© 2003 Biotehnoloogia 6ppetool — Dots. Ants Kurg

BIOTEHNOLOOGIA JA MEDITSIIN

VAKTSIINID
Tanapdeva maailmas pdeb ligikaudu kaks
miljardit inimest haigusi, mida teoreetiliselt
oleks vdimalik &ra hoida vaktsineerimise abil.
Vaktsiinid koosnevad kas tapetud (inakti-
veeritud) vGi  elusatest mittevirulentsetest
(attenueeritud) haigusetekitajatest. Traditsi-
ooniliselt toimub vaktsiinide tootmine nii, et
haigustekitajat kasvatatakse kultuuris, puhasta-
takse ja inaktiveeritakse vOi attenueeritakse
selliselt, et sdiliks immuunvastuse esilekut-
sumisv@ime. Nii on saadud mitmete haiguste
vastaseid vaktsiine:  difteeria,  18kakdha,
teetanus, rouged ja polimeliit. Samas on
traditsioonilisel tootmisel rida probleeme

1. Ka&iki haigustekitgjaid e saa kultuuris
kasvatada ega seega nende vastu
tavameetodil vaktsiine toota.

2. Looma- v@i inimeste viiruste tootmine
vajab imetaja rakukultuure, mis on kallid.

3. Nii viiruste saagis kui ka kasvukiirus
rakukultuuris on madal, muutes seel&bi
vaktsiini tootmise kalliks.

4, Laboritbttajate ohutus patogeenidega
tootamisel.

5.  Vaktsiinis sisalduva patogeeni ebapiisav
inaktivatsioon v@i attenuatsioon tootmis-
protsessis, mistdttu vaktsiin vdib muutuda
ohtlikuks.

6. Attenueeritud tivede aktiivsus VvGib
taastuda, seepdrast on vagaik pidev
vaktsiini testimine.

7. Koiki haigus (ndit. AIDS) e saa
traditsiooniliste vaktsiinide abil &ra hoida.

8. Pajudevaktsiinide “eluiga’ on piiratud ja
sageli vajavad nad  spetsiaalseid
hoiutingimus:  (probleemid  arengu-
maades).

Rekombinantsete DNA-de tehnoloogia

jauued vaktsiinid

1. Patogeense agens virulentsusgeeni(d)
saab eemaldada, sdilitades immuno-
geensed omadused. Taoliselt modifit-
seeritud patogeene on vdimalik kasutada
elus vaktsiinidena, ilma et tekiks oht
virulentsuse taastumiseks.

2. Elusad mittepatogeensed kandur (carrier)-
susteemid. V&ivad kanda kindlaid anti-
geenseid determinante. Carrier-siisteemid
indutseerivad tugeva immunoloogilise
vastuse patogeeni vastul.

3. Patogeenide, keda on vBimatu kasvatada
kultuuris, antigeensete determinantide
geenide eraldamine, kloonimine ja
ekspresseerimine  alternatiivsetes pere-
mees-stisteemides nagu E. coli vdi

imetgja rakuliinid. Kloonitud geenide
vadke sasb  kasutada  “subihiku
vaktsiinidena’.

4, Moned infitseerivad agensid e havita
peremeesrakku otse vaid pdhjustavad
haiguse, mille puhul peremehe immuun-
siisteem atakeerib oma (nakatatud) rakke.
Nende haiguste puhul on vdib-olla
voimalik luua suunatud rakuspetsiifilised
“killer” susteemid. Kuigi tegemist pole
“péris’ vaktsiiniga atakeerib antud tadpi
sisteem anult infitseeritud  rakke
eemaldades sellega immuunvastuse
alika. Konstrueeritakse liitvalke, milles
Uks osa kinnitub infitseeritud rakule ja
teine osa tapab raku

Subiihiku vaktsiinid

Sublhiku vaktsiinid kasutavad patogeense
organismi vai viiruse komponente.

Eelised: Immunogeenina kasutatava valgu
eraldamine ja puhastamine kindlustab keemi-
liselt tépselt méadratletud, lisavalkude ja
nukleiinhapete vaba preparaadi, mistdttu oht
ebasoovitavate koOrvalefektide tekkeks on
véke.

Puudused: Spetsiifilise valgu puhastamine on
kallis ja teatud olukorras vdib eraldatud valk
omada in situ olukorrast erinevat konformat-
siooni, mis pohjustab immunogeensuse
muutuse.

Subuihiku vaktsiin Herpes simplex’i viiruse
(HSV-1) vastu.

Esiteks identifitseeriti patogeense agensi
antikehi esile kutsuv(ad) komponent(did), mis
reageerivad infektsioosse agens intaktse vormi
vastu. Hiirtega tehtud katsete tulemusel leiti, et
HSV-1 puhul on selliseks agensiks envelope
glukoproteiin D (gD). Geen eraddati ja
kloneeriti CHO (chinese hamster ovary)
rakkudesse. gD téigéarjestus kodeerib valku,
mis on normaalselt seotud imetaja peremees-
raku membraaniga. Kuid membraaniseoselise
valgu puhastamine on mérgatavalt raskem kui
lahustuva valgu puhul. Seega modifitseeriti gD
geeni eemaldades sealt C-terminaalne trans-
membraanne sidumisdomdn. Viidi CHO
rakkudesse-  produkt  glikoslleeriti  ja
sekreteeriti sO6tmesse

Suu- ja sorataudi viiruse (FMDV) subtihiku
vaktsiin

Véga virulentne viirus. Siiani rakendati
vaktsiinina formaliiniga tapetud viirust. 1
miljard doosi aastas Ule kogu maailma.
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Kloneeriti kapsiidi viirus valk 1 (VP-1). Kuna
on tegemist Uheahelalise RNA viirusega, siis
tehti sellest kdigepealt cDNA (ligikaudu 8 kb
pikk). Sisestati E. coli ekspressiooni-
vektorisse. Saadi liitvalk, mis koosnes 396
AH-st jasisaldas ka carrier valgu (bakteriofaag
MS2 replikaasi valk) osaja kogu FMDV VP1
valku, mis omas immuunogeenseid omadusi.

Peptiidvaktsiinid

Ka valgu teatud védike osa (domadn) voib

toimida efektiivse subiihiku vaktsiinina ja

indutseerida antikehade tootmise. Olulise
efekti peaksid andma vaid need valgu
domaanid, mis on kéttesaadavad antikeha
seostumisel asudes viiruse pinna ja eba
olulised viiruse sees asuvad valgu domaanid.

Seliselt on  vdimalik kasutada |Uhikesi

peptiide, mis mimitseerivad  epitoope

(antigeenseid  determinante) on immuno-

geensed.

On proovitud FMDV VP-1-e erinevaid

peptiide, mis lokaliseeruvad VP-1 C-terminuse

l&hedal (141-160; 151-160 ja 200-213) ja (9-

24; 17-32; ja 25-41) N-terminuse |&hedal. K&ik

seoti eraldi inertsele carrier valgule (kuna

vaikesed peptiidid degradeeritaks muidu

Kiiresti ara). 141-160 AH peptiid kutsus esile

killaldase koguse antikehade tekke hilisema

FMDV nakatumise vastu.

Kuigi on saadud positiivseid tulemusi peab

peptiidse materjali  kogus immunoloogilise

vastuse esilekutsumiseks olema ca 1000 korda
suurem kui inaktiveeritud FMDV kasutamisel.

Sellest Ule saamiseks liideti FMDV VP-1 142-

160 peptiidi  kodeeriv. DNA  vaga

immunogeense carrier molekuli geeniga

(hepatiit B core protein; HBcAQ). Sdle liit-

geeni ekspresseerimisel E. coli’s v6i looma-

rakkude koekultuuris saadud valgumolekulid
assambleerusid  ise  stabiilseteks  “27-nm
partikliteks’, kus FMDV VP-1 peptiid
lokaliseerus partikli - vélispinnal. Hinnates
immunogeensust merisigadel leiti, et VP-1

142-160 peptiidi  liitpartiklid HBcAg-ga

omasid umbes 1/10 inaktiveeritud FMDV

aktiivsusest ja 500 korda aktiivsemad kui 142-

160 AH sinteetiline peptiid vaba kujul.

M@oningad puudused:

1. Peptiid peab omama sama konformat-
siooni, mis on epitoobil intaktses
viiruspartiklis.

2. Uks epitoop pole aati kiillaldaselt
immunogeenne.

Elusad rekombinantsed vaktsiinid

1. Mittepatogeensed organismid, millesse
on sisestatud ja mis ekspresseerivad
patogeense sihtmark organismi  mingit
antigeenset determinanti.

2. Patogeensete organismide muudetud
tived, mille virulentsusgeen(id) on
modifitseeritud voi deleteeritud. Anti-
geensed determinandid esitatakse
immuunsisteemile sellises  konformat-
sioonis, mis on vaga sarnane patogeense
organismi antigeenile

Attenueeritud vaktsiinid

Koolera.

Elus vaktsinid on tavalisdt paju
efektiivsemad kui inaktiveeritud vai subihiku
vaktsiinid. PBhiline tingimus: e€lus vaktsiin el
tohi sisaldada inokuleeritavas materjais
virulentseid vorme.

Bakter Vibrio cholerae moodustab peensooles
kolooniaid ja sekreteerib suures koguses
heksameerset enterotoksiini, mis koosneb
Uhest A sublhikust (omab ADP ribo-
silatsiooni  aktiivsust ja  stimuleerib
adenulaadi tsiklaas) ja viiest identset B
sublihikust, mis seostuvad spetsiifiliselt
soole retseptoriga. A sublhikul on kaks
domééni: A; peptiid, mis sisaldab toksilist
aktiivsust ja A, peptiid mis seob A subiihikut B
subtihikuga. Kuna eelnevate uurimistega oli
ndidatud, et sublhiku vaktsiin, mis sisaldas
inaktiveeritud heksameerset koolera entero-
toksiini polnud aktiivne, tehti V.cholerae tivi,
milles deleteeriti osa A; peptiidi kodeerivast
jarjestusest ning saadi A1 peptiidi deletsiooniga
stabiilne V. cholerae tivi. Tlvi e tooda
enterotoksiini, kuid on sdilitanud kéik teised
patogeense V. cholerae  biokeemilised
omadused.

Vektor vaktsiinid

Viiruste vastased

Vaccinia viirus elusvaktsiinina. Healoomuline
poxviirus. Kaheahelaline DNA genoom ca 187
kb kodeerib ligikaudu 200 erinevat valku.
Viirus replitseerub  infitseeritud  rakkude
tsiitoplasmas, kuna vaccinia viiruse DNA
sisaldab DNA polimeraasi, RNApolimeraasi
geene ja samuti ensiime, et cap'ida,
metuleerida ja lisada mRNA-le polladenu-
latsiooni signaal. Seega kui viia v00rgeen
vaccinia viiruse genoomi vaccinia viiruse
promootori kontrolli alla, siis ekspresseeritakse
seda peremehe regul atoorsetest ja
ensiimaatilisetest funktsioonidest sBltumatult
Viirusel on la peremees spekter, ta on
molekulaarsel tasemel hasti iseloomustatud ja
seepérast sobiv kandidaat vektorvaktsiiniks.
Vektorvaktsiini puhul on téhtis kloneeritud
antigeene  kodeerivate geenide “kohale
viiming” ja ekspressioon, mille tagajarjel tekib
immuunvastus. Selle viiruse genoom on véga
suur ja sea pole unikaalseid restriktsiooni
saite. Seega e saa sinna otseselt voér DNA-d
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sisestada ja need viigkse sinna in vivo

homoloogilisel rekombinatsioonil. (JOONIS)

Vaccinia viirusesse on sisestatud arvukalt

antigeene:

Hepatiit B pinnaantigeen;

Gripi NPjaHA valgud;

Marutbve viiruse G valk

Herpes ssimplex’i glikoproteiinid jne.

Rekombinantsete viirustega on ka vaktsi-

neeritud looduses elavaid loomi nditeks

marutdve viiruse glikoproteiini ekspresseeriva
rekombinantsete vaktsiinia viiruse  abil.

Rakendati Kesk-Euroopas rebastel sbotes neile

kanapéid, millele oli lisatud viirust. Sveitsis ja

Belgias oli kampaania véaga edukas.

Brochier et a., (1991) Large.scale eradication

of rabies using recombinant vaccinia-rabies

vaccine Nature 354, 520-522.

Eelised:

1. Autentne antigeeni(de) ekspressioon
viiruse poolt sarnaselt loomulikule infekt-
sioonile.

2. Viirus vOib peremehes replitseeruda,
seeldbi amplifitseerides antigeeni kogust,
mis aktiveerib antikehade vabanemist B-
rakkudest (humoraalne vastus) ja stimul-
eerida T-rakkude tootmist (rakuliselt
vahendatud immuunvastus).

3. Antigeeni geeni inserteerimine vaccinia
viiruse genoomi Uhte v&i mitmesse saiti
vahendab tema virulentsust.

Puuduseks on see, et vaktsineerides immuuno-

supresseeritud peremeest (nagu AIDS-i haige)

voib viiatdsisele viirusinfektsioonile.

Bakterite vastased vaktsiinid

1. Ko&iki bakterhaiguss e saa ravida
antibiootikumidega

2. Antibiootikumide kasutamine Ule 40 aasta
on viinud bakteritiivede tekkele, mis on resis-
tentsed mitme antibiootikumi suhtes (MDR).

3. Antibiootikumide sdilitamine  (eriti
troopikas)

4. Sageli on Usna raske teha téieikku
antibiootikumi kuuri.

Bakterite kasutamine antigeenide Ule-
kandemehhanismina

Naiteks Bacillus Calmette-Guerin ehk BCG.
Pasteuri instituudis 1921. aastal saadud attenu-
eeritud veise tuberkuloosi Mycobacterium
bovis tivi.

BCG-d on laiadaselt kasutatud kliinilises
praktikas tuberkuloosi vaktsiininajataon tisna
ohutu (komplikatsioonide oht véike (0.19
miljoni kohta)). Immuunogeenne ja annab
pikagjalise efekti (5 kuni 50 aastat) ainsa
inokulatsiooniga. Voimalik kasutada ka
booster’ eid. Saab manustada suu kaudu, kuna
teda el kahjusta ema antikehad, v8ib anda kohe

sunnijérgselt. Samuti on Mikobakteri valgud
tuntud kui efektiivsed immuunadjuvandid.
Rekombinantsed rBCG.

Mdnel juhul vBib saada vdorantigeeni kuni
15% koéigist BCG valkudest. Hiirtel tehtud
uurimused néitavad, et tekib tugev humoraalne
(antikeha) immuunsus. Lisaks sellele tekib
rakuline immuunsus, mis on eriti kasulik on
BCG kasutamine teatud viirushaiguste nagu
HIV vbi rakusiseste patogeenide Leishmania
vdi Mycobacterium leprae korral, millest e saa
efektiivselt 1ahti neutraliseerivate antikehadega
On néidatud, et leismaniooside ja pneumo-
kokkide infektsiooni korral aitab hasti, osaliselt
SIV-1 ja leetrite korral ja e ata malaaria ja
leeprakorral.

Anti-idiotiupsed vaktsiinid

Kui tehakse antikehasid teiste antikehade vastu
mis, seostuvad mingi kindla antigeeniga, siis
mdni neist anti-antikehadest omab originaal-
antigeeni  immunoloogiliss omadusi. Neid
antikehi nimetatakse anti-idiotlilipseteks anti-
kehadeks.

Anti-idiotllpseid antikehi vGib kasutada siis
kui:

1. Antigeense materjali saamine on raske.

2. Kas sihtmark molekul v6i organism ise on
ainult nérgalt antigeensed.

3. Kui patogeenset organismi on raske voi
ohtlik kultuuri viia

4. Patogeeni spetsiifiline determinant on vaja
maérkida neutraliseerimiseks

5. Antigeen e ole valk

DNA vaktsiinid ehk geneetiline immuni-

seerimine

NB! Vaga paju huvitavat infot DNA
vaktsiinide kohta leiab

http://www.DNAVvaccine.com

DNA immuniseerimine on:

1. “Pdjaste’ DNA (vBi RNA) jérjestuste
otsene viimine kudedesse in vivo, et
kutsuda esile immuunvastust
indutseerivate valkude slinteesin situ .

2. Plasmiidse DNA (vGi RNA) otsene
sisestamine sistimisel voi biolistiliselt
peremeesorganismi kudedesse, kus see on
voimeline esile kutsuma antigeensete
valkude ekspressiooni transfekteeritud
rakus.

Seega meenutab DNA vaktsineerimine viirus-

infektsiooni, kuna valgu stinteesiks kasutatakse

peremeesraku biosiintees mehhanisme.

DNA vaktsiinid koosnevad vaid E. coli

paritoluga plasmiidsest DNA-st, misei ole:

1. Infitseeriv,

2. Eireplitseeru

3. Kodeerib ainult meid huvitavaid valke (st.

mitte t&iendavaid viirudikke valke)

http://www.biotech.ebc.ee/
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Vektorid

Vektorplasmiidi pdhikomponendid on:

1. Tugev promootor slsteem néit. Tsito-
megaloviiruse (CMV) varane promootor

2. Sobiv kloonimissait meid huvitava geeni
sisestamiseks

3. PollUadeniilatsiooni jarjestus (terminaator)

4. Prokartiootne  replikatsiooni origin
plasmiidi saamiseks E. coli’s

5. Selektsioonimarkerid.

Plasmiidne DNA kui vektor, geen ja

adjuvant

Plasmiid funktsioonid:

1. Kodeeriv jarjestuse antigeensele valgule

2. Geeni transportmehhanism

3. Osaleb adjuvandna DNA-vahendatud
immuniseerimisal, kuna poltnukleotiidid
on immuun-siisteemi mittespetsiifilisteks
stimul aatoriteks.

DNA vaktsiinid indutseerivad nii
humoraalse kui rakulise immuunvastuse
Agjaolu, et DNA vaktsiinid indutseerivad CTL
vastuse eristab neid pajudest teistest
vaktsiinitilpidest, mis indutseerivad kas
primaarselt v&i ainult antikehad. Antikehad
neutraliseerivad primaarselt patogeenid ja
hoiavad éra voi limiteerivad infektsiooni, kuna
CTL tunneb &a ja llusib patogeenidest
nakatunud rakke ja abistab infektsiooni
mahasurumisel. Seega on immuunsiisteemi
mdlema komponendi indutseerimine DNA
vaktsiinidele kindlaks eeliseks.

Areng ja perspektiivid

Esimest korda Onnestus DNA kasutamine

vaktsiinina 1992. aastal. Peale seda on ilmunud

antud vallas ridamis tdid. Kuid vaatamata
kdigele sellele on mitmed kiisimused vastuseta.

1. Kuidas DNA siseneb rakku pede
lihasesse stistimist?

2. Millised rakud osaevad antigeenide
presentatsioonil et indutseerida CTL ja
saavutada kaitse?

Kui neile kiisimustele oleks vastused olemas,
siis saaks disainida vaga erinevaid vaktsiine
spetsiifiliste nakkushaiguste vastu.
Teine oluline kisimuste ring on meetodi
ohutus.
1. Plasmiidi potentsiaalne integratsioon
peremeesr aku genoomi, v8ib viiainsertsioon-
mutatsioonide tekkele.
2. Autoimmuunvastuse teke. Naiteks
patogeensed anti-DNA antikehad. Tulemused
on néidanud, et kbrge afiinsusega antikehi ei
teki. Plasmiidset DNA-d saab ka hiljem
tdiendavalt  sisestada, e  vOimendada
immuunvastust.

3. Immunoloogilise tolerantsuse teke

Antigeeni ekspressioon peremehes v8ib viia
spetsiifilise tolerantsuse kujunemisele selle
antigeeni suhtes.

DNA vaktsiinid: eelised tervishoiu jaoks

1. Vaktsiinide tootmine ja kasutamine

A) DNA vaktsiinide tootmine on lihtsam kui
inaktiveeritud patogeenide, sublhiku voi
rekombinantsete valguliste vaktsiinide
puhul.

B) Tootmine on unifitseeritav. Erinevaid
antigeene kodeerivaid plasmiide on
vdimalik saada sama tehnoloogiaga.

C) DNA on véga dstabiilne ja resistentne
ekstreemsetel e temperatuuridel e,

2. Vaktsiinide uuringud ja uute vaktsiinide

loomine

A) Vdimalus antigeense valgu jarjestusi
modifitseerida v6i lisada heteroloogilisi
epitoope lihtsate  manipulatsionidega
plasmiidsel DNA-I

B) Vdimalus inkorporeerida antigeensust
suurendavaid modifikatsioone.

GENEETILISED HAIGUSED JA NENDE
DIAGNOSTIKA

Genestiliste haiguste skriining

Eesti kohta vaata SA TUK Molekulaar-
diagnostika keskus: www.dnatest.med.ee
Viiakse 18bi vaid teatud populatsioonides,
etnilistes gruppides , kus on teada haiguse suur
esinemine

Néiteks: Ule 35 a. nn. vanuseriskiga rasedad
Downi sindroomi sagedus 1,2-1,7:1000 vast-
stindinu kohta

20.a  1:2000
30.a 1:1000
40.a. 1:110
45.a 1.20

Prenataalne diagnostika

1. Amniotsentees (AFS amnionic fluid
sampling)

Prenataalses diagnostikas on kasutatud alates
1950-ndatest aastatest (Eestis 1990,1987)
(spektrofotomeetriga méérati bilirubiini taset
reesusimmunisatsiooni korral)

Tavaliselt 15-18 rasedusnadalal, Ultraheli
kontrolli al

Raseduse katkemise oht u. 0,5%

Amniotsenteesi soovitatakse rutiinselt kdigile lle
35a. rasedatele kromosoomianomadliate ja
Downi stindroomi diagnostikaks.

Nii tsitogeneetikaks kui DNA diagnostikaks
kasutatakse amnionirakkude kultuuri (muide ca
20 % amnionivedelikust saadud rakke on périt
emalt)

2. Koorioni hattude biopsia e. koorioni biopsia
(CVSchorionic villus sampling)

http://www.biotech.ebc.ee/
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Kasutusel alates 1980 aastatest. Eestis CVS 1990

Med. Genesetika Keskus

Raseduse katkemise oht suurem kui AC-l ca

2%-4%, kasutatakse tavaliselt suurema riskiga

rasedatel (Ule 10% ),

Eelised:

1) Saadakse rohkem materjali 10-60 pg loote
DNAd

2) Varasem  protseduur,
rasedusnadalal.

3) Kui loode on haige ja vanemad otsustavad
katkestada, mahub gjaliselt 12 nadala sisse,
ohutum, vanematele moraal selt kergem.

tavaliselt  9-10

Preimplantatiivne Geneetiline Diagnostika
(PGD)

Alternatiivne vBimalus AC ja CV Sile. Suhteliselt
uus meetod, esimesed PGD lapsed siindisid ca
10a. tagasi. Meetodi areng on toimunud ténu in
vitro viljastamise (IVF) arengule. PGD aitab Ule
saada kdige valulisemast probleemist: raseduse
katkestamisest. Kunstlikult viljastatud embriod
testitakse enne implanteerimist.

3 péeva pede viljastamist kui embriio on 6-8
raku staadiumis voetakse vélja 1-2 blastomeeri.
Kuna rakud on veel totipotentsed, siis
teoreetiliselt e kujuta see ohtu arenevae
embriole

Rasestumise % peale PGD ja IVF on sama, mis
ainult IVF jargselt (25%)

Samuti vOib anallilisida trofektodermi rakke
blastotsisti staadiumis, st.ca 5 pdeva pede
viljastamist. Sellel meetodil saaks embriiost
analliisida rohkem rakke st. oleks rohkem
DNAd.

Esimene haigus, mida PDG diagnoositi oli
tstistiline fibroos (CF) 1992 a.

Praeguseks PGD protokollid olemas Ule 20
haiguse testimiseks.

Geeniteraapia Uldpdhimbtted

Fenlulketonuuria

Mutatsiooni tagajarjel fentulalaniin
hidroksilaasi (PAH) geenis, mille alusel
toodetakse maksas vastavat enslimi, on
rikutud fentllalaniini Uleviimine tlrosiiniks.
Kui on tegemist homosiigootse patsiendiga,
siis e toodeta PAH ensiimi Uldse vai
toodetakse vastavat ensliimi vdga véikeses
koguses, mille tagajdrjel kuhjub verre suur
kogus endogeenset fenlulalaniini. Fenhil-
alaniini korge tase viib kesknérvisiisteemi
neuronite aksonite mueliintuppede ebanor-
maalsele moodustumisele, mille taggjarjel
tekib lapsel tBsine vaimne alaareng. See
aminohapete  metabolismi  hdire  esineb
sagedusega 1:10.000 vastsiindinu kohta.

Fenlillketonuuria puhul rakendatakse fentil-
alaniini vaba dieeti, mille tagajarjel on lapse
areng normaalne.

Teiste genestiliste haiguste puhul, juhul kui
defektse valgu funktsionaalne vorm e kutsu
esile immuunvastust, rakendatakse asendus-
teraapiat, mille puhul vastavat enstiimi viiakse
organismi slstimise teel. Naiteks hemofiilia,
SCID-i ja Gaucher-i tbve korral. Kuigi
sellistest vahenditest on kill méningast kasu
on nad siiski gjutised.

Antud defekti korrigeerimiseks DNA tasemel
kasutatakse geeniteraapiat, mille puhul
mittefunktsionaalne geen asendatakse selle
geeni tottava koopiaga.

Severe Combined Immunodeficiency - SCID
1990. aastate alguses toimusid esimesed katsed
SCID-i teragpias, mille pdhjus on ensiim
adenosiini  deaminaasi  (ADA) puudumine.
Sele  tulemusel  tBuseb  tsirkulatoorses
stisteemis adenosiini ja deoksliadenosiini tase,
mis on mBlemad toksilised ja letaalsed B ja T
lUmfotstdtidele, mille  tulemusel  tekib
immuunsus puudulikkus.

Patsiendilt eraldatud lUmfotsiiltidesse viidi
funktsionaalse ADA geeni kloneeritud cDNA.
Rakud viidi kultuuri, selekteeriti, kasvatati sed
ja viidi geneetiliselt modifitseeritud lUmfot-
suidid  patsiendile  tagas  regulaarsete
intervallide tagant 2 aasta véltel. Pede nelja
aasta moddumist katse algusest oli mdlemal
patsiendil integreerunud vektor ja ADA geeni
ekspressioon tuvastatav.

NB! Kéesoleval ajal toimub kogu inimese

geeniteraapia  somaatiliste  rakkudega.

Eetilistel, ohutusest ja muudest pdhjustest

tingituna e tehta seda praegu sugurakkude

peal.

Rida probleeme:

1. Kuidas saada kétte sihtmérk rakud

2. Kuidas sisestada funktsionaal ne geen.

3. Milline osa sihtmérk rakkudest peab
saama funktsionaalse geeni, et sellest
oleks kasu haiguse vastu.

4. Kason vajatapset reguleerida sisseviidud
geeni transkriptsiooni

5. Kas sisseviidud geeni Uleekspressioon
vOib samuti pbhjustada mingeid teis
fusioloogilisi probleeme

6. Kas funktsionaalset geeni sisaldavad
rakud sélivad vOi  tuleb  nende
sisseviimist korrata.

Ex vivo geeni teraapia

P6hilised etapid:

1. Patsiendilt eraldatakse rakud

2. Korrigeeritakse geenidefekt uue geeni
sisse viimisega isoleeritud rakkudesse
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3. Selekteeritakse ja
korrigeeritud rakud
4. Viiakse vOi transplanteeritakse need rakud
patsiendile tagasi.
Kuna kasutatakse autoloogilisi (patsiendi enda)
rakke, siisimmunoloogilisi probleeme ei teki.
Ex vivo geeniteraapiat saab rakendada ainult
juhtudel, kui vastava koe rakke saab kehast
eemaldada, geneetiliselt modifitseerida ja
péarast jalle tagasi viia. Tegelikult vdib ex vivo
geeniteraapiat vaadelda kui modifitseeritud
rakuteraapiat.
Kui autoloogilisi rakke e ole vdéimalik
kasutada, siis saab ex vivo geeniteraapiat teha
ka heteroloogiliste (teiselt inimeselt) périt
rakkudega, lahendades immuunvastuse tekke
probleemi.

kasvatatakse

Vektorid

Vektorite puhul on véaga oluline, kas

sisseviidud geen integreerub kromosoomi Vi

jééb episoomina rakku.

I ntegratsioon kromosoomi:

1. Geen antakse edasi igal raku jagunemisel
igale titarrakule

2. Saavutatakse
ekspressioon

3. Oluline néiteks tivirakkude korral

4. Puuduseks on juhuslik insertsioon. Geeni
asukoht vBib erinevates  rakkudes

pikagjaline stabiilne

varieeruda

5. Samuti vdib rikkuda mdne elutdhtsa geeni
funktsiooni

6. Mingi rakulise onkogeeni v8imalik
aktivatsioon

Episomaalne integratsioon:

1. Probleemiks on pikagjaline ekspressioon

2. Rakkude jagunemisdl toimub segregat-
sioon tutarrakkude vahel

3. Véahi teraapia puhul vahel ongi vaa
[Ghigjalist ekspressiooni

In vivo geeni teraapia

Funktsionaalne geen viiakse otse patsiendi
rakkudesse vOi vastavasse koesse. See vOib
olla ainus vdimalus kui individuaalseid rakke
e saa kultuuri viia ja sea kullaldases koguses
kasvatada (naiteks agukoe rakke) véi ka
juhtudel  kui rekke e saa edukalt
reimplanteerida.

Retroviirusvektoritega saab sisestada materjali
vaid jagunevatesse rakkudesse. Paljudes
kudedes aga suur osa rakkudest ei jagune.
Seega tuleb kasutada teisi meetodeid. Kuna
koed millesse on vaa sisestada genestilist
materjali on tavaliselt vaga erinevad, siis ka
meetodid on erinevad.

Viirudikud sisteemid
Retroviirused jaretroviirusvektorid

Vt. looma biotehnoloogia loeng ja selle
joonised

Eelkdige ohutuse kiisimus. Néiteks kasutatakse
pakkimidliini  konstrueerimisel  erinevaid
promootoreid asetades gag ja pol geenid
5LTR-i kontrolli ala ja env geeni
tstitomegaloviiruse promootori kontrolli all.
(Sellist konstrukti nim. plasmoviiruseks ja see
e tohiks rekombineeruda replikatsiooni
kompetentse  retroviirusega. Sinna  saab
sisestada vaid 3.5 kb DNA-d). Teine vdimalus
on vektori pakkimine teise viiruse envelope
sisse. Envelope médrab seostumise ja
infektsiooni  spektri. Nimetatakse viiruse
pseudotiitipideks.

Adenoviirused

Nakatavad arvukalt mittgjagunevaid inimese
rakke. Hingamisteed, sooletrakt. Kasutatakse
ulatuslikult  elusvaktsiinina  respiratoorsete
infektsioonide korral.

Adenoviiruse DNA l&heb raku tuuma, kus
ekspresseeritakse transgeen.  Rekombinantne
DNA ei integreeru raku kromosoomi ja e pusi
seal kaua. Seetdttu tuleb adenoviirus siisteemi
puhul teraapiat korrata.

Adenoviirusvektorite puhul on probleemiks
mdne adenoviiruse geeni ekspressioon (kuigi
vaga madala tasemel), mille tdttu kujuneb
vdja immuunvastus ja vastavad rakud
hévitatakse.

Sellest on pudtud erinevatel viisidel Ule saada
véhendades  vektori  koostises  olevate
viirusvalkude hulka.

AAV sisteem (Adeno-Associated Viruses)
Pisikesed mittepatogeensed  Uiheahelalised
inimese DNA viirused (4.7kb), mis integ-
reeruvad kromosoom 19 spetsiifilisse saiti
(19913.3qter). Produktiivne infektsioon soltub
teise viiruse (nagu adenoviiruse) valkudest.
Voéivad anda plsiva ja pikagalise
geeniekspressiooni.

Herpes simplex viiruse siisteem

Kuigi nii adeno- kui retroviiruste sihtmark
rakkude spektrit saab muuta, infitseerivad
mdned viirused loomulikul teel teatud kindalt
rakuttiipi. HSV-1 infitseerib mittejagunevaid
narvirakke. HSV1 on tavaline inimese
patogeen, mis pdhjustab herpest. Neuronites
jéédb  viirus  latentseks.  Reaktivatsioon
initsieeritakse  stresss v8i  hormonaal sete
muutuste poolt.

HSV on kaheahelaine DNA viirus (152 kb
pikk)

Mitteviiruslikud geenide tlekande
stisteemid
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Puhta DNA sisestamine analoogiliselt NH
immuniseerimisega. Kogused on véikesed ja
samuti on raske jéuda soovitud kudedeni.
Liposoomid: DNA konstrukti tmbritsemine
kunstliku lipiidmembraaniga

Geeniekspressiooni inhibeerimine

Kuigi suure o0sa geeniteraapia aastest
uuringutest moodustavad mittefunktsionaalse
geeni asendamisega seotud t6dd, on teatud
olukordades on vaalik tottava geeni(de) (Ule)
ekspressiooni suunatud inhibeerimine. Seda on
vBimalik saavutada erinevatel tasemetel

DNA tasemel

A) Funktsionaalse geeni inaktivatsioon in situ
homoloogilisel rekombinatsioonil vastavalt
muteeritud geenikoopiaga.

B) Oligonukleotiidide kasutamine. Teatud
tingimustel vdib DNA moodustada kolme-

kordse  heeliksi.  Selleks  disainitakse
geenispetsiifiline oligonukleotiid, mis paardub
kindla sihtmérk geeni jérjestusega

kaheahelalises DNA-s ja inhibeerib selle geeni
transkriptsiooni. Uheahelalise oligonukleotiidi
seostumine kaheahelalise DNA-ga toimub nn.
Hoogsteen'i paardumise kaudu (vesinik-
sidemed). Selliste sidemete puhul on kdige
stabiilsemad G seondumine G-ga GC aus
paarisjaT seondumine A-ga AT aluspaaris.
RNA tasemel

Antisense  oligod VOi
ribostiimid.

Valgu tasemel
Pollpeptiidi  funktsiooni inhibeerimine. Seda
on tunduvalt véhem uuritud Kkui geeni
ekspressiooni inhibeerimist DNA v8i RNA
tasemel.

antisense  geen,

TABEL Peamiste geeniter aapias kasutatavate meetodite omadused ja nende rakendamine

Omadus Onkoretro Adeno Adeno-associated Lenti Lipo
viirus viirus viirus viirus soomid
vektorid vektorid vektorid vektorid

Inserdi suurus  7-7.5kb >30kb 4.0kb 7-7.5kb Piiramata

Integratsioon Jah Ei, episoomina  Jah/Ei Jah Véga madal

kromosoomi

sagedus

Invivo eks LUhike Luhike Pikk Pikk LUhike

pressioon

Stabiilsus Hea Hea Hea Testimata Véga hea

Sisestamis Ex vivo Exvivo ja Exvivo ja Exvivo ja Exvivo ja

viis invivo invivo invivo invivo

K ontsent- >108 >10™ >10% >108 Piiramata

ratsioon

Vamistamine  Piloot scale-up Lihtne Keeruline Teadmata Lihtne

(scale-up) kuni 20-50 scale-up scale-up scale-up

Immuun Vahe Tdsine Teadmata Vahe Ei

vastus probleeme probleeme teki

Eelnev Véahe Jah Jah Véahe Ei

immuunsus tGenaoline tGenaoline

Ohutus Voimalik Poletik, Poletik, Voimalik Ei
insertsioon toksilisus toksilisus insertsioon
mutagenees mutagenees

Verma& Somia (1997) Nature 389, p242
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