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SEZNAM ZKRATEK 

Ad - adenoviry 

Ad26 - adenovirus typu 26 

Ad35 - adenovirus typu 35 

Ad5 - adenovirus typu 5 

CMV - Cytomegalovirus 

dpd - dependentní 

EBOV - Ebola virus 

EVD - onemocnění způsobené virem eboly (Ebola virus disease) 

eVLP - ebola VLP 

GP - glykoprotein 

HPIV3 - lidský virus parainfluenzy typu 3 

ChAd3 - vektor zaloţený na šimpanzím adenoviru typu 3 

IgG - imunoglobulin G 

IgM - imunoglobulin M 

kb - kilobáze 

MARV - marburg virus 

MVA - modifikovaný vakcinia virus Ankara 

mVLP - marburg VLP 

NHPs - subhumánní primáti (non-human primates) 

NP - nukleoprotein 

PFU - počet virových částic tvořících plaky na jednotku objemu (plaque forming units) 

PU - počet virových částic (viral particle units)  

RABV - virus vztekliny 

rAd5 - rekombinantní vektor zaloţený na adenoviru typu 5 

rNAPc2 - rekombinantní protisráţlivý c2 protein hlístic 

rVSV - rekombinantní virus vesikulární stomatitidy 

SEBOV - Ebola virus kmen Sudan 

siRNA - krátké RNA schopné interference (small interfering RNA) 

TAFV - Taï forest Ebola virus 

VEEV - virus venezuelské koňské encefalitidy (venezuelan equine encephalitis virus) 

VLPs - syntetické virové částice (virus like particles) 

VSV - virus vezikulární stomatitidy 

wt - původní druh nacházející se v přírodě (wild-type) 

ZEBOV - Ebola virus kmen Zaire 

 



 

ABSTRAKT 

Ebola virus je velmi nebezpečný vzhledem k vysoké úmrtnosti a nedostupnosti vakcíny nebo 

léku schválených pro pouţití pro veřejnost. Od první epidemie v roce 1976 bylo 

zaznamenáno více neţ 31 000 nakaţených lidí, z toho téměř 13 000 nákazu nepřeţilo 

(cdc.gov). Ebola virus se obvykle drţí v zemích západní Afriky, na ostatní kontinenty se v 

historii dostal jen ojediněle a pokaţdé se jednalo pouze o jedince. Vyjímkou je kmen Reston, 

který pochází z Filipín a v roce 1989 se při transportu makaků z Filipín dostal do USA. Kmen 

Reston sice můţe nakazit lidi, ale zatím není známý případ člověka, který by na nákazu 

kmenem Reston zemřel (who.int). Tento případ byl však varovným signálem pro to, jak 

jednoduchý je přenos eboly na další kontinenty a pokud by se jednalo o některý ze smrtících 

kmenů, následky by byly fatální. Ebola představuje hrozbu, proti které je nutné vyvinout 

účinnou vakcínu a lék. Tato bakalářská práce se zabývá virem Ebola, jeho genomem, 

ţivotním cyklem a především moţností terapie infekce způsobené tímto virem. Zaměřuje se 

na v současnosti testované vakcíny i léky proti infekci virem Ebola. 

 

Klíčová slova: Filoviry, ebola, vakcíny, léky 

 

Ebola virus is a very dangerous virus because of its high mortality rate and unavailability of 

an approved vaccine or medicament. There was more than 31 000 infected people since the 

first epidemic in 1976 and almost 13 000 of them died (cdc.gov). Ebola virus usually occures 

in the west Africa, its occure on the other continents was rare in the past and it was always 

just one case. There is one exception though, strain Reston of Ebola virus. Strain Reston 

was spread from Philippines to the USA while deporting macaques. Strain Reston is able to 

infect people, but there is no case of death after being infected with this strain (who.int). This 

occurence in the USA was a warning sign of how easily could Ebola virus travel to other 

continents. If it was one of the deadly strains, the results would be fatal. Ebola virus is a 

threat and it is necessary to develop effective vaccine and drug. This bachelor‘s thesis is 

about the Ebola virus, its genome, life cycle and mainly about the options of therapy of the 

ebola virus disease. It is focused on presently tested vaccines and drugs against the Ebola 

virus. 

 

Key words: Filoviruses, ebola, vaccine, medicament 
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1. ÚVOD 

Ebola virus je společně s marburg a cuevavirem zástupcem čeledi Filovirů. Cuevavirus byl 

objeven ve Španělsku v roce 2002 u netopýrů, jediným známým kmenem je Lloviu virus. 

Zatím není známá infekce člověka tímto virem (Negredo et al., 2011). Marburg virus byl 

objeven v roce 1967 v německých laboratořích u pracovníků starajících se o opice 

pocházející z Ugandy. Kromě tohoto ojedinělého výskytu v roce 1967 v Německu a dnešním 

Srbsku se marburg virus vyskytuje v Africe, v zemích jako Uganda, Keňa a Kongo. 

Rezervoárem marburg viru jsou kaloni, virus se přenáší tělními tekutinami. Marburg virus je 

původcem hemoragické horečky, úmrtnost se liší mezi epidemiemi, pohybuje se mezi 

23 - 90% a zatím neexistuje ţádná léčba (cdc.gov). Nejnebezpečnější z filovirů je ebola 

virus. Rezervoárem viru jsou kaloni (Hoffman et al., 2016). Je přenášen tělními tekutinami a 

způsobuje hemoragickou horečku. Ebola virus má pět kmenů - Zaire, Sudan, Reston, Taï 

Forest a Bundibugyo. Úmrtnost se pohybuje mezi 60 aţ 90%, nejnebezpečnější je kmen 

Zaire s úmrtností 79 - 90%. Úmrtnost kmene Sudan je 54%, kmene Bundibugyo 32%, kmeny 

Reston a Taï Forest zatím nikoho nezahubily ( Laupland et al., 2014). Ebola virus je rozšířen 

hlavně v zemích západní a centrální Afriky, například v Guinei, Sierra Leone, Libérii, 

Gabonu, Kongo, Jiţním Súdánu a v Ugandě. Ebola virus se poprvé objevil v roce 1976 ve 

dnešní Demokratické republice Kongo, kde se jednalo o kmen Zaire. Ve stejném roce se v 

dnešním Jiţním Súdánu objevil kmen Sudan. Největší epidemie proběhla v letech 2013 a 

2014 v Guinei, odkud se poté rozšířila od okolních států. Poslední epidemie byla 

zaznamenána mezi roky 2014 a 2016 opět v Sierra Leone, Guinee a Libérii. Dosavadní léčba 

spočívala v podpůrné léčbě příznaků, to znamená rehydratace pacienta, prokysličení a léčba 

případných dalších infekcí (cdc.gov). I kdyţ v současnosti počet nakaţených klesá, stále je 

prioritou vývoj účinné vakcíny a léku pro zvládnutí další epidemie. Cílem této bakalářské 

práce je představit virus Ebola a především shrnout současný stav vývoje vakcín a léčiv proti 

viru Eboly. 
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2. FILOVIRY 

 

2.1 KLASIFIKACE FILOVIRŮ 

Filoviry patří společně s Rhabdoviry, Paramyxoviry a Bornaviry do řádu Mononegavirales. 

Rody patřící do čeledi Filoviridae jsou Ebola virus, Marburg virus a Cueva virus. U EBOV je 

známých pět druhů viru - Zaire, Sudan, Reston, Taï Forest a Bundibugyo. 

 

2.2 GENOM EBOLA VIRU 

EBOV je obalený virus s helikální kapsidou (viz obr.č.1). Genom EBOV tvoří negativní 

nesegmentovaná jednovláknová RNA a jeho velikost je 19 kb. RNA má sedm genů, 

transkribovaných do sedmi mRNA. Tyto mRNA kódují osm proteinů díky tomu, ţe protein 

sGP je jako jediný translatován z needitované mRNA, všechny ostatní proteiny jsou 

translatovány z editovaných mRNA. Na koncích vlákna RNA jsou krátké oblasti nazývané 

jako „leader― a „trailer―, které obsahují enkapsidační signál a transkripční a replikační 

promotory (Klenk et al., 2004). 

 

Obrázek č. 1: Obalený EBOV s helikální kapsidou, zdroj obrázku: jonlieffmd.com 

 

 

2.3 PROTEINY KÓDOVANÉ GENOMEM EBOV 

Sedm proteinů EBOV je strukturních - NP, VP35, VP40, GP, VP30, VP24, L a jeden je 

nestrukturní - sGP (viz obr.č.2). Nukleoprotein NP se podílí na enkapsidaci RNA a přechodu 

z transkripce do replikace (Klenk et al., 2004). VP30 je spojen s nukleokapsidou, váţe RNA a 

slouţí jako „enhancer― pro virovou transkripci. VP35 je antagonistou interferonů I.typu, 

blokuje aktivaci jejich regulačního faktoru 3 a pravděpodobně zároveň zabraňuje transkripci 

interferonu β (Geisbert et al., 2010). Proteiny L a VP35 se podílí na tvorbě polymerázového 

komplexu důleţitého pro transkripci a replikaci EBOV genomu. L protein také zajišťuje RNA 
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dependentní RNA polymerázovou aktivitu celého komplexu. Cílením účinných látek na L 

protein se téměř zcela zamezí syntéze RNA (Geisbert et al., 2010). NP, VP35, VP30 a L jsou 

důleţité pro formování virové nukleokapsidy a jsou zcela nezbytné pro virovou tranksripci.  

Dalším proteinem je VP40, coţ je matrixový protein nezbytný pro pučení a obalení virionů. 

V infikovaných buňkách asociuje VP40 s membránami pozdně endosomálního 

kompartmentu. VP24 je také matrixovým proteinem. VP24 protein inhibuje odpověď 

interferonů prvního typu a také tvoří homodimery vázající VP35 nebo NP (Iversen et al., 

2012).  

Čtvrtý gen kóduje dva proteiny. Jedním z nich je povrchový GP, glykoprotein tvořící obal 

EBOV a hrající hlavní roli při vstupu virionu do buňky. Zajišťuje vazbu virionu k receptorům 

hostitelské buňky a zároveň je jedním z hlavních faktorů patogenity viru (Feldmann et al., 

1996). Druhým proteinem kódovaným čtvrtým genem je nestrukturní protein sGP (soluble 

GP), který je na rozdíl od GP translatován z needitované mRNA. sGP navíc není 

inkorporován do virových částic, ale je sekretován z infikovaných buněk. Jeho funkce zatím 

není plně známá (viralzone.expasy.org.). 

 

 

Obr.č.2: Genom kmene Zaire a Reston. Bíle jsou označeny geny kódující nukleokapsidové 

proteiny, šedě geny kódující matrix a povrchové proteiny. Šipky naznačují překryv genů. 

Hvězdičkou jsou označena místa pro editaci RNA. Zdroj obrázku: Klenk et al., 2004 

 

2.4 ŢIVOTNÍ CYKLUS EBOLA VIRU 

Pomocí GP glykoproteinu se virion přichytí na receptor hostitelské buňky, protein TIM-1. 

Dovnitř buňky se virion dostane makropinocytózou. V pozdním endosomu potom dochází k 

fúzi membrán virionu a váčku a nukleokapsida viru je uvolněna do cytoplazmy, kde nejprve 

dojde k transkripci a poté k replikaci viru a translaci virových proteinů. Poté matrixový protein 

řídí pučení a uvolňování virionů z hostitelské buňky (viralzone.expasy.org). 

Replikace a transkripce EBOV probíhá v cytoplazmě infikovaných buněk. EBOV si musí 

kódovat vlastní RNA dependentní RNA polymerázu, která vyuţívá jako templát genom 

EBOV, coţ hostitelská DNA dpd RNA polymeráza neumí. Při transkripci je ssRNA 
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transkribována do sedmi monocistronních mRNA. Posttranskripční modifikace řídí L protein. 

mRNA jsou při nich na 3' konci polyadenylovány a na 5' konec je dodána methylguanosinová 

čepička (viralzone.expasy.org). Jako první je transkribován NP gen, poslední je L gen, 

genom je tedy transkribován od 3' směrem k 5' konci. Jeden replikační cyklus EBOV trvá 

přibliţně 12 hodin a první příznaky infekce se objevují většinou do 48 hodin po setkání s 

virem.Nově syntetizované mRNA EBOV jsou důleţité pro diagnostiku a v krvi jsou 

diagnostikovatelné jiţ 6-7 hodin po vystavení viru (Klenk et al., 2004). 

 

3. DIAGNOSTIKA EBOLA VIRU 

EBOV bývá diagnostikovatelný v krvi obvykle do tří dnů po projevení prvních symptomů 

onemocnění. Většinou se EBOV detekuje podle přítomnosti virových antigenů nebo virové 

RNA v krvi. V prvních dnech infekce se pro diagnózu pouţívá ELISA test pro detekci 

antigenu, RT-PCR nebo izolace viru. V pozdějších dnech infekce se vyuţívá diagnostika 

pomocí detekce IgM a IgG protilátek (cdc.gov). Pouţívá se například ReEBOV Antigen Rapid 

Test Kit, který detekuje VP40 protein v krvi. Dalším moţným testem pro diagnostiku je 

Liferiver EBOV Real Time RT-PCR Kit je zaloţen na real-time PCR a je schopný detekovat v 

krvi ZEBOV, SEBOV, TAFV i BDBV (who.int). 

 

3.1 REAL-TIME QRT PCR 

Real-time qRT PCR (Real-Time Quantitative Reverse Transcription PCR) je metoda 

vycházející z klasické metody PCR, během které dojde k namnoţení vybraného úseku DNA 

aţ do několika milionů kopií tohoto úseku a tím pádem lze provést analýzu DNA, i kdyţ je 

původní vzorek velmi malý. Metoda je zaloţena na principu replikace. Nejprve dochází 

k denaturaci DNA, čímţ dojde k rozvolnění dvoušroubovice. Úsek DNA, který chceme 

amplifikovat, je pak na začátku i na konci označen primery. Poté dochází k syntéze nového 

vlákna pomocí Taq DNA polymerázy (původem od bakterie Thermis aquaticus). Tento 

postup se opakuje aţ do získání poţadovaného mnoţství kopií DNA, číslo cyklu se označuje 

jako CT. Celý proces probíhá v termocykleru (ncbi.nlm.nih.gov, 2017). RT-PCR se vyuţívá při 

amplifikaci RNA namísto DNA. RNA je pomocí reverzní transkriptázy převedena na cDNA a 

poté uţ následuje klasická PCR (neb.com).  

U EBOV je hodnota CT spojena s mírou úmrtnosti. Niţší CT znamená vyšší počet kopií virové 

RNA na ml krve a většinou znamená i vyšší úmrtnost. V některých studiích provedených 

během epidemie 2014/2015 bylo potvrzeno, ţe pacienti s CT < 25 (to znamená více neţ 

107 virových RNA kopií na ml krve) měli značně vyšší úmrtnost neţ pacienti s CT ≥ 25 

(Broadhurst et al., 2016). Tato hypotéza se potvrdila i při studii Sissoko a kol. v roce 2016 

ohledně Favipiraviru. Při klinických testech byla nejniţší mortalita právě u pacientů s CT ≥ 20 
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a v průběhu léčby u nich výrazně klesla virémie. U skupiny s CT ≥ 25 pak všichni pacienti 

přeţili. Naopak pacienti s CT < 20 měli 90% úmrtnost a virémie v průběhu léčby neklesla 

(Sissoko et al., 2016). 

 

3.2 ELISA 

ELISA neboli Enzyme-linked immunosorbent assay je metoda pouţívaná pro detekci 

protilátky nebo antigenu ve vzorku. Princip spočívá v navázání protilátek na antigen ve 

zkumavce, na druhé z přidávaných protilátek je navázán enzym. S tímto enzymem reaguje 

přidaný substrát, nejčastěji za změny barvy, podle které se pak test vyhodnocuje  

(elisa-antibody.com). 

 

4. TESTOVÁNÍ VAKCÍN A LÉČIV 

Klinické testování nových vakcín a léků je rozděleno do několika fází. Před začátkem 

klinického testování dochází k testování v laboratořích na zvířatech, obvykle myších, 

morčatech a subhummáních primátech (NHPs). Poté začíná samotné klinické testování, 

někdy má fázi 0, při které je velmi malá dávka léčiva podána malému mnoţství lidí, většinou 

je počet mezi 10 - 15 lidmi. Ve fázi I je testovaná látka podána 20-100 lidem. Fáze I většinou 

trvá několik měsíců a testuje se reakce lidského organismu na látku, způsob podání a 

dávkování látky. Ve fázi II je testovaná látka podána několika stovkám lidí. Fáze II trvá 

obvykle od několika měsíců aţ po dva roky a jejím účelem je testovat účinnost spolu s 

vedlejšími účinky na lidský organismus. Ve fázi III dochází k testování 300 aţ 3 000 

dobrovolníků nebo pacientů a fáze III trvá několik let, většinou od jednoho roku do čtyř let. 

Vzhledem k délce této fáze se sleduje dlouhodobá bezpečnost vakcíny, stejně jako 

dlouhodobý účinek. Během fází I aţ III dochází k náhodnému rozdělení do skupin 

(randomization). V jedné skupině pacienti obdrţí testovanou látku a tato skupina je označena 

jako experimentální, druhá skupina je kontrolní a pacienti v ní dostanou placebo. Poslední 

fáze, fáze IV, testuje látku na několika tisících lidí a testuje bezpečnost a účinnost. Zároveň 

se zaměřuje na interakce s dalšími léčivy. Obvykle probíhá i potom, co uţ je vakcína 

schválena pro pouţití. Někdy dochází i k překrývání jednotlivých fází, například můţe 

probíhat fáze I/II testování, současně se ve fázi I testuje optimální dávka a ve fázi II se hned 

testuje její bezpečnost a účinnost (fda.gov, cancer.ca, sukl.cz). 

Vakcíny mohou být v monovalentní nebo bivalentní verzi. Monovalentní vakcína proti EBOV 

účinkuje pouze proti jednomu kmenu EBOV, nejčastěji proti ZEBOV. Bivalentní je pak účinná 

proti dvou kmenům, například SEBOV a ZEBOV. Ještě existuje polyvalentní (kombinovaná) 

forma vakcíny, která chrání proti více onemocněním. V souvislosti s EBOV se testuje 

polyvalentní vakcína proti ebole a vzteklině. 
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Některé z vakcín proti EBOV jsou testovány formou kruhové vakcinace (ring vaccination), 

coţ znamená, ţe naočkovány jsou ty osoby, které přišly do styku s pacientem, u kterého byla 

diagnostikována ebola, tedy všechny potenciálně nakaţené osoby (Henao-Restrepo et al., 

2015). Touto metodou je testována například vakcína rVSV-ZEBOV. 

 Pouze u jedné vakcíny proti EBOV byla zjištěna moţnost vyuţití v rámci postexpoziční 

profylaxe a to sice u rVSV-ZEBOV. I zde se ale vzhledem k účinnosti a neprovedeném 

výzkumu na lidech uvaţuje o pouţití jen v rámci léčby náhodně nakaţených jedinců nebo v 

rámci zabránění dalšího přenosu eboly (Feldmann et al., 2007) .  

Většina testovaných vakcín proti EBOV je vytvořena vloţením genu pro GP EBOV do 

genomu vektoru. Na proteiny VP35 a VP24 cílí PMO, tvořící lék proti EBOV AVI-7537. 

siRNA, ze kterých je vytvořen lék TKM-100802 cílí na proteiny VP24, VP35 a L protein 

kmene ZEBOV.  

 

5. VAKCÍNY 

Vakcíny lze rozdělit na vakcíny zaloţené na virovém vektoru schopné replikace, vakcíny jako 

virové vektory neschopné dokončit svou replikaci a vakcíny zaloţené na virovém antigenu. U 

všech replikace schopných virových vakcín je hlavní obavou moţná mutace vakcinačních 

kmenů. Masová aplikace těchto vakcín zavede do populace nové člověkem vytvořené 

infekční viry, které po zmutování mohou představovat nebezpečí.  

Atenuované vakcíny jsou oslabené vakcíny obsahující ţivé mikroorganismy schopné 

replikace. Inaktivované vakcíny obsahují patogeny zbavené schopnosti replikace. 

Subjednotkové vakcíny obsahují pouze podjednotku patogenu, která vyvolává imunitní 

reakce, nejčastěji se jedná o povrchový glykoprotein. 

 

5.1 RVSV-ZEBOV 

Jedním z nejnadějnějších kandidátů na vakcínu proti ebole je vakcína nazývaná  

rVSV - ZEBOV nebo také V920. Na vývoji vakcíny se podílely společnosti NewLink Genetics 

a Merck Vaccines (WHO, 2015a). Jedná se o vakcínu obsahující atenuovaný virus 

vesikulární stomatitidy (VSV) kódující GP ZEBOV, viz obr. č. 6 (Henao-Restrepo et al., 

2015). VSV patří do čeledi Rhabdovirů, coţ jsou ssRNA viry s negativní polaritou. VSV má 

poměrně jednoduchý genom kódující pět strukturních proteinů: nukleoprotein (N), 

fosfoprotein (P), matrixový protein (M), glykoprotein (G) a RNA dependentní RNA 

polymerázu (L). Tento virus napadá především zvířata, u člověka je infekce velmi ojedinělá. 

Pokud propukne, probíhá buď úplně bez příznaků, nebo jen s mírnými příznaky podobnými 

chřipce. Jeho pouţití je tedy při vytváření vakcín vhodné i z toho důvodu, ţe pro člověka není 

nebezpečný a jiţ v dřívějších studiích bylo zjištěno, ţe Rhabdoviry mohou být pouţity jako 
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vektor pro virové vakcíny také proto, ţe v organismech vyvolávají silnou imunitní odpověď 

(Roberts et al., 1999).  

Pro vytvoření vakcíny byl pouţit klon viru VSV kmene Indiana. Celý genom VSV byl 

naklonován do podoby plazmidu s polymerázovým promotorem bakteriofágu T7. Poté byl 

ORF pro gen kódující VSV glykoprotein odstraněn. VSV glykoprotein je jeden z hlavních 

virulenčních faktorů viru VSV a jeho odstraněním se tedy VSV výrazně oslabí a je 

bezpečnější pro pouţití jako vektor. Mezi geny G a L se nachází spojovník (linker site  

XhoI - NheI), který je obklopen transkripčními start a stop signály pro další přidané geny. Do 

této sekvence spojovníku byl vloţen ORF kódující povrchový glykoprotein kmene ZEBOV 

Kikwit 1995 (Garbutt et al., 2004). Jedním z moţných postupů pro vytvoření VSV partikulí 

nesoucích na svém povrchu glykoprotein cizího viru je potřeba transfekce společné kultury 

Vero buněk a 293 T lymfocytů připraveným rVSV G/EBOV-GP plazmidem s plazmidy 

exprimujícími proteiny potřebné pro virovou replikaci VSV ( VSV N, VSV P, VSV L) a s 

plazmidem exprimujícím T7 polymerázu.Touto tranfekcí je dosaţeno virové transkripce, 

exprese proteinů, replikace genomu a produkce rVSV vektorů. Ty jsou morfologicky stejné 

jako VSV wt partikule (Marzi et al., 2011). 

U všech naočkovaných osob se po očkování vytvořily protilátky vázající GP EBOV. Zároveň 

se u 85% naočkovaných osob vytvořily i neutralizační protilátky. Protilátky se obvykle 

vytvořily do týdne po naočkování, maximálně do měsíce po očkování a jejich přítomnost byla 

prokázána ještě 180 dnů po očkování (Agnandji et al., 2016). Pouţití vakcíny je moţné 

preventivně, postexpoziční profylaxe byla testována u myší, morčat a u makaků tak, ţe jim 

po nakaţení virem kmene Zaire byla v různých časových odstupech očkována vakcína 

VSVΔG/ZEBOV-GP. Všechny nakaţené a do 24 hodin po vystavení patogenu naočkované 

myši přeţily, u morčat a makaků byla 50 % úmrtnost. Ukázalo se, ţe mnohem vyšší účinnost, 

i kdyţ ne 100 %, mají v rámci postexpoziční profylaxe rVSV/MARV-GP a rVSV/SEBOV-GP, 

ani tyto dva vektory ale nebyly zatím testovány na lidech (Marzi et al., 2011). 

Účinnost vakcíny se udává mezi 75 - 100 % a výsledná účinnost záleţí i na včasnosti podání 

vakcíny (Henao-Restrepo et al., 2015). U osob, které přišly do kontaktu s pacientem 

nakaţeným ebolou a poté byly co nejdříve naočkování vakcínou rVSV-EBOV, byla účinnost 

téměř 100 %. U osob naočkovaných déle neţ 21 dní od kontaktu vychází účinnost 75 %. Za 

minimální dávku se povaţuje dávka obsahující alespoň 3 x 105 PFUs, menší dávka uţ by 

nemusela vyvolat ţádnou imunitní odpověď (Agnandji et al., 2016). V klinických studiích se 

většinou pouţívá dávka obsahující 2 x 107 PFUs (Henao-Restrepo et al., 2015). U některých 

očkovaných pacientů se dostavily neţádoucí účinky jako artritida nebo koţní léze. Tyto 

problémy postihly 18% pacientů při testech v Ţenevě, konkrétně byla artritida prokázána u 

devíti z 51 pacientů. Při testech v Hamburgu a Kilifi trpěli artritidou pouze dva pacienti ze 60. 

Koţní léze se vyskytla u tří pacientů v Ţenevě a příznaky odezněly do sedmi aţ patnácti dní. 
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Půl roku po očkování jiţ ţádný z pacientů netrpěl vedlejšími příznaky (Agnandji et al., 2016). 

Zatím se snad jako jediná nevýhoda vakcíny jeví nutnost skladovat ji při nízkých teplotách, 

nejlépe -70°C a méně. Při teplotě 4°C je vakcína stabilní týden, při teplotě 25°C musí být 

pouţita do 24 hodin (Arnemo et al., 2016). V současné době probíhá třetí fáze testování této 

vakcíny v Guinei pod názvem Ebola ça suffit! (Merck.com) a v Sierra Leone pod názvem 

STRIVE (WHO,2015a).  

 

5.2 VAKCÍNY ZALOŢENÉ NA VEKTORU ADENOVIRŮ 

Další v současné době testovanou vakcínou proti viru Ebola je vakcína ChAd3 – ZEBOV 

(VRC 207). Vakcína byla vyvinuta společností GlaxoSmithKline (GSK) a její vývoj začal v 

roce 2011. Vakcína obsahuje adenovirový vektor. Adenoviry jsou dsDNA viry a jejich genom 

je tvořen geny E1 - E4 (+ E1a, E1b), L1-5. Upravený adenovirový vektor kóduje GP ZEBOV 

a nebo SEBOV (Ledgerwood et al., 2010). Jednou z prvních testovaných verzí vakcíny 

zaloţené na adenovirovém vektoru byla vakcína vyuţívající rekombinantní lidský adenovirus 

sérotypu 5 (rAd5). Vakcína rAd5 Ebola je sloţena z dvou rAd5 vektorů kódujících dva 

povrchové glykoproteiny ZEBOV a SEBOV v poměru 1 : 1. Při přípravě této vakcíny byl 

poprvé pouţit kmen ZEBOV 2014, do té doby byl pro všechny vakcíny pouţit kmen ZEBOV 

1976. Z rAd5 vektoru byl odstraněn gen E1 a byl nahrazen genem pro povrchový 

glykoprotein eboly. Na tomto genu pro GP je bodová mutace aminokyselin, konkrétně na  

N konci sekvence na pozici 71 (asp → glu). Bylo prokázáno, ţe tato bodová mutace zmírňuje 

cytopatogenní efekt viru na buňky hostitele. U vektoru také došlo k částečnému odstranění 

genu E3. Gen E1 kóduje proteiny nezbytné pro virovou replikaci a E3 virové proteiny ovlivňují 

imunitní odpověď hostitele (Ledgerwood et al., 2010).  

V roce 2014 začalo testování vektoru šimpanzího adenoviru sérotypu 3 (ChAd3) v 

monovalentní a bivalentní verzi. Monovalentní verze ChAd3 kóduje jen GP ZEBOV, 

bivalentní verze kóduje GP ZEBOV i GP SEBOV. Při přípravě ChAd3 byl z wild type 

šimpanzího adenoviru odstraněn gen E1 a gen E4, oba se podílejí na virové replikaci a 

transkripci. Gen E1 byl pak nahrazen genem pro GP eboly, viz obr. č. 6 (De Santis et al., 

2016).  

Vakcína ChAd3 je bezpečná. Neţádoucí účinky jsou běţné a nejsou závaţné, přibliţně u 

poloviny naočkovaných se vyskytla do 24 h po očkování nevolnost, únava a bolesti hlavy,  

30 % z celkového počtu mělo zvýšenou teplotu. Veškeré problémy po očkování brzy 

odezněly. Jediná dávka vyvolala imunitní odpověď téměř u všech naočkovaných, konkrétně 

u 96 % a protilátky v těle přetrvávaly ještě 6 měsíců po očkování, po 10 měsících uţ byla 

jejich hladina velmi nízká. ChAd3 vakcína vyvolala zvýšení hladiny IgG protilátek proti 

antigenu ZEBOV a neutralizačních protilátek na podobnou hladinu jako rVSV-ZEBOV (De 

Santis et al., 2016). 
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Ve fázi I se pro ChAd3 testovala dávka 1x1010 virových partikulí (pu) a 1x1011 pu. Dávka 

1x1010 pu je z hlediska bezpečnosti lepší pro lidský organismus, ale dávka 1 x 1011 vyvolá 

mnohem silnější imunitní reakci a neţádoucí účinky jsou stejné jako výše popsané. Dávka  

1x 1011 se tedy jeví jako lepší varianta, ještě ale bude třeba přesnou výši dávky potvrdit ve 

fázi III (De Santis et al., 2016). 

Výhodou vakcíny rAd5 je moţnost uchovávání v podobě lyofilizovaného bílého prášku, tím 

pádem je mnohem více stabilní a odolná jak při transportu do cílové destinace, tak i při 

následném skladování. Vakcína ChAd3 se podobně jako rVSV/ZEBOV obvykle ukládá při 

nízkých teplotách okolo -60°C (Zhu et al., 2015). 

Hlavní nevýhodou rAd5 je problém s jiţ vytvořenou imunitou proti Ad5. Například 50 % 

obyvatel Severní Ameriky a 90 % populace rozvojových zemí uţ má vytvořené neutralizační 

protilátky proti Ad5. Preexistující protilátky proti Ad po naočkování adenovirovým vektorem 

stimulují silnější imunitní odpověď a to můţe vést aţ k závaţným vedlejším imunitním 

reakcím. Dochází k produkci prozánětlivých cytokinů, sníţení mnoţství trombocytů v krvi a 

vše můţe vést aţ k poškození jater (Ahi et al., 2011). Preexistující protilátky zároveň zkracují 

a sniţují účinnost vakcíny. Zvýšením dávky vakcíny rAd5 se dá tento problém vyřešit, ale 

takto dostatečně vysoká dávka ( 1x1013 virových partikulí) můţe být pro NHPs i člověka 

toxická. Proto je v současné době snaha vytvořit vakcínu na bázi vektoru jiného lidského 

adenoviru neţ Ad5, např. Ad26 nebo Ad35. U těchto adenovirů je totiţ míra jiţ dříve 

vytvořených neutralizačních protilátek mnohem niţší neţ u Ad5, viz obr. č.2. Dalším řešením 

je vytvoření vakcíny na bázi zvířecích adenovirů, vakcína ChAd3 byla vytvořena právě proto, 

aby se obešel problém s preexistující imunitou proti Ad5. (Richardson et al., 2010). 
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Obrázek č. 5: Míra již dříve vytvořených neutralizačních protilátek proti Ad5, Ad26, Ad35 a 

Ad48 u různých populací. Zkratka SA znamená jižní Afrika, HR značí skupinu s vysokým 

rizikem nákazy virem HIV, LR značí skupinu s nízkým rizikem infekce HIV. Zdroj obrázku: 

Barouch et al., 2011 

 

Podle GSK a clinicaltrials.gov je vakcína ChAd3 aktuálně ve fázi III testování a vakcína rAd5 

ukončila v červenci 2016 fázi II. Zároveň podle clinicaltrials.gov právě nyní probíhá fáze I/1b 

testování vakcíny bivaletní vakcíny ChAd3, chránící proti kmenům ZEBOV a SEBOV, 

podpořenou vakcínou MVA. Konec této fáze testování je plánován na prosinec 2017. 

Účinek vakcín zaloţených na vektoru adenoviru můţe být zesílen pomocí výše zmíněné 

vakcíny MVA, konkrétně MVA-BN-FILO. To znamená, ţe se jedná o poxvirový vektor 

zaloţený na modifikovaném vakcinia viru Ankrara (MVA) kódující glykoproteiny ZEBOV, 

SEBOV, MARV a nukleoprotein TAFV. MVA-BN-FILO podpoří účinek základní vakcíny tím, 

ţe zesílí imunitní odpověď T-lymfocytů i tvorbu neutralizačních protilátek (Ewer et al., 2016). 

Testuje se kombinace ChAd3 s MVA-BN-FILO a nebo Ad26 s MVA-BN-FILO. Ad26 vakcína 

je vektorem lidského adenoviru sérotypu 26 (Ad26 - ZEBOV) kódující povrchový glykoprotein 
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ZEBOV. Při přípravě Ad26 byly odstraněny geny E1 a E3, vznikl tak vektor neschopný 

dokončit replikaci. Při testování se pouţívá monovalentní forma Ad26. MVA-BN-FILO je 

testována v polyvalentní formě a je neschopná replikace. Pacient je nejprve naočkován 

ChAd3, případně Ad26 a poté je účinek vakcíny podpořen MVA-BN-FILO. Ad26 způsobuje 

silnou imunitní odpověď a pokud je navíc podpořena dávkou MVA, prodluţuje a zvyšuje 

odolnost proti infekci virem Eboly, stejně tak funguje MVA s ChAd3. U více neţ 90 % 

očkovaných se vytvořily specifické IgG protilátky proti GP ZEBOV do 4 týdnů po naočkování 

a u 55 % se vytvořily specifické T lymfocyty. Místo šesti měsíců protilátky byly v krvi 

minimálně osm měsíců po naočkování první vakcínou (Ad26 nebo ChAd3), u některých 

jedinců aţ deset měsíců. V průběhu testování se nevyskytly ţádné závaţnější neţádoucí 

účinky (Milligan et al., 2016). Za kombinací vakcín Ad26 a MVA-BN-FILO stojí firma 

Johnson&Johnson a v dubnu 2016 byla dokončena první fáze testování, aktuálně probíhají 

další fáze testování. O vyuţití kombinace těchto vakcín se uvaţuje především u skupin lidí 

ţijících a pracujících v rizikových oblastech, kteří jsou opakovaně vystavováni moţné infekci 

virem a proto potřebují dostatečně silnou a dlouhodobou ochranu proti Ebole (Tapia et al., 

2016). 

 

 

Obrázek č.6: Porovnání genových delecí a úprav při přípravě rVSV a ChAd3 vakcín, zdroj 

obrázku: Kanapathipillai et al., 2014 
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5.3 DNA VAKCÍNY 

V současné době je ve fázi I testovaná DNA vakcína VRC-EBODNA023-00-VP vytvořená 

společností VRC. Vakcína obsahuje dva plazmidy, VRC 6611 exprimující wt GP SEBOV a 

VRC 6614 exprimující GP EBOV, oba ve stejném poměru. Oba plazmidy obsahují 

komplementární DNA, které byly pouţity při klonování wt GP genu vloţeného do CMV/R 

plazmidové DNA exprimujícího vektoru (Sarwar et al., 2015). CMV/R vektor obsahuje 

enhancer a promotor lidského Cytomegaloviru a k tomu byl přidán regulační R region  

HTLV-1 (lidský T-lymfotropní virus typ 1) (Barouch et al., 2005). Plazmidy VRC 6611 a 

VRC6614 byly vyprodukovány pomocí bakterie Escherichia Coli, která byla kultivována na 

selekčním médiu pro kanamycin. Za rezistenci na kanamycin je zodpovědný protein 

kódovaný plazmidovou DNA a díky kultivaci na tomto selekčním médiu je moţné rozlišit 

bakterie obsahující plazmid VRC 6611 a 6614 od bakterií bez těchto plazmidů (Sarwar et al., 

2015). Oba plazmidy nejsou schopny replikace v lidských buňkách a jejich sekvence 

aminokyselin pro GP antigeny je shodná se sekvencí aminokyselin pro wt GP EBOV  

(Sarwar et al., 2015). Vakcína má na svém plazmidovém DNA konstruktu geny kódující tyto 

proteiny, geny kódující GP ZEBOV obsahují deleci v transmembránové oblasti GP a touto 

delecí je zabráněno moţnému poškození buněk, které se vyskytovalo při pokusech 

pouţívajících plazmidy exprimující wt GP (Martin et al., 2006).  

DNA vakcíny obecně vyvolávají silnou CD4+ imunitní odpověď, která je spojena s 

dlouhodobou imunitou. Ve studii provedené Kibuuka a kol. v roce 2015 bylo dokázáno, ţe 

imunitní odpověď CD4+ T lymfocytů na vakcínu trvala ještě minimálně 1 rok po naočkování. 

DNA vakcíny se také jeví jako vhodná základní vakcína (priming vaccine) posílená další 

vakcínou, konkrétně se uvaţuje o moţnosti kombinace s ChAd3 (Kibuuka et al., 2015). 

 

5.4 VLPS - VIRUS LIKE PARTICLES 

VLPs jsou neinfekční obalené nanočástice bez genomu sloţené ze strukturních proteinů viru. 

VLPs pouţívané do vakcín proti EBOV obsahují na svém povrchu GP ZEBOV nebo VP40 

ZEBOV. V minulosti byly vytvořeny hybridní VLPs obsahující heterologní molekuly GP a 

VP40 z EBOV a MARV, tyto hybridní VLPs ale nezajistily úplnou ochranu proti EBOV a 

MARV zároveň. Proto byla vytvořena polyvalentní vakcína obsahující eVLP a mVLP, 

poskytující u morčat ochranu více neţ 90% (Swenson et al., 2005). 

VLPs jsou produkovány savčími a hmyzími buňkami, které byly transfekovány plazmidovými 

vektory kódujícími GP a VP40 EBOV. Pouţití hmyzích buněk je lepší pro masovou produkci 

z hlediska nákladů na přípravu VLPs. VLPs jsou vysoce imunogenní, nemají genom a 

morfologicky jsou velmi podobné virům, od nichţ jsou odvozeny. VLPs jsou produkovány 

např. lidskými buňkami 293T (lidské embryonální buňky ledvin), které jsou transfekovány 
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plazmidovým vektorem pWRG7077 kódujícím GP a VP40 EBOV. V buňkách Vero E6 došlo k 

pomnoţení virů EBOV Zaire 1995 a MARV Musoke, tyto viry byly posléze inaktivovány 

ozářením. Po transfekci 293T buněk došlo k produkci částic morfologicky i antigenně 

podobných EBOV s tím rozdílem, ţe tyto částice neobsahovaly virové geny potřebné pro 

replikaci. VLPs jsou díky absenci RNA genomu bezpečné a neinfekční, tudíţ mohou být 

jedincům podávány opakovaně. Jejich další velkou předností je, ţe prezentují virové 

glykoproteiny v jejich nativní konformaci, coţ usnadňuje tvorbu a aktivaci neutralizačních 

protilátek (Warfield et al., 2003).  

Jednou z vakcín zaloţenou na VLPs je vakcína 2014 EBOV/Makona, která se od GP kmene 

1995 EBOV/Kikwit liší o 17 aminokyselinových záměn a od GP kmene 1976 EBOV/Mayinga 

o 20 aminokyselinových záměn. Gen kódující GP EBOV byl naklonován a vloţen do 

bakulovirového vektoru rBV-GP. rBV-GP byl pouţit k infekci hmyzích buněk Sf9, v nich došlo 

k expresi rBV-GP. Poté byly z Sf9 buněk izolovány nanočástice GP EBOV o velikosti  

30-40 nm. Stejný postup lze provést i s genem kódujícím VP40 EBOV (novavax.com).  

Vakcína je při teplotách 25°C stabilní více neţ 2 měsíce, optimální teplota uchovávání je  

2-8°C. Očkuje se ve dvou dávkách, přičemţ rozmezí podání dávek je 21 dní a jedna dávka 

tvoří 5 µg. U NHPs byla prokázána přítomnost protilátek více neţ tři měsíce po očkování 

(novavax.com). Tato vakcína byla vyvinuta firmou Novavax a dokončila v dubnu 2016 fázi I 

testování. Byla podávána společně s Matrix-M, pomocnou látkou zaloţenou na saponinu, 

která zajišťuje CD4+ a CD8+ imunitní odpověď (clinicaltrials.gov). Tato vakcína podle 

clinicaltrials.gov dokončila v dubnu 2016 fázi I. 

Další vakcínou zaloţenou na VLPs je vakcína sloţená z KUN VLPs. KUN znamená Kunjin 

virus, Australský podtyp WNV(west nile virus) patřící do čeledi Flavivirů. KUN VLPs obsahují 

enkapsidované KUN replikony neboli RNA replikon Kunjin viru. Replikon představuje oblast 

genomu, která je tvořena iniciačním bodem pro replikaci a tou částí nukleové kuseliny, která 

je z tohoto místa replikována. KUN VLPs mohou infikovat a tím doručit replikonovou RNA do 

většiny savčích buněk včetně dendritických buněk. Při přípravě KUN replikonů byla 

odstraněna většina oblasti kódující strukturní geny. Tyto odstraněné strukturní geny v 

replikonové RNA jsou nahrazeny genem pro GP EBOV, který je pak exprimován ve velkém 

mnoţství díky samoreplikujícímu se charakteru replikonu RNA. Sekvence kódující wt GP 

EBOV Zaire byla naklonována do SP6 promotor KUN replikon vektoru (=SP6KUNrep5). 

Samotné KUN VLPs pak byly vytvořeny pomocí transfekce odpovídajících replikonových 

RNA pomocí Vero buněk (Reynard et al., 2011). 

V souvislosti s KUN VLPs probíhá v současnosti výzkum ohledně pouţití koňských IgG pro 

ochranu před EBOV. Koně byli naočkováni plazmidovou DNA kódující GP EBOV a její 

účinek byl podpořen KUN VLPs, také kódujících GP EBOV. Konkrétně byly pouţity KUN 

VLPs s D637L mutací, které zajistily ve studiích větší ochranu neţ VLPs kódující wt GP 
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EBOV. Po této vakcinaci začal koňský imunitní systém produkovat IgG proti EBOV, které 

byly z koní izolovány a poskytnuty makakům 24 hodin po tom, co byla makakům vpravena 

smrtelná dávka EBOV. Tyto koňské IgG ochránily makaky před smrtí a byly testovány i na 

morčatech, která byla při postexpoziční profylaxi EBOV díky těmto IgG také chráněna. Při 

pouţití koňských IgG se u některých pacientů objevily alergické reakce jako anafylaxe a 

sérová nemoc. Po upravení protokolu pro výrobu koňských IgG s důrazem na důkladnou 

purifikaci došlo ke zlepšení výsledků. Dostatečně purifikované IgG způsobují alergické 

reakce jen velmi zřídka. Koňské IgG a jejich bezpečnost se tedy dále budou testovat jako 

jeden z dalších moţných kandidátů na ochranu při postexpoziční profylaxi EBOV (Pyankov et 

al., 2017).  

 

5.5 VEEV VAKCÍNY 

Jedná se o RNA replikonové částice zaloţené na oslabeném VEEV (= Venezuelan equine 

encephalitis virus), exprimující na svém povrchu GP a NP EBOV. Vakcína je také 

označována jako VRP vakcína, coţ znamená VEEV replicon particle a byla zatím testována 

u NHPs. VRP exprimují na svém povrchu buď GP SEBOV nebo GP ZEBOV. Existují dva 

typy VRP, první obsahuje vektor se dvěma promotory 26S a geny pro GP EBOV jsou 

vloţeny „downstream― od zduplikovaného promotoru 26S, viz obr.č.7. U tohoto typu vektoru 

probíhá transkripce strukturních genů VEEV a zároveň i transkripce genů pro GP a NP 

EBOV, jeden promotor slouţí pro iniciaci transkripce strukturních genů a druhý pro iniciaci 

transkripce vloţených genů (Davis et al., 1996). Tento typ vektoru je v hostitelských buňkách 

schopný replikačního cyklu bez omezeného počtu. Druhý typ, replikonové vektory, obsahuje 

pouze jeden promotor. VEEV strukturní geny byly odstraněny a „downstream― od 26S 

promotoru nahrazeny heterologními geny pro GP SEBOV a ZEBOV. Odstranění strukturních 

genů VEEV zajistí, ţe v hostitelských buňkách proběhne jen jeden replikační cyklus VRP a 

jejich odstraněním se zároveň minimalizuje imunitní reakce proti vektoru (Pushko et al., 

2000).  

Obě vakcíny exprimující GP SEBOV nebo GP ZEBOV mohou být pouţívány společně, aby 

vytvořily ochranu proti SEBOV i ZEBOV (Pushko et al., 2000).  

VRP, společně s vakcínami zaloţenými na vektoru adenovirů a VSV, jsou zatím jediné 

vakcíny, u kterých byla potvrzena kompletní ochrana u NHPs uţ po jedné dávce vakcíny.  

V rámci testování VRP je třeba zjistit přesný mechanismus imunitní odpovědi a zároveň 

zjistit, na jak dlouho ji vakcína vyvolává (Herbert et al., 2013). I zde, jelikoţ se jedná o 

vakcínu zaloţenou na vektoru viru, je riziko jiţ vytvořené imunity proti VEEV, u většiny 

lidských a zvířecích populací ale nebyla zjištěna jiţ vytvořená imunita proti VEEV (Pushko et 

al., 2000). 
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Obrázek č.7: První vlákno představuje RNA VEEV, NSP jsou nonstrukturní proteiny, C-PE2-

E1 značí strukturní proteiny. Druhé vlákno představuje vektor s duplikovanými 26S 

promotory, které jsou označeny šipkami. „Gene1“ by pak v našem případě značil gen 

kódující GP nebo NP EBOV. Ostatní vlákna pak zobrazují, že lze přidat více genů. Zdroj 

obrázku: www.researchgate.net 

 

5.6 OSLABENÝ EBOV POMOCÍ H2O2 

Jako vakcína proti EBOV je testována i oslabená forma EBOV. Jiţ v minulosti byla snaha 

EBOV oslabit pomocí vysokých teplot, formalinu nebo gama záření, ale ţádná z těchto 

metod nezajistila dostatečnou ochranu před EBOV u NHPs. Gama záření způsobuje 

hydroxylaci a dehydroxylaci aminokyselin, štěpí polypeptidovou kostru a uvolňuje volné 

radikály, které mohou poškodit antigenní části epitopů. Tím tedy ovlivňuje antigenitu a tím 

pádem účinnost vakcíny (Marzi et al., 2015). Novější přístup spočívá v odstranění VP30, 

nezbytného aktivátoru virové transkripce. cDNA klonu ZEBOV byl odstraněn ORF pro VP30 

a nahrazen genem pro neomycin (Halfmann et al., 2008). 

 Tím vznikl EBOVΔVP30. Po odstranění VP30 sice nebyly zaznamenány ţádné mutace nebo 

rekombinace, ale kvůli obavám z těchto potenciálních nebezpečí byla EBOVΔVP30 ještě 

upravena pomocí H2O2. Byl pouţit 3% roztok H2O2 a nechal se působit 4 hodiny na ledu. 

H2O2 způsobí zlomy v DNA nebo RNA a tím inaktivuje virus, aniţ by výrazně ovlivnil jeho 

antigenitu. To zajistilo kompletní inaktivaci viru EBOV. Úprava pomocí H2O2 sice také lehce 

sníţila antigenitu EBOV, ale ne nijak výrazně a navíc je mnohem bezpečnější neţ předchozí 

verze inaktivovaného EBOV. EBOVΔVP30 upravená pomocí H2O2 vyvolala IgG odpověď a 
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ochránila NHPs před smrtí. Dávka pouţitá u NHPs byla dvakrát po sobě 107 PFU, jedna 

dávka totiţ neochránila NHPs před samotnou infekcí, ale všechna zvířata i tak přeţila (Marzi 

et al., 2015). 

Velkou výhodou této vakcíny je prezentace všech virových proteinů, nejen GP jak je to u 

většiny ostatních vakcín proti EBOV (Marzi et al., 2015). 

 

5.7 RABV/EBOV VAKCÍNA 

RABV/EBOV vakcína je zaloţena na RABV, viru vztekliny patřící do čeledi Flaviviry. 

Existují tři typy vakcíny proti EBOV, RABV schopný replikace, RABV neschopný replikace a 

chemicky inaktivovaný RABV, všechny exprimující GP EBOV. RABV schopná replikace 

zajistila u NHPs 100 % ochranu před EBOV, zbylé dvě jen 50 %. Vakcína vektoru RABV 

exprimujícího GP EBOV se testovala v polyvalentní verzi společně s inaktivovaným RABV. 

RABV byl inaktivován pomocí beta-propiolaktonu a tato forma se standardně vyuţívá při 

vakcinaci proti vzteklině u lidí. Testovaná polyvaletní verze pak chrání i před vzteklinou 

způsobenou RABV, protilátky se u testovaných zvířat vytvořily proti G RABV i proti GP 

EBOV. V Africe je RABV stále problémem, ročně zde zabije více neţ 24 000 lidí a proto je 

snaha o vytvoření polyvalentní vakcíny, která bude chránit proti RABV i EBOV zároveň 

(Blaney et al., 2013).  

Inaktivovaná vakcína je označena jako INAC-BNSP333-GP a k její inaktivaci se také pouţívá 

beta-propiolakton. Další dvě jsou replikace schopná BNSP333-GP a BNSP333ΔG-GP. 

BNSP333ΔG-GP má odstraněn celý gen pro G RABV a není schopná replikace. Výchozí 

vektor BNSP333 byl vytvořen pomocí změny aminokyseliny 333 G RABV z ARG na GLU. 

Sekvence kódující GP ZEBOV byla vloţena mezi sekvence genů N a P kódujících 

nukleoprotein a fosfoprotein (viz obr.č.8) (Blaney et al., 2011).  
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       Obrázek č.8: BSNP333 je vektor založený na RABV, druhé vlákno představuje RABV vektor  

        kódující GP ZEBOV, třetí vlákno má vložený gen pro GP ZEBOV a čtvrté gen pro GP 

SEBOV. Zkratka "co" značí, že při přípravě došlo k optimalizaci kodonů. Zdroj obrázku: Willet 

et al., 2015 

 

        Vzhledem k 50 % účinnosti došlo u inaktivované vakcíny RABV/EBOV k úpravě genu 

kódujícího EBOV GP pomocí optimalizace kodonů. Optimalizace kodonů znamená změnu 

kodonů pouţitých v transgenu pomocí mutace, aniţ by došlo ke změně sekvence 

aminokyselin syntetizovaného proteinu. Dochází k náhradě řídce se vyskytujících kodonů za 

kodony hojně se vyskytující. Exprese cizorodých proteinů můţe být nízká a právě 

optimalizací kodonů se často dosáhne zvýšení míry exprese proteinu, který je kódován 

genem s optimalizovanými kodony. Tím pádem se zároveň zvýší i efektivita vakcíny. Takto 

byla upravena předešlá verze BNSP333-ZGP kódující GP ZEBOV na BNSP333-coZGP s 

optimalizovanými kodony. Optimalizací kodonů se docílilo vyšší exprese EBOV GP u RABV 

virionů a tím vyšší účinnosti vakcíny u testovaných zvířat (Willet et al., 2015). 

       Vektor BNSP333-coZGP inaktivovaný beta-propiolaktonem byl nazván jako vakcína 

FILORAB1. Vakcína FILORAB1 byla u NHPs ve fázi II testována v kombinaci s 

glukopyranosyl lipidem A (GLA-SE). Pouţití GLA-SE společně s FILORAB1 zvýšilo účinnost 

vakcíny na 100% před smrtelnou infekcí EBOV a zároveň se vytvořila dostatečná míra 

protilátek proti RABV, potřebná pro ochranu před RABV. Pro úplnou ochranu bylo třeba 

podat 2 aţ 3 dávky vakcíny. Při testování kombinace těchto látek se nevyskytly ţádné váţné 

vedlejší účinky. Vakcína inaktivovaného RABV můţe být navíc přetvořena do formy 

lyofilizovaného prášku, aniţ by ztratila antigenitu (Johnson et al., 2016). 

        Při výzkumu na myších různé typy vakcín dosáhly od 60 % do 100 % úspěšnosti, 60 % měla 

vakcína BNSP333-GP, všechny ostatní typy měly 90-100 % úspěšnost. FILORAB1 je díky 

omezenému růstu, sníţené neurovirulenci a zároveň účinné ochraně proti RABV i EBOV 

infekci zvaţována pro pouţití při očkování divokých zvířat, především NHPs. Zároveň je 
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velkou výhodou i moţnost orální aplikace této vakcíny. FILORAB1 je vytvořena na základě 

oslabené SAD B19 vakcíny schopné replikace, zaloţené také na RABV, ale při přípravě 

FILORAB1 byl navíc do SAD B19 vloţen gen kódující GP EBOV. Nad v současnosti 

pouţívanou SAD B19 má FILORAB1 výhodu vyšší bezpečnosti, při testování se nevyskytly 

ţádné vedlejší účinky a FILORAB1 navíc chrání před EBOV i RABV. Prevence u NHPs je 

důleţitá pro omezení přenosu EBOV na lidi a vypuknutí epidemie (Blaney et al., 2011 a 

Walsh et al., 2017). 

       Vakcíny RABV/EBOV bude ještě třeba dále testovat, ale uţ teď je jisté, ţe celkově jsou RABV 

vakcíny proti EBOV jedny z nejbezpečnějších dostupných vakcín proti EBOV (Willet et al., 

2015) 

 

5.8 HPIV 3 VAKCÍNA 

Vakcína zaloţená na lidském viru parainfluenzy typu 3 (HPIV3), čeledi Paramyxoviry, 

exprimující GP ZEBOV je vakcína schopná replikace, i kdyţ její schopnost replikace je 

značně omezená. I zde je rizikem jiţ existující imunita proti vektoru HPIV3 (Bukreyev et al., 

2009). V klinických studiích na NHPs byla prokázána jako účinná a asymptomatická 

(DiNapoli et al., 2010). 

EBOV má jen jeden transmembránový povrchový protein GP, HPIV3 má dva – HN 

(hemaglutinin-neuraminidázu) a F (fúzní protein). Ve studiích se osvědčil  

HPIV3/ΔF-HN/EboGP model vakcíny. Ten vychází z původního modelu, HPIV3/EboGP. 

HPIV3/EboGP byl vytvořen vloţením sekvence kódující GP EBOV do genomu HPIV3 mezi 

geny P a M. Tento modelový vektor na svém povrchu exprimuje tři povrchové proteiny,  

F HPIV3, HN HPIV3 a GP EBOV. Později byl tento model ještě upraven odstraněním F a HN 

genů HPIV3 a tím vzniknul nový model HPIV3/ΔF-HN/EboGP, který kóduje uţ jen GP EBOV. 

Ještě existuje model HPIV3/ΔF-HN/EboGPct, který vychází z HPIV3/ΔF-HN/EboGP, ale 

navíc je CT GP EBOV nahrazen CT F proteinu HPIV3. CT je intracelulární doména neboli 

cytoplasmic tail. Nahrazení CT bylo provedeno kvůli moţnosti, ţe CT GP je kompatibilní s 

„internal proteins― (proteiny uvnitř kapsidy) HPIV3 a tato kompatibilita by pak ovlivňovala 

produkci infekčních částic (Bukreyev et al., 2009). 

Odstraněním genů pro HN a F došlo ke zrušení kompetice mezi HN a F proteiny a to, 

společně s přítomností pouze GP EBOV jako povrchového proteinu, vedlo k silnější imunitní 

reakci. HPIV3/ΔF-HN/EboGP je výhodnější neţ HPIV3/EboGP i kvůli tomu, ţe odstraněním 

HN a F genů by měla být vakcína více odolná vůči jiţ dříve vytvořené imunitě proti HPIV3 a 

navíc se tímto odstraněním dosáhlo i ještě většího oslabení vakcíny, proto je 

 HPIV3/ΔF-HN/EboGP bezpečnější (Bukreyev et al., 2009). HPIV3/EboGP dokončila 

v listopadu 2016 fázi I (clinicaltrials.gov). 
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Vakcína se aplikuje intranazálně, coţ znamená, ţe je aplikována na sliznici nosu a 

nosohltanu. Intranazální aplikace brání přenosu patogenů přenášených krví a také pro tuto 

formu aplikace vakcíny není třeba vysoce proškolený zdravotnický personál (Bukreyev et al., 

2006).  

V souvislosti s Paramyxoviry se mluví ještě o vektoru ptačího NDV (Newcastle disease 

virus), který je zaloţen na stejném principu jako HPIV3 vektor. Uvaţuje se o kombinaci NDV 

a HPIV3 pro podpoření efektu, stejně jako je to u Ad26 společně s MVA (DiNapoli et al., 

2010). 

 

5.9 GAMEVAC-COMBI VAKCÍNA 

Jedná se o heterologní vakcínu tvořenou vektorem VSV a Ad5 kódujících GP ZEBOV proti 

Ebole. Tato heterologní vakcína zajišťuje silnější imunitní reakci neţ samotná homologní 

vakcína rVSV. rAd5 zde v tomto případě funguje jako zesilovač účinku. Ve studiích byla 

kombinována dávka 2,5 x 107 PFU VSV a 2,5 x 1011 virových částic rAd5. U všech 

naočkovaných pacientů vyvolala vakcína zvýšení hladiny protilátek proti ZEBOV do 28 dnů 

po očkování (Dolzhikova et al., 2017). Podle clinicaltrials.gov probíhá fáze IV testování, která 

by měla být ukončena v červenci 2019. 

 

6. LÉKY 

 

6.1 LÉKY, U KTERÝCH PROBÍHÁ VYHODNOCOVÁNÍ KLINICKÝCH TESTŮ  

6.1.1 FAVIPIRAVIR  

Favipiravir je nukleotidový analog inhibující virovou RNA dependentní RNA polymerázu 

(Sangawa et al., 2013). Favipiravir byl vytvořen v Japonsku, kde uţ byl i schválen pro léčbu 

chřipky. Při klinických testech pro pouţití proti chřipkovému viru byla dokázána jeho 

bezpečnost pro lidi a jeho aktivita proti EBOV byla dokázána u myší (Sissoko et al., 2016). 

Testování Favipiraviru začlo na přelomu roků 2014/2015 v Guinee a bylo pojmenováno jako 

JIKI trial. Lék byl podáván pacientům s EVD (ebola virus disease) orálně a léčba trvala  

10 dní. První den dostali pacienti dávku 6 g, dalších zbývajících 9 dní dostali dávku 2,4 g. 

Jedna tableta obsahuje 200 mg léčiva, první den tedy pacient musí spolknout 30 tablet 

(WHO,2015b). 

Výsledky JIKI trial ukazují, ţe úmrtnost významně souvisela s mírou virémie a monoterapie 

(léčba jedním lékem) bude pravděpodobně málo účinná u pacientů s vysokou virémií. Další 

výzkum ohledně Favipariviru by měl být zaměřený hlavně na pacienty se střední aţ vysokou 

virémií, konkrétně na pacienty s hodnotou CT ≥ 20 nebo pacienty s virovou nákazou pod  



20 
 

108 kopií genomu na ml krve. Při klinických testech byla nejniţší mortalita právě u pacientů s 

CT ≥ 20 a v průběhu léčby u nich výrazně klesla virémie. U skupiny s CT ≥ 25 pak všichni 

pacienti přeţili. Naopak pacienti s CT < 20 měli 90% úmrtnost a virémie v průběhu léčby 

neklesla, tudíţ se nepředpokládá, ţe by další výzkum u těchto pacientů přinesl úspěch.  

60 účastníků testů zemřelo, 51 přeţilo. Všichni účastníci testu dostali Favipiravir.  

U neléčených pacientů se za hraniční hodnotu povaţuje počet 106 kopií viru na ml krve.  

U pacientů, kteří mají více neţ 106 kopií viru na ml krve, je pravděpodobnost přeţití menţí 

neţ 15%, u pacientů s počtem kopií 105 na ml krve je pravděpodobnost přeţití méně neţ 

40%. Úmrtnost u pacientů s počtem nad 106 kopií na ml krve byla 60,37%, u pacientů s 

počtem pod 106 kopií na ml krve byla 39,02% (Ji et al., 2016).  

U přeţivších uběhlo od počátku účinkování Favipiraviru do odeznění příznaků nemoci 

průměrně 9 dní. Část pacientů dostala první dávku Favipiraviru do 72 hodin po projevení 

prvních příznaků, druhá část pacientů obdrţela Favipiravir po více neţ 72 hodinách od 

prvních projevů infekce, ale u těchto dvou skupin nebyl ţádný rozdíl v hodnotách Ct (Sissoko 

et al., 2016). 

6.1.2 ZMAPP 

ZMapp se skládá z tří monoklonálních chimerických protilátek (mAbs) c13C6, c2G4 a c4G7. 

Všechny rozeznávají a cílí na povrchový glykoprotein EBOV kmene Zaire. Bylo prokázáno, 

ţe tyto mAbs jsou schopny neutralizovat viriony EBOV in vitro (Whitmer et al., 2016). mAbs 

jsou chimerické, to znamená, ţe část protilátky odpovídající za kontakt s antigenem je 

myšího původu, zbytek protilátky je lidského původu. mAbs byly vyprodukovány geneticky 

upraveným tabákovníkem Nicotiana benthamiana (Davidson et al., 2015). 

Při testování na NHPs byl ZMapp schopen ochránit 100% testovaných zvířat, pokud byl 

podán do 5 dní po vystavení EBOV. Testování ZMappu právě probíhá v Liberii pod názvem 

PREVAIL trial. Výsledky druhé fáze PREVAIL trial ukázaly, ţe ze 36 pacientů, kteří obdrţeli 

ZMapp nepřeţilo osm pacientů. To znamená, ţe míra úmrtnosti byla 22%. Zároveň se u 

pacientů, kteří obdrţeli ZMapp nevyskytly ţádné vedlejší účinky, ZMapp se tedy jeví jako 

velmi bezpečný lék (The PREVAIL II Writing Group, 2016). 

6.1.3 TKM-100802 

Při výrobě účinné látky pro léčbu infekce EBOV se pouţívají i siRNA, které cílí na ZEBOV 

RNA polymerázu L proteinu. Tyto siRNA jsou enkapsulovány do stabilních částic z lipidů a 

nukleových kyselin (SNALPs). Do SNALPs byla vloţena kombinace tří siRNA, EK-1 cílící na 

RNA polymerázu L proteinu kmene ZEBOV, VP24-1160 cílící na VP24 a VP35-855 cílící na 

VP35. Uţ samotná EK-1 byla schopna zabránit replikaci ZEBOV a tím ochránit morčata 

infikovaná ZEBOV. V současných studiích na NHPs se ale vyuţívá směs tří výše uvedených 
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siRNA, díky čemuţ je virus inaktivován ve třech různých stádiích jeho ţivotního cyklu. Tato 

směs uţ prošla částí klinických testů, při kterých byla schopna ochránit makaky před smrtí 

vlivem EBOV (Geisbert et al., 2010). 

Kombinace siRNA EK-1, VP24-1160 a VP35-855 byla označena jako TKM-100802. Jedná se 

o inhibitor RNA, schopný katalyticky štěpit virovou RNA uvnitř buňky (Kraft et al., 2015). 

Podle WHO a clinicaltrials.gov je aktuálně testování této látky pozastaveno, jelikoţ se při 

klinických testech ve fázi I u testovaných jedinců vyskytly vedlejší účinky jako je nevolnost, 

bolest na hrudi a zrychlený srdeční tep. 

 

6.2 LÉKY PRO KTERÉ BRZY ZAČNOU KLINICKÉ TESTY 

6.2.1 MIL-77 

MIL-77 je lék, který je zaloţen na Zmapp. Jedná se o směs 2 monoklonálních protilátek 13C6 

a 2G4. Narozdíl od Zmapp jsou ale protilátky tvořící MIL-77 produkovány modifikovanými 

CHO buňkami, díky čemuţ dochází k izolaci většího mnoţství protilátek, neţ je tomu z 

tabákovníku. I účinnost se zatím ukazuje podobná jako u Zmapp, léky byly ale zatím 

zkoušeny jen u NHPs (Zheng et al., 2016). Také je potřeba ještě více prozkoumat samotné 

CHO buňky, jejichţ kompletní charakteristika zatím není dokončena (WHO,2015b). 

6.2.2 AVI-7537  

Další moţností léčby infekce způsobenou EBOV jsou PMO. PMO znamená fosforodiamidové 

morfolino-oligomery, které jsou velmi odolné proti degradaci. Jsou to syntetické molekuly, 

podobné nukleovým kyselinám. PMO fungují jako sterické blokátory vázající se na RNA a tím 

blokují navázání jiných molekul, například sloţek podílejících se na sestřihu nebo na 

translaci. Tímto mechanismem jsou schopné inhibovat genovou expresi EBOV. Do buněk 

vstupují PMO konjugací pomocí peptidů schopných penetrovat buňky (PPMO). PMO pro 

léčbu EBOV byly navrţeny tak, aby odpovídaly genové sekvenci EBOV 

( L,VP24, VP30, VP40, VP35, GP a NP) a aby byly schopné vázat virovou RNA. 

Nejefektivnější je, kdyţ PMO působí v místě iniciace translace. Proto se předpokládá, ţe pro 

EBOV bude nejefektivnější PMO cílící na VP35 a VP24, které také u myší ukázaly větší míru 

přeţivších. V poslední době se testuje hlavně PMO cílící na VP24, známý pod názvem  

AVI-7537. AVI-7537 je PMO oligomer, který se váţe přímo do transkriptu VP24 RNA. VP24 

protein inhibuje odpověď interferonů prvního typu, takţe inhibice VP24 vede i ke zvýšení 

hostitelské imunitní odpovědi. VP24 také tvoří homodimery vázající VP35 nebo NP. VP35 a 

NP jsou důleţité při přechodu z virové replikace do virové transkripce, coţ je klíčový bod v 

ţivotním cyklu viru a AVI-7537 by tím pádem mohl mít vliv právě na tento klíčový bod 

(Iversen et al., 2012).  
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6.2.3 BCX-4430 

BCX-4430 je syntetický adenosinový analog. Inhibuje aktivitu virové RNA polymerázy tím, ţe 

se chová jako ―non obligate RNA chain terminator‖ vázající se na konec RNA. Non obligate 

RNA chain terminátor způsobí, ţe se právě začleněný nukleotid chová jako terminátor. I kdyţ 

by RNA mohla být dále elongována, dojde k předčasné terminaci transkripce a replikace 

virové RNA (Potisopon et al., 2016). K celému mechanismu je potřeba anabolismus původní 

sloučeniny na BCX4430-trifosfát (BCX4430-TP), který se pak po odštěpení dvou pyrofosfátů 

jako BCX4430-monofosfát začlení do vznikajícího vlákna virové RNA a tím způsobí, ţe se 

poslední začleněný nukleotid chová jako terminátor (Warren et al., 2014). 

Mimo výzkumu EBOV se BCX-4430 zkoumal i v souvislosti s léčbou ţluté zimnice (Julander 

et al., 2014). 

6.2.4 RNAPC2  

rNAPc2 je látka, která tlumí zánět, zabraňuje sráţení krve a celkově zmírňuje příznaky 

nákazy. Jedná se o rekombinantní protisráţlivý protein c2 hlístic (Nematoda), původně 

izolován ze slin měchovce Ancylostoma caninum. rNAPc2 je protein sloţen z  

85 aminokyselin, inhibitor serinové proteázy, který přímo inhibuje katalytický komplex 

aktivujícího faktoru fVIIa/TF (Lee et al., 2001). fVIIa je tkáňový faktor spouštějící sráţení krve. 

Protisráţlivý efekt způsobený inhibicí fVIIa faktoru pomocí rNAPc2 byl jiţ prokázán při 

klinickém testování během fáze II při ortopedických operacích a náhradách cév 

(revaskularizace) a při léčbě klinické trombózy. Zároveň bylo při tomto testování dokázáno, 

ţe je rNAPc2 pro lidi bezpečný. Ve studiích týkajících se EBOV byl rNAPc2 zatím podán 

makakům, přičemţ přeţilo 33% testovaných makaků (Geisbert et al., 2003).  

 

6.3 LÉKY SE SLIBNÝMI ÚČINKY PROTI EBOV, U KTERÝCH ALE BYLA NA ZÁKLADĚ 

NEJNOVĚJŠÍCH DAT POZASTAVENA MOŢNOST SPUŠTĚNÍ KLINICKÝCH TESTŮ V 

BLÍZKÉ DOBĚ 

6.3.1 BRINCIDOFOVIR  

Brincidofovir je nukleotidový analog, konjugát cidofoviru. Cidofovir je taktéţ nukleotidový 

analog, který tvoří nitrobuněčný substrát kompetující s virovou DNA polymerázou, je tedy 

účinný proti dsDNA virům. Cidofovir byl výchozí látkou pro brincidofovir, který taktéţ účinkuje 

proti dsDNA virům (Dunning et al., 2016). Původně byl vytvořen proti CMV- cytomegaloviru, 

ale in vitro byla zjištěna i aktivita proti EBOV. V roce 2015 bylo v Libérii zahájeno testování, 

fáze I ale skončila předčasně jednak kvůli nedostatku pacientů ochotných se nechat testovat 

a hlavně kvůli staţení této látky z testů samotnou firmou Chimerix, USA, která ji navrhla. 

 Veškeré testování je v současné době přerušené (WHO,2015b). 
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6.3.2 KREVNÍ PLASMA REKONVALESCENTŮ 

Plazma rekonvalescentů jiţ byla vyuţita při testování léčení infekce virem ptačí chřipky 

H5N1. Při léčbě eboly byla plazma rekonvalescentů vyuţita poprvé v Kikwitu v roce 1995, 

kdy pět uzdravujících se pacientů po nákaze EBOV darovalo krev osmi pacientům 

prodělávajícím infekci EBOV. U těchto osmi pacientů byly v krvi diagnostikovány EBOV 

antigeny. Krev přeţivších pacientů obsahovala IgG a IgM protilátky proti EBOV a 

neobsahovala ţádné EBOV antigeny. Pacienti, kteří obdrţeli transfuzi, prodělali infekci s 

podobnými příznaky, které jsou typické pro nákazu EBOV (Mupapa et al., 1999). Úmrtnost 

byla 12,5%, tzn. přeţilo sedm z osmi pacientů. Všech sedm přeţivších pacientů obdrţelo 

krevní transfuzi druhý týden infekce EBOV. Pacient, který zemřel, obdrţel transfuzi jiţ 4. den 

nákazy EBOV (Kraft et al., 2015). 

Během roku 2015 probíhaly v Liberii a Guinei fáze II a III testování, testování ale bylo 

pozastaveno kvůli nulovým případům nákazy EBOV (WHO,2015a). 

Plazma rekonvalescentů potřebuje další testování, kaţdopádně to není standardní forma 

léčby. Je třeba mít k dispozici krev pacientů zotavující se z nákazy EBOV a zároveň se neví, 

jak moc se plazma podílela na uzdravení, případně která její sloţka konkrétně (Kraft et al., 

2015). 
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7. ZÁVĚR 

V současnosti probíhá testování několika vakcín a léků, které se jeví velmi nadějně pro léčbu 

EVD. Většina vakcín je připravena na principu oslabeného virového vektoru exprimujícího na 

svém povrchu GP EBOV. Některé z vakcín a léků by se v případě vypuknutí další epidemie 

jiţ daly pouţít. Z vakcín to jsou rVSV-ZEBOV a chAd3, z léků pak ZMapp a Favipiravir.  

Vakcíny ChAd3 a rVSV-ZEBOV jsou dva nejvíce diskutovaní a pravděpodobně zatím 

nejvhodnější kandidáti, jejich výhody byly popsány výše, co se nevýhod týče, u rVSV-ZEBOV 

je nejvíc diskutovaná bezpečnost. rVSV vakcína je sice tvořena oslabeným virem, který je ale 

pořád schopný replikace, coţ sice výrazně zvyšuje účinnost vakcíny, ale zároveň to můţe 

představovat potenciální nebezpečí pro očkovaného pacienta. To dokazují i vedlejší účinky, 

které byly u rVSV váţnější neţ u ChAd3, např. artritida a koţní léze. Sníţení dávky rVSV na 

eliminaci neţádoucích účinků nemělo vliv. ChAd3 sice není schopná úplné replikace, ale její 

nevýhodou je moţnost, ţe část lidské populace jiţ ve svém těle má protilátky proti 

adenovirovému vektoru a to by oslabilo účinnost vakcíny. U ChAd3 není míra těchto jiţ 

vytvořených protilátek tak vysoká jako u Ad5, i tak je ale potřeba získat další poznatky v 

dalších fázích výzkumu. U rVSV vakcíny je míra jiţ existujících protilátek v organismu 

zanedbatelná (Geisbert et al., 2008).  

Výhodou Favipiraviru je fakt, ţe je jiţ schválen v Japonsku pro léčbu chřipky a proto je k 

dispozici dostatek dat ohledně bezpečnosti. Nevýhodou tohoto léku je účinnost podle hodnot 

CT, na průběh infekce u pacientů s CT < 20 Favipiravir neměl ţádný vliv. (Sissoko et al., 

2016). Lék ZMapp ještě potřebuje další testování, výhodou je jeho bezpečnost prokázaná v 

probíhajícím testování PREVAIL trial. I jeho účinnost se jeví poměrně dobře, úmrtnost při 

podání ZMappu dosáhla 22% (The PREVAIL II Writing Group, 2016). 

Zároveň se neustále vyvíjí a testuje další mnoţství léčiv a s trochou štěstí je více neţ 

pravděpodobné, ţe na další epidemii EVD jiţ bude svět připraven s účinnou vakcínou pro 

prevenci a efektivní moţností léčby osob infikovaných EBOV. 
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