 24). Posto ne sadrze sve delove mikroorganizma, subjedini¢ne vakcine imaju manje
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nezeljenih efekata od celoc¢elijskih. Medutim, mora im se dodati adjuvans i1 daju se u
viSe doza da bi kod primaoca indukovale dobar zastitni imunitet (15, 21). Subjedini¢ne
vakcine su veoma efikasne, ali su i skuplje od celocelijskih, pogotovo ako je vakcina
dobijena rDNK tehnologijom.

Skoro sve danas licencirane vakcine pripadaju prethodno opisanim tipovima
vakcina. Ove vakcine su se pokazale veoma uspesnim u prevenciji mnogih infektivnih
bolesti. Svoj uspeh duguju Cinjenici da su usmerene na patogene koji imaju nisku
antigensku varijabilnost 1 za koje zastita zavisi od imunosti posredstvom antitela. To se,
izmedu ostalih, odnosi na izazivace poliomijelitisa, tetanusa, difterije, morbila, rubele,
hepatitisa B (25, 26). Posledicno, vakcine koje stimuliSu produkciju neutraliSucih ili
opsonizujuc¢ih antitela protiv ovih patogena ili njihovih produkata, pokazale su se kao
izuzetno uspesne. Medutim, ako patogen pokazuje visok stepen genetskih (antigenskih)
varijacija, kao Sto je npr. virus influence i HIV, cirkuliSu¢a antitela generisana u
odgovoru na vakcinu (kao 1 na infekciju) ne€e prepoznavati patogen pri narednim
infekcijama.

S druge strane, aktuelne vakcine slabo stimuliSu citotoksi¢ni odgovor CD8+T
limfocita, koji je vazan za eliminacuju intracelularnih mikroorganizama, koji u vecini
slucajeva dovode do perzistentnih, hroni¢nih (npr. HIV) i latentnih infekcija (npr.
Mycobacterium tuberculosis, herpes virusi, citomegalovirus) (25, 26). Zive atenuisane
vakcine, koje imaju sposobnost da stimuliSu ovaj tip odgovora, nose potencijalni rizik
od ispoljavanja virulencije patogena kod osetljivih primaoca, kao i mogénost reverzije
atenuacije. lako mali, rizik od ovih dogadaja se ne moZe zanemariti.

Prema tome, jedan od glavnih izazova u razvoju novih strategija imunizacije je
dizajniranje vakcina koje ¢e stimulisati odgovarajuci tip imunskog odgovora koji moze
da obezbedi imunost uglavnom na intracelijske patogene, narocito na one koji dovode
do razvoja hroni¢nih, c¢esto dozivotnih infekcija. Poznavanje biologije visoko
konzerviranih antigena koji su ukljueni u patogenezu bolesti, kao i1 imunskih
mehanizama koje treba stimulisati da bi se indukovala zaStita, je neophodno za
racionalno osmisljavanje vakcinalnih strategija kojima bi se mogao obezbediti bolji
protektivni imunitet u odnosu na onaj koji se prirodno indukuje (27).

Poslednjih godina ulazu se veliki napori da bi se identifikovali protektivni
antigeni. Novije tehnologije, kao $to je reverzma vakcinologija koja se bazira na
bioinformatickoj analizi genomske sekvence, moze biti kljuéna za selekciju
potencijalnih vakcinalnih antigena (28). Reverzna vakcinologija ukljucuje sekvenciranje
celog genoma patogena i kompjutersko skeniranje gena koji mogu biti iskoris¢eni u
proizvodnji vakcine, kao §to su oni koji kodiraju povrSinske proteine patogena, mada je
pokazano da antigenski konzervirani proteini, kao i1 citoplazmatski proteini, mogu biti
imunogeni. Zatim se kompjuterski odabrani proteini kloniraju i eksprimiraju u E.coli,
precis¢avaju, i ako se pokazu imunogeni u eksperimentalnim modelima, dalje testiraju u
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klinickim studijama. Reverzna vakcinologija je omogucila identifikaciju kompletnog
antigenskog repertoara patogena, pa i onih koje je tesko ili za sada nemoguce kultivisati.
Pored toga, ovaj pristup moze pomoc¢i u otkrivanju antigena koji se ne ispoljavaju
velikoj koli¢ini, ne mogu da se eksprimiraju in vitro, ili su manje imunogeni u toku
infekcije, pa se ne otkrivaju konvencionalnim pristupom (29). Vakcina protiv
meningokoka serogrupe B je prva vakcina napravljena pomocu reverzne vakcinologije
(30). I na kraju, mada ne i manje znacajno, ovaj pristup znacajno skracuje vreme
pronalazenja vakcinalnog antigena, a samim tim i vreme pojave novih vakcina. Za
razvoj konvencionalnih vakcina, do ulaska u klinicku fazu ispitivanja potrebno je
priblizno 20 godina, dok se primenom reverzne vakcinologije ovaj period skracuje na
priblizno 5 godina (29).

Nove generacije vakcina

Razvoj molekularne biologije i genetickog inzenjeringa omoguéio je dobijanje
novih, savremenih vakcina, vektorskih i DNK/iRNK vakcina (16). One su dizajnirane
tako da se protektivni imunski odgovor indukuje unoSenjem iRNK ili gena
mikroorganizma koji kodira sintezu antigena znacajnih za stimulaciju imunskog
odgovora (16).

Vektorske vakcine

Vektorske vakcine sadrze atenuisani virus ili bakteriju koja sluzi kao vektor
(nosag, isporucioc) za DNK sekvencu (gen) patogena. Gen patogena koji kodira protein
odgovoran za pokretanje imunskog odgovora, ugraduje se u genom atenuisanog virusa
ili bakterije tehnikom rDNK, pa se ove vakcine nazivaju i rekombinantne vektorske
vakcine ili hibridne vakcine (31). Kada vektor ude u ¢elije domadina, insertovani
(vakcinalni) gen se u ¢elijama domacina prepisuje 1 prevodi u antigen kao intrizi¢na
vektorska komponenta.

Mehanizam delovanja vektorskih vakcina

U toku poslednje tri decenije razliCite bakterije (Mycobacterium bovis BCG,
Listeria monocytogenes, Salmonella spp. 1 Shigella spp.) 1 virusi (adenovirusi,
parvovirusi, paramiksovirusi, poksvirusi) su ispitivani kao vakcinalni vektori. U
eksperimentalnim modelima, invazivne intracelularne bakterije, kao $to su Salmonella
typhimurium i Listeria monocytogenes, su se pokazale kao najbolji nosaci vakcinalnih
DNK (32). U klini¢kim studijama prevashodno se koriste virusni vektori, pa su oni u
fokusu ovog rada. Virusni vektori mogu da se koriste za zastitu od razliitih infektivnih
bolesti, npr. protiv onih koji su izazvani protozoama (malarija) (33), mikobakterijama
(tuberkuloza) (34, 35) ili virusima (HIV, Denga virus) (36, 37). Od virusnih vektora
najcesce se primenjuju adenovirusni vektori, za koje je pokazano da indukuju izuzetno
snazan CD8+ T ¢elijski odgovor kao 1 produkciju antitela (38). Efikasnost ovih vektora
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u zaStiti od razli¢itih patogena (npr. HCV, HIV, Plasmodium spp, Ebola virusa)
pokazana je u brojnim pretklinickim i klini¢kim studijama (39).

Virusni vektori mogu da budu zivi, a ne moraju da imaju sposobnost replikacije.
Zivi vektori su bioloski aktivni i produkuju virusno potomstvo u vakcinisanom
domacinu, ali im je virulencija atenuisana zbog mutacija u vektoru, himerne prirode
same vakcine, koriS¢enja vektora u heterologom domacinu, ili usled kombinacije ovih
faktora (40). Vektori, medutim, mogu da budu tako snazno atenuisani da ne podlezu
kompletnom ciklusu replikacije u inficiranim celijama (40). Kada se himerna virusna
vektorska vakcina unese u organizam, nije ni neophodno da se genom vektorskog virusa
umnozava, ve¢ samo da se promoviSe ekspresija insertovanog gena, ¢iji produkt
(antigen) ¢e pokrenuti imunski odgovor. Vektori koji su izgubili sposobnost deobe su
mnogo vise testirani u klinickim studijama, delom i zbog njihove vece bezbednosti (41).

Karakteristike virusnih vektora, kao Sto je njihov celijski tropizam, sposobnost
prenoSenja heterolognog gena, koli¢ina ekspresije heterolognih gena, sposobnost
izazivanja razli¢itih tipova imunskih odgovora 1 perzistencija kod domacina, neki su od
faktora koji uticu na izbor odredenog virusnog vektora za njegovu specifi¢nu primenu.
Virusi su razvili visoko efikasne mehanizme za ulazak u celiju 1 koriS¢enje njene
biosintetske masinerije za ekspresiju virusnih proteina (42). Ovo svojstvo ucinilo ih je
veoma privlaénim za transportere gena od interesa u ¢eliju. Virusni vektori izazivaju u
ciljnim ¢elijama stimuluse koji oponaSaju prirodnu infekciju, i stimuliSu produkciju
antitela, ali Sto je joS vaznije aktiviraju odgovor CD8+ T-Celija koji je vazan za
eliminaciju intracelularnih patogena (42, 43).

Putevi primene vektorskih vakcina

Putevi primene virusnih vektora mogu da budu razliciti. U brojnim klinickim
studijama, ispitivana je intramuskularna, intradermalna (44, 45), intranazalna (46) i
oralna vakcinacija (47) razli¢itim virusnim vektorima. Izbor na¢ina imunizacije, pored
sposobnosti datog virusa da inficira odredena tkiva, zavisi i od toga koji tip imunskog
odgovora zelimo da postignemo. Ako je za protektivni odgovor potreban mukozni
odgovor, oralna ili nazalna primena vakcinalnih vektora ima prednost u odnosu na
parenteralnu primenu.

Dobre i lose strane vektorskih vakcina

S obzirom na veliki broj dostupnih razli¢itih virusnih vektora i veliko steceno
znanje o moguénostima manipulacije ovim vektorima, virusni vektori predstavljaju
dragocenu i vrlo svestranu platformu za razvoj novih vakcina. U virusne genome moze
se ugraditi bilo koji gen koji kodira ekspresiju Zeljenog antigena, $to omogucava razvoj
velikog broja vakcina. Upotrebom vektora, imunski odgovor se moZe usmeriti na
odredeni protein ili ¢ak epitop, koji je antigenski konzerviran izmedu razlicitih sojeva
patogena, Sto ih ¢ini korisnim za stvaranje univerzalnih heterosubtipskih vakcina (npr.
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za grip) (48). U jedan virusni genom mogu se ugraditi 1 geni razli¢itih patogena, $to bi
obezbedilo nastanak polivalentnih vakcina (49). Virusni vektori indukuju snazan
imunski odgovor, pa nema potrebe za koris¢enjem adjuvanasa (50).

Medutim, virusni vektori mogu imati nekoliko slabosti. Pre svega, atenuisani
virusi mogu ste¢i virulenciju in vivo, Sto Cini vektorske vakcine manje bezbednim.
Takode, virusni vektori mogu da se rekombinuje sa endogenim virusima i steknu
njihovu virulenciju (51). Ve¢ postoje¢i imunitet protiv virusa koji najéesce inficiraju
ljude moZe biti glavni problem, jer prethodno nastala anti-vektorska antitela mogu da se
vezu za vektor i onemoguce mu ulazak u ¢eliju. Slican problem postoji i ako se pokaze
potreba za dodatnim (buster) imunizacijama (51). Neka od mogucih reSenja su
koriSéenje razliCitih serotipova virusnih vektora i bolji dizajn ,,prime-boost” pristupa
(51).

U pogledu proizvodnje vakcina, svaki virusni sistem zahteva razliCite celijske
sisteme za propagaciju, Sto zahteva razli¢ite proizvodne pogone za svaku platformu
virusnog vektora. Kako tokom proizvodnje moze do¢i do rekombinacije, mora se voditi
racuna da ne dode do kontaminacije ¢elijskih kultura nekim virusom koji bi mogao da
dovede do pojave rekombinovanog i neokarakterisanog patogena (40). Budu¢i da je
proizvodnja virusnih vektorskih vakcina sloZzen proces koji Cesto zahteva mnoStvo
komponenti humanog ili zivotinjskog porekla, poput Celijskih linija, svinjskog tripsina
ili govedeg seruma, potreba za iskljuc¢ivanjem kontaminanata zahteva opsezno testiranje
tokom razli¢itih koraka proizvodnog procesa. Kontaminacija rotavirusne vakcine
svinjskim cirkovirusima, ukazuje na realnost ovog rizika (52). Zbog svega navedenog,
proizvodnja vakcina zasnovanih na koriS¢enju virusnih vektora je kompleksna i
relativno skupa.

Do 2019. godine su samo dve virusne vektorske vakcine odobrene za primenu kod
ljudi, Imojev®, protiv japanskog encefalitisa i Dengvaxia® protiv denga groznice (40). U
obe vakcine se kao vektor koristi virus Zute groznice, genericki poznat kao ChimeriVax,
u kojem su geni za strukturne proteine M 1 E viriona Zute groznice zamenjeni
homolognim genima za virus japanskog encefalitisa (Imojev®), odnosno Denga virusa
(Dengvaxia®). Brojne druge vakcine, u kojima se koristi §irok spektar vektora, i koje su
usmerene na razli¢ite patogene, nalaze se u razli€itim fazama istrazivanja i razvoja. lako
je trenutno broj virusnih vektorskih vakcina koji je odobren za primenu kod ljudi veoma
mali, raznovrsne vektorske vakcine su licencirane za primenu u veterinarskoj praksi
(53), Sto obecava i1 pruza nadu za Siru primenu ovih vakcina u buduénosti kod ljudi.

DNK vakcine

DNK vakcine su plazmidi bakterijskog porekla koji su tehnikama genetickog
inZzenjeringa tako modifikovani da kodiraju ekspresiju antigena u cilju indukcije
adaptivnog imuniteta (54, 55). Proizvode se tako Sto se gen koji kodira antigen od
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interesa (antigen patogena) insertuje u plazmid, i1 nastali rekombinantni plazmid se
unosi u bakteriju, obi¢no E. coli. Transformisane bakterije se kultiviSu, radi dobijanja
klonova tj. brojnih kopija rekombinantnog plazmida, koji se ekstrahuje, precis¢ava i
inkorporira u vakcinu. Budu¢i da su se javila pitanja vezana za bezbednost
nefunkcionalnih sekvenci u pazmidu, posebno markera rezistencije na antibiotike
(plazmid se selektuje na osnovu rezistencije na antibiotike), za primenu kod ljudi, u
novim generacijama DNK vakcina, marker je zamenjen ili uklonjen (56). Pored toga,
razvijeni su minimalni DNK konstrukti, poput polusintetskih (57) ili potpuno sintetskih
DNK konstrukta (58) koji isklju¢ivo kodiraju ciljni antigen. Kada plazmid preuzme
¢elija domacina, zapo€inje sinteza antigena patogena. Ideja koja stoji u osnovi DNK
vakcinalnog sistema je da se antigen eksprimira u ¢eliji domacina na sli¢an nacin kao u
toku virusne infekcije. Kao rezultat, antigeni mogu da se preraduju kao proteini
sintetisani u citoplazmi, 1 nastali peptidi prezentuju imunskom sistemu u sklopu
molekula I klase MHC. Pored toga, ako se protein oslobodi ili sekretuje, moze se
preraditi 1 ispoljiti u sklopu II klase MHC molekula, §to dovodi do produkcije
specifi¢nih antitela (55).

Putevi primene i formulacija DNK vakcina

Razvoj DNK vakcina zapoceo je devedesetih godina proslog veka, kada je
uobicajeni put primene bio intramuskularna ili intradermalna imunizacija koris¢enjem
konvencionalnih igala. lako su se ovako aplikovane DNK vakcine pokazale
imunogenim kod miSeva, kod velikih Zivotinjskih modela i ljudi nisu indukovale
protektivni imunitet. Slaba imunogenost moze se objasniti Cinjenicom da se nakon
aplikacije konvencionalnim iglama, DNK deponuje u meducelijskom prostoru, a ne
ulazi u ¢elije domacina. Takode, da bi se protein eksprimirao, DNK vakcina mora da
prode dve ¢elijske membrane, citoplazmatsku membranu, kao i jedarnu membranu (51,
59). Zbog toga su razvijene metode koje mogu poboljSati preuzimanje, ekspresiju i
imunogenost DNK vakcina. One ukljucuju razlicite uredaje koji mehanicki povecavaju
unos DNK u ¢elije, kao Sto su genski pistolj, mlazni injektori i in vivo elektroporacija,
¢ija je primena dovela do povecanja imunogenosti ovih vakcina i u pretklini¢kim i u
klinickim studijama (60-64). Treba pomenuti da je u nekim eksperimentalnim
modelima, aplikacija DNK vakcina (npr. DNK vakcine protiv gripa) putem
transdermalnih flastera takode pokazala odli¢ne rezultate (65, 66). Pored toga, razvijene
su razli¢ite formulacije DNK vakcina, npr. inkapsulacija u lipozome, sferi¢ne vezikule
koje se sastoje od fosfolipida i holesterola, adsorpcija na polimere kao Sto je
polietilenimin i1 adsorpcija ili inkapsulacija u biorazgradive nanocestice (67). Ove
metode su prevashodno usmerene na poboljSanje preuzimanja DNK od strane ¢elija i
posledi¢no povecanje ekspresije antigena. Takode, u cilju modifikacije i poboljSanja
DNK-posredovanog imunskog odgovora koristi se nekoliko razli¢itih pristupa. Oni
ukljuuju uvodenje tzv. molekularnih adjuvanasa, kao $to su ligandi za receptore
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molekulskih obrazaca (CpG nukleotidi) i razli¢iti citokini, uglavnom IL-12, koji mogu
biti inkorporirani u plazmid u koji je inkorporirana vakcinalna DNK ili drugi plazmid
koji se daje istovremeno sa vakcinalnim. Strategije kojima se antigen usmerava u
odredene éelije (npr. APC) ili u odredene Celijske subodeljke (npr. endoplazmatski
retikulum ili lizozome) znacajno mogu povecati preradu i prezentaciju antigena i
stimulisati Zeljeni imunski odgovor (68).

Mehanizam delovanja DNK vakcina

lako je veliki broj studija pokazao da DNK vakcine stimuliSu i humoralni i
¢elijski imunski odgovor, posredstvom aktivacije CD4+ pomocnickih 1 CD8+
citotoksi¢nih T celija, tatan mehanizam delovanja jo§ uvek nije razjaSnjen. Nakon
ulaska u ¢eliju, DNK vakcina se prepoznaje od strane receptora urodene imunosti, jer su
plazmidi elementi DNK bakterijskog porekla koji deluju kao PAMPs. Pretpostavlja se
da TLR-9 nije kriti¢an za efikasnost DNK vakcina, dok je signalni put koji ukljucuje
stimulator interferonskih gena (engl. stimulator of IFN genes, STING) i TANK-
vezujucu kinazu 1 (engl. TANK binding kinase 1, TBK1), kao i AIM2 (engl. absent in
melanoma 2) receptor koji aktivira inflamazom, vazan za mehanizam njihovog
delovanja (69). Brojne studije ukazuju da imunski odgovor na DNK vakcinu znacajno
zavisi od toga koji ¢e tip éelija (somatske, npr. miociti, keratinociti, fibroblasti ili APC,
npr. dendritske celije) preuzeti DNK, S$to zavisi od brojnih faktora, kao Sto su put
primene, uredaj koji je koriS¢en za isporuku vakcine, formulacija vakcine i upotreba
adjuvansa. Intramuskularna primena konvencionalnim iglama uglavnom rezultira u
transfekciji miocita, dok intradermalna aplikacija pomoc¢u komprimovanog gasa cestica
oblozenih molekulima DNK (genski pistolj) dovodi do transfekcije i keratinocita i
profesionalnih APC, kao $to su Langerhansove ¢elije (70, 71). Langerhansove éelije su
glavne APC u kozi, koje internalizuju antigen i migriraju u limfne &vorove gde
prezentuju antigen T ¢elijama. Posto su profesionalne APC klju¢ne za aktivaciju CD8+
T Celija, najverovatniji mehanizam pokretanja imunskog odgovora je unakrsna
prezentacija odnosno fagocitoza transfektovanih somatskih celija od strane
profesionalnih APC ¢elija i sledstvena prezentacija peptida u sklopu I i II klase MHC
molekula na profesionalnim APC (72, 73).

Dobre i lose strane DNK vakcina

DNK vakcine indukuju mukozni i sistemski imunski dgovor, humoralni i ¢elijski,
jeftine su, lako se konstrui$u, stabilne su na sobnoj temperaturi, $to pojednostavljuje
transport 1 distribuciju tako da mogu biti dostupnije zemljama u razvoju (74). Mogu se
davati u viSe doza, za razliku od rekombinantnih vektorskih vakcina kod kojih je
primena u viSe doza oteZana zbog stvaranja anti-vektorskog imuniteta (75).

Medutim, primena DNK vakcina potencijalno nosi neke rizike, uglavnom vezane
za dugotrajnu perzistenciju transfektovane DNK u jedru domacdina, i potencijalnu
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integraciju u genom domacina, Sto moze dovesti do mutageneze i onkogeneze. U tom
kontekstu treba pomenuti da je integracija DNK u genom domacina detektovana nakon
intramuskularne elektroporacije DNK vakcine kod misa (76, 77). Svetska zdravstvena
organizacija (SZO) preporucuje studije integracije kao deo pretklinickog programa
prilikom procene bezbednosti DNK vakcina (78). Ubrizgavanje bakterijske DNK
potencijalno moze dovesti do stvaranja antitela protiv DNK i razvoja autoimunosti,
mada ova antitela nisu nadena kod miSeva, pacova, zeCeva ili majmuna nakon
imunizacije DNK vakcinama (76). Potencijalni razvoj rezistencije na antibiotike kod
vakcinisanih takode predstavlja jedno od mogucih bezbednosnih problema, ali do sada
takvi dogadaji nisu dokumentovani. Konacno, ekspresija citokina ili kostimulatornih
molekula koji se koriste za pojacavanje imunogenosti DNK moze dovesti do nezeljenih
Stetnih efekata uslovljenih ekspresijom 1 oslobadanjem citokina, kao $§to su
generalizovana imunska supresija, hroni¢na inflamacija ili autoimunost. U cilju
bezbednosti DNK vakcina, SZO preporucuje pracenje postojanosti plazmida koji
eksprimiraju citokine, kao i odgovarajuce pretklinicke modele, kao $to su zivotinjski
modeli koji reaguju na odgovaraju¢e humane citokine (79).

Trenutno su u toku brojne klini¢ke studije u kojima se ispituju DNK vakcine
protiv razli¢itih humanih patogena (hepatitis B 1 C virusa, HIV-a, virusa influence,
Ebola virusa, respiratornog sincicijalnog virusa, herpes simpleks virusa, uzro¢nika
malarije itd.) (55). Nijedna DNK vakcina jo$ nije odobrena za humanu upotrebu, ali je
Cetiri licencirano za veterinarsku primenu (npr. konjska vakcina protiv virusa Zapadnog
Nila) (69), sto pruza nadu da ¢e ovaj tip vakcina uskoro postati efikasno sredstvo za
prevenciju bolesti i kod ljudi.

IRNK vakcine

Ove vakcine sadrze informacionu (1))RNK koja sluzi kao matrica za sintezu
endogenog proteina kod vakcinisanih osoba. Za profilakticke vakcine protiv patogena,
razvijene su dve vrste 1RNK: nereplikuju¢e (konvencionalne) iRNK, i
samoamplifikujuée (engl. self-amplifying) iRNK virusnog porekla (51, 80). Vakcine sa
konvencionalnom iRNK kodiraju samo antigen od interesa. Vakcine sa
samoamplifikujuéom iRNK baziraju se u vecini slucajeva na genomu alfa virusa u
kojem su metodom genetskog inzenjeringa geni koji kodiraju strukturne proteine
zamenjeni genom od interesa, dok su geni koji kodiraju RNK replikacionu masSineriju i
dalje prisutni (tako dobijen genom se naziva replikon). Ove vakcine diriguju svoju
sopstvenu replikaciju (samoamplifikujuce), kroz sintezu od RNK-zavisnog RNK
polimeraza kompleksa, §to dovodi do stvaranja brojnih kopija iRNK koja kodira antigen
od interesa. Na ovaj nain je omogucena veca ekspresija proteina od interesa, uz
primenu relativno male doze vakcine (51, 80). Sa druge strane, prednost koriS¢enja
konvencionalnih iRNK vakcina u odnosu na samoamplifikujue je jednostavnost
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konstrukcije, mala velicina RNK, 1 odsustvo bilo kog dodatnog kodiranog proteina koji
bi mogao dovesti do nezeljenog imunskog odgovora (81).

Putevi primene i formulacija iRNK vakcina

Da bi delovala kao vakcina, egzogena iRNK mora u¢i u citoplazmu gde se odvija
ekspresija proteina, Sto znaci da mora proci kroz citoplazmatsku ili endozomalnu
lipidnu membranu. Takode, iako iRNK ima imunostimulatorne osobine (aktivira
urodeni imunski sistem), one se mogu pojacati razli¢itim formulacijama iRNK. Stoga su
razvijeni razli€iti pristupi koji imaju za cilj da poboljSaju unos, odnosno preuzimanje
iRNK od strane ¢elija domacina kao i adjuvantne osobine iRNK vakcina.

U eksperimentalnim modelima je pokazano da fizicke metode isporucivanja, kao
Sto su genski pistolj 1 elektroporacija, povecavaju oslobadanje iRNK vakcina u
citoplazmu (82, 83). Pored toga, jedna od najceSc¢e koriS¢enih strategija za povecanje
ekspresije 1 imunogenosti iRNK vakcina je povezivanje iRNK sa dodatnim
komponentama. U tom kontekstu, jedan od prvih pristupa bio je povezivanje iRNK sa
katjonskim peptidom, protaminom, koji Stiti iRNK od degradacije (84, 85). Noviji
pristupi ukljucuju stvaranje kompleksa sa lipidnim i polimernim nanoc¢esticama. Danas
se lipidne nanocestice najviSe koriste za in vivo isporucivanje iRNK vakcina, 1 vrsta su
agensa koji najviSe obecava (86). Treba napomenuti da je jedan od nacina isporuke
nereplikujuc¢ih iRNK vakcina 1 putem dendritskih ¢elija, ali se ovako primenjene iRNK
koriste primarno za le¢enje tumora (87).

Pored formulacije, put primene ima uticaja na kvalitet i jacinu imunskog
odgovora. iRNK vakcine se mogu primenjivati sistemski ili lokalno, u zavisnosti od
toga gde je potrebno indukovati ekspresiju antigena. U pretklini¢kim studijama, iRNK
vakcine protiv infektivnih bolesti su aplikovane intramuskularno, intradermalno i
subkutano. Nakon intradermalne aplikacije, iRNK vakcine formulisane sa protaminom
ili lipidnim nanocesticama uspesno indukuju imunski odgovor, ukljuc¢uju¢i produkciju
antitela, kao i odgovor CD4+ i CD8+ T ¢elija (88, 89).

Mehanizam delovanja iRNK vakcina

Egzogena iRNA je imunostimulatorna, zato §to se prepoznaje od strane razlicitih
membranskih, endozomalnih (TLR3, TLR7 iTLRS) i citoplazmatskih (RIG-I, MDA-5 i
PKR) receptora urodene imunosti (90). Aktivacija ovih receptora rezultira u robusnom
urodenom imunskom odgovoru koji na mestu inokulacije dovodi do oslobadanja
hemokina i citokina kao §to su IL-12 i TNF, koji su klju¢ni za sazrevanje dendritskih
¢elija, 1 otuda za indukciju efikasnog adaptivnog imunskog odgovora protiv kodiranog
antigena. Medutim, postoje podaci da prepoznavanje iRNK od strane receptora urodene
imunosti, putem [FNa 1 B signalnog puta, moze da dovede i do inhibicije ekspresije
antigena S$to negativno uti¢e na imunski odgovor (91).
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lako mehanizmi koji leze u osnovi indukcije imunskog odgovora koji pokrecu
iRNK vakcine nisu do kraja razjasnjeni, smatra se da ekspresija i prezentacija kodiranih
antigena sledi slicna pravila kao kod DNK vakcina. Ukratko, najvazniji tip ¢elija za
iRNK vakcine su profesionalne APC, najverovatnije dendritske Celije, koje nakon
transfekcije sintetiSu antigen kodiran iRNK u nativnoj formi. Sintetisani protein se
potom obraduje do antigenskih peptida i prezentuje u sklopu I i IT klase MHC molekula
zajedno sa kostimulatornim signalima CD8+ i1 CD4+ T celijama. Antigen koji se
eksprimira u nativnoj formi prepoznaje se od strane B ¢elija koje potom produkuju
antitela protiv antigena (51).

Dobre i lose strane iRNK vakcina

»Ogoljena” iRNK je u fizioloskim uslovima jako nestabilna (zbog prisustva
ekstracelijskih ribonukleaza koje kataliticki hidrolizuju RNK). Takode, usled
hidrofilnosti 1 jakog negativnog naelektrisanja, nakon aplikacije in vivo, RNK se ne
preuzima efikasno od strane c¢elija domacina. Ipak, ovi nedostaci su su prevazideni
vezivanjem iRNK za visoko efikasne nosace, kao Sto su nove generacije lipidnih
nanoCestica, koje Stite iRNK od degradacije ribonukleazama 1 omogucavaju
prolongiranu ekspresiju antigena, Sto dovodi do indukcije snaznog humoralnog i
¢elijskog imunskog odgovora nakon in vivo primene.

iRNK vakcine, slicno DNK vakcinama, indukuju 1 humoralni 1 ¢elijski imunski
odgovor i mogu se koristiti za ekspresiju bilo kog zeljenog antigena. U pogledu
proizvodnje, obe platforme omogucavaju dobijanje razli¢itih vakcina koriS¢enjem istih
uspostavljenih proizvodnih procesa i postrojenja. Medutim, budu¢i da se proizvodni
proces iIRNK zasniva na in vitro sistemima i ne zahteva amplifikaciju u bakterijama ili
¢elijskim kulturama, proizvodnja iRNK vakcina, u poredenju sa DNK vakcinama, traje
krace 1 relativno se lakSe kontrolise (51, 80). S obzirom na to da se translacija u protein
odvija u citoplazmi, dodatna prednost u odnosu na DNK vakcine je izbegavanje
potencijalnog rizika od integracije u genom domacina. Ne indukuju stvaranje anti-
vektorskih antitela, kao $to je primeceno za izvesne virusne vektorske vakcine (92, 93),
1 zbog toga se mogu primenjivati vise puta.

U pretklinickim studijama, i konvencionalne i samoamplifikuju¢e iRNK vakcine
protiv razli€itih patogena (npr.HIV, virus influence, Zika i Ebola virus), pokazale su
dobre rezultate (94-97). Neke od iRNK vakcina trenutno se testiraju u klinickim
studijama 1 generalno su pokazale ohrabrujuce rezultate u pogledu bezbednosti i
imunogenosti (51), pruzaju¢i podrSku za dalja klinicka istrazivanja.

Zakljucak

Prevencija mnogih infektivnih bolesti i1 dalje predstavlja izazov u oblasti
vakcinologije. U toku proteklih godina postalo je jasno da vakcine za ove bolesti nije
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moguce dobiti sledeci klasicne pristupe uspesnih konvencionalnih vakcina. Napredak u
oblasti molekularne biologije i genetickog inZenjeringa omogucio je razvoj novih
vakcina, kao Sto su vakcine sa vektorima 1 nukleinskim kiselinama (DNK i iRNK
vakcine), koje ispunjavaju preduslove za reSenje ovih izazova. Svaki od ovih tipova
vakcina ima svoje prednosti i nedostatke vezane za mogucénost indukcije razli¢itih
tipova imunskog odgovora, proizvodne kapacitete i bezbednost primene kod ljudi.
Virusne vektorske vakcine efikasno stimuliSu imunski sistem, sli¢no kao 1 kod prirodne
infekcije, 1 indukuju snazan imunski odgovor protiv kodiranog ciljnog antigena.
Medutim, proizvodnja ovih vakcina je relativno kompleksna, i otuda skupa. Anti-
vektorska antitela, ve¢ postojeca ili stvorena nakon prve imunizacije mogu ometati
imunski odgovor, odnosno onemoguciti revakcinaciju istom vektorskom vakcinom.
Pored toga, vezano za primenu ovih vakcina, postoji zabrinutost zbog rizika od
nezeljenih efekata i rezidualne replikacije virusa in vivo. U pogledu proizvodnje, DNK
(narocito sintetski DNK konstrukti) i iRNK vakcine imaju prednost jer omoguéavaju
relativno jednostavan, sintetski proizvodni proces. lako se u ranim klinickim studijama
DNK vakcine nisu pokazale dovoljno imunogenim, novija klini¢ka ispitivanja ukazuju
da ove vakcine mogu indukovati protektivni imunitet. Medutim, moguénost dugotrajne
perzistencije 1 integracije u genom domacina, zavisnost od uredaja za ubrizgavanje ili
elektroporacije, neki su od vaznih nedostataka DNK vakcina. iRNK vakcine su
najnovija tehnologija i stoga jo§ uvek nisu mnogo ispitivane kod ljudi. Poslednjih
godina pojavile su se publikacije pretklini¢kih i ranih klini¢kih ispitivanja u kojima su
objavljeni obecavajuéi rezultati. Nemoguénost genomske integracije 1 nedostatak
perzistencije u ¢elijama vakcinisanih ¢ini primenu iIRNK vakcina bezbednijom u odnosu
na primenu DNK vakcina.

Vektorske vakcine i DNK vakcine protiv infektivnih bolesti ve¢ su licencirane za
primenu u veterini. lako malobrojne, vektorske vakcine su odobrene 1 za primenu kod
ljudi. Obecavaju¢i rezultati dobijeni u klinickim studijama sa DNK vakcinama, a
nedavno 1 u ranim klinickim studijama sa iRNK vakcinama, ukazuju da bi one mogle
postati mo¢na sredstva u prevenciji infektivnih bolesti.

Zahvalnica

Ovaj rad je finansijski podrzan sredstvima Ministarstva prosvete, nauke i
tehnoloskog razvoja Republike Srbije (projekat broj 175050).
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Summary

Vaccines are considered to be one of the greatest public health achievements of the last
century. As a result of widespread vaccine use, the smallpox virus has been completely
eradicated and the incidence of other diseases such as polio, measles, tetanus and diphtheria has
been drastically reduced. Current licensed vaccines, predominantly composed of either live
attenuated or killed pathogens, pathogen subunits, owe their success to their ability to elicit
neutralizing antibodies against pathogens. On the other side, cell-mediated immunity, which
plays a central role in elimination of intracellular pathogens (which in most cases leads to
chronic infections) is much more difficult to obtain using current vaccines. Currently, numerous
vector and nucleic acid (DNA and mRNA)-based prophylactic vaccines, capable of inducing
substantial vaccine-specific T cell responses, are investigated in preclinical and clinical studies,
with promising results. This review focuses the background of vector and nucleic acid-based
vaccines, their strengths and weaknesses and safety issues.

Key words: vaccine types, vector vaccines, DNA vaccines, mRNA vaccines
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