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Abstrakt

Od poloviny 20. stoleti dochézi k neustalému zvySovani poctu jedinct infikovanych
virem dengue (DENV). Specificka antivirotika nejsou k dispozici, a tak se hlavnim cilem pfi
eliminaci transmise stala konstrukce G¢inné a bezpecné vakciny. Diiraz je kladen na vyvolani
vyvazené imunitni odpovédi proti vSem sérotypim DENV. Momentalné¢ je jedinou
licencovanou vakcinou CYD-TDV (Chimeric Yellow Fever-Dengue, Live-Attenuated,
Tetravalent Dengue Vaccine). Ta vyuziva kostru uc¢inné a bezpecné vakciny proti viru zluté
zimnice (YFV), ze které jsou odebrany sekvence pro povrchové proteiny a nahrazeny
odpovidajicimi sekvencemi DENV. Zatimco preklinické studie vykazovaly slibné vysledky, pti
klinickych studiich se zacaly objevovat komplikace a z nich vychazejici omezujici kritéria pro
jeji vyuziti. Proto se pokracuje ve vyvoji dalich vakcin, které by mohly zajistit lepsi ochranu
proti DENV S$ir§imu spektru populace a nahradit tak CYD-TDV. Ve III. fazi klinickych studii
se nachéazi dvé zivé atenuované vakciny (TetraVax-DV a DENVax). Do 1. faze postoupila
podjednotkova vakcina (V180), DNA vakcina (TVDV) nebo vakcina obsahujici inaktivovany
virus (TDENV PIV). Vyuzivana je i kombinace vice vakcinacnich schémat (tetravalentni ziva
atenuovana vakcina-tetravalentni purifikovand inaktivovand vakcina, TLAV-TPIV).
V experimentalni fazi na sebe poutd nejvetsi pozornost tetravalentni vakcina slozend z viru

podobnych ¢&astic, ktera mimikuje autenticky virion.
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Abstract

Since the middle of the 20th century the number of people infected by the dengue virus
(DENV) has been constantly increasing. Specific antiviral drugs are not available, so the
objective for eliminating transmission has become the construction of an effective and safe
vaccine with an emphasis on inducing a balanced immune reaction against all of the DENV
serotypes. Momenteraly, the only licenced vaccine is CYD-TDV (Chimeric Yellow Fever-
Dengue, Live-Attenuated, Tetravalent Dengue Vaccine). This vaccine uses the structure of the
effective and safe vaccine against the yellow fever virus (YFV) from which surface protein
sequences are substituted for corresponding DENV sequences. While preclinical studies
displayed promising results, complications have arised during clinical studies, thus creating
limiting criteria for their use. For this reason the search for new vaccines that could ensure
better safety from DENV for a wider range of people and replace CYD-TDV is ongoing. In the
III. phase of the clinical studies there are two live-attenuated vaccines (TetraVax-DV and
DENVax). The subunite vaccine (V180), DNA vaccine (TVDV) or inactivated vaccine
(TDENYV PIV) was forwarded into the I. phase. The combination of several vaccine schedules
is also being used (tetravalent live-attenuated vaccine-tetravalent purified inactivated vaccine,
TLAV-TPIV). The tetravalent vaccine composed of virus-like particles mimicking the

authentic virion is the most intriguing vaccine in the experimental phase.
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1. Uvod

Virus dengue (DENV) z ¢eledi Flaviviridae zptsobuje u ¢loveéka akutni systémové
infekéni onemocnéni. Je piendSen komary rodu Aedes, kteii se vyskytuji v tropickém a
subtropickém pasmu. Nakazou DENYV jsou proto ohrozeni pfedevSim obyvatelé jihovychodni
Asie, Latinské Ameriky a podle novych vyzkumt i Afriky. Vyskyt DENV zasahuje témét 130
zemi a potenciondlné ohrozuje polovinu lidské populace. Piedstavuje tak celosvétove jeden
z hlavnich zdravotnich problémii. Pfesné pocty nakazenych obyvatel se zjistuji obtizné
v disledku snizené dostupnosti dat z rozvojovych zemi, zaménou za jiné onemocnéni nebo
asymptomatického pribc¢hu infekce, ktery nevyzaduje navstévu zdravotnického zatizeni.
Odhady z roku 2010 se pohybuji kolem 390 miliént nakaZenych roéné. Z tohoto poctu piipada
294 miliéni na asymptomatické infekce a 96 miliont infikovanych vykazuje bézné symptomy.
Ro¢né nakaze podlehne 25 tisic infikovanych jedinct, predevsim déti. V soucasnosti neexistuji
zadna antivirotika cilena proti DENV a zamezeni transmise limitaci vektoru, komaéra,
nedosahuje signifikantniho zmirnéni Sifeni viru. Jedinou momentalné dostupnou pomoci pfi
hospitalizaci infikovaného je podptirna 1éc¢ba a snaha zajistit zdkladni zivotni funkce pacienta.
Proto existuje poptavka po bezpecné, Ucinné a snadno aplikovatelné vakciné vyuzitelné
celosvétove pro jedince viech vékovych kategorii.!

Ackoliv proti YFV a viru japonské encefalitidy (JEV), patticich do stejné celedi jako
DENV, byly vyvinuty vysoce ucinné, bezpec¢né a dlouhodobé& dostupné Zivé atenuované
vakciny, infekci DENV doposavad nejsme schopni eliminovat a vyskyt séropozitivnich jedinct
ma stéle rostouci tendenci. Od prosince roku 2015 je k dispozici prvni vakcina proti DENV,
Dengvaxia (CYD-TDV), kterd je vSak schvalend k pouziti pouze v nékterych zemich s
vysokym vyskytem DENV. Ocekava se, ze pravé v téchto oblastech muize systematicka
vakcinace snizit pocet hospitalizovanych jedincti s infekci DENV az o 30 % bchem
nasledujicich 30 let.? Svétova zdravotnické organizace (WHO) na zakladé vysledki klinickych
studii doporucuje o€kovani vakcinou CYD-TDV recipientim ve véku od 9 do 45 let pouze
v zemich s endemickym vyskytem, kde je séroprevalence minimalné 50%, idealn¢ pak vice jak
70% a nejlépe pouze séropozitivnim jedinctim. V prostfedi s nizkou prevalenci DENV by
mohlo o&kovani zvysit vyskyt zdvaznych projevii onemocnéni.® Z recipientit CYD-TDV jsou
tudiz vylouceni i lidé cestujici do endemickych oblasti vyskytu DENV. Z tohoto diivodu
pokracuje vyvoj dalSich vakcin, od kterych se ofekava vyssi u€innost, bezpe€nost a moznost

vyuZziti napfi¢ v€kovymi kategoriemi.



Kandidatni vakciny se nachazeji v rlznych fazich klinickych studii. Dvé zivé
atenuované vakciny jsou ve III. fazi klinického testovani, dalsi jsou teprve v pocatku klinickych
studii. Zivé atenuované kandidatni vakciny se po strukturalni strance od CYD-TDV lisi tim, Ze
vakcinacni viry jsou kompletné zkonstruovany pouze na zakladé DENV. Atenuované viry
vznikly pomoci delece, tvorby chimér a mnohonasobného pasazovani. Pii1 konstrukei dalSich
vakcin byl vyuzit purifikovany inaktivovany virus, glykoprotein E nebo plasmidova DNA. V
experimentalni fazi vyvoje dengue vakciny se nachazi konstrukty, které se v dosavadnich
testech osveédcily a v nasledujicim obdobi by mohly byt posunuty do klinickych studii. Mezi

vyznamné vakciny nachazejici se na této urovni vyzkumu patii naptiklad VLP vakcina.

2. Virus dengue

2.1. Zatazeni

DENV se tadi do celedi Flaviviridae, zahrnujici viry vyvolavajici velmi zavazna
onemocnéni u lidi. Do této ¢eledi je fazen rod Flavivirus, kam patii viry prendSené¢ moskyty
zpisobujici horecky nebo zanéty mozku (DENV, YFV, JEV, WNV — virus zépadonilské
horecky, ZIKV — zika virus), a také klistaty ptenaSeny virus klistové encefalitidy (TBEV).
Dale se sem tadi rod Pestivirus, rod Pegivirus a rod Hepacivirus, jehoz zastupcem je virus
hepatitidy C. Flaviviry maji genom tvofeny pozitivni ssSRNA ulozeny v komplexu s proteinem
kapsidovym (C) v nukleokapsidé obalené lipidickou membranou. Translaci jediného genu
vzniké polyprotein, ktery je posléze rozstépen na jednotlivé virové proteiny. Do bunky vstupuji
endocytézou, replikuji se vcytoplasm€ a nové virové partikule pu¢i do bunécného
membranového kompartmentu. Sekretorickou drahou jsou transportovany na povrch buiiky a

nasledné uvolnény.*

2.2. Varianty a rozSiteni

V soucasnosti se Ctyii sérotypy DENV 14 vyskytuji ve vSech endemickych oblastech,
1 kdyZ vime, Ze v minulosti byly nékteré sérotypy geograficky omezené. PiestoZe se jednotlivé
sérotypy lisi v aminokyselinové sekvenci obalovych proteini v 3040 %, zpusobuji stejné
onemocnéni provazené shodnymi piiznaky. Vyrazna variabilita vedla dfive k mylné domnénce,
ze se jednd o Ctyfi odlisné viry, které dohromady poji podobna sérologie, epidemiologie a
patogeneze. V ramci jednotlivych sérotypl je variabilita aminokyselinovych sekvenci niZsi,
kolem 10 %. Plati, Ze vétsi genetickd rozdilnost se tyka proteint strukturdlnich. Proteiny

nestrukturdlni (NS) si pro svou funkénost musi drZet jistou uniformitu.*



Nekteré studie, naptiklad Balmaseda et al. (2006), naznacuji, Ze mezi sérotypy by mohly
byt rozdily v patogenité. Data ziskand z Nikaragui mezi lety 1999 az 2003 ukazuji, ze
k vazné&jSim pribéhtim nemoci dochézi u jedincii infikovanych DENV2. Od roku 1999 do roku
2001 zde byl dominantnim sérotypem DENV2, zatimco v roce 2003 jim byl DENV1. Ostatni
sérotypy se vyskytovaly v malém mnozstvi.* Tato studie neni jedind, kterd poukazuje na

moznou odli$nou klinickou manifestaci jednotlivych sérotypti.®

2.3. Charakteristika virionu, genom

Virové partikule o velikosti 50 nm jsou sférického tvaru s relativné hladkym povrchem.
Vnéjsi obal virionu se sklada z lipidické dvojvrstvy, jak je patrné z obrazku 1, ziskané
z hostitelské bunééné membrany béhem puceni a z virovych glykoproteinii obalovych (E) a
membranovych (M). Kazda virova Castice obsahuje 180 monomerti proteinu E, organizovanych
u imaturovaného virionu do 60 trimert s ikosahedralni strukturou a pozdéji po maturaci do 90
pevné sbalenych dimert, které pokryvaji vnéj$i membranu a vytvari hladky povrch virionu.
Zobrazeno na obrazku 2. Proteiny E a M nejsou v kontaktu s nukleokapsidou, tvoienou

proteinem C, kterd je uloZena pod lipidickou membréanou a obsahuje virovy genom.*

Obrdzek 1: Nukleokapsida virové partikule DENV Obrdzek 2: Imaturovany virion s drsnym povrchem tvofenym 60
je obalena lipidickou dvojvrstvou, do které jsou trimery proteinu prM a E (vlevo). Maturovany virion s hladkym
inkorporovany virové glykoproteiny Ea M. 7 povrchem tvorenym 90 dimery (vpravo) 8

Genom DENV tvofi pozitivni ssSRNA o délce cca 11 kb. Je na ném jediny gen pro
polyprotein, ohrani¢eny nekddujicimi oblastmi. Na 5¢ konci genomu se nachdzi m7GpppG
cepicka, ktera se podili na ochrané virové RNA proti imunitnimu systému infikovaného jedince,
stabilizuje ji a slouZi k iniciaci translace. Na 3° konci nukleové kyseliny lezi nepiekladana
oblast tvofena 400-700 nt, které vytvareji stabilni vlasenky.” Ackoliv primarni struktura

posledni vlasenky tvofené 100 nt na samotném 3° konci je u jednotlivych ¢lenti rodiny flavivira



odli$na, sekundarni struktura je vysoce konzervovana. Brinton et al. (1986) prokazali dilezitou
ulohu terminalni vlasenky v Zzivotnim cyklu flavivird, ve kterém slouzi jako signal pro
rozpoznani a navazani virové polymerazy, ¢imz ovliviiuje efektivitu replikace.'® Smycka
interaguje s mnohymi virovymi proteiny (NS3, NS5), ale i bunécnymi proteiny, coz bylo

ukazano pii izolaci DENV RNA.!!

2.4. Proteiny
ssRNA koduje jediny otevieny c¢teci ramec, jehoz produkt je pomoci virovych a
bunéénych protedz rozStépen na 3 proteiny strukturalni (C, prM, E) a 7 proteina
nestrukturdlnich (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5). Genomova organizace DENV
je 5’-UTR-C-prM-E-NS1-NS2A-NS2B-NS3-NS4A-NS4B-NS5-UTR-3,’ jak je znazornéno na

obrazku 3.
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v

Obrazek 1: Genom DENV nese jediny polyprotein, ktery je ohranicen nekddujicimi oblastmi. Obsahuje proteiny strukturdini
(modre) a proteiny nestrukturdlini (Zluté). Polyprotein je stépen virovymi i hostitelskymi protedzami. 12

Proteiny zajiStuji deregulaci procesi hostitelské bunky, replikaci virového genomu a
produkci novych virovych ¢astic. Mnohé funkce a interakce virovych proteint s proteiny
hostitelskymi jsou malo prozkoumany. Jeden z ptistupli umoziujici uréeni funkce proteinti je
realizovan na zékladé¢ mutaci v konkrétnich mistech proteint a jejich nachylnosti k inzerci.
Genom je velmi zhusStény, proto neni pfilis tolerantni k tomuto typu mutace. Perry et al. (2018)
ziskali data dokazujici, ze striktné potifebné proteiny pro zivotni cyklus viru mutace netoleruji
(NS3, NS5). Naopak a protein NS2A inserci toleroval.’?

Maturovany protein C slozeny ze 4 alfa helixi se sbaluje do kompaktniho dimeru.
Ptfesny zplisob organizace dimert do kapsidy zatim neni znam. NejspiSe interakce s NK
(nukleové kyseliny) vedou ke shromazd’ovani a skladani C dimerit do vysledné struktury

nukleokapsidy.* Protein prM je prekurzorem proteinu M. Jeho hlavni funkci je chranit protein



E prochazejici tipravami na zakladé¢ zmény pH a fuze béhem putovani virionu sekretorickou
dréhou. V trans-Golgi kyselém prostiedi dochdzi ke zméné konformace proteinu prM a
odhaleni mista §té¢peného furinem. Pro uvolnéni pr domény a vznik virionu schopného fuze je
dualezité neutralni pH extracelularniho prostoru. Sled udalosti zavisly na zmén¢ pH zabranuje
pired¢asnému odstépeni sekvenci, které by vedlo k fizi membrany v Golgiho komplexu.*
Glykoprotein E zajist'uje vazbu na povrch buiiky a fizi béhem vstupu viru do bunky. Sklada se
ze tfi domén. Na domén¢ II se nachazi fuzni peptid. Doména III zajiSt'uje asociaci proteinu E
s receptory na povrchu hostitelské buniky. Mezi nimi se nachazi doména I.'

Glykoprotein NS1 hraje vyznamnou roli pfi virové replikaci. V buiice asociuje
s intracelularnimi membranami a bunénymi povrchy. Pfi infekci je sekretovan do krevniho
reCisté. Beatty et al. (2015) se zabyvali spojitosti mezi vysokou hladinou NS1 a zadvaznym
priabéhem onemocnéni. NS1 pravdépodobné vyvolava patogenni efekty béhem DENV infekce
jako je krvaceni a Uik té€lnich tekutin.!> NS2A je hydrofobni protein, ktery nabourava stabilitu
membran a miize slouzit jako viroporin. Protein NS2A je schopen inhibovat interferonovou
signaliza¢ni drahu.* NS2B tvoii stabilni komplex s NS3, kde slouzi jako kotva v membrané a
esencidlni kofaktor serinové protedzy.* NS3 vykonava enzymatické aktivity potiebné pro
zpracovani polyproteinu a virovou replikaci. Na N konci je lokalizovand virova serinova
proteaza a na C konci se nachazi ATPazova, RTPazova a helikdzova aktivita. Funkce zastavané
NS3 jsou esencidlni pro replikaci viru a predstavuji atraktivni cil pro antivirovou intervenci.'®
NS4A se podili na replikaci virové RNA. Indukuje pfestavbu hostitelskych membran a
predstavuje dulezitou komponentu membranové vazaného replikacniho komplexu. NS4A se
formuje v infikovanych bunkach do oligomernich struktur. Lee et al. (2015) prokazali
biologicky vyznam oligomerizace. Mutace aminokyselin ESOA a G67A redukuji oligomerizaci
a stabilitu NS4A. Daéle se ukéazalo, Ze NS4A miZze indukovat autofagii a stejné¢ jako NS4B
inhibovat interferonovou signaliza¢ni drahu.® Interaguje také s vimentinem a virovym
proteinem NS4B.!7 NS5 se skladd z methyltransferaizové a RNA dependentni RNA
polymerdzové (RdRp) domény. Methyltransferazova doména lokalizovand na N konci
vykonava tfi aktivity nezbytné pro syntézu cepicky. RdRp doména plni funkci pfi de novo
syntéze RNA.' ¥

2.5. Zivotni cyklus
DENYV se na povrchu bun¢k vaze na receptor, kterym je u dendritickych bun¢k patrné
molekula DC-SIGN. Dal$imi receptory mohou byt glykosaminoglykany. Pokud jsou v hostiteli

pfitomné protilatky, viriony s nimi vytvareji komplexy a mohou se véazat na povrch buiky



pomoci Fcy receptorii. Vstup virionu do buniky probiha klathrin zavislou receptory fizenou
endocyt6zou.” Béhem poklesu pH endozomadlniho veziklu virus prochdzi konformacnimi
zménami umoznujicimi fizi s endozomalni membranou a uvolnéni genomu do cytoplasmy.
Genom ve formé pozitivni ssSRNA slouzi ptimo jako mRNA, ze které je translatovan virovy
polyprotein. RNA dale ptedstavuje templat pro membranové vazanou replikaci virového
genomu, pii které vznika geneticky material pro nové virové partikule. Jednotlivé kroky jsou

znazornény na obrazku 4.*
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Obrdzek 2: Zivotni cyklus DENV. Virus vstupuje do buriky receptory fizenou endocytézou. V diisledku zmény pH se genom
uvolriuje do cytoplasmy, kde dochdzi k replikaci a translaci. Na membrdndch endoplazmatického retikula se viriony DENV sloZi
a dostdvaji se do lumen endoplasmatického retikula. V sekretorické drdze dochadzi opét ke zméné pH, kterd vyvold maturaci
virionu.?

Welsch et al. (2009) pozorovali, jak virus indukuje v buiice rozsahlé zmény, aby si
vytvofil ptiznivé podminky pro replikaci, tzv. replikacni tovarny. V buiice vznikaji spletité
membranové struktury, které jsou odvozeny od endoplasmatického retikula. Membranové
struktury slouzi k oddéleni riznych krokl Zivotniho cyklu viru, zvySeni mnozstvi komponenti
nutnych pro G¢innou replikaci na jednom misté a v neposledni fad€ jako ochrana virové RNA
proti bunéénym nukleazam a innatni imunité. V membranovych méchyicich infikované bunky
byla detekovana dsRNA, ktera pfedstavuje intermediat pii replikaci virové RNA. Pozorovani
potvrzuji, ze tyto struktury jsou mistem virové replikace.?

Na membranach ER se DENV slozi a pu¢i do lumen ER jako nezralé viriony, které maji
drsny povrch tvofeny trimery proteini E a prM. Béhem putovani viru sekretorickou drahou
dochazi ke zméné pH, kterd zpiisobi zménu konformace proteinti a uzrani virionu. Bunééné

proteazy v Golgiho aparatu odsté€pi kratkou pr oblast z proteinu prM, coz odkryje fizogenni
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oblast proteinu M. Protein M pak vytvaii dimer s proteinem E. Kone¢né tpravy proteinu M
vedou k pteskupeni 60 trimert proteinu E na 90 dimert a vzniku hladkého povrchu maturované

virové ¢astice.?

2.6. Ptenos

Ptirozenym hostitelem DENV jsou lidé a koméfi. Rozsiteni DENV koreluje s vyskytem
vektoru viru (primarné Aedes aegypti, ale 1 Aedes albopictus). Od poloviny 20. stoleti dochazi
k rychlému narGstu poctu infikovanych lidi. Rostouci trend je pravdépodobné zplsoben
nartastem populace v endemickych oblastech, rozvojem mezinarodni dopravy a obchodu, kdy
jsou s prepravovanym zbozim transportovani i infikovani komari, dale vlivem klimatickych
zmeén, ale také presnéjsi diagnostikou nakazy a dokumentaci pfipadi nakazenych jedinci.
Ptedpoklddame, ze DENV se vyvinul u nehuménnich primati, kde jako vektor ptsobi jiné
druhy rodu Aedes, napt. Aedes furcifer. Tyto druhy mohly infikovat ¢lovéka. K udrzeni
infek¢niho cyklu pouze mezi komarem a ¢lovékem vsak mohlo dojit teprve pted cca 4 000 lety,
kdy lidskd populace dosahla dostate¢né hustoty pro takovy pienos. V nekterych oblastech
destnych lest Asie a Afriky je stale zachovan sylvaticky cyklus, probihajici mezi nehumannimi
primaty a komary rodu Aedes. Ptipady infekce skrze tento cyklus byly nckolikrat
zaznamenany.?* Nicmén¢ tento typ nakazy se vyskytuje spise ojedinéle.

Ptenos probihd cyklicky z ¢lov€ka na komara a zpét. Samicka komdra se infikuje
DENYV béhem nasati krve viremické osoby. Krev obsahujici virové partikule putuje travicim
traktem komadra a v oblasti stfeva se virus vaZe na receptory na povrchu epitelidlnich bunék.
V infikovanych epitelidlnich buiikdch se virus replikuje a nové virové partikule se dostavaji do
oblasti hemocoelu. Dochézi k infekci dal$ich tkéani, véetn& slinnych Z14z.*> Po pomnoZeni
DENV ve slinnych Zlazach mtze komar infikovat ¢lovéka. Podle Nguyet et.al. (2013) k
opétovnému pienosu z ¢loveéka na komara nejcastéji dochazi do 5 dni od objeveni prvnich

symptomtl, tj. v obdobi virémie.?

2.7. Priibéh infekce u ¢loveka

Moskyti prendsejici DENV infikuji ¢lovéka skrze sliny obsahujici virové partikule, které se
dostavaji do klize, kde se nachdzeji buiikky prezentujici antigen. K replikaci DENV primérné
dochézi v dendritickych bunikdch a makrofazich vyskytujicich se v kizi. Infikované buiky
imunitniho systému putuji do lymfatickych uzlin, kde dochazi k aktivaci T bunék, ale zaroven

se tim usnadiuje systémové siteni DENV.?’



Infekéni onemocnéni zptisobené DENV oznacujeme jako horecku dengue. Ve vétSing
ptipadli probéhne asymptomaticky, ale pfiblizn€ jedna ¢tvrtina nakazenych vykazuje klinické
ptiznaky. Inkubaéni doba horecky dengue je 3-8 dni, samotnad nemoc trva 1-8 dni, nasledna
rekonvalescence pak muze trvat i nékolik tydni. Projevy onemocnéni se mohou vyskytovat ve
trech klinickych formach, kterymi jsou horecka dengue (DF), hemoragicka horecka dengue
(DHF) a dengue Sokovy syndrom (DSS). DF se projevuje hore¢natymi stavy, bolesti za o¢ima,
bolesti svalti, hlavy, nauzeou a gastrointestindlnimi problémy. Hemoragickd forma horecky
dengue, se vyznaluje krvacenim do tkani a organt, trombocytopenii a leukopenii. Sokovy
syndrom dengue nastava v dasledku ztraty télnich tekutin a je doprovazeny rychlym slabym
pulzem, hypotenzi a zimnici. Posledni dva zivot ohrozujici projevy, se zacaly hojn¢ objevovat
s kocirkulaci vice sérotyptt DENV v ramci jedné oblasti. Vice rizikovou skupinou pro vaznéjsi
formy dengue jsou déti infikované mezi 6. a 12. mésicem zivota. Primarni infekce byva obvykle
asymptomaticka nebo se vyvine v samolimitujici az zdvaznou DF. Pokud dojde k sekundarni
Ptipadna tercialni, kvarterni infekce ma obvykle mirny prubéh, ktery nevyzaduje

hospitalizaci.?®

2.8. Imunitni odpovéd’ pfi infekci

Porozuméni pfirozené imunitni odpovédi vyvolané DENV neni stidle kompletni, coz
v mnohych ohledech komplikuje vyvoj vakciny. Pfitomnost DENV v organismu vyvola reakci
jak innatni, tak adaptivni sloZky imunitniho systému. Po inokulaci DENV do kiiZe se jako prvni
aktivuji mastocyty, které internalizuji virus. RNA viry pfedstavujici pro télo cizi objekt, jsou
nejprve rozeznany odliSnymi typy receptorti innatni sloZzky imunitniho systému. Brown et al.
(2012) se zabyvali mastocyty, které¢ exprimuji RNA senzory (PKR — protein kindza R, RIG-I —
retinoic acid-inducible gene-I, MDAS — melanoma differentiation-associated protein 5) a Toll-
like3 receptory, které po rozpoznani virové RNA spousti signalizaci vedouci k aktivaci
interferon regulujicich faktort a jaderného faktoru xB. IFN alfa/beta vysilaji varovné signaly
okolnim bunikam a vyznamné se podileji na minimalizaci virové replikace a odstranéni infekce.
Mastocyty produkuji cytokiny a chemokiny (jako CCL4, CCLS5, CXCL10), které ptitahuji dalsi
bufiky imunitniho systému.?’

Adaptivni imunita je zprostiedkovana tvorbou specifickych protilatek a buikami fizenou
imunitou. Po infekci DENV télo vytvari protilatky proti strukturalnim proteiniim E a prM ale i
nestrukturdlnim proteintim, pfedev§im NS1. Protein E spole¢né s proteinem prM/M predstavuji

diilezité antigenni struktury, které jsou exponovany na povrchu virionu, a jsou tudiz vyuzivany



pii konstrukci vakcin zaloZzenych na rtiznych technologiich (obrazek 5). Protein E je hlavnim
cilem pro protilatky. Je tvofen pfiblizn¢ 500 AK (protein prM 166 AK) a na povrchu virionu
zaujima rozséhlejsi oblast.** Neutraliza¢ni protilatky rozpoznavaji epitop na rozhrani dimeru E,
ktery je vysoce konzervovany. Sekvence AK tvofici protein E definuje kazdy ze Ctyt sérotypii.
Béhem sekundérni infekce DENV jsou B lymfocyty produkovany jak sérotypové specifické
neutraliza¢ni protilatky, tak zkiizené reaktivni nepfiliS neutralizujici protilatky. Neutralizacni

protilatky blokuji vazbu DENV na buiiku a jeho vstup do buriky. 3!

Obrdzek 3: Vlevo se nachdzi lipidickd dvojvrstva s proteiny E a M. Protein E predstavujici hlavni cil protildtek se sklddd z domény
I (raZové), domény Il (Zluté) a domény Ill (modre). Do membrdny jsou kotveny pomoci vldsenkovych a kotevnich helixt proteinu
E (modre) a proteinu M (oranZové). Vipravo zobrazeno usporaddni do dimer( u maturovaného virionu. 7

Role T lymfocyti béhem infekce DENV neni zcela jasna, mohou mit jak protektivni
ulohu, tak pfispivat k patogenité, a to predev§im pii sekundarni infekci. Diky 65-70%
homologii sekvenci Ctyi sérotypi je vysoka pravdépodobnost zkiizené reaktivity b&hem
sekundarni heterologni infekce.’> Yauch et al. (2009) dosli k zavéru, Ze aktivace CD8* T
bunééné odpovédi kontroluje DENV infekci. Ubytek CD8" T lymfocytii vedl u mysi k naruseni
schopnosti eliminace infekce a znatelné se zvySilo mnoZstvi viru v séru, sleziné¢ a mozku.*
CD4" bunééna odpovéd hraje vyznamnou roli pii odstrafiovani DENV. CD4" T lymfocyty
rozpoznavaji piedevsim proteiny E, C a NS1 obdobné jako B lymfocyty, zatimco CD8" cili na
proteiny NS (NS3, NS5).3
Béhem sekundarni infekce muze dojit k rozvoji zavazného projevu nemoci v disledku
fenoménu antibody-dependent enhancement (ADE). Po prvni infekci se vytvoii Casoveé
omezena heterologni protekce, nicméné po urcité dobé v organismu zlstadva omezeny pocet
slabé se vazajicich neutralizacnich protilatek. Pfi sekundarni infekci vznikne komplex virus-
protilatka, ktery se navaZe na receptor Fcy na povrchu antigen prezentujicich bunék, coz vede
k internalizaci viru do bunky a zvySeni jeho replikace. Aktivace zkiizené reaktivnich T
lymfocytl vede k produkci nadmérného mnozstvi atypickych cytokini (,,cytokinova bouie®).
Vysoka hladina pro-inflamatornich cytokinli vyusti ve zvySeni vaskularni permeability a Gnik

plasmy.*



U déti narozenych matkam se séropozitivnim DENV dochéazi k ¢astecné degradaci
materndlné¢ prenesenych IgG. Prestoze novorozenci vykazuji hladinu protilatek, nejsou
al. (2007) se zabyvali dynamikou protilatek proti DENV u novorozencii od seropozitivnich
matek. Anti-DENV IgG byly detekovany u 98 % déti ve v€ku 6 mésicl, u 84 % 9mesicnich a

v 53 % u 12mésicnich. VSechny déti byly zaroven IgM negativni.?

3. Vakciny proti viru dengue

3.1. Obecné informace

Vyzkumem vakciny proti DENV se zabyva mnoho laboratofi po celém svété. Navzdory
vice nez 70leté¢ snaze se nepodafilo zkonstruovat vhodnou vakcinu. Prvni kroky vedouci k
vyvinuti vakciny proti DENV byly udélany jiz v 1. poloviné minulého stoleti. Prevence pfenosu
DENV me¢la byt zajisténa pomoci vakciny obsahujici lidskou infekéni plasmu, ve které byl
DENYV inaktivovan pfidanim kravské zlu¢i nebo formalinem. Ve 40. letech Albert Sabin et al.
(1945) vyvinuli prvni vakcinu proti DENV. Vznikla nékolikandsobnym pasazovanim divokého
kmene (wt) DENV v mySim mozku, béhem kterého doslo k atenuaci viru.’” V 70. letech se
zacaly pouzivat pro vyvoj vakciny proti DENV bunécné kultury. Nicméné cesta k vyvinuti
vhodné vakciny je velice dlouhd a doprovdzena mnohymi komplikacemi. Ackoliv CYD-TDV
je licencovana od roku 2015 v nékolika zemich, jeji i€¢innost se pohybuje v priméru kolem
60% v zavislosti na sérotypu, v€ku a sérostatusu vakcinovaného jedince. Nedostate¢na
ucinnost, odlisna efektivita u dengue naivnich jedinct a jedinct, kteti prodélali infekci DENV,

a problematika s vakcinaci malych déti zvySuje poptavku po nové vakcing.

3.2. Komplikace pfi vyvoji vakciny

Ackoliv na nékterd onemocnéni zplsobena flaviviry vakciny jiz existuji, skupiny
vyzkumnikl pracujici na vyvoji bezpe¢né a ucinné vakciny proti DENV se potykaji s fadou
problémi a komplikaci. Stale nejsou znamy nékteré procesy probihajici v rdmci reakce
imunitniho systému na infekci DENV, coZ mnohdy zplsobuje rozpory mezi preklinickymi a
klinickymi testy. Velka pozornost byla vénovana potencionalnimu rozvoji ADE po aplikaci
vakciny. V pfipad¢, Ze neni vakcinou indukovano dostate¢né mnozstvi protilatek, nedochazi
k ochrané jedince, ale naopak k procestim, které vedou k usnadnéni vstupu viru do bunék a jeho
nasledné replikaci. Dals§i komplikaci by mohl byt ubytek protilatek po uplynuti urcité doby od
ockovani. Jejich koncentrace klesne na hladinu, ktera pii potencidlnim styku s DENV vede k

ADE. Detekce neutralizacnich protilatek v preklinickych studiich neodpovid4 hodnotam, které
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byly ziskany v néslednych klinickych studiich, coz vede k fad¢ zkreslenym tdajim ohledné
optimalni hladiny protilatek.*®

Zasadni obtizi spojenou s vyvojem ucinné vakciny je fakt, ze neexistuje zvireci model,
ktery by vérohodné¢ mimikoval variabilni manifestaci DENV, shrnul déje probihajici v rdmci
piirozené infekce, patogenitu a imunitni odpovéd’. Naptiklad u mySi (Mus musculus), jednoho
z hlavnich modelovych organizmii, nedochédzi pfirozené k infekci DENV. Infikovani jsou
pouze jedinci s vyrazné oslabenou imunitou, kterymi jsou naptiklad mysi s absenci IFN
receptort typu I a IT (AG129 mysi) nebo IFN receptoru typu I (IFNAR” mysi). U nich dochazi
k masivni replikaci kmene DENV adaptovaného na mysi. Absence receptorti pro IFN vSak
zpisobuje velmi atypicky pribéh imunitni odpovédi. Aby byly organizmy schopné adekvatni
imunitni odpovédi, je tieba vytvofit minimalné upraveny model, ktery bude nachylny k DENV,
ale zaroven zajisti mozZnost studovat imunitni odpovéd’ a bude ideélni pro testovani vakcin. Ziist
et al. (2014) zavedli u mys$i podminénou deleci IFNAR na urcitych bunéénych podtypech.
Jedinci postradajici IFN receptor typu I na dendritickych bufikach CD11c¢" a makrofazich
LysM" podléhaji DENV infekci kompletng. Mysi s deficitem v receptoru na dendritickych
buitkdch nebo makrofazich jsou také nakazeny, ale imunitni reakce je zachovana a infekce
eliminovana.

Pro testovani in vivo se vyuzivaji mysi s engraftovanymi lidskymi hematopoetickymi
progenitorovymi bunikami. V tomto ptipad¢ je ale obtizné udrzet kontinudlni produkci
protilatek. Dal§im obvyklym zvifecim modelem pro testovani Gi¢innosti kandidatnich vakcin
jsou nehumanni primati, u kterych vSak po o¢kovani nedochézi k rozvoji klinickych symptomd,
navic zde vyvstavaji etické otazky, naroky na optimalni podminky pro zvifata a vysoka cena.*
Dale se po II. a I1l. fazi klinickych testl ukéazalo, ze vakcinace, kterd u priméatt zajisti kompletni

ochranu, vyvola u lidi pouze slabou imunitni odpovéd’.*°

4. CYD tetravalentni dengue vakcina, CYD-TDV, ziva
atenuovana vakcina

4.1. Obecné informace

Jedinou licencovanou vakcinou slouzici k prevenci DENV je ziva atenuovana chiméricka
tetravalentni vakcina (Dengvaxia, CYD-TDV, zkratka z angl. Chimeric Yellow Fever-Dengue,
Live-Attenuated, Tetravalent Dengue Vaccine). Pocatek vyzkumu této vakciny je v 90. letech
minulého stoleti. Tvofi ji 4 rekombinantni Zivé chimérické viry, jejichZ zakladem je vakcinaéni
kmen viru zluté zimnice YF 17D, ve kterém jsou nahrazeny geny prtM a E YFV pfislusnym

genem DENV, jak je zndzornéno na obrazku 6. Kazdy vakcinacni virus tak exprimuje geny
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ptM a E jednoho ze ¢Ctyf sérotypi DENV. Vakcinacni virus ChimeriVax-DENI-4 je
pfipravovan v buiitkdch Vero, které byly elektroporovany RNA transkriptem ziskanym z virové
cDNA. CYD-TDV byla schvalena na zaklad¢ dvou klinickych studii faze III provadénych
v Asii a Latinské Americe, které prokazaly ochranu proti DENV. Celkova Uc¢innost vakciny
proti infekci DENV se symptomatickym projevem byla okolo 65,6 % (95 % CI 60,7-69,9).
Vysledky studii dokazuji odliSnou ucinnost v zavislosti na konkrétnich podminkach, coz je

podrobnéji rozepsano dale v textu.*!

CYD TDV (Sanofi Pasteur)

DEnV3 | {| DENV 4

DENV 1 |:' DENV 2 ;
prMIfE | ¢ privSE

orM/E | | prvyE

5 —‘ c privi E N51 [ std{ NSEB‘ NS3 [N544 NS44 NS5 ™~ 3

Obrazek 6: Schéma rekombinantni vakciny CYD-TDV. KaZdy ze ¢tyr vakcinacnich virt obsahuje zdklad z vakcinacniho kmenu
YF 17D (Zluté). Oblast pro proteiny prM a E pochdzi z prislusného sérotypu DENV1-4 (Sedé). %2

4.2. Vakcina proti YFV, YF—-VAX, Ziva atenuovana vakcina

Chiméricka vakcina CYD-TDV proti DENV, stejn¢ jako licencovana chimérickd vakcina
proti JEV, vychézeji z Uspésné a dlouhodobé pouzivané vakciny proti YFV, predstavujici
prototyp flavivirt. YF-VAX je jedna z nejstarSich zivych atenuovanych vakcin. Byla vyvinuta
jiz ve 30. letech 20. stoleti soubézn¢ ve dvou formach zaloZenych na odlisnych izolovanych
kmenech. Threiler et al. (1930,1937) pracovali s vysoce nakazlivym virem kmene Asibi YFV
(izolace roku 1927), ktery byl mnohokrat pasdZovan v mySich embryich, kufeci embryonalni
tkanové kultufe a kufeci embryonalni tkanové kultufe s odstranénou nervovou tkani, ¢imz
vznikl atenuovany YFV 17D-204, ktery byl ale schopny navodit imunitni odpovéd’. Béhem
vyvoje vakcina¢niho viru bylo Zadouci dosdhnout sniZeni viscerotropismu a neurotropismu,
¢ehoz bylo u obou kment dosazeno prodlouzenim kultivace v bun&né kultute.** ** Druhym
vakcinacnim kmenem byl francouzsky neurotropni virus (FNV) ziskany mnohondsobnym
pasazovanim francouzského viscerotropniho viru (FVV). V roce 1982 se z divodu vyskytu
vaznych vedlejSich uc¢inkl, encefalitidy u déti, prestal pouzivat. Pozd¢ji Beck et al. (2018)
prokézali genetickou nestabilitu a tendenci FNV k neurotropismu.*’ V kontrastu k FNV se u

17D vakciny substituéni mutace ovliviiujici atenuaci téméf vilbec nevyskytuji.*¢
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4.3. Vyvoj CYD-TDV

Prototypem CYD-TDV je chiméricky virus YF/DENV2 (ChimeriVax-D2). Sekvence
pro prtM a E DENV 2 kmenu PUO-218, izolovaného z ditéte s primérni infekci DENV béhem
epidemie v Bangkoku, byly vlozeny do komplementarni DNA (cDNA) YF 17D.
Zkonstruovanim chimérickych vakcinacnich vira se zabyvali Guirakhoo et al. (2000, 2001).
Postup skladani chimérického viru ChimeriVax-D2 probihal v nékolika krocich. Pozadované
sekvence DENV prM a E byly amplifikovany RT-PCR a vloZeny oddélen¢ do dvou vektorii
s genomem YF-17D. Poté byly sekvence obou vektort stépenim restrikénimi endonukledzami
a ligaci zkombinovany za vzniku konecného vektoru s chimérickym genomem YF/DENV?2.
Sekvenaci byla ovéfena spravnost konstruktu. Po linearizaci vektoru byla DNA transkribovana
z promotoru SP6 do RNA, kterou byly transfekovany buiniky Vero za pouziti Lipofectinu, a
v kterych doslo k pomnozeni vakcina¢niho chimérického viru.¥

Obdobné jako chiméra YF/DENV2 byly zkonstruovany chiméry YF/DENVI,
YF/DENV3 a YF DENV/4. Sekvence DENV1 pochézi z kmenu PUO359 izolovaného v roce
1980 z pacienta v Thajsku, sekvence DENV3 z kmenu PaH881/88 izolovaného v Thajsku
z pacienta s DF roku 1988 a sekvence DENV4 z kmenu 1228 izolovaného z pacienta s DF
v Indonésii roku 1978. Drobné odchylky od vySe popsaného postupu klonovani u dalSich
kment DENV si vynutila nestabilita vektoru zpiisobena 3¢ koncem sekvence E DENV1 nebo

toxicita produktu DENV3 v Escherichia coli.*®

4.4. Aplikace CYD-TDV

U vétsiny Zivych atenuovanych vakcin dochazi k ochrané jedince jiz po aplikaci jedné
davky vakciny, jako je tomu naptiklad u YF-VAX. Ve vyjimecnych piipadech je nutné
v pozd¢jsi dobé€ jedince preockovat. Hlavnim diivodem pouZiti vakcin o jedné davce je princip
fungovani samotné vakciny. Po aplikaci davky se v téle o€kovaného jedince zacnou tvofit
protilatky proti antigenlim, které jsou schopné blokovat infekci a replikaci viru obsazeného ve
druh¢ davce. V ptipadé, Ze druha davka vyrazné zvysi titr protilatek, znamena to, Ze primarni
odpovéd’ nebyla dostatené silna a neni schopna neutralizovat virus vyuZivany pro vakcinaci.
Ten se po vstupu do organismu opét replikuje. CYD-TDV se aplikuje v objemu 0,5mL. Oproti
pivodnimu pfedpokladu vakcina¢ni schéma vyzaduje 3 davky v casovém rozmezi 0-6-12

meésicu.®
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4.5. Preklinické studie CYD-TDV

V ramci preklinickych studii se prokazovala stabilita vakciny, tropismus a schopnost
replikace viru. Zaroven se k CYD-TDV piistupovalo jako ke geneticky modifikovanému
organismu, tudiz se musela vylou¢it moznost rekombinace s cirkulujicim virem, infekce
vektoru DENV a reverze k virulenci. Dlouhy proces testovani nové vakciny zacal in vitro
oveéfovanim genetické stability béhem mnohondsobného pasdzovani. Pugache et al. (2004)
vychazeli z ptredpokladu, ze YFV 17D vakcinacni virus vykazuje vysokou stabilitu in vitro i in
vivo. Geneticka stabilita se prokazala i u CYD-TDV, nejspiSe na zakladé pomérné nizké
chybovosti RNA polymerazy YFV, ktera je zodpovédna i za replikaci ChimeriVax1-4 viru.>

Jelikoz je CYD-TDV tvofena zvelké c¢asti YFV, jenz vykazuje neurotropismus a
viscerotropismus, mnoh¢ studie se vénovaly pravé této problematice. Tropismus flavivird je
spjat predevsim s proteinem E, z ¢ehoz se d4 odvodit, ze CYD-TDV by neméla vykazovat
stejny tropismus jako YFV 17D. Brandler et al. (2005) testovali tropismus na jaternich
bunécnych liniich, potencionalnich markerech viscerotropismu, HepG2 a THLE3, u kterych
byl titr vyznamné nizs$i nez u YF 17D. U linie Huh7 se CYD-TDV replikoval se stejnou
viru. Celkové vysledky nicméné ukazuji, Ze CYD-TDV je u lidi méné& hepatotropicky nez YF-
VAX.S!

Ptenos CYD-TDYV viru komatfim vektorem se testoval na Aedes aegypti a Aedes albopictus,
hlavnich vektorech DENV. Komafi byli krmeni na krvi obsahujici viry a nasledn¢ byla
hodnocena infekce a Sifeni. CYD-TDV virus nebyl schopny infikovat komary oralni cestou a
po intratorakélni inokulaci se replikovat ve stfednim stfevé. Kandidatni vakcinacni viry jevily
vysokou atenuaci. Vzhledem k nizké viremické hladin€ u vakcinovanych lidi, je riziko infekce
a transmise moskyty v pfirodé¢ minimalni.> Mezi rozdilnymi RNA viry, véetné flavivirt,
dochézi velmi vzacné k intermolekularni rekombinaci. Rekombinace vakcina¢niho CYD-TDV
viru s wt DENV, flaviviry ¢i jinymi RNA viry, by potenciondlné mohla vést ke vzniku viru s
nepredvidatelnymi vlastnostmi, pozménénou patogenitou a antigenitou. Taucher et al. (2010)
experimentalné ovéfili velice nizkou pravdépodobnost rekombinace u flavivirii a prokazal, ze
chimérické viry jevi silné znaky atenuace ve srovnani s wt. Riziko samotné rekombinace je také
velice nizké, a proto kumulativni riziko je extrémné minimalni. Na zékladé¢ prokazané genetické
stability CYD-TDYV je reverze na virulentni YFV prakticky nemoZzna. 3

In vivo preklinické studie se zaméfovaly na sledovani virémie v porovnani s virémii
vyvolanou wt, na schopnost dané¢ho viru navodit imunitni reakci v organismu, davkovani

vakcin a vakcinacni formulace. V rdmci vlivu na organismus a jeho piirozené fungovani se
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testovala také fertilita, vyvoj plodu a néasledné vyvoj narozeného jedince.** Neurovirulenci a
imunogenicitu testovali Guirakhoo et al., (2000) na 4 tydny starych mysich, bezpe¢nost a
ucinnost na makacich (Macaca mulatta). Béhem testovani dostaly rizné skupiny primétt
odlisné davky ChimeriVax-D2, kontrolni skupina byla inokulovana pouze fostatovym pufrem.
Vsechny ockované opice mély detekovatelnou virémii, ale nevykazovaly zddné symptomy. Po
62 dnech od imunizace byla zvifata nao¢kovana wt DENV2. Zadna virémie nebyla detekovana
u ockovanych jedincli, naopak v kontrolni skupiné se virémie vyvinula u vSech zvifat.
Vakcinované opice vytvorily neutralizacni protilatky. Béhem této faze se hledala i minimalni
davka prototypu chimérického viru ChimeriVax-D2, kterd jiz poskytne ochranu jedinci proti
wt DENV2.47

V nékterych multivalentnich vakcinach dochézi k interferenci mezi odlisSnymi antigeny v
ramci jedné vakcinacni formulace. Mezi n€ spada i CYD-TDV. U tetravalentni formulace je
velice obtizné dosahnout rovnocenné efektivity replikace jednotlivych virovych sérotypt, ¢imz
se nekteré sérotypy stavaji dominantni a interferuji s ostatnimi komponenty vakciny. Guy et al.
(2009) provadéli studie na opi¢ich modelech s tetravalentni formulaci, kterd obsahuje
jednotlivé slozky se stejnym zastoupenim. Jako parametry zmirfiujici interferenci antigent
formuloval nasledujici: soucasné podani dvou komplementarnich bivalentnich vakcin na
odlisnych stranach téla, které jsou tak cistény odlisSnymi lymfatickymi uzlinami; vytvofeni
heterologni flavivirové preimunity pied néslednou tetravelentni imunizaci; uzplsobeni

formulaci sniZenim davky imunodominantnich sérotypii; pteockovani.

4.6. Klinické studie CYD-TDV

V prvni klinické studii kandidatni CYD-TDV vakciny s monovalentnim ChimeriVax-
D2 vakcina¢nim virem, vedené Guirakhoo et al. (2006), byla posuzovéana bezpecnost, tolerance
a imunogenicita u dospé€lych, kteti v minulosti neprodélali Zadnou infekci virem zrodu
flavivirti. Komplikaci pfi o€kovani monovalentni vakcinou je potencionalni vystaveni jedince
heterolognimu sérotypu, coZ mize mit za nasledek rozvoj ADE. Proto se studie odehravaly
v USA, ptipadné jinych zemich, kde se DENV nevyskytuje. Rovnéz byly vyloueny osoby
cestujici do zemi s Castym vyskytem DENV. Aplikovana dévka byla stejné jako u YFV-VAX,
nebot’ se v disledku formulace CYD-TDV ocekavala totozné t¢innost replikace jako v ptipadé
YF vakcina¢niho viru. Nizs$i davka byla stanovena podle vysledkl preklinickych studii u
primatd. Pro ur¢eni vlivu imunity proti YFV na ChimeriVax-D2 vakcinu byli néktefi jedinci

nejprve vakcinovani YF-VAX, poté dostali vysokou davku vakciny proti DENV. Vysledky
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studie vedly k zavéru, Ze diive vytvorend imunita proti YFV neinterferuje s imunitni odpovédi
na CYD-TDV. 5

Morrison et al. (2010) nésledné testovali toleranci a imunogenicitu u tetravalentni
formulace CYD-TDV. Prvni ddvka CYD-TDV indukuje neutralizacni protilatky piedevsim
proti DENV2 a DENV4, mén¢ proti DENV1 a DENV3. U recipientli byla detekovana nizka
hladina virémie (pfevazné¢ DENV4). Po druhé davce CYD-TDV byla pozorovana virémie
pouze v ojedinélych piipadech (DENV2). Absence DENV4 virémie po druhé davce byla
pravdépodobné zplisobena silnou humoralni odpovédi na YF/DENV4, kterou vyvolala aplikace
prvni davky. Treti davka vakciny indukuje kompletni sérokonverzi u vSech ¢tyt sérotypt.”’
Béhem druhé faze klinickych studii se testovala bezpecnost a imunogenicita CYD-TDV pfi
zrychleném vakcinacnim schématu v populaci s rozdilnou historii infekce flaviviry a ockovani
jinymi Zivymi atenuovanymi vakcinami.>®

CYD-TDV byla licencovana na zéklad¢ 3 klinickych studii, zamétujicich se na ti¢innost
vakciny v Asijsko-pacifické oblasti a v Latinské Americe, které zahrnovaly vice nez 31 000
dobrovolnikil ve véku 2 az 16 let. Faze IIb odehravajici se v Thajsku *° a faze III v Latinské
Americe ® a Asii ¢! vedly k licencovani CYD-TDV a jsou podrobnéji rozebrany niZe v textu.
V ramci klinickych studii CYD-TDV, které i pres casteCny neuspéch této vakciny stale
pokracuji, se také testuje bezpecnost a imunogenicita u imunitné oslabenych jedinct, jako jsou
naptiklad dospéli pacienti s HIV. Védci se zaméti predev§im na bezpecnost a humoralni
imunitni odpovéd’, detekci virémie, zmény v po¢tu CD4" a naloz RNA HIV po vpraveni CYD-

TDV.%2

4.7. Komplikace vychazejici z vysledki klinickych studii

CYD-TDV nenapliiuje v nékterych ohledech piavodni piredstavy. Mezi zasadni
problémy se fadi jeji omezeni pouze pro dengue séropozitivni osoby urcité vékové kategorie a
nevyrovnany ucinek proti jednotlivym sérotypiim DENV. Béhem klinickych studii CYD-TDV
byla pozorovana pocetnéjSi hospitalizace u vakcinovanych déti ve v€ku 2 az 5 let. Jedna
z hypotéz byla, zZe CYD-TDV v dengue naivnich recipientech mimikuje primarni infekci a
vystavuje tyto jedince riziku zdvazného pribéhu nasledné infekce, tj. analogie s pfirozenou
primarni a sekundarni infekci. Pfesnou miru rizika v zavislosti na dengue sérostatusu bylo velmi
obtizné urcit, nebot’ bylo k dispozici velmi limitované mnozstvi vzorkl ziskanych pted aplikaci
prvni davky. Za timto ucelem byla vytvofena imunoenzymatickd metoda (ELISA-enzyme-
linked immunosorbent assay), pomoci které se odliSily anti-NS1 IgG protilatky indukované

DENV a vakcinou (CYD-TDV ma oblast genu kodujici protein NS1 viru Zluté zimnice YF
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17D). U dengue séropozitivnich jedincii ve véku 2 az 16 let je snizeni vyskytu nemoci piiblizné
0 70 % ve srovnani s kontrolni skupinou. Po zuZeni vékové kategorie na 9 az 16 let byla ¢etnost
zavazného prubchu nemoci o 80 % nizsi nez v kontrolni skupiné. Naopak u séronegativnich
recipient je hospitalizace a zavazny prib¢eh infekce Castéjsi v imunizované skupin€. U déti ve
véku 9 az 16 let se objevovaly komplikace nejcastéji béhem tietiho roku od aplikace prvni
vakciny, zatimco u mladsich jedincti k tomu dochdzelo dfive. Data potvrdila dlouhotrvajici
protekci u séropozitivnich vakcinovanych jedincii. Soubézné ale prokazala zvysené riziko
hospitalizace a zavazného pribchu infekce u séronegativnich recipientli ve srovnani se
séronegativnimi nevakcinovanymi jedinci. To potvrzuje hypotézu, ze CYD-TDV u
séronegativnich jedincti ¢aste¢né mimikuje primarni infekci a po potenciondlnim poklesu
protilatek zvysuje riziko zdvazného priabeéhu nasledujici infekce. Proto by v zemich zvazujicich
zafazeni CYD-TDV mély byt zavedeny spolehlivé diagnostické metody a proveden
prevakcinacni screening, ktery vylouci z programu vSechny séronegativni jedince.

Féze IIb probihala od roku 2007 u déti ve véku 4-11 let v Thajsku. Béhem studie, ktera
zahrnovala 4 002 uc¢astnikt, bylo potvrzeno 134 ptipadii nakazy DENV (dominoval DENV?2).
Utinnost vakciny dosahovala v priméru 30,2 %, ale ligila se pro jednotlivé sérotypy. Pro
DENVI1 byla 61,2 %, DENV3 81,9 % a DENV4 90,0 %. Nicméné pro DENV2, kterd
predstavovala 59 % ze 134 ptipadd, dosdhla pouze 3,5% ucinnosti. Tento vysledek byl
ptekvapivy, protoze béhem preklinickych testli byla zjiSt€éna imunogenicita proti DENV2
srovnatelna se zbylymi sérotypy. To nas odkazuje zpét k faktu, ze doposavad neni zcela zfejma
pfesna reakce imunitniho systému na infekci DENV a zapojeni vSech slozek imunity.>

Kli¢ova III. faze klinickych studii se odehravala v Asii u 2-14letych déti a ve Stfedni a
Jizni Americe u 9-16letych déti. Studie v Asii zahrnovala zemé s endemickym vyskytem (3
centra v Indonésii, 2 centra v Malajsii, 2 centra na Filipinach, 3 centra v Thajsku, 2 centra ve
Vietnamu). Celkova G¢innost vakciny béhem této faze dosahovala 56,5 %. Konkrétn€ u¢innost
proti DENV3 a DENV4 byla 75 %, proti DENV1 50 % a proti sérotypu DENV2 35 %. Odlisné
protektivni G¢inky ve srovnani s predchozi studii jsou zptisobeny rozdilnou distribuci sérotypti
a odliSnou charakteristikou kment. Studie se Gcastnilo 10 275 déti, které byly ockovany CYD-
TDV nebo placebem. Opét se potvrdilo, zZe G€innost byla vyssi u jedincd, ktefi jiz diive DENV
infekci prodélali neZ u téch, ktefi byli séronegativni. Déle se béhem této studie ukazalo, Ze starsi
déti jsou chranény s vyssi t€innosti nez mladsi.®! Studie ve Stfedni a Jizni Americe, (9 center
v Kolumbii, 5 center v Brazilii, 5 center v Mexiku, 2 centra v Portoriku a 1 centrum
v Hondurasu) se ztcastnilo 20 869 déti, které obdrzely CYD-TDV vakcinu (13 920) nebo
placebo (6 949). Celkova ucinnost vakciny byla v této studii 60,8 %. Pro jednotlivé sérotypy se
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opét lisila. U DENV1 byla stanovena na 50,3 %, u DENV2 42,3 %, u DENV3 74,0 % a DENV4
77,7 %.°

K diagnéze dengue, séroprevalen¢ni analyze nebo sledovani pribé¢hu onemocnéni se
vyuziva sérologickych testd detekujicich specificky imunoglobulin M (IgM) nebo
imunoglobulin G (IgG) proti DENV. Tyto testy ale mohou byt ve spojitosti s vakcinou proti
DENV zavad¢jici. Pouziti sérologickych testi u recipientt CYD-TDV muze vést ke
znatelnému zvySeni falesné pozitivity. V zemich s vysokym vyskytem DENV, kde bylo
schvaleno uzivani CYD-TDV, je potieba novych diagnostickych postupii. Vhodné jsou detekce
specifického NS1 antigenu nebo pomoci PCR, coz ale obnasi komplikovanéjsi diagnostikovani
a vyssi naklady. Dalsi vyzvu ohledné problematiky DENV piedstavuje vytvoireni spolehlivého
a jednoduchého testovani na dengue sérostatus.®

Vysledky klinickych studii faze II a faze III ukazuji na vétsi ucinek CYD-TDV vakciny
proti sérotypu DENV4 nez proti DENV2. Data jsou piekvapiva, nebot’ preklinické studie na
nehuménnich primatech hovoftily o srovnatelnych hodnotach t¢innosti u obou sérotypti. Touto
problematikou se zabyval Barban et al., (2018), ktery testoval reakci imunitniho systému
nehuménnich primati na CYD-TDV a na naslednou inokulaci DENV2 a DENV4. K
pfecetiovani Uc¢innosti vakciny mohly piispét odliSné hodnoty maximélni virové naloze
vyvolané subkutanni inokulaci makaka a pfirozenou infekci ¢loveéka, u kterého je virémie

znateln¢ vyS§si.*

5. Vakciny ve fazi klinickych studii

5.1. TetraVax-DV, ziva atenuovana dengue vakcina

TetraVax-DV je Ziva atenuovana vakcina nachazejici se ve III. fazi klinickych studii.
Hlavnim cilem vyzkumnikii podilejicich se na vyvoji TetraVax-DV bylo, mimo jiné zaméry,
vytvorit vakcinu, kterd bude indukovat ochranu proti ¢tyfem sérotypiim po aplikaci jedné
davky, ¢imz by se signifikantné¢ odliSovala od vySe zminéné¢ CYD-TDV. TetraVax-DV
obsahuje na rozdil od CYD-TDV DENV proteiny NS, které stimuluji CD8" T buiiky, jenz
zajistyji vyznamnou ¢ast imunitni odpovédi na DENV (viz. vyse). K atenuaci se vyuZzily dvé
strategie, delece v3’UTR a chimerizace mezi jednotlivymi sérotypy DENV. Prototyp
monovalentni kandidatni vakciny pfedstavuje virus IDEN4A30, ktery ma deleci 30 nt. Podobné
byla 30 nt sekvence odstranéna u zbylych sérotypi DENV. U sérotypit DENV2 a DENV3 byla
navic kvuli nedostatecné atenuaci provedena chimerizace s kandidatni vakcinou rDEN4A30, ze

které se odstranily sekvence kodujici proteiny prM a E a nahradily odpovidajici sekvenci
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jednotlivych sérotypt. Kandidati s nejvhodnéjsi atenuaci a imunogenicitou byli pouziti pro

nasledujici klinické faze.*

5.1.1. Vyvoj TetraVax-DV

rDEN4A30 je zivy rekombinantni virus DEN4 odvozeny z kmene 814669 a obsahujici
30 nt deleci 172—-143 ve 3°UTR. V 3’UTR se mohou vytvaret sekundéarni struktury zasadni pro
replikaci viru, ¢imz se tato oblast stava vhodnym cilem pro atenuaci. Men et al. (1996) zavedli
za Ucelem vytvoieni zivotaschopnych mutantii do oblasti 3’UTR DENV4 ¢cDNA mnoho deleci
v rozmezi 30 az 262 nt. Z téchto mutant vybirali ty, které se replikovaly hlife nez wt, ale byly
schopné vyvolat dostatecnou protilditkovou odpovéd u makak(.®® Néasledné testy u
dobrovolnikti naznacily, Ze atenuace nemusi byt dostatecnd, coz se projevilo zvySenim hodnot
alaninaminotransferazy v krvi u ockovanych osob. Blaney et al. (2001) proto dodate¢né
atenuovali virus rDEN4A30 chemickou mutagenezi a ziskali rDEN4A30-200,201 a
rDEN4A30-4995.7 Nicméné k dalSim testim se stale pouzival i rDEN4A30 bez dodate¢nych
mutaci, podavany v mensi davce.

Delece 30 nt v 3° UTR oblasti analogické rDEN4A30 byla provedena u wt DENV1
Western Pacific. VSechny opice inokulované rDENV1A30 byly kompletné chranény pied
naslednou inokulaci wt DENV1.%* Také u sérotypu DENV2 Blaney et al. (2004) nejprve
odstranili 30 nt z3"UTR. Z kmene izolovaného v roce 1974 vytvorili vakcinaéni virus
rDEN2A30. Ten nebyl schopen infikovat stiedni stievo Aedes aegypti, avSak po inokulaci
makakt zplsobil virémii, pfi které titr a doba trvani byly pouze o néco nizsi neZ u wt DENV2
Tonga/74. TDEN2A30 tedy nebyl vhodnym vakcina¢ni virem kvili nedostate¢né atenuaci. Pti
odlisném postupu konstruovani DENV?2 vakciny bylo vyuzito jak introdukce A30 do 3°’UTR,
tak chimerizace mezi dvéma odliSnymi sérotypy. Whitehead et al. (2003) pouZili vakcinacni
kmen rDEN4A30, ve kterém zaménili oblast pro proteiny prM a E za stejnou oblast ze sérotypu
DENV2.7 Vznikla chiméra mezi dvéma sérotypy rDEN2/4A30, exprimujici strukturni proteiny
sérotypu DENV2, ktera indukuje nizkou virémii podobné jako rDEN4A30."

Postup piipravy vakcinaéniho kmenu proti DENV3 nebyl pfimocary. Blaney et al.
(2004) pouzili kmene DENV3 Sleman/78 izolovaného z pacienta v roce 1978 béhem epidemie
v Indonésii k pfipravé tii vir. Dva byly chimerické, kde v sérotypu DENV4 s 30 nt deleci
v 3’'UTR nebo bez ni nahradily oblasti pro proteiny prM a E za pfislusny fragment DENV3,
¢imz se ziskaly chimérické viry rDEN3/4A30(ME) a rDEN3/4(ME). Tteti virus rDEN3A30
vznikl po deleci 30 nt v 3’UTR oblasti wt DENV3. Oba chimérické viry jevily vysoky stupeii

atenuace a u inokulovanych opic vyvolaly protektivni imunitni odpovéd’ proti nasledné infekci
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DENV3. Naopak rDEN3A30 nebyl ve srovnani s wt DENV3 atenuovan v Zadném modelovém
organismu.” Nasledujici klinické testy ukazaly, ze vakcinaéni virus rDEN3/4A30(ME) je ptili$
atenuovany.® Blaney et al. (2008) proto zkousel atenuovat kmen DENV3 Sleman/78 pomoci
ruznych deleci v 3"'UTR oblasti . Z nékolika konstrukti mél vSechny vhodné vlastnosti pro
vakcinacni virus tDEN3A30/31, u kterého byly deletovany dvé sekvence, prvni 30 nt dlouha
odstranila nt 173-143 obdobné jako v prototypovém viru rDEN4A30 a druha 31 nt v pozici 258-
228 v 3¢ UTR (nt jsou ¢islovany od 3’konce). Dalsi pfistup k pfipraveé vakcinaéniho DENV3
vedl ptes chiméricky vir rDEN3-3’D4A30, kde byl nahrazen cely 3' UTR rDENV3 za 3' UTR
rDEN4A30. Oba viry, tDEN3A30/31 i rDEN3/4A30, indukovaly u makakt dostate¢nou tvorbu

neutraliza¢nich protilatek a zajistovaly ochranu proti wt DENV3.7

5.1.2. Klinické studie TetraVax-DV

Navzdory omezené replikaci v nehuméannich primétech, indukuje rDEN4A30
neutralizacni protilatky u vSech imunizovanych opic. Troyer et al. (2001) ovétovali riziko
potenciondlniho Sifeni atenuovaného viru v komarech. Dospéli k zavéru, ze na rozdil od wt
DENV4 ma rDEN4A30 velice omezenou moznost infekce koméiiho stiedniho stieva, a jesté
mensi pravdépodobnost Sifeni do slinnych zldz. Vakcina¢ni virus nebyl detekovan v Zadném
komarovi sajicim na o¢kovanych subjektech.” 42 dni po vakcinaci byla zvitata inokulovana wt
DENV4 a v z&dném modelovém organizmu nebyla detekovana virémie. Tim byla ovéfena
vhodnost rDEN4A30 vakcinac¢niho viru pro klinické studie.”

V klinickych studiich Durbin et al. (2013) hodnotili nejprve né€kolik kandidatnich
vakcinacnich vira (rDEN1A30, rDEN2/4A30(ME), rDEN3-3'D4A30, rDEN3A30/31,
rDEN4A30 a rDEN4A30-200,201). Nejvyvazengsi protildtkova odpovéd’ byla dosazena
kombinaci rDEN1A30, rDEN2/4A30(ME), rDEN3A30/31 a rDEN4A30, ktera byla oznacena
TV003.”> Béhem monovalentni aplikace davky rDEN2/4A30 byly virem infikovany vSechny
subjekty, ale v ramci tetravalentni kombinace byl tento virus infekéni nejméné. Proto se u
TV005 vakciny aplikuje o fad vyssi davka rDEN2/4A30, jinak se neli$i od kombinace TV003.7

II. faze klinické studie se zaméfila na vakcinovou formulaci TV00S5. Studie probihajici
v Bangladési (epidemie v roce 2000, od té¢ doby nepftetrzity vyskyt DENV) se zl¢astnilo 192
lidi ve véku 1 az 50 let. Kompletni vysledky zatim nejsou znamy, planované ukonceni studie je
v unoru 2020.77 I11. faze klinickych studii zahrnuje 16 944 zdravych jedinct ve véku 2 az 59 let.
Probihé na nékolika mistech v Brazilii, ktera jsou charakteristicka vysokou DENV transmisi, a

zamétuje se na bezpecnost a t€innost vakciny. Ukonceni se planuje v prosinci 2025.7
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5.2. DENVax, ziva atenuovana dengue vakcina

DENVax (Takeda), rekombinantni chiméricka ziva atenuovana tetravalentni vakcina
proti DENV, je jednou z kandidatnich vakcin momentalné¢ se nachazejicich ve III. fazi
klinickych testii. Vychazi z zivého atenuovaného vakcina¢niho viru DENV2 PDK-53, ktery se
1181 od parentalniho kmenu DENV2 16681 v 9 nt a 5 kodujicich AK. Tento virus poslouzil jako
zéklad pro ostatni sérotypy DENV. Oblast pro protein prM a E u ptivodniho viru byla vzdy
vymeénéna za stejnou oblast z ptislusného sérotypu, ¢imz vznikly viry TDV1, TDV3 a TDV4.
Vakcina na rozdil od CYD-TDV obsahuje oblast pro NS proteiny DENV?2, takze je schopna
indukovat proti DENV bunétnou imunitni a anti-NS1 protilatkovou odpovéd obdobné jako

TetraVax-DV.7 8

5.2.1. Vyvoj DENVax

Zivé atenuované viry DENV2 PDK-53 byly ziskany 53nasobnym pasazovanim izolatu
D2 16681 v primarnich psich ledvinnych buiikach (PDK — primery dog kidney cells). Kmen
PDK-53 se vyskytuje ve dvou genetickych variantach, protoze mutace v oblasti genu
kodujiciho protein NS3 byla nalezena jenom u nékterych vird. Kinney et al. (1997) ptipravili
cDNA z obou variant kmene PDK-53. Varianta PDK53-V obsahuje vSech 9 mutaci, kterymi se
odliSuje od parentalniho kmene, v€etné¢ mutace Glu-Val v pozici 250 proteinu NS3. Druha
varianta PDK53-E nema posledni mutaci v pozici 250 proteinu NS3 a odliSuje se tedy v osmi
nt. Zminéna mutace neni hlavnim determinantem atenuace, nicmén¢ ovliviiuje replikaci viru in
vitro.®" Atenuace viru PDK-53 jsou disledkem mutaci v oblasti 5°-UTR a proteini NS1 a NS3.
Mutace v oblasti proteinu prM vykazuje pouze malou nebo zidnou zménu fenotypu. Zadna
mutace se nevyskytuje v oblasti kodujici proteiny C, M a E, coz umoZznuje tvorbu chimérickych

viri vyménou strukturalnich proteinti pti zachovani atenuace viru.*
Virové sekvence pouzité ve vakciné DENVax maji ptivod v kmenech D1 16007, D2
16681 izolovanych z pacienti s DHF/DSS z Thajska. D3 16562 byl izolovan z pacienta s
DHF/DSS na Filipinach a kmen DENV4 1036 byl izolovan z détského pacienta s DF
v Indonésii.®? Pro vybér vhodnych kandidat byl vytvoten vétsi soubor kandidatnich virt, kde
oblasti obsahujici geny prM a E wt D1, D3 a D4 byly aplikovany na genetické pozadi jak
rodicovského viru D2 16681 viru, tak na jeho dvé atenuované vakcinacni varianty D2 PDK-
53, PDK53-E a PDKS53-V. Jako nadé€né se ukdzaly oba soubory vyuzivajici atenuované
vakcinacni varianty D2 PDK-53. Obé& tetravalentni virové formulace indukuji tvorbu

neutralizac¢nich protilatek v mySich proti vSem sérotypim.®
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5.2.2. Klinické studie DENVax

I. faze klinického testovani probihala u 140 zdravych dobrovolniki ve v€ku 18-45 let
v USA, ktefi byli séronegativni pro flaviviry. Cilem bylo sledovat, mimo bezpecnost a
imunogenicitu, nezadouci vedlejsi u¢inky a sérokonverzi pro vSechny Ctyii sérotypy DENV.
Mira sérokonverze se liSila v z&vislosti na sérotypu. Celkove vytvotilo detekovatelné protilatky
alesponi proti tfem sérotyptim vice jak 80 % tcastniki.*

Do II. faze klinickych testd byly zahrnuty i déti od 1,5 let. Studie probihala v zemich
s endemickym vyskytem DENV (Kolumbia, Portoriko, Singapore, Thajsko) a ucastnilo se ji
360 zdravych jedinct. Vakcina byla aplikovana ve dvou davkéach v rozmezi 90 dnii. Hodnotila
se pfedevsim protilatkova odpoveéd’ na vSechny sérotypy. Jelikoz studie probihala do ledna
2019, vysledky zatim nejsou shrnuty.®s Nekteré klinické studie faze I11 byly dokonceny ke konci
roku 2018 nebo v lednu 2019, nicmén¢ souhrnné vysledky nejsou k dispozici. Vyzkumnici
ovetuji stalost ochrany proti DENV, dlouhodobé vedlejsi ucinky ¢i komplikace po aplikaci

injekce a dalsi aspekty spojené s bezpecnym uzivanim TDV.3¢

5.3. Podjednotkova vakcina, V180

Dalsi z vakcin, kterd se nachdzi v procesu klinického testovani je podjednotkova
vakcina V180. Tvoii ji proteiny 80E vSech DENV sérotypti spoletné¢ s adjuvans
ISCOMATRIX®. Protein 80E ptedstavuje glykoprotein E DENV zkriceny na C konci,
zachovéano je 80 % N-termindlni ¢asti. Zkraceni vede k odstranéni membranové kotevni
sekvence, ¢imZ se usnadni purifikace a zvySi imunogenicita.’’” Pro expresi rekombinantniho
proteinu E bylo vyuZito nékolik expresnich systémi, zahrnujicich Escherichia coli,
bakulovirus, kvasinky, sav¢i buiiky a expresni systémy na rostlinné bazi. Nakonec Clements et
al. (2010) za vyuziti expresniho systému Drosophila melanogaster Schneider 2 limitace
piekonal a dokézal ptipravit dostate¢né mnozstvi proteinu 80E v nativni konformaci.®® Soucasti
vakciny jsou farmaceuticky akceptované nosice a variabilni adjuvans, zahrnujici naptiklad jiz
zminény ISCOMATRIX™. Vybér vhodnych adjuvans je zasadni pro indukci neutraliza¢nich

protilatek cilenych proti E antigenu.®

5.3.1. Vyvoj vakciny V180

Vyvoj vakeiny zacal na konci 20. stoleti, kdy skupina védct sledovala vlastnosti variant
proteinu E DENV4, které byly riizn€ zkraceny na C-konci, za vyuZiti rekombinantniho virového
vektoru vaccinie, se kterym infikovali savéi buitkky CV1. Men et al. (1991) zjistili, Ze za

spravnou antigenni strukturu je zodpovédnych 79 % N-koncové c&asti proteinu E. Pro
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extracelularni sekreci nesmi N-koncova €ast presahnout 81% plivodni sekvence. Protein E je
béhem pftipravy vakciny exprimovan kotransla¢né s proteinem prM, ale tento polyprotein se
behem sekretorické drahy $tépi. Protein 80E se uvoliiuje do kultivaéniho média, kde se ptecisti.
Zdroj virové RNA u DENVI byl kmen 258848. Béhem exprese v buinkach Drosophila
melanogaster S2 je produkt G¢inné€ procesovan za vzniku sekretovaného proteinu DEN1-80E
snativnim N a terminovanym C koncem. DENV2 sekvence jsou odvozeny od kmene
PR159/S1. Pro vytvoteni vektoru pro produkci proteinu prM80E klonu DENV2 se ve vektoru
odstrani sekvence kédujici C konec a nahradi se odpovidajicim fragmentem z plasmidu, ktery
koduje zkracenou verzi proteinu E pro sérotyp DENV 1. Priprava vektora pro produkci proteinii

DEN3-80E a DEN4-80E probihala obdobné jako u DEN1-80E.*

5.3.2. Preklinické a klinické studie V180

Pro testovani potenciondlnich protekénich ucinkt proteinu 80E se vyuzily mysi a opici
modely. U obou modeld bylo dosazeno ochrany jedince proti virové infekci uz pii nizkych
davkach antigenu.®® 1. faze klinickych studii v Austrdlii testovala bezpecnost vakciny a
schopnost vyvolat imunitni odpovéd’. Ugastnilo se ji 98 dengue naivnich dobrovolniki ve véku
18 az 49 let. Jedincim byly aplikovany tfi davky vakciny V180 v kombinaci s riznymi
adjuvans, vcetné adjuvans ISCOMATRIX. Byla zaznamendna indukce jak specifickych

protilatek tak virus neutralizacnich protilatek.”

5.4. Tetravalentni DNA vakcina (TVDV)

Jednou z dalSich kandidéatnich vakcin proti DENV figurujici v 1. fazi klinickych studii
je DNA vakcina TVDV. Jiz od poc¢atku 90. let minulého stoleti se védci zabyvaji ochranou proti
infekci DENV zaloZenou na DNA imunizaci. TVDV obsahuje stejnd mnoZstvi monovalentni
plasmidové DNA vakciny (pVAXI, vektor pro vyvoj DNA vakcin schvaleny Ufadem pro
kontrolu potravin a 1éc¢iv), kterd koduje geny prM a E DENV1-4. DENV1 DNA vakcina
obsahuje geny prM a E z kmene West Pac 74 DENV1. DENV2, DENV3 a DENV4 DNA
vakciny exprimuji geny pro proteiny prM a E pasazovanych filipinskych kmenii. U proteinu E
je C koncova transmembranova a cytoplasmatickd doména nahrazena lysozom-asociovanym
membranovym proteinem 1 (LAMPI). Substituce LAMP1 zajistuje transport do lysozomt a
posiluje imunitni odpovéd’. Dostate¢na exprese proteint DENV je zajisténa silnym promotorem
CMV. V nepfitomnosti adjuvans byly detekovatelné protilatky o podprimérném titru, a to
pouze pii vysokych davkach DNA vakciny. Adjuvans zalozena na lipidické bazi (Vaxfectin®)

posiluji imunogenicitu tetravalentni DNA vakciny. *!
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5.4.1. Vyvoj vakciny TVDV

DNA vakcina DENV1 ptedstavuje prototyp. Raviprakash et al. (2000) zkonstruoval
nékolik typli rekombinantnich plasmidii s riznym procentudlnim zastoupenim genu E a za
pritomnosti ¢i absenci genu prM, u kterych se nasledné porovnavaly vlastnosti a specifika. Na

zéklad¢ preklinickych testovani byl vybran konstrukt exprimujici proteiny prM a E.*

5.4.2. Preklinické a klinické studie TVDV

Béhem preklinickych studii se hodnotila imunogenicita a bezpe¢nost pVAX1-DIME
(dengue-1 premembrane/Envelope DNA vakcina) u BALB/c myS$i. Vakcina se aplikovala
intramuskularni injekei ¢i elektroporaci. Pravé vpraveni elektroporaci indukovalo humoralni a
bunécnou imunitni odpovéd’ a zajistilo ochranu mysi pfed naslednou letalni davkou DENV.
Imunizace bivalentni vakcinou (pVAXI-DIME a pVAXI1-D2ME) elektroporaci generovala
balancovanou odpovéd’ protilatek IgG a neutralizujicich protilatek, coz poskytlo ochranu
myS$im proti obéma sérotypim. Tato studie podpoftila dal§i vyvoj a testovani tetravalentni
vakciny proti DENV.%

V 1. fazi klinickych studii se testovala pVAX-DIME. Zamérem Beckett et al. (2011)
bylo ovéfit bezpecnost a jeji schopnost stimulovat imunitni odpovéd’. Pocet registrovanych
v ¢asovém schématu 0-1-5 mésici. U 41,6 % subjekti ve skupiné s vyssi davkou se vyvinuly
detekovatelné neutralizacni protilatky proti DENV. T bunécna odpovéd’, testovana metodou
enzyme-linked immuno spot assay (ELISPOT), byla prokazana u 50,0 % osob ve skuping
s niz$i davkou a u 83,3 % ve skupiné€ s vyssi davkou. Studie prokazala slibnou reaktogenicitu a
bezpecnostni profil DENV1 DNA vakciny.”* Dalsi L. faze klinickych testli odehravajici se v
USA se zaméfovala na jiZ tetravalentni formulaci DNA vakciny s Vaxfectin® adjuvans, kdy se
ovétovala bezpecnost, tolerance a schopnost vyvolani imunitni odpovédi. Zahrnovala 40
dobrovolniki. T buné¢nd odpovéd’ byla zaznamendna témétr u vSech subjektl. Nicméné
neutralizac¢nich protilatek bylo malé mnozstvi. Vyuzitim alternativnich aplikacnich metod by

se mohlo docilit vétsi a déle trvajici humoralni bunééné odpoveédi.”

5.5. Tetravalentni purifikovana inaktivovana vakcina (TDENV PIV)
V L. fazi klinickych studii se nachézi purifikovana vakcina proti DENV, produkovand v
buitkkach Vero a inaktivovana formalinem. Na této vakciné€ pracuji vyzkumnici amerického
armadniho tstavu (Walter Reed Army Institute of Research, USA) jiZ od konce minulého

stoleti. Prototyp této vakciny predstavuje DENV2. V tetravalentni formulaci jsou zastoupeny
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vSechny sérotypy (DENV1 West Pac 74, DENV 2 S16803, DENV 3 CH53489, DENV 4
41750). Obdobna vakcina inaktivovana formalinem byla v 60. letech 20. stoleti vyvinuta proti
flaviviru JEV. Jeji vysoka protektivni ucinnost a bezpecnost predstavovala odrazovy mistek
pro vyvoj vakciny proti flaviviru TBEV a nésledné podpoftila myslenku vyvoje inaktivované

vakciny i proti DENV. %

5.5.1. Vyvoj TDENV PIV

Putnak et al. (1996) pouzili klinicky izolat DENV2 S16803, ktery nejprve nechal
adaptovat na bunky Vero. Z bunécné kultury byl vakcina¢ni virus izolovan, koncentrovan
ultrafiltraci, purifikovan na sachar6zovém gradientu a inaktivovan 0,05 % formalinem pfi 22°C.
Po inaktivaci si virus zachoval schopnost indukovat tvorbu neutraliza¢nich protilatek, coz bylo
ovefeno na dospélych mySich. Na mladych mysich se testovala i¢innost vakciny po nésledné
davce wt DENV2. Imunogenicita se ovéfovala u nehumannich primati, ti vykazovali po druhé
davce 100% sérokonverzi.”® Pro nalezeni optimalni formulace se ptfidavala adjuvans ve forme
hydroxidu hlinitého ¢i rizné systémy adjuvans (ASOlg nebo ASO03g), které posiluji

imunogenicitu a celkovou odpoveéd’ imunitniho systému na virovy antigen.’’

5.5.2. Klinické studie TDENV PIV

I. faze klinickych studii hodnotici pfredevSim bezpe€nost, reaktogenicitu a
imunogenicitu tetravalentni purifikované inaktivované vakciny probihala u zdravych
dobrovolnikti ve véku 18-39 let v USA. Vakcina s adjuvans indukovala vysokou a vyvézenou

odpovéd’ proti vSem sérotypim DENV 1 mésic po aplikaci 2. davky.*

5.6. Tetravalentni Ziva atenuovana vakcina — tetravalentni purifikovana
inaktivovana vakcina, TLAV-TPIV

Nova vakcinac¢ni strategie se snazi propojit vyhody jak replikativni, tak 1 nereplikativni
vakciny. Barnett et al. (1997) naptiklad kombinoval DNA vakcinu nasledovanou davkou
podjednotkové vakciny pii experimentdlnim testovani imunizace proti HIV v 90. letech
minulé¢ho stoleti.” Vakcinaéni schéma proti DENV kombinuje imunizaci tetravalentnim
purifikovanym inaktivovanym virem s nasledovanym ptfeockovanim tetravalentni atenuovanou
vakcinou. U CYD-TDV je pro dosaZeni poZzadované Urovné imunitni odpovédi potieba
opakované imunizace po nejméné 6 mésicich. Ackoliv druhd davka obvykle vede
k tetravalentni sérokonverzi a tvorbé uspokojivého mnozstvi protilatek, vakcinacni schéma je
prilis dlouhé. Nereplikativni vakciny disponuji minimem vedlejSich ti€inki a velmi limitovanou

interferenci ¢i dominanci urcitého sérotypu, nicméné nedosahuji efektivity Zivé atenuované
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vakciny. Tetravalentni zivd atenuované vakcina (TLAV) Formulace 17 byla pfipravena
pasdzovanim v primarnich ledvinnych psich buiikach a nasledné ve fetalnich plicnich bunkach
makaka.'® TPIV byla inaktivovana formalinem a aplikovana s adjuvans hliniku.”® Béhem
preklinického testovani se ukazalo, ze zvifata oCkovana nereplikujici se vakcinou TPIV si
vytvoftila nizkou hladinu protilatek. Po pfeoCkovani tetravalentni Zivou atenuovanou vakcinou
bylo dosazeno kvalitni imunitni odpovédi. Klinické studie faze I v USA se zucastnilo 80
dobrovolnikli ve véku 18 az 49 let. Zaméftila se na prokazani bezpecnosti, imunogenicity a

synergisticky efekt vakcin na imunitni odpovéd’.'!

6. Vakciny v preklinickych studiich

V experimentdlni fazi se nachazi pocetné zastoupeni vakcin proti DENV. O
tetravalentni vakciné slozené z viru podobnych partikuli (VLPs — Virus-Like Particles) se
hovoti jako o wvakciné nové generace, kterd predstavuje moznou alternativu zivych
atenuovanych vakcin proti DENV, a dala by se aplikovat i na jiné flaviviry. VLPs jsou
samostatné se skladajici partikule, obsahujici virové strukturdlni proteiny, ¢imZz vérohodné
mimikuji morfologii autentického viru. To zajiStuje vysokou imunogenicitu a zaroven
bezpecnost, protoze neobsahuji virovou RNA, kterd by se mohla nekontrolované replikovat.
Urakami et al. (2017) ptfipravili DENV1-4 VLPs tak, ze koexprimovali proteiny prM a E. Pro
vSechny sérotypy pouzil protein E s mutaci F108A (fenylalaninu 108 na alanin) ve fhzujici
smycce, ¢imZ se zvySila produkce VLPs v sav€ich buiikach. Pravé nizka produkce VLPs
zmarila prvotni kroky mnoha védeckych skupin, zamétujicich se na tuto technologii.

Pti vyvoji VLP vakciny byl nejprve vytvoren plasmid exprimujici oblast prME DENV1
fazovanou s hydrofobni signalni sekvenci. Po transfekci plasmidu do sav¢ich bunék 293F bylo
do supernatantu kultury sekretovdno pouze omezené mnozstvi VLPs. Ve fuzni smycce proteinu
E bylo vybrano 27 AK, které mohly potenciondlné ovliviiovat konformaci tohoto proteinu.
Systematickou mutagenezi jednotlivych AK a testovanim mutant zjistili, Ze mutace F108A
signifikantné zvysuje produkci VLPs. Protoze jsou sekvence flaviviri pomérné konzervativni,
k produkci VLPs DENV2 byl sestrojen protein E se stejnou mutaci FI0O8A. AvSak u DENV2
tato zména nevedla k detekovatelné sekreci VLPs. Dalsi oblasti proteinu E, kterd mize ovlivnit
sekreci, je C koncova oblast, zodpov€dna za interakci s membranami. Proto se pfistoupilo
k zdméné C termindlni oblasti proteinu E DENV2 za odpovidajici oblast DENVI1. Bylo
pfipraveno nékolik verzi tvofenych rizné¢ dlouhymi C koncovymi oblastmi a testovdna
produkce VLP v bunkéch 293F. Nejlepsi produkce VLPs DENV?2 bylo dosazeno pii zaméné C

koncové oblasti spolu se zavedenim mutace F108A. Tato strategie pak byla pouzita i pro
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produkci VLPs DENV3 a DENV4. ZIKV je strukturné velmi podobny DENV. Stejna mutace
F108A v proteinu E umoznila produkci VLPs. Pfi testovani imunogenicity u BALB/c mysi byla
nejprve aplikovdna monovalentni formulace VLPs, v naslednych testech formulace

tetravalentni. Tetravalentni formulace vyvolala vysokou protilatkovou odpovéd’.**

7. Zaver

Ve vyvoji vakciny poskytujici ochranu proti DENV se udé€lal nezanedbatelny krok kuptedu.
Nicméné zde ziistava mnoho otaznikii spojenych s virem i konstrukci vakein. V praci jsem se
zamgéiila nejen na vyvoj vakcin, ale také na problémy, které ho doprovazi. Pro konstrukci ti¢inné
vakciny je potfeba detailniho porozuméni pribéhu ptirozené infekce a participace jednotlivych
slozek imunitniho systému. Dal§im aspektem, ktery komplikuje vyzkum, je absence vhodného
modelového organismu. V této bakalatrské praci je prezentovana doposavad jedina licencovana
vakcina, kterd je registrovand v n¢kolika zemich s endemickym vyskytem DENV. Pfi vyvoji
CYD-TDV védci vychazeli z uspésné a dlouho vyuzivané vakciny proti YFV, kterou pouzili
jako kostru nesouci geny prM a E DENV. V ur¢itych aspektech si je CYD-TDV a YF-VAX
podobnd, v mnohych se ale zasadné rozchazi. CYD-TDV ma na rozdil od YF-VAX velmi
omezenou $kélu recipientl a zdsadné se lisi v uc€innosti. Dale YF-VAX indukuje sérokonverzi
jiz po aplikaci jedné davky, zatimco u CYD-TDV jsou vyzadovany tfi. Prvotni velmi slibné
vysledky CYD-TDV byly po II. a III. f4zi klinickych studii nahrazeny kritérii (DENV sérostatus
a vek recipienta), vydanymi farmaceutickou spole¢nosti Sanofi Pasteur, které vymezuji pouze
urcitou skupinu recipienttl. V té dob¢ jiZ probihalo na Filipinach prvni plo$né ockovani proti
DENV, naockovano bylo vice nez 800 000 déti. Po vydani prohlaseni filipinska vlada program
zastavila. Velky rozruch zpuasobila umrti nékterych recipientii, ktera mohla byt disledkem
aplikace vakciny a nasledné sekundarni infekce u DENV séronegativnich jedinci.!*

CYD-TDV také neni vhodna pro podchyceni epidemie v urcité oblasti, pokud v ni nejsou
splnéna dand kritéria. Nicméné 1 ptes CasteCny netspéch CYD-TDV probihaji dalsi studie
zaméiujici se na specifika CYD-TDV a jeji aplikaci atypickym recipientim.

Ve III. fazi klinickych studi se nachéazi stejné typy vakcin jako je CYD-TDV. Zivé
atenuované vakciny se relativné pomalu a kontrolované replikuji v recipientovi, ¢imz zajistuji
prezentovani vSech virovych antigenti a vyvolavaji protilatkovou 1 T buiikami fizenou imunitni
odpovéd’. V ramci tetravalentni formulace oslabeného viru ale miize dojit k dominanci urcité
slozky a interferenci ve znateln¢ vySsi mife, nez je tomu u nereplikujicich se vakcin. Dale je
zde, 1 kdyz relativné velice nizké, riziko navratu plné virulence a pfenosu viru z recipientli

vakciny na vektor. TetraVax-DV a DENVax obsahuji 1 nestrukturalni proteiny DENV, coz by
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mohlo zajistit vys§i u€innost vakcin u recipientd. Obé vakciny prokédzaly imunogenicitu a
bezpecnost v klinickych studiich.

Mnoho typit vakcin se posunulo do I. faze klinickych studii. Jsou zde zastoupeny
nereplikujici se vakciny. Ty mohou navodit imunitni odpovéd’ rychleji nez replikujici se
vakciny a vykazuji mensi pravdépodobnost interference nez zivé oslabené vakciny. Nicméné
vétSina z nich nemusi byt dostatecné efektivni v indukovéani imunitni odpovédi. Postupy vyvoje
vakcin proti DENV vychazeji z uspéSnych konstrukci vakcin proti jinym flaviviram, jako je
naptiklad vakcinace purifikovanym inaktivovanym virem, nebo byly zvoleny nové metody,
mezi které patii DNA vakcina, podjednotkova vakcina a kombinace inaktivované a zivé
vakciny.

Vyhodou podjednotkové vakciny je bezpecnost. Nedochazi zde k replikaci virionu ani
k interferenci mezi jednotlivymi sérotypy. Eliminaci virovych antigenli pouze na protein E
dochézi k sniZzeni nezadoucich Uc¢inkd. Zrychleny pldn ockovani limituje pravdépodobnost
rozvoje komplikaci spojenych s ¢aste¢né navozenou imunitou. Pfinosem DNA vakcin je, ze po
DNA imunizaci dochazi k expresi virového proteinu in situ, coz vede k presnému sbaleni a
posttranslaénim modifikacim, ke kterym dochazi pii ptirozené infekci DENV.

Nezanedbatelny pocet vakein se nachazi i v experimentélni fazi. Velkd pozornost se
upind k zminéné VLP vakcing, kterd by mohla zajistit ochranu nejen proti DENV, ale napftiklad
i proti ZIKV ¢i jinym virtim z této rodiny. Schopnost jednotlivych vakcin omezit sifeni DENV,
jejich bezpecnost a celkovy dopad se ukaze az casem. Pfesto je posun k cili nesporny a jiz ted’
CYD-TDV poskytuje ochranu proti DENV alespon urcité skupin¢ obyvatel zijici v nejvice

zasazenych oblastech svéta.
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