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Abstrakt
Chiipkové viry ro¢né¢ nakazi 3-5 milioni celosvétové populace, zptsobi kazdorocné mnoho

hospitalizaci, 250 000-500 000 dmrti a znacné ekonomické ztrity. Nejucinnéjsi ochranou
v boji s chiipkovymi viry stdle zlstavaji vakciny. Stdvajici vakciny, produkované ve vejcich,
jsou pouzivéany jiz pies 60 let. Ackoliv jsou bezpecné, maji fadu nevyhod. Jejich hlavni
nevyhodou je relativné nizkd ucinnost a ¢asové omezend indukovand imunita. Za nevyhodu
lze také povazovat nutnost kaZdorocni aktualizace sloZeni kvuli antigenni variabilité
povrchovych proteint viru. Navic zdvislost na doddvce vajec a pfiliS dlouhd doba piipravy
mohou byt limitujici a to obzvlasté v ptipad¢ pandemie. Vytvofeni univerzalni vakciny, kterd
by vyvolala imunitni odpovéd’ vii¢i mnoha riznym kmentm chfipkového viru a navodila

dlouhotrvajici ochranu, je tak celosvétovou prioritou.
Klicova slova: chiipka, vakciny

Abstract

Influenza viruses annually infect 3 to 5 millions of people worldwide, cause annually many
hospitalizations, 250 000-500 000 deaths and significant economical losses. The vaccines still
remain the most efficient way of prevention of this infectious disease. Conventional egg-
based vaccines are used for more than 60 years. Although they are safe, they have many
disadvantages. Their main disadvantage is the relatively low effectiveness and time-limited
induced immunity. The need for annually updates of their composition due to an antigenic
variability of viral surface proteins can be considered a disadvantage as well. What is more,
the dependence on an egg suply and a way too long time of preparation might be limiting in
the case of pandemic. The development of an universal vaccine that would induce a broad
imunne response against different strains of Influenza and longlasting protection is a

worldwide priority.

Keywords: Influenza, vaccines



1. Uvod

Chtipka je akutni virové onemocnéni zpusobené virem chiipky (influenza virus), ktery
muiZeme rozdélit do tif rodt - A, B a C - na zdklad€ antigennich rozdili mezi matrixovym
proteinem a nukleoproteinem. Viry typu A se pak dile déli do dalSich podskupin dle
kombinace povrchovych proteint viru. Nakazeni typem C se objevuji velmi sporadicky a to je
divod, pro¢ jsou vaciny zaméfeny pouze proti typim A a B (AUDSLEY & TANNOCK
2008).

Chripka se vyskytuje celosvétoveé a rocné nakazi piiblizn€ 5 az 10 % dospélych a 20 az 30 %
déti z celosvétové populace (AUDSLEY & TANNOCK 2008; Influenza fact sheet [online]).
Nemoc miiZe u rizikovych skupin (u malych déti, star§ich lidi a chronicky nemocnych) vést az
k hospitalizaci a umrti. Globdln¢ dle WHO tyto ro¢ni epidemie zptsobi primérné¢ 3 az 5

miliontd onemocnéni a kolem 250 000 az 500 000 Gmrti.

Bezpecné a relativné ucinné vakciny jsou pouZzivany jiz vice nez 60 let. Chiipkové vakciny
jsou nejucinngjsi, pokud cirkulujici viry odpovidaji sérotypiim, pouZitym pfi vyrob¢é vakciny.
Viry ale podléhaji neustdlym antigennim zmé&ndm, a proto musi byt pouZzité vakcina¢ni kmeny

kazdoro¢n& obmétiovany dle pravé kolujicich kment viru na zékladé doporu¢eni WHO'.

Vv s

Vakciny i nadéle zGstavaji jednou z nejucinn€jSich metod prevence chiipkovych onemocnéni.
Nicméné¢, udalosti na poc¢étku tohoto tisicileti nam ukézaly, Ze produkce vakcin by ani zdaleka

nebyla pfi pandemii dostate¢né k pokryti celosvétovych potfebz.

Celosvétovou prioritou v oblasti vefejného zdravi tak je nalezeni novych vakcin, které by

dokézaly navodit silnou a Sirokospektrdlni hostitelskou imunitu vii¢i chfipkovym virm.

V bakalafské praci se zaméfuji pfedevSim na inovativni vakciny a nové postupy v jejich

piipravé.

' WHO: Influenza fact sheet. Dostupné na: [http://who.int/mediacentre/factsheets/fs2011/en]

> WHO: Global Action Plan for Influenza Vaccines: global progress report, January 2006 — September 2013.
Dostupné na: [http://apps.who.int/iris/bitstream/10665/112307/1/9789241507011_eng.pdf?ua=1]



2. Orthomyxoviridae

Chtipkové viry jsou obalené, negativni jednoietézcové, segmentované RNA viry patfici mezi
Orthomyxoviridae (NAY AK et al. 2009). Tato rodina se skldda z péti roda: Influenzavirus A;
Influenzavirus B; Influenzavirus C; Thogotovirus, kam patii Thogoto virus a Dhori virus; a
Isavirus, ktery zahrnuje virus infekéni anémie lososovitych (ISAV) (PALESE & SHAW
2007).

Nejbéznéji se vyskytujicim a také nejinfek¢néjSim virem chfipky je Influenza A. Struktura
jeho virionu patii mezi jednu z nejlépe prostudovanych. Osm virovych RNA segmentil
Influenzy A kéduje 10 genovych produkti. Témi jsou PB1, PB2 a PA polymerazy,
hemaglutinin (HA), nukleoprotein (NP), neuraminiddza (NA), matrixové M1 a M2 proteiny a

nestrukturni NS1 a NS2 proteiny (Obr. 1) (WEBSTER et al. 1992; NAYAK et al. 2009).

NA

Obr. 1: Diagram virionu Influenzy A. Glykoproteinové $picky jsou pfiblizné 16 nm dlouhé a jsou dvou typu:
hemaglutinové (které ptevladaji) a neuraminiddzové (které se vyskytuji ve shlucich). Pod lipidovou dvojvrstvou
nalezneme osm segmenti jednofetézcové RNA. Kazdy z nich kéduje jeden (n¢kdy dva) proteiny: 1. polymerazu
PB2, 2. polymerdzu PB1, 3. polymerdzu PA, 4. hemaglutinin (HA), 5. nukleoprotein (NP), 6. neuraminiddzu
(NA), 7. matrixové proteiny M1 a M2 a 8. nestrukturni proteiny NS1 a NS2 (WEBSTER et al. 1992).



Patogenita chiipkového viru je multigenni a jeji determinanty se mohou mezi druhy liSit. HA
protein u mnoha druhti hraje dileZitou roli pravé v mife patogenity (NEUMANN et al. 2009).
HA, jeden z hlavnich obalovych proteind, je 135 A dlouhy trimer s vazebnymi misty pro
sialo-konjugéatové receptory. Jako virovy fuzni protein ma HA dvé hlavni funkce a to
prichyceni k bunéénym receptoriim a membranovou fizi (SKEHEL & WILEY 2002).

Replikace a transkripce virovych RNA (VRNAs) se uskuteciiuje s pomoci tif polymerdazovych
podjednotek PB2, PB1, PA a nukleoproteinu (NP). Nov€ syntetizované virové
ribonukleoproteinové (VRNP) komplexy jsou exportovdny z jadra do cytoplazmy. Nasledné
jsou VRNPs zkompletovany do virionii na plazmatické membrané¢ (NEUMANN et al. 2009).
NA, jeden zhlavnich povrchovych proteind, je tetramer (VARGHESE er al. 1983)
s enzymatickou aktivitou esencidlni pro replikaci viru a infekci. NA protein také
zprostfedkovdava uvolnéni viru zinfikovanych bunék odstranénim sialovych kyselin
z buné&énych a virovych HA a NA proteinlt (NEUMANN et al. 2009). Pro piehlednost jsou

jednotlivé proteiny a jejich funkce shrnuty v tabulce 1 niZe.

Cislo segmentu
a jim kédovany | Funkce proteinu
protein
Komplex téchto tii proteini zajiStuje virovou replikaci a transkripci.
1. PB2; 2. PBI;
Spolecné v komplexu s NP replikuji virovou RNA. PB2 muze byt pii
> PA replikaci hostitelsky specificky.
Vazba viru na receptory SA (sialovou kyselinu). Zprostiedkovava vstup
viru do bunky endocytézou a zajistuje fizi virového obalu s endozomalni
membrédnou. Specifické HA sekvence a struktury kontroluji specifickou
+HA vazbu k sialové kyseliné. HA musi byt proteolyticky St€pen, aby mohl
plnit fuzni funkci. HA je hlavnim cilem neutralizujicich protilatek, zmény
struktury maji za ndsledek tspésné vyhnuti se imunitni odpovédi.
Kontrola replikace virové RNA v komplexu s PB2, PB1 a PA. A také
5.NP doprava do jadra a zjadra (NP obsahuje jaderny lokalizac¢ni signdl) a
ochrana RNA pied degradaci v cytoplazmé.
Enzym S$tépici termindlni SA z glykoproteinli bunéfného povrchu a
glykokonjugatli virového plvodu. Jak specifita pro urCité typy vazeb
0-NA kyseliny sialové tak aktivita se mohou liSit, ale zdvisi na mutacich
v enzymaticky aktivhim mist¢ a také na délce stopky drzici ji nad




membranou. Odstépeni SA od virového HA brani agregaci virionll. NA je

cilem imunitnich reakci, proto existuje né€kolik antigennich variant.

M1: Kontroluje transport virového ribonukleoproteinového komplexu do a
z jadra. M1 je zapojeno do puceni RNPs na plazmatické membrané béhem
formovani{ viriond.

M2: Funguje jako iontovy kandl, skrz néjz vstupuji pfi endocytéze H+

7. Ml/M2 . . . . . . . .
ionty do virionu a navozuje M/NP disociaci, kterd dovoluje pfenos RNP
do jadra; méni pH Golgiho apardtu a umoziuje tak na kyselé prostiedi
citlivym HA molekuldm projit neporuSené na bunéény povrch. Stejné jako
M1 je zapojen do puceni viriont.
NS1: Véaze a odd€luje RNA, brani aktivaci PKA a bunécné apoptoze.

8. NS1/NS2

NS2: Zapojuje se do jaderného exportu virovych RNPs.

Tabulka 1: Virové proteiny Influenzy A a jejich funkce (upraveno podle PARRISH & KAWAOKA 2005).

V porovnani s vétSinou dalSich viri respiracniho tstroji maji chfipkové viry dva mechanismy,
které jim umoziuji opakované infikovat lidskou populaci — antigenni drift a antigenni shift

(PALESE & SHAW 2007).

Antigenni drift

Antigenni drift se objevuje jako diisledek bodovych mutaci u virt chiipky A i B. Tento pojem
oznacuje mens$i pozvolné antigenni zmény u HA a NA proteini (PALESE & SHAW 2007).
Mutace, zahrnujici substituce, delece a inzerce, jsou jednim z nejdulezitéjSich mechanismi
pro vznik odliSnosti u chfipkovych virti (WEBSTER et al 1992). Mutace
v aminokyselinovych sekvencich pro HA a NA lidskych virti se objevuji s frekvenci niZ$i nez
1 % rocné. I ptesto tyto varianty viri mohou zpusobit epidemie a typicky koluji po nasledujici

2 az 5 let nez jsou nahrazeny jinou variantou (PALESE & SHAW 2007).

Antigenni shift

Antigenni shift se tyka velkych antigennich zmén, pfi kterych dojde k zavedeni nového
podtypu HA nebo NA do (z tohotohlediska) imunologicky naivni lidské populace. Tyto nové
proteiny jsou imunologicky vzdédlené antigeniim virG kolujicich pfedtim a v imunologicky
naivni populaci infikuji velké mnozstvi lidi, coz vede k pandemiim. Antigenni shift je
zpusoben genetickym reassortmentem, kdy dojde k nahrazeni celého genu pro hemaglutinin

nebo neuraminiddzu. Typicky se tak déje mezi lidskymi a pta¢imi viry. Druhy mechanismus

9




antigenniho shiftu je mozny s pomoci pifimého pienosu ptaciho nebo praseciho viru na
Clovéka a jejich ustdlenim v lidské populaci (PALESE & SHAW 2007).

Béhem poslednich 100 let nastalo 5 pandemii: v roce 1918 tzv. Spané&lskd chiipka zptisobena
HINI virem, kterd zavinila dmrti asi 50 miliont lidi po celém svét¢ (TAUBENBERGER &
MORENS 2006; NEUMANN et al. 2009); v roce 1957 tzv. Asijska chiipka zptsobend virem
H2N2; v roce 1968 tzv. Hong Kongska chfipka zptisobend virem H3N2; a pandemie Ruské
chiipky v roce 1977, ke které vedl opétovny vyskyt podtypu HIN1 (KILBOURNE 2006;
TAUBENBERGER & MORENS 2006; PALESE & SHAW 2007) a v roce 2009 pandemie
prase&i chiipky zptisobend HIN1, kterd vedla k asi 18 600 laboratorné potvrzenym dmrtim.’>

Nicmén¢ odhadovany pocet umrti je aZ desetkrat vyssi.

> WHO: External review of pandemic response. Dostupné na:
http://apps.who.int/gb/ebwha/pdf_filessfWHA64/A64_10-en.pdf?ua=1
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3. Konven¢éni pristupy k chiipkovym vakcinam

Lidské vakciny proti chiipce jsou dostupné vice nez 60 let (AUDSLEY & TANNOCK 2008).
Konvencni metody pro produkci chfipkovych vakcin vzdy zahrnovaly rist vird v kufecich
embryich. To je velice t¢Zkopadny a slozity proces. Kazdé vejce se pred odbérem malého
mnoZzstvi alantoidni kapaliny a jejim shromaZdénim pied purifikaci sterilizuje, prosvicuje,
inokuluje virem a inkubuje. Pro vyrobu jedné davky vakciny je zapotiebi jedno az dvé vejce
(KISTNER et al. 1998). Z téchto divodii neni vyroba vakcin zahrnujici vejce dostatecné
flexibilni, zejména z hlediska rychlosti produkce vakciny. To je limitujici obzvlast v ptipadé

hrozici pandemie (AUDSLEY & TANNOCK 2008).

3.1 Vybér kmeni pro vakciny

Mezinarodni sledovaci syst¢ém WHO monitoruje vyskyt kmenti chiipkového viru, které jsou
potenciondlnimi soucdstmi vakcin proti chfipce pro danou sezénu. Epidemiologickd data jsou
vyhodnocovéna dvakrit rocné na dvou setkdnich (v tinoru pro severni polokouli a v zaii pro
jizni). To umoziuje WHO vytvofit aktualni doporuceni pro sloZeni vakcin pro kazdoro¢ni
vakcinaci severni a jizni polokoule (GERDIL 2003). Po téchto setkanich maji vyrobci vakcin
piiblizn¢ 6 mésicii na jejich produkci a v€asné dodani 1ékaiim.

Pilro¢ni cyklus pripravy vakcin zahrnuje:

1. urceni cirkulujicich kment viru WHO

2. ptipravu reasortantli pro produkci vakein

3. standardizovani téchto viri

4. produkci jednotlivych sloZek vakciny

5. testovani tcinnosti a bezpecnosti vakciny pfi klinickych studiich (pouze v Evrop¢)

Pro sezoénu 2014/2015 1 pro 2015/2016 jsou za chiipkovd onemocnéni u lidi odpovédné
predevsim dva podtypy Influenzy A H3N2 a HIN1 a (GERDIL 2003) a dv¢ linie Influenzy B
(Yamagata a Victoria) (GROHSKOPF et al. 2014).

WHO pro sezénu 2014/2015 doporutilo toto sloZeni vakein (pro severni polokouli)*:

- A/California/7/2009 (HIN1)pdmO9
- A/Texas/50/2012 (H3N2)
- B/Massachusetts/2/2012

* WHO: Recommended composition of influenza virus vaccines for use in the 2014-2015 northern hemisphere
influenza season. Posledni aktualizace 2014-02-24. Dostupné na:
[http://www.who.int/influenza/vaccines/virus/recommendations/2014_15_north/en/]
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- U kvadrivalentni vakciny pak navic jest¢ B/Brisbane/60/2008

Pro sez6nu 2015/2016 je doporugené WHO toto sloZeni vakcin (pro severni polokouli)’:

- A/California/7/2009 (HIN1)pdm09

- A/Switzerland/9715293/2013 (H3N2)

- B/Phuket/3073/2013

- Pro kvadrivalentni vakcinu pak opét B/Brisbane/60/2008.

3.2 Slabiny soucasnych vakcin proti chfipkovému viru

Jak jiz bylo vyse feCeno, hlavni slabinou soucasnych vakcin proti chfipce je systém jejich
vyroby s pouZitim vajec. Mezi hlavni problémy spojené s uzivanim kurecich zarodku patii: 1)
poskytuji pouze limitovanou flexibilitu pro zvySeni vyroby vakcin; 2) mohou nastat riizna
preruseni v doddvce vajec kvuli pfitomnosti riznych onemocnéni v hejnech nosnic; 3)
moznost problémi se sterilitou béhem zpracovani infikovanych alantoidnich tekutin; 4) nizky
rust nekterych reasortovanych vakcinovych kment ve vejcich, jakkoli vytézky na vejcce
adaptovanych virli jsou obvykle vysoké. Navic, rust epidemickych vira ve vejcich Casto
zpusobuje vyselektovani variant, které se liSi typem glykosylace od ptivodnich klinickych
izolati (AUDSLEY & TANNOCK 2008). K jiz zminénym problémim pfipocitejme také
narustajici obavy z pfitomnosti endogennich viri pfenesenych do produkti (Zivych

atenuovanych vakcin) ziskanych z kutecich vajec (PETRICCIANI 1991).

Jak jiz bylo zmiii¢no, v pifipadé¢ pandemie by byla doddvka vajec limitujicim faktorem pro
vyrobu vakcin. A tak techniky pro vyrobu vakcin zaloZenych na bunéénych kulturach nebo
rekombinantnich vakcin, které nejsou zavislé na pravidelné doddvce kvalitniho vaje¢ného

materidlu zven¢i, nabizeji zna¢nou vyhodu nad konvenénimi vakcinami®.

HA a NA jsou povrchové proteiny chiipkového viru a vétSina neutralizujicich protilatek je
zamétena praveé proti nim. Z tohoto divodu jsou tradicni vakciny zameétfeny pravé na tyto
antigeny. Hlavni nevyhodou spoléhdni na HA jako antigen je kmenova specifita vakciny.
Specifikum chiipkovych virl je opravdu to, Ze vnéjsi aminokyseliny (pozn. ménit se mohou
vSechny, ale pravé na téch vnéjSich vic zédlezi z hlediska rozpoznani imunitnim systémem)

dvou hlavnich glykoproteinti, HA a NA, se mohou, jak bylo feeno vySe, v procesu

> WHO: Recommended composition of influenza virus vaccines for use in the 2015-2016 northern hemisphere
influenza season. Posledni aktualizace 2015-02-26. Dostupné na:
[http://www.who.int/influenza/vaccines/virus/recommendations/2015_16_north/en/]

8 WHO: Global Action Plan for Influenza Vaccines: global progress report, January 2006 — September 2013.
Dostupné na: [http://apps.who.int/iris/bitstream/10665/112307/1/9789241507011_eng.pdf?ua=1]
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antigenniho driftu a shiftu ménit, coz poté vyusti témét kazdorocné v epidemii a v piipadé

driftu v pandemii (FIERS et al. 2009).
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4. Obmény stavajiciho

Béhem nékolika poslednich let byly zkoumany rtzné strategie hledajici inovativni zptisoby,
jak zlepsit chiipkové vakciny a to bud’ smérem k vyssi a univerzalnéjsi imunitni odpovédi,
nebo ke sniZeni ddvky antigenu a zachovéani bezpec€nosti. Nékteré z téchto vyzkumi jiz vedly
k povoleni novych chiipkovych vakcin, jak sezénnich tak i pre/pandemickych, v rtiznych

zemich. Jiné jsou ve fazi vyvoje (DURANDO et al. 2011).

4.1 Buné¢né kultury

Pfiméfenou ndhradou za kufeci embrya by mohlo byt mnozeni viru v bunécnych kulturach.
To by poskytlo n€kolik vyhod v porovnani s vejci. V prvé fadé vSechny kroky vyroby
probihaji za sterilnich podminek a sniZuje se tak moZnost kontaminace materidlu, ktera je
spojend s rastem virovych kultur ve vejcich. Diky tomu dochézi i k sniZeni nepiiznivych
vedlejSich uc¢ink vakciny (GROHSKOPF er al.2014). Vakciny produkované v bunécnych
Robertson et al. (1991) ukazali, Ze viry lidské chiipky ve vejcich selektuji varianty, které maji
aminokyselinové substituce v hemaglutinovych shlucich kolem receptor-vazebného mista.
Takovéto varianty jsou Casto antigenné vzdalené sob¢ navzdjem a také od virti izolovanych
v sav¢ich bunkéach. HA pfirozené se vyskytujiciho viru je relativné homogenni a v podstat¢ je
shodny s virem izolovanym v laboratofi na MDCK bunkach. Zatimco varianty izolované ve
vejcich jsou v klinickém materidlu pfitomné pouze v malém mnoZstvi (ROBERTSON et al.

1991). Vyhody vakcin péstovanych na bunéénych kulturdch jsou uvedeny v tabulce 2.

Dalsim benefitem je také moznost podani vakciny osobam s alergii na vejce (GROHSKOPF
et al. 2014; AUDSLEY & TANNOCK 2008). U osob s alergii na vejce se doposud podani
vakcin feSilo podle jednoduchého schématu. Pokud osoba neméla v béZném Zivoté zZadnou
alergickou reakci po pozteni lehce vafenych vajec, postupovalo se dle obvyklého protokolu.
trivalentni chiipkova vakcina. U ostatnich dochézi k podani inaktivované vakciny. V obou
piipadech je pak potieba dohled po néasledujicich 30 minut po vakcinaci (GROHSKOPF et al.
2014).

Nové bunécné linie, které maji slouZit pro tyto ucely, musi byt pln€ v souladu s regula¢nimi
pozadavky. Ty zahrnuji ptedevSim proliferaci do vysokych hustot a to i v suspenznich
kulturdch v médiu bez Zivoc¢iSnych sloZzek a moznost piipravy vysokych titra viru (FENG et

al. 2011).
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Bunécné linie, které jsou v soucasné dobé vyuzivany pro vyrobu vakcin, jsou zaloZeny
pfedevSim na  ledvinovych  bunkdch  kockodana  zeleného (Vero), Madin-
Darbyho psich ledvinovych bunkach (MDCK), PER.C6 linii (bunky z lidské fetalni sliznice)
(KATZ & WEBSTER 1989), WI-38 (lidskd diploidni bunéc¢nd linie), MRCS5 (sekundarni
lidské plicni fibroblasty) a PMK buiikach (primarni buiiky z opic¢ich ledvin) (PERDUE et al.
2011).

Ackoliv byl objev Vero a MDCK bunécnych linii pro produkci chiipkovych vakcin
vyznamny, jejich nezndma minulost, co se tyCe transformujicich udalosti, spolu s jejich
pozadavky pro pevnou matrix podporu pro rast v bioreaktorech, je ¢ini méné atraktivnimi
kandidéty pro vyrobu chiipkovych vakcin (PAU ez al. 2001).

Tato technologie se jizZ pouZziva k produkci nékterych vakcin v USA, vcetné vakcin proti
ndsledujicim: rotavirim, poliomyelitidé, neStovicim, hepatitidé, zardénkdm a planym
nestovicim. Od listopadu roku 2012 je v USA dostupnd vakcina Flucelvax, kterd se tak stala
prvni v USA licensovanou (trivalentni inaktivovanou) chfipkovou vakcinou vytvotfenou
spolecnosti Novartis s pomoci bunécnych (MDCK) kultur. N&kolik takovych vakcin bylo jiz
povoleno i v Evropské Unii.” V Ceské republice je takovou vakcinou Optaflu spolednosti
Novartis.® V sezén& 2011/2012 byla dostupnd také vakcina Preflucel (produkovand ve Vero
buiikach) spole¢nosti Baxter, kterd byla pozd¢ji stazena z trhu pro své vedlejsi ﬁéinky.9

Studie Tree et al. (2001) porovndvala data z péstovani chiipkového viru s pomoci riznych
(poréznich a pevnych) nosiclti a vysledkem je, Ze nejvyhodnéjsi je produkce viru v MDCK
buinikdch z optimalizovaného 1000litrového bioreaktoru za pouZziti pevnych mikronosicu
(takovéto mikronosice maji podobu mikrokuli¢ek, pficemz jejich kultivac¢ni povrch je velmi

Vv s

vhodny k laboratornimu nebo 1 velkokapacitnimu péstovani i téch nejnarocnéjSich
zivoc¢iSnych bunék). Vytézek s touto technikou je srovnatelny s vytézkem viru z 30 800 vajec
(TREE et al. 2001).

Savéi bunééné linie vSak nejsou jediné, které jsou vyuzivany pro vyrobu vakcin. Riizné studie
nyni zapojuji do pfipravy vakcin i jiné systémy - hmyzi (COX & HOLLISTER 2009; COX
2012; KLAUSBERGER et al. 2014), rostlinné (METT et al. 2008; SHOIJI et al. 2008;
D"AOUST et al. 2008) ¢i bakteridlni (YANG et al. 2014). Od roku 2013 je v USA povolena

"Centers for Disease Control and Prevention. Cell-based Flu Vaccines. Dostupné na:
http://www.cdc.gov/flu/protect/vaccine/cell-based.htm

8Statni zdravotnicky tad. O&kovéni proti chiipce —sezéna 2014/2015. Dostupné na:
http://www.szu.cz/tema/prevence/ockovani-proti-chripce-sezona-2014-2015-vaccination-against?lang=1

European Medicines agency. Preflucel. Dostupné na:
http://www.ema.europa.eu/ema/index.jsp?curl=pages/medicines/human/referrals/Preflucel/human_referral_0
00320.jsp&mid=WC0b01ac0580024e99
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trivalentni chfipkova vakcina FluBlok spole¢nosti Protein Sciences Corporation produkovana

v linii hmyzich bunék (expresSF+) odvozenych od Spodoptera frugiperda.lo

Potenciondlni
Potenciondlni | Potenciondlni | zvySeni
Potenciondlni vyhody (hodnoceno + az ++++) | Casové zlepSeni kvantity
dspory kvality (penézni
dspory)
Jistota zasob: Bunéc¢né linie mohou byt pouze
vyndany z mrazictho boxu -> nezavislost na +++ +++ +
dodavce vajec
Diverzita ristového substratu (riizné bunécné
linie z riznych ZivocisSnych druhi poskytuji
_ + ++ +++
ruzné propagacni vlastnosti, riizna dspésnost
rastu viru)
Dostupnost zatizeni pouzivaného pro bunécné
) ~ ‘ +++ + +++
kultury 1 pro jind pouZiti
Snadné navysSeni produk¢ni kapacity +++ + +++
Uzavieny sterilni vyrobni proces -> Zadné
vydaje na ZivociSnou produkci, farmy, +++ ++ +++
transport vajec, zpracovani a podobné
Savci replikacni systém -> neni nutnd
‘ _ ++++ ++ ++
adaptace viru na vejce
Potencidl pro zkraceni trvani produkéniho
++++ ++ ++

cyklu

Tabulka 2: Vyhody vakcin produkovanych v buné€nych kulturdch ve srovndni s vakcinami produkovanymi ve

vejcich. (PERDUE et al. 2011).

4.2 Reverzni genetika

Generace vakcin zaloZend na virech definovaného genového sloZeni mulZe byt vytvofena

s pomoci reverzni genetiky (Obr. 2) (NEUMANN et al. 2005). Reverzni genetika je velmi

"2 U.S. Food and Drug Administration: Flublok.

http://www.fda.gov/downloads/BiologicsBlood Vaccines/Vaccines/ ApprovedProducts/UCM336020.pdf
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uzitecnd, jelikoZ muze urychlit vyrobu typickych reassortovanych sezénnich a maélo
patogennich kmeni (ELLEBEDY & WEBBY 2009), ale jeji aplikace mtiZze byt obzvlasté
vyhodnd béhem epidemii vysoce patogennich ptac¢ich H5 a H7 kmeni (NEUMANN et al.
2005; SUBBARADO et al. 2003; WEBBY et al. 2004).

AMANAAY —PEI

VAWAAVAAAAAA — PB2

PA
t 1 HA g ,

i MNA 5 .
= MV — M
e g AAAA ANS
Vakcinovy kmen \ Pandemicky
A/PR/8/34 (HIN1) Konstrukce plazmida c].lﬁpknvj'
RN R P T z virus
exprimujicich 7adané chfipkové
geny

l Transfekce Vero bunék

< @ >

Vero buiky

Reassortantni
chiipkovy virus

Obr. 2: Konstruovéni chfipkového viru pomoci metod reverzni genetiky (upraveno podle SEDOVA et al. 2012).

4.3 Adjuvanty

podanym spolecné s adjuvantem (TRITTO et al. 2009) a to pifedev§im k zvySeni tc€innosti
inaktivovanych a zZivych atenuovanych vakcin (ZHANG et al. 2015). Zatazeni adjuvanti
muze posilit imunologickou pamét, sniZit mnoZstvi pouZzitého antigenu pro uspéSnou
imunizaci, sniZit pocet ddvek vakciny (TRITTO et al. 2009) a zlepSit imunitni odpovéd’ u

starSich osob.

Optimdlni adjuvanty by mély byt bezpecné, dobie tolerované, jednodusSe pfipravitelné a to
z jednoduchych a pomérné¢ levnych slozek, biologicky odbouratelné, kompatibilni s mnoha
riznymi vakcinovymi antigeny a vhodné pro podani zarovei s antigenem (O’'HAGAN & DE

GREGORIO 2009).
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V kone¢ném produktu miiZe byt pfitomny vice neZ jeden adjuvant. Mohou byt kombinovany
s jednim antigenem a nebo se vSemi antigeny ve vakcing, nebo muize byt kazdy adjuvant

kombinovany s jednim ur¢itym antigenem.11

Rizné biologické a chemické slouceniny, molekuly a Castice se béhem pre-klinickych testil
projevuji jako adjuvanty; mezi nimi bakteridlni produkty, minerdlni soli (hlinikové), emulze,
mikrocastice, nukleové kyseliny, malé molekuly, saponiny a liposomy. Nicmén¢, pouze
nckolik z nich jiz ziskalo licenci (TRITTO et al. 2009). PouZivané adjuvanty a adjuvanty ve

fazich vyvoje jsou uvedeny v Tab. 3.

Kategorie adjuvantu Typ
Minerélni soli Alum*
Olejovo-vodné emulze MF59*, AS03*, AF03*, CoVaccineHT
_ o QS-21, ISCOMATRIX, Alpha-GalCer (alfa-
Saponiny a glykolipidy .
galaktosylceramid)
_ Virosomy*, CCS (ceramid karbamoylspermin), CAFO1,
Liposomy

Vaxfectin

_ _ Cholera toxin, LT (enterotoxin E. coli), Chitosan, flageliny E.
Bakteridlni toxiny/slozky
coli a salmonely

Cytokiny IL-12, IL-23, IL-28B (isoleuciny), GM-CSF, IFNa

Synteticky lipid A, bakteridlni flagelin, CpG

TLR (oligodeoxynukleotid), Polyl:polyC12U (synteticka
antagonisti/imunomodulatory | dvojtetézcovd RNA), IC31 (oligodeoxynukleotid), sSLAG-3
(ligand pro MHC ttidy II)

Biomedicinské polymery PCPP (polyfosfazen)

Tabulka 3: Adjuvanty pouZzivané (oznacené *) a ve vyvoji v kontextu chfipkovych vakcin (DURANDO et al.
2011).

4.4 Nové zpusoby podani
Podani vakcin mliZeme rozdélit na dva typy: klasické injekéni podani a ,,fyzikdlni* podén,

kam muzZeme zatadit elektroporaci a tzv. gene gun (WANG & LU 2014).

" European Medicines Agency: Guideline on adjuvants in vaccines for human use. Dostupné na:
http://www.ema.europa.eu/docs/en_GB/document_library/Scientific_guideline/2009/09/WC500003809.pdf
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4.4.1 Intradermalni

Lidské vakciny jsou obvykle podavéany injekéné a vétsina z nich je injikovana do podkozniho
tuku nebo do svalstva pod kiZi. Imunizace prostiednictvim koZni vrstvy — intradermdlné,
transkutdnn€ nebo epidermdlné — jsou vysoce atraktivni nejen diky snadnému piistupu ke
ktzi, ale také pro jediné¢né imunologické vlastnosti tohoto orgdnu (NICOLAS & GUY
2008). Kazdy ztéchto zplsobl aplikace (intramuskuldrni, podkoZni, intradermalni,
epikutanni) vyZaduje ptitomnost dendritickych bunék (DC) ve tkdni. DC pfevezmou vakcinu,
zpravuji ji, transportuji a prezentuji ji T lymfocytim v lymfoidnich organech (ROMANI et al.
2012; NICOLAS & GUY 2008). Intanza (Sanofi Pasteur) byla v Evropé¢ povolena v roce
2009."% Jednd se o prvni trivalentni inaktivovanou intradermdlni ch¥ipkovou vakcinu
pouzivajici Soluvia™ mikroinjekéni systém (Becton Dickinson) (PRYMULA et al. 2012).

Vyhodou uziti takto kratké jehly (pouze 1,5 mm) je minimalizovadni rizika mechanického

poskozeni nervl a krevnich cév (DHONT et al. 2012).

4.4.2 Intranasalni
Lidské t&lo md pres 400 m* mukézniho povrchu, ktery slouZi jako bariéra vici prostiedi, ve

kterém patogeny zahajuji replika¢ni procesy. Indukovani imunitnich odpovédi na této
mukozni hranici je kritické pro prevenci potenciondln€é nebezpecnych infekci. Mukozni
vakcinace nevyzaduje jehly (staci pouze inhalace nebo pozieni vakcinace), coZ ji ¢ini obecné
velmi atraktivni. Hodi se taky pro masovou imunizaci, jelikoZ pro jeji podani neni zapotiebi
trénovaného 1€karského persondlu. Nasdlni imunizace proti chiipce je v soucasnosti jedinym
zpisobem mukézni vakcinace dychaciho traktu, ktery byl jiZ povolen ke komerénimu uZziti
(ROSE et al. 2012). Vroce 2003 byla v USA povolena trivalentni intranasilni Ziva
atenuovand chiipkovd vakcina (FluMist)"’; vroce 2011 pak byla povolena pod ndzvem
Fluenz v Evropské Unii a v roce 2014 z marketingovych diivodd z trhu stazena.'* Nyni je

dostupni jeji kvadrivalentni verze pod ndzvem Fluenz Tetra."

12European Medicines Agency: Intanza. Dostupné na:
http://www.ema.europa.eu/docs/en_GB/document_library/EPAR_-
Summary_for_the_public/human/000957/WC500033848.pdf

BU.S. Food and Drug Administration: Flumist. Dostupné na:
http://www.fda.gov/downloads/BiologicsBloodVaccines/Vaccines/ApprovedProducts/UCM123743.pdf

14European Medicines Agency: Fluenz. Dostupné na:
http://www.ema.europa.eu/docs/en_GB/document_library/Public_statement/2014/12/WC500177966.pdf

15European Medicines Agency: Fluenz Tetra. Dostupné na:
http://www.ema.europa.eu/docs/en_GB/document_library/EPAR_-
_Summary_for_the_public/human/002617/WC500158415.pdf
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4.4.3 Elektroporace a gene gun

vvvvvv

DNA vakciny. Béhem procesu elektroporace jsou DNA vakciny nejprve podany klasicky
injekné¢ a po tomto kroku ndsleduje elektroporace s pomoci elektroporacni jehly nebo
elektrod (WANG & LU 2014). Pouziti elektroporace, bez ohledu na misto injekce, by mélo
piiznive ovlivnit transfekci velkého mnozZstvi riznych bunék (WANG et al. 2008). Zakladnim
konceptem imunizace prostfednictvim gene gun je pfimé dodiani DNA plazmidi cilovym
bunikdm za vyuziti urychlenych ¢astic fungujicich jako nosic¢e vakciny (WANG & LU 2014).
Vysledkem je o mnoho vyS$si dspéSnost transfekce. Obé metody jsou vysoce efektivni
v indukovani antigenné-specifické imunitni odpovédi a obé jsou imunogennéjsi nez tradicni

injek¢ni metoda (WANG et al. 2008).

4.5 Vysoké davky hemagglutininu

S chiipkou spojend mira morbidity, dmrtnosti a hospitalizaci zlstdvd i naddle vysokd a
naopak i pfes narGstajici miru proockovanosti obyvatelstva se u starSich osob (>65 let)
zvySuje (McELHANEY et al. 2012). Lidsky imunitni systém s vékem ochabuje, coz stavi
star§{ populaci do velkého rizika spojeného s vdZnym pribéhem chiipkovych onemocnéni
(DIAZGRANADOS et al. 2013. Starnuti také snizuje schopnost téla na ockovéani proti
chiipce spravn¢ imunitn¢ zareagovat (McCELHANEY et al. 2012).

Pro zlepSeni imunogenity chiipkové vakciny u této Casti populace, byla vyvinuta
vysokoddvkova trivalentni inaktivovand vakcina, Fluzone HD. Tato vakcina firmy Sanofi
Pasteur obsahuje ¢tyfndsobnou davku (60mg) stejnych antigend jaké md klasickd vakcina
(FALSEY et al. 2009). Fluzone HD je bezpecnd a dobfe tolerovana. Navozuje lepsi imunitni
reakce nez standartni Fluzone vakcina (DIAZGRANADOS ef al. 2013). Na zaklad¢é toho

ziskala v prosinci roku 2009 tato vakcina licenci ve Spojenych statech.'®

'® U.S. Food and Drug Administration: Approval Letter - Fluzone High-Dose. Dostupné na:
http://www.fda.gov/BiologicsBloodVaccines/Vaccines/ApprovedProducts/ucm195481.htm
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5. Inovativni pristup

5.1 Bakulovirové expresni systémy

Jednou z potenciondlnich alternativnich metod pro produkci chiipkovych vakcin je
exprimovani chiipkového HA za pouziti rekombinantnich DNA technik (TREANOR et al.
2007). Bakulovirovo-hmyzi bunécné expresni systémy jsou dobfe zndmym ndstrojem pro
vyrobu komplexnich proteinti (COX et al. 2012). Tento systém je obzvlast vhodny pro
produkci chfipkovych vakein diky rychlosti sjakou mohou byt geny naklonovdny a
insertovany do vektori. To usnadiiuje aktualizovani vakcin v pravidelnych intervalech
(TREANOR et al. 2007). Bakulovirové expresni systémy maji spoustu vyhod, co se tyka
bezpecnosti, univerzdlnosti a ndkladové efektivnosti. Vyroba nevyzaduje vejce, oslabeny
chiipkovy virus, biokontrolu na vysoké urovni a dodatecné purifikacni kroky (YANG 2013).
K tomu jesté ptipoctéme piekvapivé vysoké vytézky proteinti, které jsou s timto systémem
mozné a jez ndm davaji piilezitost k uziti mnohem vyssich a potenciondlné efektivnéjSich
davek vakciny (TREANOR ez al. 2007). Mezi takovéto vakciny obsahujici rekombinantni

proteiny patii i vakcina Flublok, o které jiz byla zminka v podkapitole Bunécné kultury.

5.2 Viru podobné ¢astice (VLPs)

VLPs jsou nanocastice slozené z neinfek¢nich podjednotek virovych slozek, které napodobuji
strukturu viru divokého typu (wild-type), ale neobsahuji virovy geneticky materidl. Tudiz
prezentuji hostiteli sice celou ale neaktivni virovou &astici (LOPEZ-MACIAS 2012). Co je
vSak dulezité zminit, obsahuji funkéni virové proteiny odpovédné za Gspeésny vstup viru do
buniky. Stejn¢ jako klasické viry, VLPs mohou byt bud’ obalené nebo neobalené a sférické
nebo vlaknité. VLPs jsou systémem pro podani vakcin, ktery je bezpecny a zaroven silné
imunogenicky (CHROBOCZEK et al. 2014). Vedle Zadoucich bezpecnostnich prvka
(nereplikovani se, neinfek¢nost), jsou VLPs schopné poskytnout univerzalngj$i rozsah
ochrany proti riznym antigennim variantdm viru. Dokazi také vyvolat bunécnou imunitni
odpoveéd’, o které je zndmo, Ze navysuje ochranu, coZ je obzvlast vyhodné u rizikovych
skupin jako jsou star$i osoby (KANG et al. 2009).

Stranka clinicaltrials.gov uvadi nékolik chfipkovych VLPs vakcin v riaznych fazich
klinickych testli, jmenovité: pandemickou HSN1 VLP vakcinu (spolecnosti Novavax), HIN1
2009 VLP vakcinu a sezénni VLP vakciny (trivalentni a kvadrivalentni, ob& od spole¢nostni

Novavax), vakciny produkované v rostlinnych systémech proti HI, HS5, H7 (spolecnosti
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Medicago) a také H5-VLP + GLA-AF vakcinu (spole¢nosti IDRI) (CHROBOCZEK et al.
2014).

5.3 Virové vektory

V soucasné dobé¢ jsou vyvijeny rizné virové vektory, jako jsou rekombinantni atenuované
nebo schopnost replikace postradajici viry, slouzici k podani chiipkovych vakcin (LAMBE
2012). Virové vektory jsou rekombinantni viry s inkorporovanym pozadovanym genem a
kombinaci riiznych regulac¢nich prvka v jejich genomu (SEDOVA et al. 2012). Vakcinace
rekombinantnimi vektory nabizi spoustu vyhod oproti vakcinaci inaktivovanymi chfipkovymi
viry. Inaktivované vakciny navozuji kratkodobou protildtkami zprostfedkovanou imunitu,
zatimco rekombinantni vektory vyvoldvaji dlouhotrvajici imunitni odpovédi, které stimuluji
jak pamétové B tak T buitky (KOPECKY-BROMBERG & PALESE 2009).

Virové vektory musi byt snadno geneticky manipulovatelné a schopné inkorporace velkych
fragment cizich gen a epitopii (SEDOVA et al. 2012). Proteiny vektori by nemély
vyvoldvat silnou imunitni reakci, jelikoZ by mohla interferovat s indukci odpovédi vuci cizim
proteiniim a sniZit tak uspéSnost vakcinace. U lidi by se také nemély pfedem vii¢i vektorim
vyskytovat protildtky. To by zamezilo replikaci vektoru a ndsledovné pak i navozeni imunitni
reakce vici cizim proteinim (KOPECKY-BROMBERG & PALESE 2009). V soucasné dobé
je jiz timto zpusobem vyuZivdno nékolika riiznych vektorti vCetné¢ Poxvirti, Adenovird,
Bakuloviru, Paramyxoviru, Rhabdoviru a dalSich. Nicmén¢ vétSina klinickych pokusi,
zameétujicich se na takto doddvané chiipkové vakciny, vyuziva pfedevSim poxvirovych a

adenovirovych vektorti (TRIPP & TOMPKINS 2014).

5.4 DNA vakciny

Plazmidové DNA vakciny reprezentuji pomérné novou a silnou alternativu ke konven¢nim
vakcinam (SMITH et al. 2004).

DNA vakcinové vektory se skladaji z plazmidové kostry (sloZené z replikacniho pocatku a
genu pro rezistenci vici antibiotikiim) a transkripéni jednotky (obsahujici silny promotér a
transkrip¢ni terminacni/polyadenylacni sekvence) (WANG & LU 2014).

Vyhodou DNA vakcin (obzvlasté v ptipad¢ chiipkové pandemie) je rychlost a jednoduchost
produkce vakciny v E. coli bez jakychkoli zvlaStnich poZadavkll ohledné manipulace
s patogennimi viry, genetického reassortmentu, kufecich vajec nebo bunéénych kultur
(SMITH et al. 2004). Jejich uZzite¢nost prameni také z faktu, ze nejsou infek¢ni, nereplikuji se,
jsou extrémné stabilni a mohou byt produkovany ve velkém mnozstvi a za nizkou cenu (KIM

& JACOB 2009).
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DNA vakciny jsou dobfe imunogenni u zvifecich modeld, u lidi vSak méné¢ (WANG & LU
2014; KIM & JACOB 2009). Béhem poslednich dvou desetileti bylo vyvinuto nékolik
vylepSeni knavySeni imunogenity DNA vakcin. Mezi takovd zdokonaleni patii
optimalizovani designi DNA vakcin a vyvoj novych zptisobi podani vakciny, které se
vyvinuly z tradi¢nich intramuskularnich a intradermdlnich injekci az ke Skale pokrocilejSich
systémil zahrnujicich genové délo (gene gun) a elektroporaci. K dal§Simu navysSeni
imunogenity téchto vakcin mohou slouzit rizné molekuldrni adjuvanty jako jsou chemokiny
nebo cytokiny (ABDULHAQQ & WEINER 2008).

V soucasné dob& jsou DNA chiipkové vakeiny jesté ve fazi klinickych testovéni.'’

' Nature Reviews Drug Discovery: Table 1: Overview of established and novel influenza virus vaccine
technologies. Dostupné na: http://www.nature.com/nrd/journal/v14/n3/fig_tab/nrd4529_T1.html
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6. Inovativni vakciny s odliSnym cilem

V porovnéni s ostatnimi typy vakcin, jsou ty podjednotkové diky absenci infekcnich virt
jsou v ruznych fazich vyvoje. Antigenem takovych vakcin nemusi byt nutné¢ jen povrchové
proteiny. PB2, PB1, PA, NP, M1 a M2 proteiny vSech zaznamenanych virti chfipky A,
ptacich i lidskych, obsahuji i pfes rozdilnosti v evoluci, podtypech a hostitelskych druzich,
sekvence nizké variability a vysoké konzervovanosti (Obr. 3). Tyto sekvence se zndmou
historii a relativné pfedpovéditelnou budoucnosti, co se tyce nizké variability jsou hlavnimi

cili pro na epitopech zalozené vakciny (HEINY ez al. 2007).

Univerzdlni chfipkova vakcina, kterd aktivuje specifické pamétové buiky rozpozndvajici
konzervované ¢asti viru, by mohla byt efektivni jak vici sezénnim variantdm chfipky, tak
vic¢i nove se vyvijejicim potenciondlné pandemickym kmentim. Takova vakcina bude muset
zéarovenl obsahovat bezpe¢ny a ucinny adjuvant (MACLEOD et al. 2013) nebo vyuZit jiné
strategie pro zlepSeni své ucinnosti a imunogenity jako napiiklad fuze nékolika virovych

proteinti (ZHANG et al. 2015).
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Obr. 3: Vysoce konzervované sekvence virl Influenzy A u lidské HIN1, H3N2, HIN2, H5N1, u pta¢i H5N1 a
ostatni ptacich kment cirkulujicich mezi lety 1997 a 2006. Region je povaZovan za vysoce konzervovany, pokud
je identickych alesponn 9 aa a to v 80 % nebo vice procentech. Vysvétlivky barevnych symbolt jsou ukazany

v hornf ¢asti obrazku (upraveno podle HEINY et al. 2007).
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6.1 Vakciny zaméiené na M1 protein
Matrixovy protein (M1) chfipkového A viru tvofi stfedni vrstvu mezi virovym obalem,

integrovanymi membrdnovymi proteiny a ribonukleoproteiny (RPNs) (NOTON ez al. 2007;
PALESE & SHAW 2007). M1 se skladd z 252 aminokyselinovych zbytkti (SHTYKOVA et
al. 2013) a je to multifunkcni protein, ktery hraje zdsadni strukturni a funk¢ni role v Zivotnim
cyklu viru (NOTON et al. 2007; PALESE & SHAW 2007). Mezi ty patii: (a) interakce M1
s RNP a NS2 a regulace transportu RNP mezi cytoplazmou a jadrem; (b) regulace transkripce
a replikace RNP; (c¢) interakce s virovymi obalovymi proteiny (HA, NA, M2); (d) kompletace
virovych komponent a iniciace puceni viru; (e) shromazdéni hostitelskych slozek pro

dokonceni puceni viru a jeho uvolnéni (NAYAK et al. 2004).

M1 protein je lokalizovany spi$ uvnitt viru nezZ na jeho povrchu a neni tak dobrym cilem pro
navozeni tvorby neutralizujicich protilatek. U jiZ infikovanych bunék, jsou ale ¢asti tohoto
proteinu vystavovidny v MHC 1 kontextu a tedy volba tohoto proteinu pro aktivaci CTL

dulezitych pro ptekonani infekce je opodstatnénd (OKUDA et al. 2001).

Témer 100% konzervovanost nékterych usekt M1 mezi viry Influenzy A (HEINY et al.
2007) je velmi ldkava. Vyuzitim M1 riznymi zplsoby pro vyrobu vakcin se zabyvd mnoho
studii s riznou UspéSnosti. VéEtsSinou se jednd o vakciny konjugované s dalSimi chiipkovymi
proteiny. DNA vakciny kddujici cely M protein (OKUDA et al. 2001) stejné jako plazmidové
konstrukty koédujici pouze konzervovanou ¢ast M1 proteinu poskytly uspé€Sné ochranu.
Nicmén¢é DNA vakciny s vice jak jednim epitopem riznych virovych proteinit by mohly 1épe
aktivovat imunitni odpovéd (KUMAR et al. 2012). MVA-NP+M1 je vakcina vyuZivajici
virovy vektor. Sklada se z modifikovaného viru Vakcinie Ankara (MVA) exprimujiciho fizni
protein slozeny z NP a M1. Tato vakcina je bezpecnd a vysoce imunogenni (MULLARKEY
et al. 2013; ANTROBUS et al. 2014). Jeji Gcinnost mizZe byt jeSté navySena primingem s
pomoci rekombinantniho adenoviru (Ad) (LAMBE et al. 2013). VLPs obsahujici M1 a NA
(QUAN et al. 2012), ptipadné jest¢ HA (PUSHKO et al. 2005) jsou slibnymi kandidaty.
Stejn€ tak VLPs zahrnujici GPS (reprodukéniho a respiracniho syndromu prasat), HA a M1
proteiny je potenciondlné strategii pro vyvoj ucinné vakciny pro kontrolu tohoto syndromu

stejné jako chiipkového viru (XUE et al. 2014).
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6.2 Vakciny zaméiené na M2 protein

V poslednich letech se védci a farmakologové soustfedi na M2 protein. Nové vakciny a 1éky
zaméfené na tento protein by mély byt univerzdlnéj$i nez ty v soucasné dob& pouZivané
(EBRAHIMI & TEBIANIAN 2011; FIERS et al. 2009).

M2 je tvofen translaci ze sestiiZené mRNA odvozené od genového segmentu 7 chiipky, ktery
také koduje matrixovy protein M1 (EBRAHIMI & TEBIANIAN 2011). M2 tvoii tetramery,
které se vyznacuji pH-navoditelnou proton transportni aktivitou. Reguluji pH virové Castice
po absorpci viru do hostitelského endosomdlniho kompartmentu v pocitku infekce a
nasledovné vacku, které transportuji virové transmembranové proteiny na bunény povrch
béhem pozdni faze infekce (GERHARD et al. 2006).

Antigenni odchylky u chfipkového viru predstavuji obrovsky problém. Nicméné,
extracelularni doména virem kédovaného M2 proteinu (M2e) je téméf neménnd u vSech
kmenti Influenzy A (NEIRYNCK et al. 1999). Tento podivuhodny stupen strukturni
konzervace M2e lze pfiCist predevSiim genetické spojitosti s proteinem MI1. Ten je
nejkonzervovanéjsim proteinem Influenza A virit (GERHARD et al. 2006). Vné&js$i doména,
M2e, je 23 aminokyselin dlouhd (FIERS et al. 2004). Prvnich 9 aa zbytki je témét kompletné
stejnych u lidskych i ptacich Influenza A vird. Sedm z 15 zbyvajicich aminokyselinovych
zbytkli se miiZe liSit podle toho, jestli se jednd o lidské nebo jiné Influenza A viry

(NEIRYNCK e al. 1999).
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Obr. 4: Vné&jsi doména M2e je 23 aa dlouhd. Od roku 1933 bylo sebrano 55 riznych M2e sekvenci izolatu lidské
Influenzy A. Nejsou zahrnuty ty u nichZ nebyl zjiStén pfenos z ¢lov€ka na ¢lovéka (A/HK/97, A/HK/99 HON2;
A/Hong Kong/1774/99 H3N2). Na obrazku je vyjddiena procentudlni konzervovanost tohoto dseku mezi t€mito

izolaty (upraveno podle FIERS et al. 2004).

Nizkd imunogenicita M2e muZe byt piekondna fizi s vhodnym nosi¢em. Tim mohou byt
napiiklad od viru Hepatitis B odvozené VLPs produkované v jednoduchych bakteridlnich
expresnich systémech jako je E. coli (FIERS et al. 2009), HPV (lidsky papillomavirus)
VLPs, VLPs odvozené od RNA faga QB (BESSA et al. 2008; IONESCU et al. 2006), dile
konjugované vakciny s KLH (Hemocyanin celedi dérnatkovitych) nebo s vnéjSim

membranovym komplexem Neisseria meningitidis (FAN et al. 2004).
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Jak jiz bylo zminéno diive, M2e je atraktivnhim cilem mnoha vyzkumi, které jej tspeSné
vyuzivaji riznymi zplsoby: De Filette et al. ptipojili modifikované formy leucinového zipu
kvasinkového transkripéniho faktoru k M2e (DE FILETTE et al. 2008), Ebrahimi &
Tebianian spojili M2e peptid s HSP70 Mycobacterium tuberculosis poté jej insertovali do
pQE-60 a exprimovali v E. coli (EBRAHIMI & TEBIANIAN 2010), Huleatt et al. vytvofili
rekombinantni protein z TLRS ligandu flagelinu a ¢tyf kopii M2e a exprimovali jej v E. coli
(HULEATT et al. 2008). Stejné tak ptinesly tspéch fize M2e s glutation-S-transferazou jako
antigenem (LIU et al. 2004) nebo liposomdlni M2e vakciny (ERNST et al. 2006). A
v neposledni tadé¢ také DNA vakcina exprimujici cely M2 (M2-DNA) poskytla
Sirokospektralni ochranu proti testovani letdlni chiipkou A (TOMPKINS ez al. 2007).

Obrovskou vyhodou M2e vakcin je bez pochyb konzervanost, kterd by potenciondlné mohla
umoznit navozeni imunity chrénici proti jakémukoliv epidemickému nebo dokonce
pandemickému chiipkovému kmenu, ktery by se mohl v lidské populaci objevit (FIERS et al.

2009).

6.3 Vakciny zamérené na nukleoprotein

NP, kédovany RNA segmentem 5 Influenzy A, je 498 aa dlouhy (PORTELA & DIGARD
2002) a jeho struktura je ptevazné a-helikalni. Kazdy monomer ma zahnuty ptilmésicovy tvar.
Celkova struktura NP mtiZze byt rozdélend na dvé domény: hlavicku a télo, které jsou spojené

na tfech mistech polypeptidovymi fetézci (YE et al. 2006).

NP Influenzy A, multifunkéni RNA-vézajici protein a hlavni proteinova slozka RNP
komplexu, je také relativné konzervovany (ZHOU et al. 2010; NAHAMPUN et al. 2015).
Sirokospektralni chiipkovd vakcina proti mnoha virovym kmentim zaloZend na virovém NP je
cilem, kterému se vénuje mnoho vyzkumi. Neddvné vysledky naznacuji, Ze NP chfipky je
pifimo excelentnim kandidatem pro vyvoj univerzalni vakciny zaloZené na vyvolani bunécné

imunity (CARGNELUTTI et al. 2013).

Vakcinace s NP poskytuji stfidavé dspéSné 1 nedspéSné vysledky. V jedné z nedavnych studii
byl NP gen H3N2 chfipkového viru prasec¢iho pivodu exprimovan v endospermu kukufice.
Ordlni podani této vakciny vyvolalo u myS$i uspéSné humordlni imunitni odpoveéd
(NAHAMPUN et al. 2015). Také vakcinace NP podanym s adjuvantem tvofenym z

aluminiovych soli, poskytuje ochranu i proti heterolognim virim. Oproti tomu imunizace
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s NP podanym s alum a detoxikovanym bakteridlnim lipopolysacharidovym adjuvantem,
monofosforylovanym lipidem A, poskytla pouze ochranu proti homolognimu virovému
kmenu (MACLEOQOD et al. 2013). NP ve spojeni s RAS indukuje vyssi celkové protildtkové
titry nez neadjuvantovany protein (CARGNELUTTI et al. 2013). Mnoho dalSich
perspektivnich studii testujicich nejriznéjsi moznosti a postupy jiz probehlo a stdle probiha.
Jmenovité napiiklad studie Huang et al. a Altstein et al. vyuzivajici NP rekombinantniho viru
vakcinie nebo experiment Li et al. zroku 2013 testujici tcinnost rekombinantniho viru
parainfluenzy 5 (PIV5) obsahujici NP umistény na raznych pozicich PIVS genomu (HUANG
et al. 2012; ALTSTEIN et al. 2006; LI et al. 2013). Za zminku stoji také NP DNA vakciny,
které jsou uc¢inné v indukovani Sirokého spektra bunéénych imunitnich reakci (ULMER et al.
1998). VP22/NP DNA vakcinace (Protein genu 22 lidského herpesviru 1) s pomoci
elektroporace poskytla ochranu proti heterosubtypovym chfipkovym kmeniim (SAHA et al.
2006) a stejné tak DNA vakcina kédujici NP se signdlni sekvenci tkanového
plasminogenového aktivatoru za pouziti plazmidového vektoru pVAX1 (LUO et al. 2008).
Dalsi ze studii zjiStovala schopnost rekombinantniho adenovirového vektoru sérotypu 5
zesilit imunizaci nukleoproteinu. Ochrana byla podstatné siln€js$i nezZ DNA vakcinace samotna
(EPSTEIN et al. 2005), nicmén¢ adenovirovy vektor AdC7 exprimujici NP vykazoval urcité

zlepSeni 1 oproti adenovirovému vektoru sérotypu 5 (ROY et al. 2007).

6.4 Vakciny zaméiené na konzervovany usek HA

Povrchovy protein hemaglutinin (HA) chfipkového viru je vysoce imunogenni a tak je obecné
povazovan za vhodny antigen pro piipravu chiipkovych vakcin (LUO et al. 2008). HA je
hlavnim determinantem rozpoznavanym hostitelskym adaptivnim imunitnim systémem. Po
infekci a replikaci nésleduje imunitni odpovéd’, ktérda indukuje tvorbu nAbs. Ty vedou
k selekci variant HA, které jsou schopné uniknout témto nAbs. Aminokyseliny, kterych se to
tykd, se téméf vyluéné¢ nachdzeji na hlavicce HA. Mnoho téchto zmén je v genomu
zafixovano (antigenni drift) (PALESE & SHAW 2007). HA je tedy vysoce antigenné
variabilni, coZ sniZuje jeho vhodnost pro uZziti ve vakcinich koncipovanych k poskytovéani

Sirokospektralni ochrany (LUO et al. 2008).

HA je trimerickd molekula tyCkovitého tvaru s uhlikovym koncem vsunutym do virové
membrany a hydrofilnim koncem vyc¢nivajicim jako Spicka na povrchu viru. Hlavnimi
funkcemi HA jsou aktivity spojené s vazbou receptort a fizi (PALESE & SHAW 2007).
Kazdy HA polypeptid je béhem maturace viru proteolyticky Stépeny na dva disulfidicky
spojené tetézce, HA1 a HA2 (OKUNO et al. 1993). HA1 se skldda pfevdzné z membrang-
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distalni receptor véazajici a zbytkové esterdzové domény. Jeho C- a N- termindlni oblasti se
rozsifuji smérem k virové membrané a jsou propletené s vn&jSim povrchem HA2. HA2 tvori
jadro fuzni masinérie v oblasti stopky a je tvofen dlouhym centrdlnim CD helixem (zbytky
75-126), ktery formuje trimericky coiled-coil a kratSi alfa helix (zbytky 38-58), ktery se

sbaluje smérem k centrdlnimu helikdlnimu svazku (EKIERT et al. 2009).

Doména na stopce HA je oproti hlavové domén¢ konzervovand mezi A i B chfipkovymi viry
(KRAMMER & PALESE 2013). Vakcina zaloZend na tomto regionu by tuidiZ mohla vyvolat
Sirokospektralni ochranou imunitni odpovéd (WANG et al. 2010a). Tato skutecnost ndm tak
nabizi novou piilezitost k indukovani heterosubtypovych odpovédi a ptidava tak dalsi cil, na
ktery se zaméfit, k tém jiZ stavajicim jako jsou NP, M1 ¢i M2 (HUGHES et al. 2012).
V porovnini s HA1 podjednotkou, mize byt HA2 podjednotka méné imunogenni a nemusi

vyvoléavat produkci opravdu silnych neutralizujicich protilatek (ZHANG et al. 2015).

HA1

(variabilni region)

{1%
k -

HA2

(konzervovany region)

Obr. 5: Schéma chiipkového hemaglutininu ukazujici konzervovany HA2 a variabilni HA1 region. Obrazek
ukazuje, Ze povrch, kde dochézi ke kontaktu s protildtkami, je u HA2 v podstaté ,,plochy* a nedovoluje tak HA2
(ve srovnani s imunodominantnim HA1 regionem s mnoha dutinami) vazat rizné protilatky s vysokou afinitou

(upraveno podle RAPPUOLI 2011).
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Vyvoj na HA2 zaloZzenych vakcin nyni nabyva velkého vyznamu diky informacim o anti-HA2
monoklondlnich protilatkdch (mAbs) s Siroce neutralizujicimi G¢inky proti chfipkovym virim
(WANG et al. 2010b). Mnohé z téchto protilatek proti stopce HA inhibuji vstup viru do
buniky tim, Ze zamezuji pH-indukované konformacni zméné vedouci k fizi virové a
endosomdlni membrany. Porozuméni struktuie Siroce neutralizujicich protildtek (nAbs) a
jejich epitopti poskytuje rozhodujici informace pro tvorbu efektivnich a Siroce
aplikovatelnych vakcin (DREYFUS er al. 2013). Protilatka C179 byla izolovdna z mySi po
imunizaci H2N2 jiZ v roce 1993 a stala se tak prvni anti-HA monoklondlni Ab neutralizujici
vice raznych chiipkovych podtypit (OKUNO et al.1993). Sui et al. izolovali v roce 2009
rodinu Sirokospektralnich lidskych nAbs proti HA, které ukazaly velkou ucinnost jak in vitro
tak in vivo proti vysoce patogenim H5N1 a HINI1. Tyto protildtky inhibuji proces fize po
prichyceni viru tak, Ze rozpozndvaji vysoce konzervované epitopy uvniti stopky HA
v moment¢, kdy jsou klicové elementy této konformacni zmény dany do tésné apozice (SUI et
al. 2009) a brani tak zméné konformace zptisobené nizkym pH, kterd je vyZadovana pro fizi

(WANG et al. 2010b).

Steel et al. 2010 popisuji novy vakcinovy koncept, ktery pracuje s konstruktem bez vysoce
imunogenni globularni hlavy HA proteinu a prezentuje tak konzervovanou oblast stopky HA
imunitnim bunikdm. Imunizace mysSi takovymto bezhlavickovym konstruktem v plazmidové
DNA nebo VLP form¢ vyvolala , v porovnani s imunizaci s celym HA, tvorbu imunniho séra
s Sir8i reaktivitou (STEEL et al. 2009). Bommakanti ef al. v roce 2010 ohlasili uspéSny design
a popis rozpustného imunogenu, ktery se z velké casti sklddd z HA2 v konformaci pfi
neutrdlnim pH. JelikoZ je tento imunogen exprimovan v E. coli, miiZe byt produkovan levné a
rychle ve velkém mnostvi. Tento protein je u mysi vysoce imunogenni, poskytuje ochranu
proti homolognim virdim a liSicim se kmeniim v rdmci téhoz podtypu (BOMMAKANTI et al.
2010). Synteticky peptidovy konstrukt Wang et al. 2010 zaméfeny na tvorbu protilatek proti
stopkovému regionu HA, prokédzal ochranou aktivitu proti antigeneticky vzdilenym virovym

podtyptiim, které zplisobuji sezénni a pandemickd onemocnéni u lidi (WANG et al. 2010a).

6.5 Kombinované vakciny
Ne dpln¢ prekvapivé studie ukdzaly, Ze preventivni vakcina, kterd je zamétfena na indukovani

ochranné imunity vi¢i rychle mutujicim patogentim jako je virus chiipky, vyZaduje
komplexni pfistup, u kterého je potfeba zapojit vice antigeni pro stimulaci riznych ¢asti

imunitniho systému najednou (ZHOU et al. 2010). N&které takové vakciny byly jiz zminény
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v predchozich kapitolach. Na dalsi studie zabyvajici se konjugovanymi vakcinami bych rada

upozornila v nédsledujicim odstavci.

Ve studii Thueng-In et al. 2010 byly vakciny tvofené celym rekombinantnim NP a M2 viru
H5NI1 zachyceny zvlast' nebo spolecné do liposomu (L) vytvofeného z fosfatidylcholinu a
cholesterolu. Vakciny (L-NP, L-M2 nebo L-NP+M?2) se prokazaly jako bezpecné a vysoce
imunnogenni. Vysledky naznacuji, Ze ackoliv tyto tfi vakciny vyvoldvaji odlisSné
imunologické efektory - L-M2 ptedevsim humoralni odpovéd a v ptipadé¢ L-NP a L-NP+M2
CTL, mohou poskytnout at’ uz samostatn¢ nebo jako kombinace imunitu vii¢i homolognim i
heterolognim infekcim (THUENG-IN ez al. 2010). Adenovirové vakciny exprimujici M2e a
NP vyvolavaji u mysi silné NP-specifické CD8+ T-bunécné odpoveédi a mirné protilatkové
odpovédi viaci M2e sekvencim (HINI, H5N1 a H7N2). Oockované mladé mysi byly
chranény proti mortalité ndsledujici po vystaveni vysokym davkam riiznych chiipkovych virt.
U starych mysi sice doslo k navozeni silnych imunitnich odpovédi, ale selhaly v ochrané pred

infekei (ZHOU et al. 2010).
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7. Zavér

Chtipkové viry ro¢né¢ nakazi nckolik miliont lidi po celém svéte, zplsobi mnoho
hospitalizaci, imrti a zna¢né ekonomické ztraty. A jako takové stoji ve stfedu celosvétového
z4jmu. Nejucinngjs$i ochranou v boji s chiipkovymi viry jsou vakciny. Tradi¢ni vakciny jsou
zaméfeny predev§im na vyvoldni tvorby neutralizujicich protildtek vi¢i povrchovym
proteinim HA a NA. Obzvlasté¢ tyto proteiny ovSem podléhaji antigennimu driftu a shiftu,
proto je nutné konvencni vakciny kazdoro¢né aktualizovat. Vytvofeni univerzalni vakciny,
kterd by vyvolala imunitni odpovéd’ proti riznym kmeniim chiipkového viru a navodila
dlouhotrvajici ochranu, je cilem mnoha laboratofi po celém svét€. Rozmanitost v pfedchozich
kapitolach zminénych studii a postupli v nich uvedenych poukazuje na nezmérné moznosti, co
se tyCe objevovani a uzivani novych metod a technologii, které v budoucnu zajisté povedou
k vyvoji takovéto univerzalni chiipkové vakciny. Univerzdlni vakcina zaméfujici se na
konzervované oblasti jednotlivych chfipkovych proteini se jevi v soucasnosti jako
nejslibnéjsi postup a obzvlast potom vakciny zaloZené na kombinaci téchto epitopli. V této
praci byl podan piehled shrnujici stdvajici i inovativni pfistupy k produkci chiipkovych

vakcin a jeji cile tak byly naplnény.
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