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SEZNAM ZKRATEK

Ad - adenoviry

Ad26 - adenovirus typu 26

Ad35 - adenovirus typu 35

Ad5 - adenovirus typu 5

CMV - Cytomegalovirus

dpd - dependentni

EBOV - Ebola virus

EVD - onemocnéni zplsobené virem eboly (Ebola virus disease)
eVLP - ebola VLP

GP - glykoprotein

HPIV3 - lidsky virus parainfluenzy typu 3

ChAd3 - vektor zalozeny na Simpanzim adenoviru typu 3

IgG - imunoglobulin G

IgM - imunoglobulin M

kb - kilobaze

MARYV - marburg virus

MVA - modifikovany vakcinia virus Ankara

mVLP - marburg VLP

NHPs - subhumanni primati (hon-human primates)

NP - nukleoprotein

PFU - pocet virovych €astic tvoricich plaky na jednotku objemu (plaque forming units)
PU - pocet virovych Eastic (viral particle units)

RABYV - virus vztekliny

rAd5 - rekombinantni vektor zaloZzeny na adenoviru typu 5
rNAPc2 - rekombinantni protisraZzlivy c2 protein hlistic

rVSV - rekombinantni virus vesikularni stomatitidy

SEBOV - Ebola virus kmen Sudan

siRNA - kratké RNA schopné interference (small interfering RNA)
TAFV - Tai forest Ebola virus

VEEV - virus venezuelské koriské encefalitidy (venezuelan equine encephalitis virus)
VLPs - syntetické virové €astice (virus like particles)

VSV - virus vezikularni stomatitidy

wt - puvodni druh nachazejici se v pfirodé (wild-type)

ZEBOQV - Ebola virus kmen Zaire



ABSTRAKT

Ebola virus je velmi nebezpeény vzhledem k vysoké umrtnosti a nedostupnosti vakciny nebo
Ieku schvalenych pro pouZiti pro vefejnost. Od prvni epidemie v roce 1976 bylo
zaznamenano vice nez 31 000 nakazenych lidi, z toho téméf 13 000 nakazu neprezilo
(cdc.gov). Ebola virus se obvykle drzi v zemich zapadni Afriky, na ostatni kontinenty se v
historii dostal jen ojedinéle a pokazdé se jednalo pouze o jedince. Vyjimkou je kmen Reston,
ktery pochazi z Filipin a v roce 1989 se pfi transportu makaku z Filipin dostal do USA. Kmen
Reston sice mize nakazit lidi, ale zatim neni znamy pfipad ¢lovéka, ktery by na nakazu
kmenem Reston zemfel (who.int). Tento pfipad byl vSak varovnym signalem pro to, jak
jednoduchy je pfenos eboly na dalSi kontinenty a pokud by se jednalo o néktery ze smrticich
kmenu, nasledky by byly fatalni. Ebola pfedstavuje hrozbu, proti které je nutné vyvinout
ucinnou vakcinu a lék. Tato bakalafska prace se zabyva virem Ebola, jeho genomem,
zivotnim cyklem a pfedev§im moznosti terapie infekce zpUusobené timto virem. Zaméfuje se

na v soucasnosti testované vakciny i léky proti infekci virem Ebola.

Klicova slova: Filoviry, ebola, vakciny, 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



1. Uvobp

Ebola virus je spole¢né s marburg a cuevavirem zastupcem celedi Filovird. Cuevavirus byl
objeven ve Spanélsku v roce 2002 u netopyrd, jedingm znamym kmenem je Lloviu virus.
Zatim neni znama infekce ¢lovéka timto virem (Negredo et al., 2011). Marburg virus byl
objeven v roce 1967 v némeckych laboratofich u pracovniku starajicich se o opice
pochazejici z Ugandy. Kromé tohoto ojedinélého vyskytu v roce 1967 v Némecku a dneSnim
Srbsku se marburg virus vyskytuje v Africe, v zemich jako Uganda, Kefia a Kongo.
Rezervoarem marburg viru jsou kaloni, virus se pfenasi télnimi tekutinami. Marburg virus je
puvodcem hemoragické hore¢ky, umrtnost se li§i mezi epidemiemi, pohybuje se mezi

virus. Rezervoarem viru jsou kaloni (Hoffman et al., 2016). Je pfenasen télnimi tekutinami a
zpusobuje hemoragickou horecku. Ebola virus ma pét kmenu - Zaire, Sudan, Reston, Tai
Forest a Bundibugyo. Umrtnost se pohybuje mezi 60 az 90%, nejnebezpeénéjsi je kmen
Zaire s umrtnosti 79 - 90%. Umrtnost kmene Sudan je 54%, kmene Bundibugyo 32%, kmeny
Reston a Tai Forest zatim nikoho nezahubily ( Laupland et al., 2014). Ebola virus je rozSifen
hlavné v zemich zapadni a centralni Afriky, napfiklad v Guinei, Sierra Leone, Libérii,
Gabonu, Kongo, JiZznim Sudanu a v Ugandé. Ebola virus se poprvé objevil v roce 1976 ve
dnesni Demokratické republice Kongo, kde se jednalo o kmen Zaire. Ve stejném roce se v
dnesnim JiZznim Sudanu objevil kmen Sudan. Nejvétsi epidemie probéhla v letech 2013 a
2014 v Guinei, odkud se poté rozsifila od okolnich statu. Posledni epidemie byla
zaznamenana mezi roky 2014 a 2016 opét v Sierra Leone, Guinee a Libérii. Dosavadni 1é¢ba
spocivala v podpurné |é¢bé pFiznaku, to znamena rehydratace pacienta, prokysli¢eni a Ié¢ba
pfipadnych dalSich infekci (cdc.gov). | kdyz v sou€asnosti poCet nakazenych klesa, stale je
prioritou vyvoj ucinné vakciny a léku pro zvladnuti dalSi epidemie. Cilem této bakalarské
prace je pfedstavit virus Ebola a pfedevSim shrnout sou€asny stav vyvoje vakcin a IéCiv proti

viru Eboly.



2. FILOVIRY

2.1 KLASIFIKACE FILOVIRU

Filoviry patfi spole¢né s Rhabdoviry, Paramyxoviry a Bornaviry do fadu Mononegavirales.
Rody patfici do Celedi Filoviridae jsou Ebola virus, Marburg virus a Cueva virus. U EBOV je

znamych pét druhu viru - Zaire, Sudan, Reston, Tai Forest a Bundibugyo.

2.2 GENOM EBOLA VIRU

EBOV je obaleny virus s helikalni kapsidou (viz obr.€.1). Genom EBOV tvofi negativni
nesegmentovana jednoviaknova RNA a jeho velikost je 19 kb. RNA ma sedm gend,
transkribovanych do sedmi mRNA. Tyto mRNA koéduji osm protein(i diky tomu, Ze protein
sGP je jako jediny translatovan z needitované mRNA, vSechny ostatni proteiny jsou
translatovany z editovanych mRNA. Na koncich vlakna RNA jsou kratké oblasti nazyvané
jako ,leader” a ,trailer®, které obsahuji enkapsidacni signal a transkripCni a replikaéni
promotory (Klenk et al., 2004).

VP40, VP24:
Proteins enable

virus reproduction &)
Mucleoprotein & 'ﬂ?)
k3
RMNA genome ?9
Viral
envelope

Glycoprotein

Obrazek ¢. 1: Obaleny EBOV s helikalni kapsidou, zdroj obrazku: jonlieffmd.com

2.3 PROTEINY KODOVANE GENOMEM EBOV

Sedm proteint EBOV je strukturnich - NP, VP35, VP40, GP, VP30, VP24, L a jeden je
nestrukturni - sGP (viz obr.€.2). Nukleoprotein NP se podili na enkapsidaci RNA a pfechodu
z transkripce do replikace (Klenk et al., 2004). VP30 je spojen s nukleokapsidou, vaze RNA a
slouzi jako ,enhancer” pro virovou transkripci. VP35 je antagonistou interferonu |.typu,
blokuje aktivaci jejich regulacniho faktoru 3 a pravdépodobné zaroven zabrariuje transkripci
interferonu B (Geisbert et al., 2010). Proteiny L a VP35 se podili na tvorbé polymerazového

komplexu dulezitého pro transkripci a replikaci EBOV genomu. L protein také zajiStuje RNA



dependentni RNA polymerazovou aktivitu celého komplexu. Cilenim uc€innych latek na L
protein se témér zcela zamezi syntéze RNA (Geisbert et al., 2010). NP, VP35, VP30 a L jsou
dalezité pro formovani virové nukleokapsidy a jsou zcela nezbytné pro virovou tranksripci.
Dal$im proteinem je VP40, coz je matrixovy protein nezbytny pro puceni a obaleni virion(.
V infikovanych bunkach asociuje VP40 s membranami pozdné endosomalniho
kompartmentu. VP24 je také matrixovym proteinem. VP24 protein inhibuje odpovéd
interferond prvniho typu a také tvofi homodimery vazajici VP35 nebo NP (lversen et al.,
2012).

Ctvrty gen kdduje dva proteiny. Jednim z nich je povrchovy GP, glykoprotein tvofici obal
EBOV a hrajici hlavni roli pfi vstupu virionu do buriky. Zajistuje vazbu virionu k receptoriim
hostitelské buriky a zaroven je jednim z hlavnich faktor(l patogenity viru (Feldmann et al.,
1996). Druhym proteinem kédovanym &tvrtym genem je nestrukturni protein sGP (soluble
GP), ktery je na rozdil od GP translatovan z needitované mRNA. sGP navic neni
inkorporovan do virovych &astic, ale je sekretovan z infikovanych bunék. Jeho funkce zatim

neni plné znama (viralzone.expasy.org.).

EBOV Zaire
leader ¥ a ¥ ¥ trailer
s Wp_Hveas] = S
18957 nts
EBOV Reston
leader A " \ trailer
Iwd NP MVP35 VP30 |-. L s 5
18890 nts

Obr.¢.2: Genom kmene Zaire a Reston. Bile jsou oznaceny geny kodujici nukleokapsidové
proteiny, $edé geny kédujici matrix a povrchové proteiny. Sipky naznacuji pfekryv genu.

Hvézdi¢kou jsou oznaCena mista pro editaci RNA. Zdroj obrazku: Klenk et al., 2004

2.4 ZIVOTNi CYKLUS EBOLA VIRU

Pomoci GP glykoproteinu se virion pfichyti na receptor hostitelské buriky, protein TIM-1.
Dovnitf buriky se virion dostane makropinocytézou. V pozdnim endosomu potom dochazi k
fuzi membran virionu a vacku a nukleokapsida viru je uvolnéna do cytoplazmy, kde nejprve
dojde k transkripci a poté k replikaci viru a translaci virovych proteinu. Poté matrixovy protein
fidi pu€eni a uvolfiovani virionl z hostitelské bunky (viralzone.expasy.org).

Replikace a transkripce EBOV probiha v cytoplazmé infikovanych bunék. EBOV si musi
kédovat vlastni RNA dependentni RNA polymerazu, ktera vyuziva jako templat genom

EBOV, coz hostitelska DNA dpd RNA polymeraza neumi. P¥i transkripci je —ssRNA
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transkribovana do sedmi monocistronnich mRNA. Posttranskrip&ni modifikace Fidi L protein.
mMRNA jsou pfi nich na 3' konci polyadenylovany a na 5' konec je dodana methylguanosinova
Cepicka (viralzone.expasy.org). Jako prvni je transkribovan NP gen, posledni je L gen,
genom je tedy transkribovan od 3' smé&rem k 5' konci. Jeden replikaéni cyklus EBOV trva
pfiblizné 12 hodin a prvni pfiznaky infekce se objevuji vétsinou do 48 hodin po setkani s
virem.Nové syntetizované mRNA EBOV jsou dulezité pro diagnostiku a v krvi jsou

diagnostikovatelné jiz 6-7 hodin po vystaveni viru (Klenk et al., 2004).

3. DIAGNOSTIKA EBOLA VIRU

EBOV byva diagnostikovatelny v krvi obvykle do tfi dnll po projeveni prvnich symptoma
onemocnéni. Vétsinou se EBOV detekuje podle pfitomnosti virovych antigent nebo virové
RNA v krvi. V prvnich dnech infekce se pro diagnézu pouziva ELISA test pro detekci
antigenu, RT-PCR nebo izolace viru. V pozdéjSich dnech infekce se vyuzZiva diagnostika
pomoci detekce IgM a IgG protilatek (cdc.gov). Pouziva se napfiklad ReEBOV Antigen Rapid
Test Kit, ktery detekuje VP40 protein v krvi. DalSim mozZznym testem pro diagnostiku je
Liferiver EBOV Real Time RT-PCR Kit je zaloZen na real-time PCR a je schopny 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

vychazejici z klasické metody PCR, béhem které dojde k namnozeni vybraného useku DNA
az do nékolika miliont kopii tohoto Useku a tim padem Ize provést analyzu DNA, i kdyz je
puavodni vzorek velmi maly. Metoda je zaloZzena na principu replikace. Nejprve dochazi

k denaturaci DNA, ¢imz dojde k rozvolnéni dvousroubovice. Usek DNA, ktery chceme
amplifikovat, je pak na za¢atku i na konci oznacen primery. Poté dochazi k syntéze nového
vlakna pomoci Taq DNA polymerazy (puvodem od bakterie Thermis aquaticus). Tento
postup se opakuje az do ziskani pozadovaného mnozstvi kopii DNA, &islo cyklu se oznaduje
jako Cr. Cely proces probiha v termocykleru (ncbi.nlm.nih.gov, 2017). RT-PCR se vyuZiva pfi
amplifikaci RNA namisto DNA. RNA je pomoci reverzni transkriptazy pfevedena na cDNA a
poté uz nasleduje klasicka PCR (neb.com).

U EBOV je hodnota Ct spojena s mirou umrtnosti. Niz§i Crznamena vySSi poc€et kopii virové
RNA na ml krve a vétSinou znamena i vy$8i umrtnost. V nékterych studiich provedenych
bé&hem epidemie 2014/2015 bylo potvrzeno, ze pacienti s Cr < 25 (to znamena vice nez

107 virovych RNA kopii na ml krve) méli zna&né vy$$i umrtnost nez pacienti s Cr = 25
(Broadhurst et al., 2016). Tato hypotéza se potvrdila i pfi studii Sissoko a kol. v roce 2016

ohledné Favipiraviru. Pfi klinickych testech byla nejnizsi mortalita pravé u pacienti s Ct = 20



a v prubéhu Ié€by u nich vyrazné klesla virémie. U skupiny s Ct = 25 pak vSichni pacienti
prezili. Naopak pacienti s Ct < 20 méli 90% umrtnost a virémie v prabéhu Ié¢by neklesla
(Sissoko et al., 2016).

3.2 ELISA

ELISA neboli Enzyme-linked immunosorbent assay je metoda pouzivana pro detekci
protilatky nebo antigenu ve vzorku. Princip spociva v navazani protilatek na antigen ve
zkumavce, na druhé z pfidavanych protilatek je navazan enzym. S timto enzymem reaguje
pfidany substrat, nejCastéji za zmény barvy, podle které se pak test vyhodnocuje

(elisa-antibody.com).

4. TESTOVANI VAKCIN A LECIV

Klinické testovani novych vakcin a lékul je rozdéleno do nékolika fazi. Pfed zacatkem
klinického testovani dochazi k testovani v laboratofich na zvifatech, obvykle mysich,
morc&atech a subhummanich primatech (NHPs). Poté za€ina samotné klinické testovani,
nékdy ma fazi 0, pfi které je velmi mala davka |é€iva podana malému mnozstvi lidi, vétSinou
je pocet mezi 10 - 15 lidmi. Ve fazi | je testovana latka podana 20-100 lidem. Faze | vétSinou
trva nékolik mésicu a testuje se reakce lidského organismu na latku, zptsob podani a
davkovani latky. Ve fazi ll je testovana latka podana nékolika stovkam lidi. Faze Il trva
obvykle od nékolika mésicu az po dva roky a jejim uc€elem je testovat uc€innost spolu s
vedlejSimi ucinky na lidsky organismus. Ve fazi lll dochazi k testovani 300 az 3 000
dobrovolnikd nebo pacientl a faze Il trva nékolik let, vétSinou od jednoho roku do &tyr let.
Vzhledem k délce této faze se sleduje dlouhodoba bezpecnost vakciny, stejné jako
dlouhodoby ucinek. Béhem fazi | az lll dochazi k nahodnému rozdéleni do skupin
(randomization). V jedné skupiné pacienti obdrzi testovanou latku a tato skupina je oznacena
jako experimentalni, druha skupina je kontrolni a pacienti v ni dostanou placebo. Posledni
faze, faze IV, testuje latku na nékolika tisicich lidi a testuje bezpecCnost a ucinnost. Zaroven
se zaméfuje na interakce s dalSimi [éCivy. Obvykle probiha i potom, co uz je vakcina
schvalena pro pouziti. Nékdy dochazi i k pfekryvani jednotlivych fazi, napfiklad maze
probihat faze I/1l testovani, sou€asné se ve fazi | testuje optimalni davka a ve fazi Il se hned
testuje jeji bezpelnost a ucinnost (fda.gov, cancer.ca, sukl.cz).

Vakciny mohou byt v monovalentni nebo bivalentni verzi. Monovalentni vakcina proti EBOV
u€inkuje pouze proti jednomu kmenu EBOV, nej€astéji proti ZEBOV. Bivalentni je pak ucinna
proti dvou kmendm, napfiklad SEBOV a ZEBOV. Jesté existuje polyvalentni (kombinovana)
forma vakciny, ktera chrani proti vice onemocnénim. V souvislosti s EBOV se testuje

polyvalentni vakcina proti ebole a vztekliné.



Nékteré z vakcin proti EBOV jsou testovany formou kruhové vakcinace (ring vaccination),
Co0Z znamena, Ze naockovany jsou ty osoby, které pfisly do styku s pacientem, u kterého byla
diagnostikovana ebola, tedy vSechny potencialné nakazené osoby (Henao-Restrepo et al.,
2015). Touto metodou je testovana napfiklad vakcina rVSV-ZEBOV.

Pouze u jedné vakciny proti EBOV byla zjidt€na mozZnost vyuziti v ramci postexpoziéni
profylaxe a to sice u rVSV-ZEBOV. | zde se ale vzhledem k ucinnosti a neprovedeném
vyzkumu na lidech uvazuje o pouziti jen v ramci lé€by nahodné nakazenych jedinct nebo v
ramci zabranéni dalSiho pfenosu eboly (Feldmann et al., 2007) .

VétSina testovanych vakcin proti EBOV je vytvofena vlozenim genu pro GP EBOV do

genomu vektoru. Na proteiny VP35 a VP24 cili PMO, tvofici lek proti EBOV AVI-7537.
siRNA, ze kterych je vytvoren Iék TKM-100802 cili na proteiny VP24, VP35 a L protein
kmene ZEBOV.

5. VAKCINY

Vakciny Ize rozdélit na vakciny zaloZzené na virovém vektoru schopné replikace, vakciny jako
virové vektory neschopné dokongit svou replikaci a vakciny zaloZzené na virovém antigenu. U
vSech replikace schopnych virovych vakcin je hlavni obavou mozna mutace vakcinacnich
kmenul. Masova aplikace téchto vakcin zavede do populace nové ¢lovékem vytvorené
infek&ni viry, které po zmutovani mohou pfedstavovat nebezpedi.

Atenuované vakciny jsou oslabené vakciny obsahujici zivé mikroorganismy schopné
replikace. Inaktivované vakciny obsahuji patogeny zbavené schopnosti replikace.
Subjednotkové vakciny obsahuji pouze podjednotku patogenu, ktera vyvolava imunitni

reakce, nejCastéji se jedna o povrchovy glykoprotein.

5.1 RVSV-ZEBOV

vvvvvv

rvVSV - ZEBOV nebo také V920. Na vyvoji vakciny se podilely spole€nosti NewLink Genetics
a Merck Vaccines (WHO, 2015a). Jedna se o vakcinu obsahuijici atenuovany virus
vesikularni stomatitidy (VSV) kédujici GP ZEBOV, viz obr. €. 6 (Henao-Restrepo et al.,
2015). VSV patfi do ¢eledi Rhabdoviru, coz jsou ssRNA viry s negativni polaritou. VSV ma
pomeérné jednoduchy genom kdédujici pét strukturnich proteint: nukleoprotein (N),
fosfoprotein (P), matrixovy protein (M), glykoprotein (G) a RNA dependentni RNA
polymerazu (L). Tento virus napada pfedevSim zvifata, u Clovéka je infekce velmi ojedinéla.
Pokud propukne, probiha bud uplné bez pfiznakl, nebo jen s mirnymi pfiznaky podobnymi

chfipce. Jeho pouziti je tedy pfi vytvafeni vakcin vhodné i z toho ddvodu, Ze pro ¢lovéka neni



vektor pro virové vakciny také proto, ze v organismech vyvolavaji silnou imunitni odpovéd
(Roberts et al., 1999).

Pro vytvofeni vakciny byl pouzit klon viru VSV kmene Indiana. Cely genom VSV byl
naklonovan do podoby plazmidu s polymerazovym promotorem bakteriofagu T7. Poté byl
ORF pro gen kodujici VSV glykoprotein odstranén. VSV glykoprotein je jeden z hlavnich
virulenénich faktor( viru VSV a jeho odstranénim se tedy VSV vyrazné oslabi a je

Xhol - Nhel), ktery je obklopen transkripénimi start a stop signaly pro dal$i pfidané geny. Do
této sekvence spojovniku byl viozen ORF kddujici povrchovy glykoprotein kmene ZEBOV
Kikwit 1995 (Garbutt et al., 2004). Jednim z moznych postupl pro vytvoreni VSV partikuli
nesoucich na svém povrchu glykoprotein ciziho viru je potfeba transfekce spole¢né kultury
Vero bunék a 293 T lymfocytu pfipravenym rVSV G/EBOV-GP plazmidem s plazmidy
exprimujicimi proteiny potfebné pro virovou replikaci VSV (VSV N, VSV P, VSV L)as
plazmidem exprimujicim T7 polymerazu.Touto tranfekci je dosazeno virové transkripce,
exprese proteinu, replikace genomu a produkce rVSV vektoru. Ty jsou morfologicky stejné
jako VSV wt partikule (Marzi et al., 2011).

U vS8ech naockovanych osob se po ockovani vytvofily protilatky vazajici GP EBOV. Zaroven
se u 85% naockovanych osob vytvofily i neutralizani protilatky. Protilatky se obvykle
vytvofily do tydne po naockovani, maximalné do mésice po o¢kovani a jejich pfitomnost byla
prokazana jesté 180 dnl po ockovani (Agnandji et al., 2016). Pouziti vakciny je mozné
preventivné, postexpozi¢ni profylaxe byla testovana u mysi, mor€at a u makaku tak, zZe jim
po nakazeni virem kmene Zaire byla v riznych ¢asovych odstupech ockovana vakcina
VSVAG/ZEBOV-GP. Véechny nakazené a do 24 hodin po vystaveni patogenu nao¢kované
mysi prezily, u mor¢at a makakul byla 50 % umrtnost. Ukazalo se, Ze mnohem vy$Si u€innost,
i kdyZ ne 100 %, maji v ramci postexpoziéni profylaxe rVSV/MARV-GP a rVSV/SEBOV-GP,
ani tyto dva vektory ale nebyly zatim testovany na lidech (Marzi et al., 2011).

Uginnost vakciny se udava mezi 75 - 100 % a vysledna Gcinnost zaleZi i na v&asnosti podani
vakciny (Henao-Restrepo et al., 2015). U osob, které pfiSly do kontaktu s pacientem
nakazenym ebolou a poté byly co nejdfive naokovani vakcinou rVSV-EBOV, byla u€innost
témér 100 %. U osob naockovanych déle nez 21 dni od kontaktu vychazi ucinnost 75 %. Za
minimalni davku se povaZzuje davka obsahujici alespori 3 x 10° PFUs, mens$i davka uz by
nemusela vyvolat Zadnou imunitni odpovéd (Agnandji et al., 2016). V klinickych studiich se
vétsinou pouziva davka obsahujici 2 x 10’ PFUs (Henao-Restrepo et al., 2015). U nékterych
oCkovanych pacientt se dostavily nezadouci u€inky jako artritida nebo kozni léze. Tyto
problémy postihly 18% pacient( pfi testech v Zenevé, konkrétné byla artritida prokazana u
deviti z 51 pacientl. Pfi testech v Hamburgu a Kilifi trpéli artritidou pouze dva pacienti ze 60.

Kozni léze se vyskytla u tfi pacientt v Zenevé a pfiznaky odeznély do sedmi az patnacti dni.
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Pul roku po o¢kovani jiz zadny z pacientu netrpél vedlejSimi pfiznaky (Agnandji et al., 2016).
Zatim se snad jako jedina nevyhoda vakciny jevi nutnost skladovat ji pfi nizkych teplotach,
nejlépe -70°C a méné. Pfi teploté 4°C je vakcina stabilni tyden, pfi teploté 25°C musi byt
pouzita do 24 hodin (Arnemo et al., 2016). V sou€asné dobé probiha tieti faze testovani této
vakciny v Guinei pod nazvem Ebola ¢a suffit! (Merck.com) a v Sierra Leone pod nazvem
STRIVE (WHO,2015a).

5.2 VAKCINY ZALOZENE NA VEKTORU ADENOVIRU

DalSi v sou¢asné dobé testovanou vakcinou proti viru Ebola je vakcina ChAd3 — ZEBOV
(VRC 207). Vakcina byla vyvinuta spolecnosti GlaxoSmithKline (GSK) a jeji vyvoj zacal v
roce 2011. Vakcina obsahuje adenovirovy vektor. Adenoviry jsou dsDNA viry a jejich genom
je tvofen geny E1 - E4 (+ E1a, E1b), L1-5. Upraveny adenovirovy vektor kéduje GP ZEBOV
a nebo SEBOV (Ledgerwood et al., 2010). Jednou z prvnich testovanych verzi vakciny
zaloZené na adenovirovém vektoru byla vakcina vyuzivajici rekombinantni lidsky adenovirus
sérotypu 5 (rAd5). Vakcina rAd5 Ebola je sloZzena z dvou rAd5 vektor kodujicich dva
povrchové glykoproteiny ZEBOV a SEBOV v poméru 1 : 1. Pfi pfipravé této vakciny byl
poprveé pouzit kmen ZEBOV 2014, do té doby byl pro vSechny vakciny pouzit kmen ZEBOV
1976. Z rAd5 vektoru byl odstranén gen E1 a byl nahrazen genem pro povrchovy
glykoprotein eboly. Na tomto genu pro GP je bodova mutace aminokyselin, konkrétné na

N konci sekvence na pozici 71 (asp — glu). Bylo prokazano, ze tato bodova mutace zmirriuje
cytopatogenni efekt viru na buriky hostitele. U vektoru také doslo k ¢asteCnému odstranéni
genu E3. Gen E1 kdduje proteiny nezbytné pro virovou replikaci a E3 virové proteiny ovliviu;ji
imunitni odpovéd hostitele (Ledgerwood et al., 2010).

V roce 2014 zacalo testovani vektoru Simpanziho adenoviru sérotypu 3 (ChAd3) v
monovalentni a bivalentni verzi. Monovalentni verze ChAd3 kéduje jen GP ZEBOV,
bivalentni verze kéduje GP ZEBOV i GP SEBOV. P¥i pfipravé ChAd3 byl z wild type
Simpanziho adenoviru odstranén gen E1 a gen E4, oba se podileji na virové replikaci a
transkripci. Gen E1 byl pak nahrazen genem pro GP eboly, viz obr. &. 6 (De Santis et al.,
2016).

Vakcina ChAd3 je bezpecna. Nezadouci ucinky jsou béZné a nejsou zavazné, pfiblizné u
poloviny naoCkovanych se vyskytla do 24 h po o€kovani nevolnost, unava a bolesti hlavy,
30 % z celkového poctu mélo zvySenou teplotu. Veskeré problémy po ockovani brzy
odeznély. Jedina davka vyvolala imunitni odpovéd témérF u vSech naoCkovanych, konkrétné
u 96 % a protilatky v téle pretrvavaly jesté 6 mésicl po o¢kovani, po 10 mésicich uz byla
jejich hladina velmi nizka. ChAd3 vakcina vyvolala zvySeni hladiny I1gG protilatek proti
antigenu ZEBOV a neutralizacnich protilatek na podobnou hladinu jako rVSV-ZEBOV (De
Santis et al., 2016).



Ve fazi | se pro ChAd3 testovala davka 1x10"° virovych partikuli (pu) a 1x10"" pu. Davka
1x10" pu je z hlediska bezpeé&nosti lepsi pro lidsky organismus, ale davka 1 x 10" vyvola
1x 10" se tedy jevi jako lep&i varianta, jesté ale bude tfeba presnou vysi davky potvrdit ve
fazi lll (De Santis et al., 2016).

Vyhodou vakciny rAd5 je moznost uchovavani v podobé lyofilizovaného bilého prasku, tim
padem je mnohem vice stabilni a odolna jak pfi transportu do cilové destinace, tak i pfi
nasledném skladovani. Vakcina ChAd3 se podobné jako rVSV/ZEBOV obvykle uklada pfi
nizkych teplotach okolo -60°C (Zhu et al., 2015).

Hlavni nevyhodou rAd5 je problém s jiz vytvofenou imunitou proti Ad5. Napfiklad 50 %
obyvatel Severni Ameriky a 90 % populace rozvojovych zemi uz ma vytvorené neutralizaéni
protilatky proti Ad5. Preexistujici protilatky proti Ad po naockovani adenovirovym vektorem
reakcim. Dochazi k produkci prozanétlivych cytokint, snizeni mnozstvi trombocyta v krvi a
vSe mUlize vést az k poSkozeni jater (Ahi et al., 2011). Preexistujici protilatky zaroven zkracuiji
a snizuji u€innost vakciny. Zvysenim davky vakciny rAd5 se da tento problém vyfesit, ale
takto dostateéné vysoka davka ( 1x10' virovych partikuli) méze byt pro NHPs i &lovéka
toxicka. Proto je v souCasné dobé snaha vytvofit vakcinu na bazi vektoru jiného lidského
adenoviru nez Ad5, napf. Ad26 nebo Ad35. U téchto adenovirl je totiz mira jiz dfive
vytvoifenych neutralizanich protilatek mnohem niz8i nez u Ad5, viz obr. €.2. DalSim feSenim
je vytvoreni vakciny na bazi zvifecich adenovirt, vakcina ChAd3 byla vytvofena praveé proto,

aby se obeS&el problém s preexistujici imunitou proti Ad5. (Richardson et al., 2010).
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Obrazek ¢&. 5: Mira jiz dfive vytvofenych neutralizaénich protilatek proti Ad5, Ad26, Ad35 a
Ad48 u raznych populaci. Zkratka SA znamena jizni Afrika, HR znaci skupinu s vysokym
rizikem nakazy virem HIV, LR znaci skupinu s nizkym rizikem infekce HIV. Zdroj obrazku:
Barouch et al., 2011

Podle GSK a clinicaltrials.gov je vakcina ChAd3 aktualné ve fazi lll testovani a vakcina rAd5
ukondila v Cervenci 2016 fazi Il. Zaroven podle clinicaltrials.gov pravé nyni probiha faze 1/1b
testovani vakciny bivaletni vakciny ChAd3, chranici proti kmeniim ZEBOV a SEBOV,
podpofenou vakcinou MVA. Konec této faze testovani je planovan na prosinec 2017.
Uginek vakcin zaloZenych na vektoru adenoviru miiZze byt zesilen pomoci vy$e zminéné
vakciny MVA, konkrétné MVA-BN-FILO. To znamena, Ze se jedna o poxvirovy vektor
zaloZeny na modifikovaném vakcinia viru Ankrara (MVA) kodujici glykoproteiny ZEBOV,
SEBOV, MARYV a nukleoprotein TAFV. MVA-BN-FILO podpofi ucinek zakladni vakciny tim,
Ze zesili imunitni odpovéd T-lymfocytu i tvorbu neutralizaCnich protilatek (Ewer et al., 2016).
Testuje se kombinace ChAd3 s MVA-BN-FILO a nebo Ad26 s MVA-BN-FILO. Ad26 vakcina
je vektorem lidského adenoviru sérotypu 26 (Ad26 - ZEBOV) kddujici povrchovy glykoprotein
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ZEBOV. P¥i pfipravé Ad26 byly odstranény geny E1 a E3, vznikl tak vektor neschopny
dokonéit replikaci. Pfi testovani se pouziva monovalentni forma Ad26. MVA-BN-FILO je
testovana v polyvalentni formé a je neschopna replikace. Pacient je nejprve naockovan
ChAd3, pfipadné Ad26 a poté je ucinek vakciny podpofen MVA-BN-FILO. Ad26 zpUsobuje
silnou imunitni odpovéd a pokud je navic podpofena davkou MVA, prodluzuje a zvySuje
odolnost proti infekci virem Eboly, stejné tak funguje MVA s ChAd3. U vice nez 90 %
ocCkovanych se vytvofily specifické IgG protilatky proti GP ZEBOV do 4 tydnd po naockovani
a u 55 % se vytvorily specifické T lymfocyty. Misto Sesti mésicl protilatky byly v krvi
minimalné osm mésict po naockovani prvni vakcinou (Ad26 nebo ChAd3), u nékterych
ucinky (Milligan et al., 2016). Za kombinaci vakcin Ad26 a MVA-BN-FILO stoji firma
Johnson&Johnson a v dubnu 2016 byla dokon&ena prvni faze testovani, aktualné probihaji
dalSi faze testovani. O vyuziti kombinace téchto vakcin se uvazuje predevsim u skupin lidi
Zijicich a pracuijicich v rizikovych oblastech, ktefi jsou opakované vystavovani mozné infekci
virem a proto potfebuji dostate¢né silnou a dlouhodobou ochranu proti Ebole (Tapia et al.,
2016).

A Recombinant VSV vaccine

VSV wild-type N l.__..ﬁ._.J M l G ,‘ L

| Deletion of fusogenic VSV-G protein with substitution

of Ebolavirus Zaire-strain Kikwit envelope protein

BPSC1001 [N [mi L

B NIAID/GSK cAd3 Ebola vaccine

cAd3 genome l i El i ' E4

El replaced with
EBOV GP gene inserts

cAd3-EBOV EBOV GP

E4 deleted

Obrazek ¢&.6: Porovnani genovych deleci a uprav pfi pripravé rVSV a ChAd3 vakcin, zdroj

obrazku: Kanapathipillai et al., 2014
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5.3 DNA VAKCINY

V souc€asné dobé je ve fazi | testovana DNA vakcina VRC-EBODNAO023-00-VP vytvofena
spole¢nosti VRC. Vakcina obsahuje dva plazmidy, VRC 6611 exprimujici wt GP SEBOV a
VRC 6614 exprimujici GP EBOV, oba ve stejném pomeéru. Oba plazmidy obsahuji
komplementarni DNA, které byly pouzity pfi klonovani wt GP genu viozeného do CMV/R
plazmidové DNA exprimujiciho vektoru (Sarwar et al., 2015). CMV/R vektor obsahuje
enhancer a promotor lidského Cytomegaloviru a k tomu byl pfidan regulacni R region
HTLV-1 (lidsky T-lymfotropni virus typ 1) (Barouch et al., 2005). Plazmidy VRC 6611 a
VRC6614 byly vyprodukovany pomoci bakterie Escherichia Coli, ktera byla kultivovana na
selekénim médiu pro kanamycin. Za rezistenci na kanamycin je zodpovédny protein
kédovany plazmidovou DNA a diky kultivaci na tomto selekénim meédiu je mozné rozlisit
bakterie obsahuijici plazmid VRC 6611 a 6614 od bakterii bez téchto plazmidud (Sarwar et al.,
2015). Oba plazmidy nejsou schopny replikace v lidskych burikach a jejich sekvence
aminokyselin pro GP antigeny je shodna se sekvenci aminokyselin pro wt GP EBOV
(Sarwar et al., 2015). Vakcina ma na svém plazmidovém DNA konstruktu geny kédujici tyto
proteiny, geny kodujici GP ZEBOV obsahuiji deleci v transmembranoveé oblasti GP a touto
deleci je zabranéno moznému poskozeni bunék, které se vyskytovalo pfi pokusech
pouzivajicich plazmidy exprimujici wt GP (Martin et al., 2006).

DNA vakciny obecné vyvolavaji silnou CD4+ imunitni odpovéd, ktera je spojena s
dlouhodobou imunitou. Ve studii provedené Kibuuka a kol. v roce 2015 bylo doké&zano, ze
imunitni odpovéd CD4+ T lymfocytl na vakcinu trvala jeSté minimalné 1 rok po naockovani.
DNA vakciny se také jevi jako vhodna zakladni vakcina (priming vaccine) posilena dalSi

vakcinou, konkrétné se uvazuje o moznosti kombinace s ChAd3 (Kibuuka et al., 2015).

5.4 VLPS - VIRUS LIKE PARTICLES

VLPs jsou neinfekéni obalené nanocastice bez genomu slozené ze strukturnich proteinu viru.
VLPs pouZzivané do vakcin proti EBOV obsahuji na svém povrchu GP ZEBOV nebo VP40
ZEBOV. V minulosti byly vytvofeny hybridni VLPs obsahujici heterologni molekuly GP a
VP40 z EBOV a MARYV, tyto hybridni VLPs ale nezaijistily uplnou ochranu proti EBOV a
MARYV zarovern. Proto byla vytvorena polyvalentni vakcina obsahujici eVLP a mVLP,
poskytujici u mor€at ochranu vice nez 90% (Swenson et al., 2005).

VLPs jsou produkovany sav&imi a hmyzimi burikami, které byly transfekovany plazmidovymi
vektory kodujicimi GP a VP40 EBOV. Pouziti hmyzich bunék je lepsi pro masovou produkci
z hlediska nakladd na pfipravu VLPs. VLPs jsou vysoce imunogenni, nemaji genom a
morfologicky jsou velmi podobné virdm, od nichZ jsou odvozeny. VLPs jsou produkovany

napf. lidskymi burikami 293T (lidské embryonalini buriky ledvin), které jsou transfekovany
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plazmidovym vektorem pWRG7077 kodujicim GP a VP40 EBOV. V burikach Vero E6 doslo k
pomnozeni vird EBOV Zaire 1995 a MARV Musoke, tyto viry byly posléze inaktivovany
ozarenim. Po transfekci 293T bunék doslo k produkci ¢astic morfologicky i antigenné
podobnych EBOV s tim rozdilem, Ze tyto Castice neobsahovaly virové geny potfebné pro
replikaci. VLPs jsou diky absenci RNA genomu bezpe&né a neinfekéni, tudizZ mohou byt
jedincum podavany opakované. Jejich dalSi velkou pfednosti je, Ze prezentu;ji virové
glykoproteiny v jejich nativni konformaci, coz usnadnuje tvorbu a aktivaci neutralizacnich
protilatek (Warfield et al., 2003).

Jednou z vakcin zaloZenou na VLPs je vakcina 2014 EBOV/Makona, ktera se od GP kmene
1995 EBOV/Kikwit li5i 0 17 aminokyselinovych zamén a od GP kmene 1976 EBOV/Mayinga
0 20 aminokyselinovych zamén. Gen kodujici GP EBOV byl naklonovan a vlozen do
bakulovirového vektoru rBV-GP. rBV-GP byl pouzit k infekci hmyzich bunék Sf9, v nich doslo
k expresi rBV-GP. Poté byly z Sf9 bunék izolovany nanocastice GP EBOV o velikosti

30-40 nm. Stejny postup Ize provést i s genem kédujicim VP40 EBOV (novavax.com).
Vakcina je pfi teplotach 25°C stabilni vice nez 2 mésice, optimalni teplota uchovavani je
2-8°C. Oc¢kuje se ve dvou davkach, pficemz rozmezi podani davek je 21 dni a jedna davka
tvofi 5 ug. U NHPs byla prokazana pfitomnost protilatek vice nez tfi mésice po ockovani
(novavax.com). Tato vakcina byla vyvinuta firmou Novavax a dokongila v dubnu 2016 fazi |
testovani. Byla podavana spolec¢né s Matrix-M, pomocnou latkou zaloZenou na saponinu,
ktera zajistuje CD4+ a CD8+ imunitni odpovéd (clinicaltrials.gov). Tato vakcina podle
clinicaltrials.gov dokoncila v dubnu 2016 fazi I.

DalSi vakcinou zaloZenou na VLPs je vakcina slozena z KUN VLPs. KUN znamena Kunjin
virus, Australsky podtyp WNV(west nile virus) patfici do ¢eledi Flavivird. KUN VLPs obsahuji
enkapsidované KUN replikony neboli RNA replikon Kunijin viru. Replikon pfedstavuje oblast
genomu, ktera je tvofena iniciacnim bodem pro replikaci a tou ¢asti nukleové kuseliny, ktera
je z tohoto mista replikovana. KUN VLPs mohou infikovat a tim dorucit replikonovou RNA do
vétSiny savcich bunék véetné dendritickych bunék. Pfi pfipravé KUN replikont byla
odstranéna vétSina oblasti koddujici strukturni geny. Tyto odstranéné strukturni geny v
replikonové RNA jsou nahrazeny genem pro GP EBOV, ktery je pak exprimovan ve velkém
mnozstvi diky samoreplikujicimu se charakteru replikonu RNA. Sekvence kodujici wt GP
EBOQOV Zaire byla naklonovana do SP6 promotor KUN replikon vektoru (=<SP6KUNrep5).
Samotné KUN VLPs pak byly vytvofeny pomoci transfekce odpovidajicich replikonovych
RNA pomoci Vero bunék (Reynard et al., 2011).

V souvislosti s KUN VLPs probiha v sou€asnosti vyzkum ohledné pouZziti koriskych 1gG pro
ochranu pfed EBOV. Koné byli nao¢kovani plazmidovou DNA koédujici GP EBOV a jeji
ucinek byl podpofen KUN VLPs, také kédujicich GP EBOV. Konkrétné byly pouzity KUN

VLPs s D637L mutaci, které zajistily ve studiich vétsi ochranu nez VLPs kodujici wt GP
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EBOV. Po této vakcinaci za€al korisky imunitni systém produkovat IgG proti EBOV, které
byly z koni izolovany a poskytnuty makakum 24 hodin po tom, co byla makakim vpravena
smrtelna davka EBOV. Tyto konské 1gG ochranily makaky pfed smrti a byly testovany i na
morcatech, ktera byla pfi postexpozicni profylaxi EBOV diky témto IgG také chranéna. Pfi
pouziti kofiskych 1gG se u nékterych pacientl objevily alergické reakce jako anafylaxe a
sérova nemoc. Po upraveni protokolu pro vyrobu koriskych IgG s dirazem na ddkladnou
purifikaci doSlo ke zlepSeni vysledkl. Dostate¢né purifikované IgG zpusobuiji alergické
reakce jen velmi zfidka. Koriské IgG a jejich bezpecénost se tedy dale budou testovat jako
jeden z dalSich moznych kandidatd na ochranu pfi postexpozi¢ni profylaxi EBOV (Pyankov et
al., 2017).

5.5 VEEV VAKCINY

Jedna se o RNA replikonové Castice zaloZzené na oslabeném VEEV (= Venezuelan equine
encephalitis virus), exprimujici na svém povrchu GP a NP EBOV. Vakcina je také
oznacovana jako VRP vakcina, coz znamena VEEV replicon particle a byla zatim testovana
u NHPs. VRP exprimuji na svém povrchu bud GP SEBOV nebo GP ZEBOV. Existuji dva
typy VRP, prvni obsahuje vektor se dvéma promotory 26S a geny pro GP EBOV jsou
vloZeny ,downstream” od zduplikovaného promotoru 26S, viz obr.€.7. U tohoto typu vektoru
probiha transkripce strukturnich gentl VEEV a zaroven i transkripce gent pro GP a NP
EBOV, jeden promotor slouzi pro iniciaci transkripce strukturnich gend a druhy pro iniciaci
transkripce vlozenych genu (Davis et al., 1996). Tento typ vektoru je v hostitelskych burikach
schopny replikacniho cyklu bez omezeného poctu. Druhy typ, replikonové vektory, obsahuje
pouze jeden promotor. VEEV strukturni geny byly odstranény a ,downstream” od 26S
promotoru nahrazeny heterolognimi geny pro GP SEBOV a ZEBOV. Odstranéni strukturnich
gent VEEV zajisti, Ze v hostitelskych burikach probéhne jen jeden replikacni cyklus VRP a
jejich odstranénim se zaroven minimalizuje imunitni reakce proti vektoru (Pushko et al.,
2000).

Obé vakciny exprimujici GP SEBOV nebo GP ZEBOV mohou byt pouzivany spole¢né, aby
vytvofily ochranu proti SEBOV i ZEBOV (Pushko et al., 2000).

VRP, spole¢né s vakcinami zaloZenymi na vektoru adenovirt a VSV, jsou zatim jediné
vakciny, u kterych byla potvrzena kompletni ochrana u NHPs uz po jedné davce vakciny.

V ramci testovani VRP je tfeba zjistit pfesny mechanismus imunitni odpovédi a zaroven
zjistit, na jak dlouho ji vakcina vyvolava (Herbert et al., 2013). | zde, jelikoz se jedna o
vakcinu zalozenou na vektoru viru, je riziko jiz vytvofené imunity proti VEEV, u vétSiny
lidskych a zvifecich populaci ale nebyla zjisténa jiz vytvofena imunita proti VEEV (Pushko et
al., 2000).
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Obrazek ¢.7: Prvni vidkno predstavuje RNA VEEV, NSP jsou nonstrukturni proteiny, C-PE2-
E1 znadi strukturni proteiny. Druhé viakno predstavuje vektor s duplikovanymi 26S
promotory, které jsou oznaceny Sipkami. ,Gene1” by pak v naSem pfipadé znacil gen
koédujici GP nebo NP EBOV. Ostatni vliakna pak zobrazuji, Ze Ize pridat vice gend. Zdroj

obrazku: www.researchgate.net

5.6 OSLABENY EBOV pomoci H,0,

Jako vakcina proti EBOV je testovana i oslabena forma EBOV. Jiz v minulosti byla snaha
EBOV oslabit pomoci vysokych teplot, formalinu nebo gama zafeni, ale zadna z téchto
metod nezajistila dostateCnou ochranu pfed EBOV u NHPs. Gama zafeni zpusobuje
hydroxylaci a dehydroxylaci aminokyselin, $tépi polypeptidovou kostru a uvolfiuje volné
radikaly, které mohou poskodit antigenni €asti epitopl. Tim tedy ovliviiuje antigenitu a tim
nezbytného aktivatoru virové transkripce. cDNA klonu ZEBOV byl odstranén ORF pro VP30
a nahrazen genem pro neomycin (Halfmann et al., 2008).

Tim vznikl EBOVAVP30. Po odstranéni VP30 sice nebyly zaznamenany zadné mutace nebo
rekombinace, ale kvili obavam z téchto potencialnich nebezpedi byla EBOVAVP30 jesté
upravena pomoci H,O, Byl pouzit 3% roztok H,O, a nechal se plsobit 4 hodiny na ledu.
H,O, zplUsobi zlomy v DNA nebo RNA a tim inaktivuje virus, aniz by vyrazné ovlivnil jeho
antigenitu. To zajistilo kompletni inaktivaci viru EBOV. Uprava pomoci H,0, sice také lehce

Vv s

verze inaktivovaného EBOV. EBOVAVP30 upravena pomoci H,O, vyvolala IgG odpovéd a

15



ochranila NHPs pied smrti. Davka pouzita u NHPs byla dvakrat po sobé& 10" PFU, jedna
davka totiz neochranila NHPs pfed samotnou infekci, ale vSechna zvifata i tak pfezila (Marzi
et al., 2015).

Velkou vyhodou této vakciny je prezentace vSech virovych protein(, nejen GP jak je to u
vétSiny ostatnich vakcin proti EBOV (Marzi et al., 2015).

5.7 RABV/EBOV VAKCINA

RABV/EBOQOV vakcina je zalozena na RABV, viru vztekliny patfici do Celedi Flaviviry.
Existuji tfi typy vakciny proti EBOV, RABV schopny replikace, RABV neschopny replikace a
chemicky inaktivovany RABV, vSechny exprimujici GP EBOV. RABV schopna replikace
zajistila u NHPs 100 % ochranu pfed EBOV, zbylé dvé jen 50 %. Vakcina vektoru RABV
exprimujiciho GP EBOV se testovala v polyvalentni verzi spole¢né s inaktivovanym RABV.
RABYV byl inaktivovan pomoci beta-propiolaktonu a tato forma se standardné vyuziva pfi
vakcinaci proti vztekliné u lidi. Testovana polyvaletni verze pak chrani i pfed vzteklinou
zpusobenou RABYV, protilatky se u testovanych zvifat vytvorily proti G RABV i proti GP
EBQOV. V Africe je RABV stale problémem, roéné zde zabije vice nez 24 000 lidi a proto je
shaha o vytvofeni polyvalentni vakciny, ktera bude chranit proti RABV i EBOV zaroven
(Blaney et al., 2013).

Inaktivovana vakcina je oznacena jako INAC-BNSP333-GP a k jeji inaktivaci se také pouziva
beta-propiolakton. DalSi dvé jsou replikace schopna BNSP333-GP a BNSP333AG-GP.
BNSP333AG-GP ma odstranén cely gen pro G RABV a neni schopna replikace. Vychozi
vektor BNSP333 byl vytvofen pomoci zmény aminokyseliny 333 G RABV z ARG na GLU.
Sekvence kodujici GP ZEBOV byla vloZzena mezi sekvence genl N a P kdédujicich

nukleoprotein a fosfoprotein (viz obr.¢.8) (Blaney et al., 2011).
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Obrazek ¢.8: BSNP333 je vektor zaloZeny na RABYV, druhé vidkno pfedstavuje RABV vektor
kodujici GP ZEBOV, treti viakno ma vloZeny gen pro GP ZEBOV a ¢tvrté gen pro GP
SEBOV. Zkratka "co" znaci, Ze pri pripravé doSlo k optimalizaci kodont. Zdroj obrazku: Willet
etal., 2015

Vzhledem k 50 % ucinnosti doSlo u inaktivované vakciny RABV/EBOV k upravé genu
kédujiciho EBOV GP pomoci optimalizace kodonu. Optimalizace kodontd znamena zménu
kodonu pouzitych v transgenu pomoci mutace, aniz by doslo ke zméné sekvence
aminokyselin syntetizovaného proteinu. Dochazi k nahradé fidce se vyskytujicich kodonu za
kodony hojné se vyskytujici. Exprese cizorodych proteinli mize byt nizka a pravé
optimalizaci kodonu se ¢asto dosahne zvySeni miry exprese proteinu, ktery je kddovan
genem s optimalizovanymi kodony. Tim padem se zaroven zvysi i efektivita vakciny. Takto
byla upravena predesla verze BNSP333-ZGP kodujici GP ZEBOV na BNSP333-coZGP s
optimalizovanymi kodony. Optimalizaci kodonl se docililo vy$si exprese EBOV GP u RABV
virionu a tim vySSi u€innosti vakciny u testovanych zvirat (Willet et al., 2015).

Vektor BNSP333-coZGP inaktivovany beta-propiolaktonem byl nazvan jako vakcina
FILORAB1. Vakcina FILORAB1 byla u NHPs ve fazi Il testovana v kombinaci s
glukopyranosyl lipidem A (GLA-SE). Pouziti GLA-SE spole¢né s FILORAB1 zvysSilo ucinnost
vakciny na 100% pfed smrtelnou infekci EBOV a zaroven se vytvofila dostate¢na mira
protilatek proti RABV, potfebna pro ochranu pfed RABV. Pro uplnou ochranu bylo tfeba
podat 2 az 3 davky vakciny. Pfi testovani kombinace téchto latek se nevyskytly Zadné vazné
vedlejSi ucinky. Vakcina inaktivovaného RABV muze byt navic pfetvofena do formy
lyofilizovaného prasku, aniz by ztratila antigenitu (Johnson et al., 2016).

PFi vyzkumu na mysich razné typy vakcin dosahly od 60 % do 100 % uspésnosti, 60 % méla
vakcina BNSP333-GP, vSechny ostatni typy mély 90-100 % uspésnost. FILORAB1 je diky
omezenému rustu, snizené neurovirulenci a zaroven uc¢inné ochrané proti RABV i EBOV

infekci zvazovana pro pouziti pfi oCkovani divokych zvifat, pfedevsim NHPs. Zaroven je
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velkou vyhodou i moznost oralni aplikace této vakciny. FILORAB1 je vytvofena na zakladé
oslabené SAD B19 vakciny schopné replikace, zaloZzené také na RABV, ale pfi pfipravé
FILORAB1 byl navic do SAD B19 vlozen gen kodujici GP EBOV. Nad v souCasnosti
pouzivanou SAD B19 ma FILORAB1 vyhodu vySSi bezpec€nosti, pfi testovani se nevyskytly
zadné vedlejsi uCinky a FILORAB1 navic chrani pfed EBOV i RABV. Prevence u NHPs je
ddlezita pro omezeni pfenosu EBOV na lidi a vypuknuti epidemie (Blaney et al., 2011 a
Walsh et al., 2017).

Vakciny RABV/EBOV bude jesté tfeba dale testovat, ale uz ted je jisté, Zze celkové jsou RABV

2015)

5.8 HPIV 3 VAKCINA

Vakcina zalozena na lidském viru parainfluenzy typu 3 (HPIV3), €eledi Paramyxoviry,
exprimujici GP ZEBOV je vakcina schopna replikace, i kdyz jeji schopnost replikace je
znacné omezena. | zde je rizikem jiz existujici imunita proti vektoru HPIV3 (Bukreyev et al.,
2009). V klinickych studiich na NHPs byla prokazana jako uc€inna a asymptomaticka
(DiNapoli et al., 2010).

EBOV ma jen jeden transmembranovy povrchovy protein GP, HPIV3 ma dva — HN
(hemaglutinin-neuraminidazu) a F (fuzni protein). Ve studiich se osvédcil
HPIV3/AF-HN/EboGP model vakciny. Ten vychazi z pldvodniho modelu, HPIV3/EboGP.
HPIV3/EboGP byl vytvofen vlozenim sekvence kddujici GP EBOV do genomu HPIV3 mezi
geny P a M. Tento modelovy vektor na svém povrchu exprimuje tfi povrchoveé proteiny,

F HPIV3, HN HPIV3 a GP EBOV. Pozdégji byl tento model jesté upraven odstranénim F a HN
gent HPIV3 a tim vzniknul novy model HPIV3/AF-HN/EboGP, ktery kdduje uz jen GP EBOV.
Jesté existuje model HPIV3/AF-HN/EboGPct, ktery vychazi z HPIV3/AF-HN/EboGP, ale
navic je CT GP EBOV nahrazen CT F proteinu HPIV3. CT je intracelularni doména neboli
cytoplasmic tail. Nahrazeni CT bylo provedeno kvali moznosti, Zze CT GP je kompatibilni s
»internal proteins” (proteiny uvnitf kapsidy) HPIV3 a tato kompatibilita by pak ovliviiovala
produkci infekénich Castic (Bukreyev et al., 2009).

Odstranénim gent pro HN a F doSlo ke zruSeni kompetice mezi HN a F proteiny a to,
reakci. HPIV3/AF-HN/EboGP je vyhodnéjsi nez HPIV3/EboGP i kvlli tomu, Zze odstranénim
HN a F gend by méla byt vakcina vice odolna vici jiz dfive vytvofené imunité proti HPIV3 a
navic se timto odstranénim dosahlo i jesté vétSiho oslabeni vakciny, proto je
HPIV3/AF-HN/EboGP bezpecnéjsi (Bukreyev et al., 2009). HPIV3/EboGP dokongila

v listopadu 2016 fazi | (clinicaltrials.gov).
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Vakcina se aplikuje intranazalné, coz znamena, Ze je aplikovana na sliznici nosu a
nosohltanu. Intranazalni aplikace brani pfenosu patogenl pfenasenych krvi a také pro tuto
formu aplikace vakciny neni tfeba vysoce proskoleny zdravotnicky personal (Bukreyev et al.,
2006).

V souvislosti s Paramyxoviry se mluvi jeSté o vektoru ptaciho NDV (Newcastle disease
virus), ktery je zaloZen na stejném principu jako HPIV3 vektor. Uvazuje se o kombinaci NDV
a HPIV3 pro podporeni efektu, stejné jako je to u Ad26 spoleéné s MVA (DiNapoli et al.,
2010).

5.9 GAMEVAC-COMBI VAKCINA
Jedna se o heterologni vakcinu tvofenou vektorem VSV a Ad5 kédujicich GP ZEBOV proti

vakcina rVSV. rAd5 zde v tomto pfipadé funguje jako zesilova& ucinku. Ve studiich byla
kombinovana davka 2,5 x 10’ PFU VSV a 2,5 x 10"" virovych &astic rAd5. U vech
naockovanych pacientu vyvolala vakcina zvySeni hladiny protilatek proti ZEBOV do 28 dnu
po ockovani (Dolzhikova et al., 2017). Podle clinicaltrials.gov probiha faze IV testovani, ktera

by méla byt ukon¢ena v Cervenci 2019.

6. LEKY

6.1 LEKY, U KTERYCH PROBIHA VYHODNOCOVANI KLINICKYCH TESTU

6.1.1 FAVIPIRAVIR

Favipiravir je nukleotidovy analog inhibujici virovou RNA dependentni RNA polymerazu
(Sangawa et al., 2013). Favipiravir byl vytvofen v Japonsku, kde uz byl i schvalen pro l1é¢bu
chfipky. P¥i klinickych testech pro pouziti proti chfipkovému viru byla dokazana jeho
bezpecnost pro lidi a jeho aktivita proti EBOV byla dokazana u mysi (Sissoko et al., 2016).
Testovani Favipiraviru zaclo na pfelomu rokd 2014/2015 v Guinee a bylo pojmenovano jako
JIKI trial. Lék byl podavan pacientim s EVD (ebola virus disease) oralné a Iécba trvala

10 dni. Prvni den dostali pacienti davku 6 g, dalSich zbyvajicich 9 dni dostali davku 2,4 g.
Jedna tableta obsahuje 200 mg IéCiva, prvni den tedy pacient musi spolknout 30 tablet
(WHO,2015b).

Vysledky JIKI trial ukazuji, Ze umrtnost vyznamné souvisela s mirou virémie a monoterapie
(Ié¢ba jednim Iékem) bude pravdépodobné& malo ucinna u pacientld s vysokou virémii. DalSi
vyzkum ohledné Favipariviru by mél byt zamé&feny hlavné na pacienty se stfedni az vysokou

virémii, konkrétné na pacienty s hodnotou Ct = 20 nebo pacienty s virovou nakazou pod
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v v

Ct 220 a v prabéhu IéCby u nich vyrazné klesla virémie. U skupiny s Ct = 25 pak vSichni
pacienti prezili. Naopak pacienti s C1 < 20 méli 90% umrtnost a virémie v pribéhu lécby
neklesla, tudiz se nepfedpoklada, ze by dalsi vyzkum u téchto pacientl pfinesl uspéch.
60 ucastnikl testl zemrelo, 51 prezilo. VSichni U€astnici testu dostali Favipiravir.

U nelé&enych pacientt se za hraniéni hodnotu povazuje poget 10° kopii viru na ml krve.

U pacient(, ktefi maji vice nez 10° kopii viru na ml krve, je pravdépodobnost preZiti menzi
nez 15%, u pacientl s po&tem kopii 10° na ml krve je pravdépodobnost preziti méné nez
40%. Umrtnost u pacient(l s po&tem nad 10° kopii na ml krve byla 60,37%, u pacient( s
po&tem pod 10° kopii na ml krve byla 39,02% (Ji et al., 2016).

U prezivSich ubéhlo od poc¢atku ucinkovani Favipiraviru do odeznéni pfiznakd nemoci
pramérné 9 dni. Cast pacientl dostala prvni davku Favipiraviru do 72 hodin po projeveni
prvnich pfiznaku, druha ¢ast pacient obdrzela Favipiravir po vice nez 72 hodinach od
prvnich projevu infekce, ale u téchto dvou skupin nebyl zadny rozdil v hodnotach Ct (Sissoko
et al., 2016).

6.1.2 ZMAPP
ZMapp se sklada z tfi monoklonalnich chimerickych protilatek (mAbs) c13C6, c2G4 a c4G7.

VSechny rozeznavaiji a cili na povrchovy glykoprotein EBOV kmene Zaire. Bylo prokazano,
Ze tyto mAbs jsou schopny neutralizovat viriony EBOV in vitro (Whitmer et al., 2016). mAbs
jsou chimerické, to znamena, ze €ast protilatky odpovidajici za kontakt s antigenem je
mysiho pGvodu, zbytek protilatky je lidského pldvodu. mAbs byly vyprodukovany geneticky
upravenym tabakovnikem Nicotiana benthamiana (Davidson et al., 2015).

P¥i testovani na NHPs byl ZMapp schopen ochranit 100% testovanych zvifat, pokud byl
podan do 5 dni po vystaveni EBOV. Testovani ZMappu pravé probiha v Liberii pod nazvem
PREVAIL trial. Vysledky druhé faze PREVAIL trial ukazaly, Ze ze 36 pacient(, ktefi obdrzeli
ZMapp neprezilo osm pacientl. To znamena, Ze mira umrtnosti byla 22%. Zarovern se u
pacientl, ktefi obdrzeli ZMapp nevyskytly zadné vedlejSi ucinky, ZMapp se tedy jevi jako
velmi bezpecny lék (The PREVAIL Il Writing Group, 2016).

6.1.3 TKM-100802

Pfi vyrobé ucinné latky pro Ié€bu infekce EBOV se pouzivaji i siRNA, které cili na ZEBOV
RNA polymerazu L proteinu. Tyto siRNA jsou enkapsulovany do stabilnich ¢astic z lipidu a
nukleovych kyselin (SNALPs). Do SNALPs byla vloZzena kombinace tfi siRNA, EK-1 cilici na
RNA polymerazu L proteinu kmene ZEBOV, VP24-1160 cilici na VP24 a VP35-855 cilici na
VP35. Uz samotna EK-1 byla schopna zabranit replikaci ZEBOV a tim ochranit mor€ata

infikovana ZEBOV. V souc¢asnych studiich na NHPs se ale vyuziva smés tfi vySe uvedenych
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siRNA, diky éemuz je virus inaktivovan ve tfech riznych stadiich jeho zZivotniho cyklu. Tato
smés uz prosla ¢asti klinickych testu, pfi kterych byla schopna ochranit makaky pfed smrti
vlivem EBOV (Geisbert et al., 2010).

Kombinace siRNA EK-1, VP24-1160 a VP35-855 byla oznacena jako TKM-100802. Jedna se
o inhibitor RNA, schopny katalyticky Stépit virovou RNA uvnitf buriky (Kraft et al., 2015).
Podle WHO a clinicaltrials.gov je aktualné testovani této latky pozastaveno, jelikoz se pfi
klinickych testech ve fazi | u testovanych jedincu vyskytly vedlejsi u€inky jako je nevolnost,

bolest na hrudi a zrychleny srdecni tep.

6.2 LEKY PRO KTERE BRZY ZACNOU KLINICKE TESTY

6.2.1 MIL-77

MIL-77 je Iék, ktery je zalozen na Zmapp. Jedna se o smés 2 monoklonalnich protilatek 13C6
a 2G4. Narozdil od Zmapp jsou ale protilatky tvofici MIL-77 produkovany modifikovanymi
CHO burnkami, diky éemuz dochazi k izolaci vétSiho mnozZstvi protilatek, nez je tomu z
tabakovniku. | u€innost se zatim ukazuje podobna jako u Zmapp, Iéky byly ale zatim
zkouseny jen u NHPs (Zheng et al., 2016). Takeé je potfeba je5té vice prozkoumat samotné
CHO buriky, jejichz kompletni charakteristika zatim neni dokonéena (WHO,2015b).

6.2.2 AVI-7537

Dal$i moznosti Ié¢by infekce zpisobenou EBOV jsou PMO. PMO znamena fosforodiamidové
morfolino-oligomery, které jsou velmi odolné proti degradaci. Jsou to syntetické molekuly,
podobné nukleovym kyselinam. PMO funguiji jako sterické blokatory vazajici se na RNA a tim
blokuji navazani jinych molekul, napfiklad sloZzek podilejicich se na sestfihu nebo na
translaci. Timto mechanismem jsou schopné inhibovat genovou expresi EBOV. Do bunék
vstupuji PMO konjugaci pomoci peptidi schopnych penetrovat buriky (PPMO). PMO pro
lé¢bu EBOV byly navrzeny tak, aby odpovidaly genové sekvenci EBOV

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

EBOV bude nejefektivnéjsi PMO cilici na VP35 a VP24, které také u mySi ukazaly vétsi miru
prezivSich. V posledni dobé se testuje hlavné PMO cilici na VP24, znamy pod nazvem
AVI-7537. AVI-7537 je PMO oligomer, ktery se vaze pfimo do transkriptu VP24 RNA. VP24
protein inhibuje odpovéd interferont prvniho typu, takze inhibice VP24 vede i ke zvySeni
hostitelské imunitni odpovédi. VP24 také tvoii homodimery vazajici VP35 nebo NP. VP35 a
NP jsou dulezité pfi pfechodu z virové replikace do virové transkripce, coz je klicovy bod v
Zivotnim cyklu viru a AVI-7537 by tim padem mohl mit vliv pravé na tento klicovy bod
(Ilversen et al., 2012).
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6.2.3 BCX-4430

BCX-4430 je synteticky adenosinovy analog. Inhibuje aktivitu virové RNA polymerazy tim, Ze
se chova jako “non obligate RNA chain terminator” vazajici se na konec RNA. Non obligate
RNA chain terminator zpusobi, Ze se pravé zaclenény nukleotid chova jako terminator. | kdyz
by RNA mohla byt dale elongovana, dojde k pfed€asné terminaci transkripce a replikace
virové RNA (Potisopon et al., 2016). K celému mechanismu je potfeba anabolismus plvodni
slouceniny na BCX4430-trifosfat (BCX4430-TP), ktery se pak po odstépeni dvou pyrofosfati
jako BCX4430-monofosfat za¢leni do vznikajiciho vliakna virové RNA a tim zpUsobi, Zze se
posledni zac¢lenény nukleotid chova jako terminator (Warren et al., 2014).

Mimo vyzkumu EBOV se BCX-4430 zkoumal i v souvislosti s Ié¢bou zluté zimnice (Julander
et al., 2014).

6.2.4 RNAPc2

rNAPCc2 je latka, ktera tlumi zanét, zabrariuje srazeni krve a celkové zmirfiuje pfiznaky
nakazy. Jedna se o rekombinantni protisrazlivy protein c2 hlistic (Nematoda), pavodné
izolovan ze slin méchovce Ancylostoma caninum. rNAPc2 je protein sloZen z

85 aminokyselin, inhibitor serinové proteazy, ktery pfimo inhibuje katalyticky komplex
aktivujiciho faktoru fVIla/TF (Lee et al., 2001). fVlla je tkanovy faktor spoustéjici srazeni krve.
Protisrazlivy efekt zpusobeny inhibici fVlla faktoru pomoci rNAPc2 byl jiz prokazan pfi
klinickém testovani b&éhem faze |l pfi ortopedickych operacich a nahradach cév
(revaskularizace) a pfi 1é¢bé klinické trombdzy. Zaroveri bylo pfi tomto testovani dokazano,
Ze je rNAPc2 pro lidi bezpeény. Ve studiich tykajicich se EBOV byl NAPc2 zatim podan

makakim, pficemz prezilo 33% testovanych makaku (Geisbert et al., 2003).

6.3 LEKY SE SLIBNYMI UCINKY PROTI EBOV, U KTERYCH ALE BYLA NA ZAKLADE
NEJNOVEJSICH DAT POZASTAVENA MOZNOST SPUSTENI KLINICKYCH TESTU V
BLiZKE DOBE

6.3.1 BRINCIDOFOVIR

Brincidofovir je nukleotidovy analog, konjugat cidofoviru. Cidofovir je taktéz nukleotidovy
analog, ktery tvofi nitrobuné&ny substrat kompetujici s virovou DNA polymerazou, je tedy
ucinny proti dsDNA virim. Cidofovir byl vychozi latkou pro brincidofovir, ktery taktéz Gcinkuje
proti dsDNA virdm (Dunning et al., 2016). Puvodné byl vytvoren proti CMV- cytomegaloviru,
ale in vitro byla zjisténa i aktivita proti EBOV. V roce 2015 bylo v Libérii zahajeno testovani,
faze | ale skoncila pfed€asné jednak kvuli nedostatku pacientll ochotnych se nechat testovat
a hlavné kvuli stazeni této latky z testd samotnou firmou Chimerix, USA, ktera ji navrhla.

Veskeré testovani je v soucasné dobé prerusené (WHO,2015b).
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6.3.2 KREVNi PLASMA REKONVALESCENTU

Plazma rekonvalescentu jiz byla vyuzita pfi testovani Ié€eni infekce virem ptaci chfipky
H5N1. PFi IéEbé eboly byla plazma rekonvalescentl vyuzita poprvé v Kikwitu v roce 1995,
kdy pét uzdravujicich se pacientl po nakaze EBOV darovalo krev osmi pacientim
prodélavajicim infekci EBOV. U téchto osmi pacientu byly v krvi diagnostikovany EBOV
antigeny. Krev preziv§ich pacientll obsahovala IgG a IgM protilatky proti EBOV a
neobsahovala zadné EBOV antigeny. Pacienti, ktefi obdrzeli transfuzi, prodélali infekci s
podobnymi pfiznaky, které jsou typické pro nakazu EBOV (Mupapa et al., 1999). Umrtnost
byla 12,5%, tzn. pfezilo sedm z osmi pacientu. VSech sedm prezivSich pacientl obdrzelo
krevni transfuzi druhy tyden infekce EBOV. Pacient, ktery zemfel, obdrzel transfuzi jiz 4. den
nakazy EBOV (Kraft et al., 2015).

Bé&hem roku 2015 probihaly v Liberii a Guinei faze Il a lll testovani, testovani ale bylo
pozastaveno kvuli nulovym pfipadim nakazy EBOV (WHO,2015a).

Plazma rekonvalescentl potfebuje dalSi testovani, kazdopadné to neni standardni forma
lécby. Je tfeba mit k dispozici krev pacientll zotavujici se z nakazy EBOV a zaroven se nevi,
jak moc se plazma podilela na uzdraveni, pfipadné ktera jeji slozka konkrétné (Kraft et al.,
2015).
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7. ZAVER

V souc€asnosti probiha testovani nékolika vakcin a 1é€ka, které se jevi velmi nadéjné pro IéCbu
EVD. Vétsina vakcin je pfipravena na principu oslabeného virového vektoru exprimujiciho na
svém povrchu GP EBOV. Nékteré z vakcin a Iéku by se v pfipadé vypuknuti dalSi epidemie
jiz daly pouzit. Z vakcin to jsou rVSV-ZEBOV a chAd3, z Iékd pak ZMapp a Favipiravir.
Vakciny ChAd3 a rVSV-ZEBOV jsou dva nejvice diskutovani a pravdépodobné zatim
nejvhodnéjsi kandidati, jejich vyhody byly popsany vyse, co se nevyhod ty¢e, u rVSV-ZEBOV
je nejvic diskutovana bezpecénost. rVSV vakcina je sice tvoifena oslabenym virem, ktery je ale
porad schopny replikace, coz sice vyrazné zvySuje uc€innost vakciny, ale zaroven to mize
predstavovat potencialni nebezpeci pro ockovaného pacienta. To dokazuiji i vedlejsi ucinky,
které byly u rVSV vaznéjSi nez u ChAd3, napf. artritida a kozni Iéze. Snizeni davky rVSV na
eliminaci nezadoucich ucinkd nemélo vliv. ChAd3 sice neni schopna upIné replikace, ale jeji
nevyhodou je moznost, Zze Cast lidské populace jiz ve svém téle ma protilatky proti
adenovirovému vektoru a to by oslabilo u€innost vakciny. U ChAd3 neni mira téchto jiz
vytvofenych protilatek tak vysoka jako u Ad5, i tak je ale potfeba ziskat dal$i poznatky v
dalSich fazich vyzkumu. U rVSV vakciny je mira jiz existujicich protilatek v organismu
zanedbatelna (Geisbert et al., 2008).

Vyhodou Favipiraviru je fakt, Ze je jiz schvalen v Japonsku pro 1&¢bu chfipky a proto je k
dispozici dostatek dat ohledné bezpecnosti. Nevyhodou tohoto Iéku je ucinnost podle hodnot
C+, na priibéh infekce u pacientd s Ct < 20 Favipiravir nemél zadny vliv. (Sissoko et al.,
2016). Lék ZMapp jesté potiebuje dalsi testovani, vyhodou je jeho bezpe&nost prokazana v
probihajicim testovani PREVAIL trial. | jeho uc€innost se jevi pomérné dobfe, umrtnost pfi
podani ZMappu dosahla 22% (The PREVAIL Il Writing Group, 2016).

Zaroven se neustale vyviji a testuje dalSi mnoZstvi I1&Civ a s trochou $tésti je vice nez
pravdépodobné, Ze na dalsi epidemii EVD jiZ bude svét pfipraven s u€innou vakcinou pro

prevenci a efektivni moznosti IéEby osob infikovanych EBOV.
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