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ANOTACE

Tato bakalaiska prace se zabyva DNA vakcinami proti chiipkovym virim. Uvodni &ast je
vénovana historii chiipky a prvnim vakcinam proti chiipce. Dale se zabyva stavbou virové
¢astice, mnozeni a mutaci virti, nevyjimaje pojmy antigenni shift a drift. V praci je popsan
pribéh onemocnéni, véetné imunologickych odpovédi organismu na virus a laboratorni
diagnostika chfipkovych vird. Je zde zahrnuty i stru¢ny piehled dosavadnich typt vakein.
Stézejni kapitola je vénovana vyvoji, vyrobé DNA vakcin a imunologickym reakcim na
vakcinu. V zavéru prace se predklada srovnani DNA a RNA vakcin a Siroké vyuziti DNA

vakcin.

KLIiCOVA SLOVA

DNA vakcina, viry chiipky, vakcinace, imunitni reakce, T-lymfocyty, B-lymfocyty

TITLE

DNA vaccine against influenza virus

ANNOTATION

This bachelor thesis deals with DNA vaccines against influenza viruses. The introductory part
is devoted to the history of influenza and the first influenza vaccines. Furthermore, the
structure of the virus particle, the multiplication and mutation of viruses, together with the
concepts of antigenic shift and drift are explained. The work describes the progress of the
disease, including the body's immune responses to the virus and laboratory diagnostics of
influenza viruses. It also includes a brief overview of current types of vaccines. The main
chapter is devoted to the development and production of DNA vaccines and immunological
reactions to the vaccine. At the end, the work presents a comparison of DNA and RNA

vaccines and the wide use of DNA vaccines.
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UvVOD

Virus chiipky, stejné jako jiné skupiny vird (napf. virus zpusobujici onemocnéni
COVID — 19) ptedstavuje velky problém moderniho svéta. Zptisobuje onemocnéni dychacich
cest a diky svému snadnému pifenosu ve form¢ kapének se fadi mezi vysoce nakazlivé
onemocnéni. Chiipka mtze byt doprovdzena zavaznymi komplikacemi a to predevsSim
u starSich pacientd, malych déti a pacientl s imunodeficienci. Jednou z nejucinnéjSich
preventivnich opatfeni je vakcinace populace vici cirkulujicim kmendm chiipky. Tématem

mé bakalarské prace je ockovani proti chiipce se zaméfenim na DNA vakciny.

Virova castice podléha ¢astym antigennim zménam v podobé¢ antigenniho shiftu a driftu.
V zimnim obdobi se tak vyskytuje sezonni chiipka navozend zmutovanou cCastici viru.
V ptipad¢ velkého poctu narazovych mutaci viru jsou vyvolany epidemie ¢i pandemie.
Tomuto faktu je nutno uzpusobit i vakcinaci. Existuji rizné typy vakcin uzivané pro prevenci
vuci epidemiim, avSak vSechny ocCkovaci latky se musi pfizpiisobit kazdoro¢ni obméné
Vv zévislosti na mutacich vird. Je tfeba monitorovat a ptredpokladat jakym zménam viry

podlehnou a zajistit tak potfebnou vakcinu.

wewvr

ucinnéjsi vakeiny oproti doposud bézné uzivanym typim. DNA vakciny jsou jiz nékolik let
ve fazi vyvoje a jsou testovany pouze na vybrané druhy onemocnéni, véetné chiipky. Vyvoj
DNA vakcin prameni ze snahy o vytvofeni univerzalni vakciny. A to z toho divodu, aby
nemuselo dochazet kazdoro¢né k preoCkovavani populace v zavislosti na mutacich viru. DNA
vakcina a zaroven 1 RNA vakcina koduji virové proteiny, na které reaguje imunitni systém
hostitele. Vakcina tak odolava fadé zménam chiipkového viru. Viry bézné¢ béhem
mutagennich procesti méni své povrchové epitopy, avSak nukleova kyseliny uvnitt virové
Castice zistava nemeénna. DNA vakciny v organismu navozuji bunéénou cytotoxickou a taktéz

protilatkovou imunitni odpovéd'.

Cilem aktivni imunizace neboli ockovani je navodit v organismu specifickou imunitni
odpovéd’ na antigen pfitomny ve vakciné. Béhem primarni infekce zptisobené ockovanim
dochazi k produkci protilatek specifickych viici danému antigenu. Soucasné jsou vytvoreny
pamétové buiky, které v organismu pretrvavaji cely zivot. U sekundérni infekce vyvolané

stejnym antigenem je imunitni odpovéd’ rychlejsi a vice specifickd nez u primarni infekce.
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1 HISTORIE CHRIPKY

Chtipkové nakazy suzuji lidstvo jiz cela staleti [1]. Virus zptsobujici chiipku se ¢leni
do skupin A, B, C a nedavno objevené skupiny D. Pficemz skupina A je nejbéznéj$im
cirkulujicim virem a je schopna vyvolat epidemie i pandemie [3]. Kazda chiipkova epidemie
a pandemie je jina. Zasadni zména je ve struktufe antigenu viru, s tim souvisi i povaha

onemocnéni (nakazlivost, imrtnost) [1].

Ve 20. stoleti chiipky ptedstavovaly velkou hrozbu, jelikoz mély vysokou miru
umrtnosti, kterd souvisela s mnoha faktory. Jedno z nejvyznamnéjsich bylo vale¢né obdobi
spolu s pfidruzenymi bakteridlnimi infekcemi, absenci antimikrobialnich latek

a nedostate¢nou lékaiskou péci apod. [1].

Pojem ,,chtipka“ se objevil uz v 15. stoleti v Italii, odkud se rozsitil po celé Evropé
anejspis i do Asie a Afriky. Z roku 1510 pochazi prvni zminka o pfiznacich chiipky rozsifené
po celém svéteé. Chiipka té doby byla pfenaSena infikovanymi prasaty pfepravovanymi
na lodich. Od roku 1404 do poloviny 19. stoleti nasledovalo jesté¢ né€kolik chiipkovych

epidemii a pandemii [3].

V obdobi mezi roky 1918-1919 propukla Spanélska chiipka, diky které si védci, jednim
znich byl Richard Edwin Shope, zacali uvédomovat, Ze chiipku nezplsobuje bakterie
(Heamophilus influenzae), jak se doposud domnivali. Chiipkovy virus typu A byl vSak
izolovan az pozdéji v letech 1932-1933 britskymi védci: Wilson Smith (1897-1965), Sir
Christopher Andrewes (1896- 1988) a Sir Patrick Laidlaw (1881-1940). V roce 1935 se
podafilo Siru Burnetovi a Smithovi kultivovat chiipkovy virus na chorio-alantoidni membrané

slepicich embryi a o rok pozdéji z nich vyizolovat ptislusné protilatky [3].

U chiipkového viru je obecné znamo, Ze Casto podléhd mutacim a proto se kazdym
rokem objevuje novad sezénni chiipka. Pfi vétSim poctu hybridizaci viru, typického pro

zvitata, vznika celosvétova pandemie [4].

V minulém stoleti celosvétové propukly tii pandemie chfipky zndmé jako Spanélska,
asijsk4 a hongkongska [1]. Spanélska chiipka se objevila v roce 1918 oznadovéana antigennim
podtypem H1N1. Asijska chiipka propukla v roce 1957 s podtypem H2N2 a hongkongska
chiipka se vyskytla nedlouho poté v roce 1968 (H3N2). Prvni dvé zminované si vyzadaly az
milion obéti a nasledné vroce 1957 byla vyvinuta vakcina mikrobiologem Maurice

Hilemanovi (1919-2005) [2]. Jednotlivé chiipky se od sebe lisi strukturou virovych ¢astic
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I pisobenim na Clovéka. Za zménu struktury viru je zodpovédny hemaglutinin (HA)

na povrchu a neuraminidaza (NA), které spolecné méni vlastnosti ¢astice [1].

Pivod Spanélské chiipky neni jednoznacny, tento kmen byl vSak vysoce virulentni
a rozsitil se po celém svéte. U vétSiny pacientl se projevoval typickou chiipkou a po 5 dnech
nasledovalo uplné zotaveni. U dalSich nakaZenych se k chiipce pfidruzily sekundérni
bakterialni infekce (napf. spalnicky u vojenskych rekrutd), které byly pfic¢inou smrti [2].
Nejvice umrti nastalo u mladych lidi ve véku 20 — 40 let. Jedno z moznych vysvétleni je, ze
pred rokem 1889 na svété cirkuloval podobny kmen H1 a poskytl tak miru ochrany pied
kmenem H1N1 [1].

Dalsi pandemie vykazovala jinou strukturu hemaglutininu a neuraminidazy a proto byl
virus oznaCen H2N2. Virus byl testovan fixaci komplementu [1]. Onemocnéni se nejprve
vyskytlo v severni Cing, odkud se §ifilo do Hongkongu, Singapuru a odtud do celého svéta
[2]. Typické projevy chiipky doprovazely pneumonie a chronické onemocnéni srdce. To bylo

¢asto divodem tmrti [1].

Posledni z vySe zmiflovanych pandemii zapocala v Hongkongu a rozsitila se nejprve po
celé Asii a poté na zapad. Antigenni vybava hemaglutininu se lisila od asijského typu, ale
antigen neuraminidazy byl stejny, proto oznaceni H3N2. Vyzkumy ukazaly, Zze pro ¢lovéka
oc¢kované¢ho vakcinou proti viru H2N2, je prubéh onemocnéni, zplisobeny virem H3N2,
mirngj$i. V tomto obdobi se vyskytl i mezidruhovy pienos. A tento kmen vird je pivodcem
I dne$ni chiipky. Dalsi ¢asto zmifiovana chiipkova epidemie je praseéi chiipka, zplisobena
kmenem HINI a ptaci chiipka (HSN2 a HON2). U téchto onemocnéni je nizké riziko pfenosu

z ¢loveka na ¢loveka [1].

1.1 Historie vakcinace proti ch¥ipce

Vakcinace je jedinou vyznamnou prevenci vuci turbulentnim chfipkovym nakazam [1].
Prvni studie [2] potvrzujici vyvoj vakcin je az z poloviny 30. let minulého stoleti. Diky témto
studiim byla vroce 1937 podéna subkutanné prvni inaktivovand vakcina proti chiipce
izolovana z mysich plic. Ta obsahovala pouze podtyp viru A. V roce 1942 byl potvrzeny fakt,
ze inaktivované vakciny dokazi ochranit pted chiipkovymi epidemiemi. WHO v roce 1952
zacala s trasovanim cirkulujicich virulentnich kment a zdokonalilo se tak sloZeni vakcin proti

sezonni chiipce [3].

K rozvoji o¢kovani vyznamné pfispéla pandemie asijské chiipky. Zvysila se prooc¢kovanost

populace, zacalo se sledovat pusobeni oCkovaci latky na populaci, zavedlo se podani vice
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injekénich davek v rozsahu méné nez 4 tydnt. Od roku 1971 se vyuziva antigenniho driftu
virovych c¢astic pti vyrobé vakcin [1]. V letech 1976-1977 byla prokazana nutnost podani
dvou déavek ke zvySeni ochrany, dale bylo zavedeno genetické piefazeni kmenu a byla

vytvoiena podjednotkova vakcina. Pro jeji ucinnost bylo potieba podani dvou davek [3].

Chiipkové vakciny byly nejprve vytvofeny pro zvladnuti pandemii a postupné
se vyvijely, jako ochrana pted cirkulujicimi kmeny vird. Na pocatku 2. poloviny minulého
stoleti (od roku 1942) vznikly bivalentni vakciny zahrnujici jednu jednotku viru A (konkrétné
H3N2) a jednu jednotku viru B. Poté byly k dostani trivalentni vakciny, které ve svém slozeni
maji dvé podjednotky viru typu A a jednu podjednotku viru B. Dal§im velkym pokrokem
roku 2016 byl vyvoj kvadrivalentni vakciny, ta je rozsifena o oba typy skupiny B (Yamagata

a Victrotia). Tato vakcina dokaze pusobit na Sirsi okruh kmene virt [4].

S vyvojem oboru epidemiologie, virologie, imunologie a molekularni genetiky se vyviji
I ptistup k oCkovani. Ustoupilo se od podavani chemicky Ccisténych vakcin obsahujici
celovirionové inaktivované Castice, z divodu jejich slabé ucinnosti, bezpecnosti a slozitosti
ptipravy, zavislé na dodavani slepi¢ich embryi. Vznikl tak novy typ vakcin s adjuvans MF-59,
ktery se vyznacuje vyS$si antigenicitou a je snasenlivéjsi 1 pro starSi osoby a déti. V roce 2013
byla schvalena trivalentni rekombinantni vakcina pro populaci ve véku 18 - 49 let. Slo o prvni
trivalentni vakcinu vyrobenou pomoci rekombinantni DNA technologie. Pro pfipravu byl
vyuzit bakulovirus a vakcina tak obsahovala tiikrat vys$si davku hemaglutininu nez klasické
trivalentni vakciny [3]. I u nové zatazenych vakcin je vSak dulezité vyvijet kazdorocné€ nové

vakcinaéni ptipravky v zavislosti na antigenni modifikaci patogenu [4].
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2 PUVODCE ONEMOCNENI CHRIPKY

Chiipka je zavazné respiraCni onemocnéni. Mezi ptiznaky chiipky se tfadi respiracni
potize, hofecnaté stavy, onemocnéni hornich i dolnich dychacich cest, bolesti svalt, kloubii,
hlavy, krku, unava, v tézkych pifipadech se muze jednat i o pneumonie a piidruzené
bakteridlni infekce. U pacienti se mohou vyskytovat i nerespiracni ptiznaky jako je
onemocnéni srdce, centralni nervové soustavy a dalSich systémovych organti [6]. Na severni
polokouli se v zimnim obdobi kazdym rokem vyskytuje sezonni chiipka, ktera postihne
5az 10 % populace. Chtipkové viry mohou vyvolat i t¢zky prubéh a byt pti¢inou umrti
u rizikovych skupin (napf. seniofi, dlouhodobé nemocni, lidé s oslabenu imunitou).
Po 20 az 30 letech dochazi pravidelné ke kompletni zméné antigenni vybavy viru a vzniku
pandemie. Sezonni chiipka nepiedstavuje takové riziko, jako pandemicka chiipka, uz z toho
divodu, Ze u sezonni chiipky dochazi k mirné zméné antigenit a Cloveék se tak snadnéji
dokéze branit. I presto WHO uvadi, ze kazdorocné maé tézky prubéh chiipky 3-5 miliont

celosvétové populace a 250 000-500 000 lidi ji podlehne [4].

2.1 Popis chiipkového viru
Viry zpusobujici chiipku jsou zatazovany do ¢eledi Orthomyxoviridae [4]. Viry obecné
se od ostatnich mikroorganismil lisi hlavné diky svoji velikosti. Velikost chiipkovych vir

se pohybuje od 80 - 120 nm [6].

Viry se ¢leni na ¢&tyfi typy: A, B, C a nové objeveny typ D. Viry typu A a C infikuji
¢lovéka a mnoho druht zvitat, zatimco typ B dokaze infikovat pouze Elovéka [4]. Viry
chiipky typu A se svym Sirokym zastoupenim podtypu patii do zoonotickych patogent [12].
Na zaklad¢ antigenni struktury byly chiipkové viry typu A roziazeny do 18 subtypi HA
(H1 az H18) a 11 subtypt NA (N1 az N11) [4]. Podtypy HA pfenosné na ¢lovéka jsou H1,
H2, H3, H5, H6, H7, H9, H10 [12]. Mnoho z vyjmenovanych podtypi (HS, H6, H7, H9, H10)
jsou na ¢loveka sporadicky pienosné z ptakt avSak bez dalSiho pienosu z ¢loveéka na ¢loveka
[11]. U divokych vodnich ptaki je vSeobecné nejvice zastoupeny typ A s mnoha podtypy
[12]. Chtipkové viry typu B maji jeden podtyp se dvéma liniemi: Victoria a Yamagata.
Primarné se vyskytuji u tulend, ale jsou potencionalnimi patogeny i pro ¢loveka [11].

Viry, které zpusobuji béznou sezonni chiipku, patii do typu A, konkrétn¢ subtypy
HIN1 a H3N2 a viry typu B. [6]. Chiipkové viry kazdorocné zpisobuji velké epidemie
hlavné 1 z toho divodu, Ze béhem roku se vyskytnou nové virové typy, se kterymi se hostitel
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dosud nesetkal. Z tohoto diivodu je nejucinngjsi prevenci kazdoro¢ni ockovani a vytvoreni tak

dostate¢né imunity [7].

Obdobi sezonni chiipky nastdva zacatkem zimnich mésicl, kdy pfenosu napomaha
nizka vlhkost a teplota. Ro¢n¢ se tak zaznamendvaji dvé sezonni chiipky, jedna na severni
polokouli a druha na jizni. Cirkulujici kmeny na jizni polokouli jsou daleko riznorodé oproti
mirném pasu. Je to ddno klimatickym prostfedim: vyssi teploty, slune¢ni zafeni, mnozstvi

srazek apod. [6].

V minulém stoleti subtypy HIN1, H2N2 a H3N2 vyvolaly velké pandemie a doted” jsou
bézné vyskytujici se a cirkulujici. Podtyp H7N7 po desitky let infikuje pfevazné koné a tvori
tak stabilni linii u savci. Podtypy H5 a H7 patii mezi nepatogenni u vodnich ptaki, avsak
nasledkem mutace se mohou stat vysoce patogennim typem pro chovnou dribez. Nejcast&jsi
zménou je vazba peptidu HA s peptidem bakterii a HA je rozs§tépen furinovymi enzymy
a vznika tak vysoce patogenni kmen H5N1 a H7N9. Proto, aby byly pfenosné na ¢lovéka,

musi dojit k dalsi zméndm v zavislosti na adaptaci prostiedi [11].

2.1.1 Stavba castice

Struktura viru je slozitd a ovliviiuje chovani viru béhem epidemie [4]. 1 kdyz
se jednotlivé typy viru chiipky od sebe antigenné 1isi, funkce proteini kddovanych genomem
zustava stejna [6]. Uvnitf viru je obalena zaporné nabita Castice se segmentovanym
jednotetézcovym genomem RNA. Ve své virové membrané¢ ma zabudované dva hlavni

antigenni glykoproteiny hemaglutinin (HA) a neuraminidazu (NA) [5].

Cela struktura virovych ¢astic typu A, B je znazornéna na obrazku 1. Virovy genom
RNA je jednofetézcova nukleova kyselina. U virti typt A, B je rozlozen do osmi segmenti.
Prvni tfi segmenty koduji RNA polymerazy (PB1,PB2,PA), dalsi dva segmenty koduji
glykoproteiny (HA, NA). Nukleoproteiny (NP) jsou tvofeny 5. segmentem. Segmenty 6 a 8
koduji matrixovy protein (M1) a membranovy protein (M2), nestrukturalni protein (NS1),
jaderny exportni protein (NEP). U virt typu C, D maji genomy RNA pouze sedm segmentil,
tyto dva typy nezplisobuji u Clovéka zdvazné onemocnéni, pouze V nékterych piipadech

u deéti [6].

Virové genomy u typi A a B se segmenty kodujici proteiny jsou ukonceny
nekddujicimi tseky, které maji ulohu promotoru pro zacatek replikace a transkripce v genomu
virovou polymerazou. Nové vznikly virovy genom tak obsahuje virovy ribonukleoprotein

(VRNP), enkapsidovany nukleoproteinem (NP) a usek virové polymerazy. Polymeraza,
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vyskytujici se u chiipkovych virti, je komplex sloZzeny z polymerdzovych bazickych proteini

(PB1, PB2) a kyselych proteint (PA) [21].

'HA yNA “ M2 O NEP @ M1 ’HA ?NA I]]BMZ [ NB O NEP @ M1

Obrazek 1 A) Stavba virové ¢astice typu A; B) Stavba virové ¢astice typu B, ptevzato z [21].

Na povrchu virové ¢astice (znazornéné na obrazku 1) jsou antigeny HA (které jsou
dalezité pro vazbu na receptory kyseliny sialové a vstup viru do bunky) a NA (ty naopak
uvolnuji viry z neaktivnich receptori a poméhaji tak mnozeni virti v téle hostitele). Pod
strukturou antigeni je v lipidové membrané zakotveny matrixovy protein (M1), jehoz funkce
neni zcela jasna. Je mozné, Ze tvoii opéru pomahajici udrZeni struktury viru. V membranég je
dale zakotveny tetramerni protonovy kanal M2, ten pomaha udrzovat stalé pH a zabranuje tak
strukturnim zménam HA [72]. V membrané je i v niz§im zastoupeni protein NB unikatni
pro typ B. PB1, PB2 a PA zodpovidajici za syntézu a replikaci RNA v hostitelské burice.
Chfipkové viry obsahuji i dal§i dopliikové proteiny podilejicich se na prevenci vrozenych
antivirovych odpovédi hostitele anebo jejich funkce neni upfesnéna. Mezi takové proteiny

se fadi PB1-F2, PA-X (pro typ A) a NS1 nebo NB (pro typ B) [6, 73, 74]

I pies podobnou virovou strukturu se ¢astice viru typu A a typu B od sebe lisi a to
konkrétn¢ diky odlisSnym délkdm koncovych nekodujicich segmentim (viz obrazek 1).
OdliSuji se od sebe také vnitfnimi antigennimi proteiny: pro typ A je piirozené vyskytujici
se protein M2 a pro typ B jde o protein BM2. Oba dva jsou kddovany spoleéné s proteinem
M1 stejnym genovym segmentem 7 a nasledné jsou importovany na povrch infikovanych
bunck. Avsak M2 je translovan ze sestithané MRNA, mezitim co BM2 je pfeloZen jinou
M1 proteinu. Virus typu B také obsahuje NB protein [21].
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NB protein je slozen ze 100 aminokyselin, které jsou kddované na stejném genovém
useku jako NA u chiipkovych viri typu B. NB protein je po translaci exprimovan ve formé
tetrameru na povrchu napadené bunky a bcéhem puceni je vmalém poctu vclenén
do intracelularniho prostoru viru. Vyznam a funkce neni doposud zcela znama. Bylo
prokazano, ze NB protein neni nezbytny k zivotu viru. V testech byla pouzita metoda reverzni
genetiky za Ucelem vytvofit rekombinantni viry typu B bez NB proteinu. Virus se nasledné
replikoval stejnym mechanismem jako viry s NB proteinem. Mutace tak nevyvolala zmény
ve funkci neuraminidazy. Aktivita NA byla méfena tfemi testy: elucni test ¢ervenych krvinek,
test inhibice hlenu a test aktivity NA pomoci enzymi. I naslednd opakovana replikace viril
nebyla chybgjicim NB proteinem ovlivnénd. Neprojevila se ani celkovd oslabenost viru

in vivo sledovanim titru viru u mysi [22].

2.1.2 Faktory virulence a pisobeni imunitniho systému

Proto, aby se mohl virus replikovat, musi kvili své jednoduché struktute spolé¢hat
nafadu faktor hostitele. Tyto faktory jsou u kazdého hostitele jinak zastoupeny a virova
Castice se musi prizptisobit [9]. Napiiklad obalova vrstva viru je tvofena lipidovou
membranou uvolnénou z hostitelské builky - virovda RNA je tak chranéna pied vnéjSimi
vlivy [7].

v

Nejvyznamnéjsi je povrchovy glykoprotein hemaglutinin (HA). Hraje hlavni roli pfi
vstupu do hostitelské buniky, kdy zprostfedkovava vazbu na tuto buiiku pfes jeji povrchové
struktury. Je slozen ze dvou podjednotek HAL1 a HA2 spojenych disulfidickym mustkem.
HA1 se véze na receptory cilové bunky a HA2 nasledné umoZituje fizi viru mezi virovymi
a hostitelskymi  endozomalnimi membranami diky vazbé HA na receptory kyseliny
sialové (SA) [71]. Konkrétné HA identifikuji v§echny receptory na povrchu SA epitelu bunék.
Kmeny virt napadajici lidské bunky upfednostiiuji koncovou galaktozu na SA vazbou pies
uhliky 02-6. V lidském organismu se tyto receptory nachézi u bun¢k na fasinkovém epitelu
dychacich cest [8]. HA je taky hlavnim nosi¢em epitopti vyvolavajici tvorbu neutralizujicich
protilatek B-lymfocytid. Diky velkému mnozstvi epitoptt HA a jejich riznorodosti snadno

unikaji imunitnimu systému, $ifi se na dalsi hostitele a tim snadno vyvolavaji epidemie [71].

Druhy povrchovy glykoprotein neuraminidaza (NA) ma také dulezitou biologickou
funkci béhem Zivotniho cyklu viru. Neuraminidaza §tépi zbytky kyseliny sialové ptitomné
na povrchu bun¢k dychaciho epitelu béhem konecné faze replikace. Dochazi k lyze buné¢k
a uvolnéni novych virovych ¢astic z hostitelskych bunék [5, 72]. NA je tvofena z virové
exo-a-sialidazy (neboli neuraminidazy) pfitomné na vnéj$i strané membrany virionu
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a infikovanych bun¢k. NA nedokaze rozkladat navnadové receptory ptitomné na HA virovych
¢astic, coz muze byt nasledkem shlukovani vird. Zaroven je NA schopna degradovat
mucinové glykoproteiny (MUCS5SAC, MUCS5B, MUCI) piitomné na povrchu bunéck
VvV respiracnim traktu. Je Vv nich hojné¢ zastoupena SA a tvofi tak navnadu povrchovym

molekuldm viru a brani pfilnuti virionu na hostitelskou bunku [72].

Bylo prokazano, ze z divodu u¢inngjsi replikace a ptrenosu viru na dal$iho hostitele
existuje rovnovaha mezi HA a NA [8]. NA krom¢ Kkatalytického mista, obsahuje také
samostatné vazebné misto pro SA a vykazuje hemadsorb¢ni aktivitu. HA 1 NA jsou
postupnym prenosem glykosylovany a to nasledné¢ ovliviuje funkcienzymu a afinitu

k receptoru. To vSe muze vést az ke zméné povahy viru a schopnosti infikovat jiny druh [9].

Mezi faktory virulence souasné patii i nestrukturalni protein-1 (NS1). Je slozen
ze dvou casti: N-koncova vazba RNA a oblast efektoru C-terminalu. Hlavni funkce NS1 je
potlaceni vrozené imunitni reakce organismu (napf. utlumeni produkce a zesileni signélu
interferony typu 1). NS1 maji také schopnost vyvolat apoptdzu epitelovych bunék dychacich

cest v zavislosti na kaspaze [73].

Virova polymerdza PB1-F2 smutaci na mist¢ N66S potlacuje tvorbu interferont
produkovanych imunitnim systémem hostitele vazbou mitochondrialni receptorti namiienych

proti virim [74].

Kyselina sialova (SA) je soucasti dal§iho vyzkumu virového mechanismu, konkrétné
vazba SA na subterminalni galaktozu glykant, diky které 1ze rozliSit druhovou specifitu viru.
SA je slozena ze zaporné nabitych sacharidii (manoza, galakt6za N-acetylglukosamin). Jiz
vyse zminovand HA virti bézné napadajiciho ¢lovéka se pouta k a2-6 vazané SA, avsak u virQ
zpusobujici ptaci chiipku se vazou na 02-3 vazbu SA. Tento typ SA se nachazi v plicnich
sklipcich v dolnich cestach dychacich, a proto se virus $patné prenasi z clovéka na ¢lovéka.
Lidské viry chiipky snadno podléhaji adaptivnim mutacim v zévislosti na vazebném misté
receptoru oproti ptaci chiipce. Plsobeni virt na hostitelskou buiiku neovliviiuje pouze
koncova struktura SA, ale také dalsi sacharidové casti ve struktufe (fruktoza,
N-acetylgalaktosamin), dale pak dalsi navazané skupiny ¢i celkova délka fetézce SA. Epitel
hornich cest dychacich je hojné zastoupen komplexem N-glykanli se sialylovanym
N-acetyl-laktosaminem a pravé tento komplex zvySuje vaznost virovych HA na bunééné

receptory [9, 72].
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Béhem virové infekce dochazi nejprve k aktivaci neadaptivniho imunitniho systému
systém. Jednd se o propojeni mechanismy eliminace replikaci virionti a destrukce virovych

patogenu [10].

2.1.3 MnoZeni vira

Chtipkové viry primarné cili na buiiky respira¢niho traktu a alveolarni bunky, které
maji na svém povrchu SA glykany. Zptsobuji tak poskozeni epitelu az nedostate¢nou vyménu
dychacich plyna. Jednotlivé podtypy virG typu A jsou schopné vézat se na odliSny typ
epitelovych bun¢k hornich cest dychacich, napt. HIN1 se vaze na fasinkové a poharkové
buiky, HSN1 infikuje alveolové bunky a alveolové makrofagy. HSN1 (virus ptaci chiipky)
se vaze spiSe na dolni cesty dychaci a je vysoce patogenni ztoho diivodu, ze infikuji
pneumocyty Il. typu a vyvolavaji pneumonie. Déale dochazi k nadmérné produkci cytokinu

vedoucimu k plicnimu poSkozeni [72].

Mnozeni viri zobrazuje obrazek 2. Replikace virti zacind v epitelovych buikach
dychaciho traktu savct a v travicim traktu ptakt. Prvnim krokem je adheze viru na cilovou
buitkku vazbou HA na kyselinu sialovou, pfitomnou na povrchu buiky ve vazbé
na oligosacharidech glykoproteinii. Vznik vazby indukuje receptorem zprostiedkovanou
endocytozu. Dochazi ke vstupu viru do endosomu, snizi se pH endosomu, to aktivuje
membranové kanaly M2 a dochazi ke splynuti virového obalu s lysozomalni membranou [75].
Fuzi je uvolnén virovy obsah do bunky (konkrétné¢ virové ribonukleoproteiny - VRNP).
Z cytoplazmy buiiky jsou VRNP transportovany do jadra, kde za pomoci virové RNA
polymerazy za¢ne probihat replikace a transkripce. Replikace je umoZznéna diky kladné
nabitému ribonukleoproteinovému komplexu (cRNP). Nasleduje transkripce, ktera probiha
pifes mRNA. Transkribovany fetézec vychazi zjadra do cytoplazmy a dochazi k translaci
virovych proteinii. PB1, PB2, PA a NP putuji zpatky do jadra k dal$i syntéze RNA a virové
membranové proteiny (HA, NA, M2) jsou transportovany do plazmatické membrany. Nova
HA se proteazami S$tépi, pro jejich spravnou funkci, na polypeptidy HA1 a HAZ2.
Nestrukturalni virové proteiny (NS1, PB-F2, PA-x) zabranuji bunéénym antivirovym
procesim. U pokrocilejsi infekce jsou M1 a NEP vazany na vRNP, diky kterym jsou
transportovany z jadra do cytoplasmy. Po vazbé s endosomem se lokalizuji do plazmatické
membrany bunky. Po dokonceni replikace se virion z bunky dostdva pucenim. Uvolnény

virion je obalen plazmatickou membranou [75, 76].
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Obrazek 2 Mechanismus mnozeni virti, pfevzato a upraveno z [6].
2.2 Mutace

Mutace virti jsou diky jejich struktufe velmi Casté. Preziti viru zajiStuje rozmanitost
strukturnich glykoproteinti. U chfipkového viru nejcastéji dochazi k bodovym mutacim
genomu. Genom RNA virti je u typu A, B rozloZzen do osmi segmentii a u typu viru C
do sedmi segmentti. Drobné zmény v genomu jsou nahodné a jsou vysledkem hybridizace
virt, typické u zvifat. OvSem typ A Casto podléhd vétSim variacim genomu, coz zapfiini

vznik pandemie [4].

Nové typy viri Casto vznikaji adaptaci na nové prostiedi, to lze oznalit jako
mezidruhovy ptenos. Nejvice podtypli chiipkového viru typu A se pfirozené vyskytuje
u vodniho ptactva, odkud se dale §ifi na jiné druhy ptactva a nékteré savce (koné, prasata, psi,
kocky, Clovek a atd.). Pii kazdém dal§im napadeni nového druhu dochazi k mutacim virionu
a to konkrétn¢ adaptace virové RNA polymerazy, ktera je diky své jednovldknové struktuie
nachylngjsi k mutacim nez bunééna DNA polymeraza. Mezidruhovy pienos je vysledkem
mnoha faktorti a zahrnuje i substituci antigenni vybavy zaménou povrchovych aminokyselin.
Béhem virové mutace a rekombinantnich procest jsou dominantnimi determinanty HA.
Vseobecné je antigenni vyvoj virt rychlejsi u ¢lovéka jako hostitele nez u zvifat, coz je
vysledkem mnoha faktord (velikost organismu, vék, kontakt s ostatnimi apod.). V hojné mife
se také testuji sekvence virové RNA [6, 77].
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Konformace HA je vyvolana v dasledku vyhodné&j$iho napojeni na bunény receptor,
nasledn€ je vyrovnana koncentracni rovnovaha mezi HA a NA a aktivace HA pfi zméné pH.
Zaroven se nové viriony musi pfizplisobit zméné teploty prostfedi (napf. teplota hornich cest
dychacich u clovéka je ptiblizné 33°C, mezitim co u ptakl a prasat je teplota vyssi) pomoci

konformace v podjednotkach virové RNA polymerazy [6, 78].

Rekombinace genetické vybavy viru ovliviiuje ale i dal§i fadu strukturnich zmén
proteintt M1 a M2, které jsou schopné zmeénit virovou morfologii. Dale pak vznikaji funk¢ni
zmeény ve vazebném proteinu Mx1 indukovanému interferonem. Vysledkem funk¢nich zmén

viru je pak snadnéjsi prenos ¢astic vzduchem|[6].

Monitorovani mutaci a ptenos chiipkovych kmenid mé na starosti WHO (Svétova
zdravotnické organizace), ktera je sloZzena z vice nez 120 néarodnich laboratoti pro sledovani
vyvoje chiipky. Spole¢né tvoti Globalni systém monitorovani chiipky a reakci na ni (Global
Influenza Surveillance and Response Systém). WHO ma mimotadnou uspesnost v predpoveédi
chiipkovych epidemii a vydavani doporuceni pro vyvoj vakein. Pro trasovani protilatek v séru
lidské populace na nové chiipkové antigeny slouzi imunologické testy na principu sekvencni

analyzy. Na zéklad¢ vysledku se nasledné sestavi seznam doporuceni pro vyvoj novych

vakcin [11].

2.3 Antigenni shift a drift

2.3.1 Antigenni drift a jeho monitorovani

Jako antigenni drift je oznacovan souhrn bodovych mutaci, jejichz dasledkem je
schopnost viru uniknout protilatkdm imunitniho systému aktivovanych pti pfedchozi infekci
¢1 oc¢kovani. SpoustéCem antigenniho driftu je opakované setkani viru s imunitnim systémem
hostitele. Kazda virova Castice se snazi uniknout imunitnimu systému, ¢emuz napomaha
substituce povrchovych glykoproteini (HA a NA). Vznikaji tak nové epidemické chiipkové
typy nahrazujici soucasny cirkulujici typ. Zmény v antigenni struktufe jsou testovany

vznikem imunokomplexu reakci testovanych antigent HA a monoklonalnich protilatek [11].

Obrazek 3 zobrazuje mechanismus antigenniho driftu, ktery je Vv podstaté
nahromadéni mutaci na hemaglutininu a neuraminiddzy a z toho divodu se kazdoro¢né
vyvijeji nové vakciny pro zachovani antigenni specifity. HA tvofi hlavni sloZzku chiipkovych
inaktivovanych vakcin. Antigenni drift HA je pribézné monitorovan, testuje se pomoci testu

inhibice hemaglutinace (je tak ovéfovana inhibice vaznosti mezi HA a bunéénymi receptory).
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Testy namifené proti NA vychazi z kontroly inhibice neuraminidazy navysujici shodu

V epitopech antigenti mezi vakcinami a cirkulujicimi typy virt [78].

Mezi novéjsi analyzy antigenniho driftu u chiipkovych virt se fadi metoda antigenni
kartografie, ktera je schopna kvantitativné vyhodnotit udaje z testii inhibice hemaglutinace
a Z testli inhibice neuraminiddzy. Antigenni kartografie se spole¢né s lokdlnimi vyzkumy
mutagenezi chiipkovych virti zabyva jejich trasovanim. Bylo prokazano, ze zasadni antigenni
drift dokdze vyvolat i nepatrnd zména konformace aminokyselin sousedicich s funkénimi

misty HA proteinu. [78].

2.3.2 Antigenni shift a jeho monitorovani

Druha forma zmény virové castice je antigenni shift neboli posun. Vysledkem této
zmény je celkova zména genu HA nebo NA, pfipadné obojiho. Antigenni shift je mozny
pouze u virll typu A a je tak dasledkem pandemii vyvolanych timto chiipkovym kmenem.
Typ A jako hostitele vyuziva velké mnozstvi Zivoc¢isSnych druh a béhem jeho Sifeni mezi
druhy podléha rozsahlym zménam za Ucelem pfizplsobit se konkrétnimu druhu hostitele.

Na rozdil od typu B, ktery byl potvrzen pouze u tulefiti a koni [12].

Antigeny HA a pfipadné i NA pochdzi z antigenné odlisSnych zvifecich kmen virg.
Ty jsou po kontaktu s lidskymi cirkulujicimi kmeny kombinovany a vznika tak novy podtyp
viru (obrazek 3) [6]. Po infekci jedné bunky virem dochazi nasledné k vyméné genovych
segmentti mezi dal§imi virovymi ¢asticemi a iniciuje se tak Sifeni této zmény mezi okolni
viry. Nékteré objevené segmenty obsahovaly geny 1 pro zménu proteinu M2, PA, PB2. Viry
typu B po napadeni ¢lovéka mohou v mensi mife byt pozménény, dochézi u nich vSak pouze

k deleci a inzerci. K zaméné celého typu viru vsak nedochazi [12].

Nova ohniska pandemii vznikaji vyhynutim ptedchozich cirkulujicich kmeni. Takto
doslo k pandemiim kmene HIN1 a H3N2 typu A, cirkulujicich dodnes spolecné s typem B.
Dalsi pandemie jsou téZko piedvidatelné jednak z historického hlediska, kdy nevypuklo tolik
pandemii, ze kterych by se dal usuzovat princip vzniku dal$i pandemie a jednak velkého
mnozstvi variaci zvifecich subtypi (ptaci HSN1, H7N9 nebo prase¢i H3N2 a dalsi).
U takovych subtypovych variant mize dojit k pfenosu ze zvifete na ¢loveka, ale z ¢lovéka

na ¢lovéka prenos neni Casty [79].
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Ptaci kmen H3Nx

Antigenni shift

Obrazek 3 Antigenni shift a drift u chtipkového viru, pfevzato a upraveno z [6].
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3 PRUBEH ONEMOCNENI

3.1 Reakce imunitniho systému

Chftipkové viry jsou do organismu vdechnuty pies respiracni cesty, ve vétsi mife nosni
sliznici. Jiz v nosnim sliznici se vyskytuji specifické protilatky IgA, které zabranuji prvotnimu
vniknuti viru do bunék neutralizaci virového HA a NA. Az v pozd¢jSim stadiu infekce
se zaCnou tvofit protilatky IgM. Koncentrace IgG protilatek se zvySuje béhem sekundarni

infekce diky zvysené sekreci imunoglobulint [60, 62].

Chtipkové viry typu A v zavislosti na jednotlivych podtypech napadaji epitelové buiky
dychacich cest a buiiky alveolarniho epitelu. Viry se na bunky vazi ptes vazbu s bunéénymi
receptory SAa-2,3galaktéza a SAa-2,6galaktéza. U clovéka viry upfednostiiuji bunééné
receptory SAa-2,6galaktoza piitomné na respiracnich epitelovych bunkach hornich cest

dychacich [63].

V prvni fazi reakce imunitniho systému reaguje vrozend imunitni odpovéd’, jednd
se o rychlou avSak antigenné nespecifickou reakci. NK bunky (natural killers), monocyty
a neutrofily jsou efektorovymi bunkami, které se zapojuji do nespecifické imunitni odpovédi.
Tato skupina bun¢k eliminuje replikaci virt a piedklada virové antigeny specifické imunité.
Z pocatku virové invaze se buniky lokalizuji z krevniho fecist¢ do mista infekce. Nasledné
makrofagy fagocytuji virem infikované bunky a zabraiiuji tak dalSimu Sifeni viru. NK bunky
se fadi mezi cytotoxickeé lymfocyty a zptsobuji lyzi napadenych bunék prostrednictvim vazby
virove HA s cytotoxickymi receptory NKp44 a NKp46. Dendritické bunky propojuji
nespecifickou imunitu se specifickou. Nejprve v cytosolu rozkladaji virovy protein na peptidy
a ty jsou nasledné transportovany do endoplazmatického retikula, kde jsou navazany
na molekuly hlavniho histokompatibilniho komplexu I. (MHC 1.) a prezentovany na povrchu
bunééné membrany pro cytotoxické T-lymfocyty (CD8+). Virovy protein muze byt taktéz
degradovan v endosomu a poté se na peptidové zbytky vaze MHC II. Cely komplex je
transportovan na bunéény povrch, kde je predkladim pomocnym T-lymfocytim (CD4+)
[10, 60].

Burky vrozené imunity diky svym PRR (receptor rozpoznavajici antigen) na povrchu
rozeznavaji nebezpedné struktury patogenit (PAMP). Ulohou PRR je rozliSovat vlastni
anevlastni molekuly v napadenych bunkach. Z PRR virovou ssRNA (soucast PAMP)
a transkripéni meziprodukty identifikuji gen indukovany kyselinou retinovou (RIG-I), které
svoji signalizaci prostfednictvim receptorit pro RIG-I aktivuji CARD. Dalsi ze skupiny PRR
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detekujici patogen je toll-like receptor (TLR). Specidln¢ pro detekci viru jsou vyuzity
TLR-3,7,8,9 exprimované na povrchu lysozomi a endosomi. U obou zminénych receptorti
dochazi na konci bunécné reakcni kaskady k aktivaci transkripCnich faktorid, jako je
interferonovy regula¢ni faktor 3 (IRF3) a 7 (IRF7) a aktivace B-lymfocyti nuklearniho
faktoru k-lehkého fetézce (NF-kB). Nasledkem je exprese interferont (IFN) a cytokint. Jinak
je tomu u lidskych monocyti a makrofaglti: TRL8 je stimulovan ssRNA, coz zvysi produkci
uplatiiuji NOD-like receptory zahrnujici skupiny NOD a NRPL. Ty jsou aktivovany
po bunécné infekci a exprimovany na dendritickych bunkach, makrofazich, fagocytech,
monocytech a plicnich epitelovych bunikach. Nasledkem aktivace téchto receptort je aktivace

inflamazému a produkce cytokind [10].

Adaptivni imunita tvofi druhou obrannou linii u virové infekce. Je tvofena B
a T-lymfocyty. CD8+ T-lymfocyty se za pomoci IFN typu I, IFN-y, IL-2 a IL-12 diferencuji
na cytotoxické T-lymfocyty (CTL), produkujici cytokiny znemoznujici replikaci viru. Behem
vakcinace se zvySuje ucinnost i IFN-A pti proliferaci T-lymfocytd. Cytotoxiny produkované
CTL zahrnuji molekuly perforiny a granzymy. Konkrétné perforin vytvafi v membrang
napadené buniky pory a umoziuje tak diftizi granzymi k vyvolani apoptdzy. Pamétové CD8+
T-lymfocyty zamezuji mnozeni viru z hornich cest dychacich do plic, dale brani proti
heterologni chiipkové infekci omezenim replikace viru. CD4+ T-lymfocyty aktivuji
B-lymfocyty a tvorbu specifickych protilatek. Proliferace CD4+ vede K vyvoji Th-lymfocytd
exprimujicich antivirové cytokiny (IFN-y, TFN, IL-2) a aktivuji alveolarni makrofagy.
B-lymfocyty jsou taktéz souéasti adaptivni imunitni reakce, kdy v Soucinnosti s pamétovymi
T-lymfocyty snizuji postinfekéni poSkozeni, zaroven tvoii protilatky snizujici pocty virti

a podporuji expanzi CD8+ T-lymfocyti [59, 61].

3.2 Laboratorni diagnostika

Vcasny laboratorni priikaz chiipkovych vir v biologickém vzorku mé podstatny vliv
na zahajeni 1écby. Pro tyto ucely se v dneSni dobé vyuzivaji nésledujici metody: izolace
virionu a pomnozZeni Vbunéfné kultufe, imunofluorescenéni testy, imunochemické
a sérologické testy, amplifikacni testy nukleovych kyselin, diagnostické testy na principu

imunochromatografie pro rychly vysledek atd. [13].
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Diagnostika viru za¢ina izolaci virové Castice. Ta se provadi dvéma metodami: pomoci
klasické metody pomnozeni virové kultury a metody SVC. Klasicka metoda pomnozeni viru
slouzi zaroven K prvnimu screeningu viru. Principem metody je naoc¢kovani virové linie nebo
vajeCnych embryi infekénimi vzorky. Béhem dalSich 7-10 dni dochdzi k namnozeni kmene
viru. Mimo to lze sledovat vyvoj cytopatického ucinku. Koneéné zmnozeni se testuje
specifickym barvenim protilatek, erytrocytdrni hemadsorpci, nebo imunofluorescencni
mikroskopii. Dal§im typem virové kultury je SVC. Pouziva se jiz od pocatku 90. let minulého
stoleti pro klinickou diagnostiku chiipkovych vira. Prvnim krokem je pomnoZeni vird
v sav€ich builkdch a poté nasleduje fluorescenéni znaceni specifickych monoklonalnich
protilatek. Vysledek je znat uz béhem 24-48 hodin na rozdil od vySe zminéné metody
vyuzivajici buné¢né linie [13].

Mezi Casté antigenni testy se fadi pfimy fluorescenéni test protilatek. Princip testu
zahrnuje pfimé barveni bunc¢k dychaciho epitelu izolovanych z nosofaryngedlnich vytért
Ci aspiratd. Nasleduje fluorescencni znaceni protildtek namifenych proti chfipkovym viram
a detekce na fluorescenénim mikroskopu. Timto principem se vySetfuji typy viri A a B,
Nejsou vSak urCeny na detekci subtypl vird. Pro zvySeni citlivosti se pouzivd piimy
fluorescenéni test protilatek S cytospinem, avs$ak jsou celosvétové nahrazovany pro jejich

piesnost a citlivost molekularnimi testy [64].

Hodné rozsifené jsou sérologické metody s imunochemickym principem detekce
analytu, které lze rozélenit do nékolika technik: test inhibice hemaglutinace (HAI), test
mikroneutralizace a neutralizace viru, test fixace komplementu, testy enzymovaného

imunoabsorbentu (ELISA), Western blot, test jedné radialni hemolyzy [13].

Testy HAI jsou urené ke stanoveni pfitomnosti HA specifickych protilatek
chiipkového viru pfitomného v séru. Zakladem metody je zamezit vazbé viru na savci
erytrocyty diky HA specifickym protilatkdm. Vysledkem je titr, ktery je nadefinovan jako
pievracena hodnota nejvyssiho fedéni séra, ktera jesté¢ dava pozitivni reakci. Specifické
protilatky po virové infekci lze stanovit i dalsi metodou, a to neutralizaci protilatek. Metoda
vychazi ze schopnosti protilatek neutralizovat viry a zamezit infekci. Takto se stanovuji titry
protilatek sezonnich chiipkovych vird a virt ptaci chiipky. Test jedné radidlni hemolyzy
se bézn¢ aplikuje opét ke stanoveni protilatek namitfenych proti virovému onemocnéni.
Protilatka reagujici s antigenem vytvofi imunokomplex, jehoz tvorba vyvold hemolyzu
zprostfedkovanou komplementem a ta je nasledné proméfena. Fixace komplementu spada

mezi imunodifuzni techniky, jejichz zakladem je méfeni protilatkové odpoveédi na vnitini
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proteiny (NP a M) virové Castice. Z divodu niZsi citlivosti je nahrazovana testy HAIL, EIA

a neutralizace viru [13, 65].

ELISA muze probihat dvojim zpusobem a to bud’ na mikrotitra¢ni desti¢ce anebo
na formatu papirového prouzku. Metodou ELISA lze prokézat virovou i bakterialni infekci
s vysokou citlivosti a specifitou. Neustale je snaha o navySeni téchto dvou parametri. Bylo
toho dosahnuto vytvofenim metody ENIA (Evropsky imunotest na bazi nanocastic)
pro rychlou detekci monoklonalnich protilatek namifenych proti nukleoproteinu chiipkovych
virt [66].

K rychlému testovani chiipkovych virt se vyuzivaji rychlé chiipkové diagnostické
testy, jejichz zékladem je reakce s monoklonalnimi protilatkami S virovym nukleoproteinem.
K detekci se pouzivad enzymovy imunotest nebo imunochromatografické techniky. Vysledky
testl jsou dostupné béhem 30 minut a diky jejich jednoduchosti a rychlému vyhodnoceni jsou
Casto vyuzivany ke screeningu virové infekce. Testy vSak rozliSuji virové typy A nebo B, ale

nejsou schopny detekovat podtypy virti [13].

Velkou kategorii testll tvofi testy zaloZzené na detekci nukleovych kyselin. Zakladem
téchto testll je polymerazova fetézova reakce (PCR) nukleové kyseliny viru. Dostupna je cela
fada testd k diagnostice chiipkovych vird. Spadaji sem testy: PCR s reverzni transkriptazou,
ligazova fetézova reakce, testy jejichz zékladem je sekvenovani, pyrosekvenovani,
sekvenovani nové generace, DNA microarray, amplifikace zalozena na sekvenci nukleové
kyseliny, smyckové zprostfedkovana izotermickd amplifikace, jednoduchy test na bazi
amplifikace, transkripci zprostfedkovana amplifikace, amplifikace posunutim vlakna apod.
Momentalné je k diagnostice chiipkovych virt schvalenych 21 testd zalozenych na detekci
nukleovych kyselin [67, 68].

Testy zalozené na sekvenovani nukleovych kyselin virQl jsou rozdéleny do dvou skupin:
sekvenovani dle Sangera a Sekvenovani nové generace. Sekvenovani dle Sangera se hojné
vyuziva pii sekvenci DNA s vyuzitim DNA polymerdzy, dvou DNA primert, neznacenych
deoxinukleotid trifosfatt a deoxinukleotidi s koncovym fetézcem. Sekvenovani nové

generace piimo stanovuje fragmenty NA z testovanych vzorki [68].

Mezi nové analyzy se fadi technika lab-on-chip/microchip. Systém této analyzy je
odvozen od mikroelektromechanickych systémli se zaméfenim aplikace v biologickych
a chemickych oborech. Diky Siroké Skale uplatnéni téchto technik, 1ze zahrnout i1 vyvoj testi

pro vice patogent.. U stanoveni vird chiipky se jedna o izolaci a genetickou analyzu viru
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HIN1 provedené na mikrofluidnim ¢ipu. Pro uSetfeni cCasu byl vyvinut i jednorazovy
mikro€ip, na kterém probihd PCR sreverzni transkriptdzou se schopnosti extrahovat
a amplifikovat virovou RNA (HIN1) ze vzorkt. Dal§imi novymi Cipy, pro detekci praseci

chiipky, jsou ¢ipy s kontinualnim tokem nebo s elektrickym potiskem [13].

3.3 Lécba a prevence

U lécby akutni chiipky je kli¢ova zejména subvencni 1écba, ktera se soustfedi na sraZeni
vysoké teploty, dostatek tekutin, 1é¢eni ostatnich symptomt a komplikaci zptsobenych
sekundarni infekci (napf. bakterialni pneumonie). U pacienti s horS$im pribéhem, nebo
U pacienti s imunodeficienci je zvazovana léC¢ba uzitim antivirotik. Pro vyssi ucinek
na pacienta je podminkou uziti antivirotik a jejich podani do 48 hodin od projevu prvnich
ptiznakti. U ostatnich piipadi se dle klinickych studii Uc¢inek antivirotické terapie jevi
relativné nizky. Lécba sekundarnich komplikaci (plicni pneumonie) se vykondva podanim
konkrétnich antibiotik. Béhem terapie chiipky lze také vyuzit imunoterapie se zaméfenim

nékolik typi inhibitorti souc¢asné: NA inhibitory, produkce cytokini a nabory leukocytt [69].

Antivirotika se spolecné s vakcinami fadi mezi nejucinngj$i 1écbu a prevenci. Pti
nedostatku odpovidajici vakciny lze pouzit antivirotika u rizikovych pacientli jako prevenci
pfed onemocnénim. Na trhu jsou dostupné dvé skupiny antivirotik: adamantany a NA
inhibitory. Do adamantand se fadi amantadin a rimantadin. Jsou podavany oraln¢ a jejich
ucinek je lokalizovan na iontové kanaly M2 virt. Z dGvodu virové rezistence Se V nyngjsi
dob¢ nedoporucuje uzivat tato skupina virostatik. Naproti tomu existuji novéjsi 1é¢iva zvana
oseltamivir a zanamivir. Ob& plsobi jako NA inhibitory zaméfujici se na enzymatickou
aktivitu NA proteinu. Oseltamivir se podava oralné ve form¢ oseltamivir fosfat a v jatrech je

metabolizovan na karboxylat. Zanamivir je dodan pomoci inhalace [70].

Jako prevence se doporucuje omezit kontakty s nemocnym do doby zmirnéni klinickych
pfiznakl. Mezi preventivni opatieni dale spadd myti a desinfekce rukou, zakryvani Ust pfi
kasli, pouziti jednordzovych kapesnikd, €isténi infikovanych ploch (madla, kliky u dveti
apod.). Nejucinnéjsi profylaxi je vSak zavedeni pravidelného ockovani proti cirkulujicim
kmenim chfipky. Soucasné¢ jako prevence by méla byt uskutecnéna i opatfeni k omezeni
pfenosu novych kmenii chfipkovych virli ze zvifat na ¢lovéka. A to pomoci upravy pitné
vody, chovu v biologicky bezpecnych stavbach, zavedeni ockovani a karantény u zvitat
[6, 69].
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Statistika WHO (obrazek c¢islo 4) znazoriiuje pocet pozitivnich testi na chiipku
v Ceské republice béhem uplynulych let. V grafu je zahrnut i leden v roce 2021, ale obsahuje

nedostatek dat k dosavadnimu vyhodnoceni [18]

Pocet vzorku pozitivnich na chiipku podie podtypu a % pozitivnich

Pocet pripadl pedobnych chiipce a podil pfipadd na 100 000 obyvatel

Obrazek 4 Graf 1A: Pocet pozitivnich piipadd testovanych na chfipku pro CR,
Graf 1B: Pocet prokazatelnych onemocnéni chiipky pro CR v letech 2018-2021,
pievzato a upraveno z [18].
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4 OCKOVANI JAKO PREVENCE

Oc¢kovani je nejucinngjsi prevenci proti chiipce. Vakciny jsou vSeobecné doporucovany
vSem vékovym kategoriim za i¢elem zna¢né imunizace populace. Musi byt zaroven bezpecné
i z dtvodu duvéry populace v ofkovani. I pfes neustaly monitoring vakcin se u nékterych
jedinct objevuji nezadouci ucinky [16].

Vakciny jsou latky, které obsahuji imunogeny stimulujici imunitni systém ockované
osoby za ucelem vyvolani specificky obrannych latek a mechanismi. Cilem ockovani je
povzbudit imunitni systém ¢lovéka tak, aby pii dal§im setkani s patogenem doslo ke spusténi
rychlé¢ imunitni odpovédi. Tohoto organismus dosahne produkci protilaitek a bunék
imunitniho systému jako jsou B-lymfocyty, T-pomahaéské a cytotoxické T-lymfocyty (CTL).
Dalsi moznosti je ptisobeni na latkové faktory zprostiedkované nespecifickou imunitou. Mezi
tyto latkové faktory se tadi interferony, interleukiny, slozky komplementu, enzymové

pisobeni lysozymu apod. [15].

Uspésnost olkovani zavisi na povaze infekéniho agens, ten se miZe vyznalovat
extracelularnim nebo intracelularnim pusobenim. Pokud je mikroorganismus extracelularniho
pusobeni, mezi jeho nejucinnéjsi protilatky patii adaptivni imunita. Viry patfi mezi striktné
intracelularni parazity, ale i pro né hraji velkou roli v obrané pted infekci cytotoxické
T-lymfocyty spadajici do adaptivni imunity. [15]. Vyznamny rozdil mezi pfirozenou
a adaptivni imunitou je imunologicka pamét. Jednd se o schopnost imunitnich bunék,
pfi opakované infekci, reagovat na dany antigen rychleji a efektivnéji. Na tomhle faktu je
vystavéna celd strategie vakcinace. Vakcinace tak cili na antigen specifickou reakci adaptivni
imunity. Studie [58] z roku 2020 vsak informuje o tom, ze do imunitni paméti piispiva a uzce
spolupracuje i vrozena nespecificka imunita a béhem vakcinace by neméla byt opomijena.
Od rozsifeni vakcinace o nespecifickou imunologickou pamét, se o¢ekava vysoce ochranna
vrozena a i adaptivni imunita namifena proti specifickym antigenim ihned v misté vstupu

patogenu [58].

Ockovaci latky v Evropé jsou pravidelné kontrolovany na vyzadani Evropské agentury
pro 1éCivé ptipravky z divodu bezpecnostniho profilu vakciny. WHO také zalozila
monitorovaci centrum v Uppsale a komisy pro bezpecnost vakcin, jejichz cilem je globalni
sledovani a feseni otazek ohledné bezpecnosti vakcin [16]. Kazda vakcinacni latka je do jisté
miry Schopna vyvolat nezadouci ucinky. Jedna se o ,,jakykoli nezadouci zdravotni stav,

ke kterému dojde béhem podani vakciny nebo po imunizaci, a ktery nemusi mit nutné
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kauzalni vztah s pouziti vakciny* [17]. V pfipad¢ nizké bezpecnosti vakcin, by ztratili divéru
U vetejnosti. Zaroven se dvakrat ro¢né testuje antigenni shoda cirkulujiciho chfipkového

kmene viru s kmenem obsazenym ve vakcing [16].

4.1 Vakeiny vyuZivané proti chiipce

Vakciny se rozd€luji na inaktivované vakciny, atenuované vakciny, subjednotkové vakciny
a DNA vakciny [15]. Z toho se u o¢kovani proti chiipce pouzivaji inaktivované parenteralni
a zivé intranazalni vakciny (viz. Tabulka 1). Jednd se o dlouhodobé aplikované vakciny,
schopné vyvolat $ir§i imunitni odpovéd’. Vakciny jsou podavany bud’ parenterdlné, neboli

mimo stievné nejcastéji aplikaci injekci do svalu, anebo intranazalné pies nosni sliznici [16].

Typ vakciny |Zptsob podani

TIV parenteralni intradermalni
QIV parenteralné

LAIV intranazalné

Tabulka 1 Druhy vakcin a zptisob jejich podani, TIV (trivalentni inaktivovana vakcina), QIV
(kvadrivalentni inaktivovana vakcina), LAIV (Ziva oslabena vakcina),[16].

Inaktivované vakciny jsou celobunétné usmrcené patogeny, zbavené schopnosti
replikace v organismu. Viry byly usmrceny tepelné nebo chemicky tak, aby nebyly poskozeny
povrchové antigeny. OcCkovani inaktivovanymi vakcinami vyzaduje vice davek, protoze
polocas retence imunogenu v téle imunizované osoby je relativné kratky. V nékterych
ptipadech lze zvysit koncentraci imunogenu v ddvce a tim snizit pocet dadvek. Zavisi vSak
na bezpecnostnim profilu vakciny. Z tohoto divodu se pfipravuji vakciny s adjuvans
S mineralnim nosicem, které zvySuji retencni ¢as imunogenu a tim se 1 prodluzuje cas
pusobeni imunitniho systému. Tento typ vakcin je vhodny na infekce s extraceluldrnim
pusobenim s humoralni imunitni odpovédi. Nové technologické moZnosti umoziuji
piipravovat zivé geneticky inaktivované vakciny, zbavené replikatniho genu [15].
Inaktivované parenteralni vakciny se v praxi nazyvaji také jako trivalentni vakciny (TIV),
zZ toho ditvodu, Ze se konkrétné skladaji z typu A se subtypy HINI1 a H3N2 a jednoho typu B.
Tyto vakciny se vyrdbi uz od roku 1978 a nahrazuji bivalentni inaktivované vakciny.
V soucasné dob¢ jsou trivalentni vakciny nahrazovany tzv. kvadrivalentnimi vakcinami (QIV)
coZ znamena, ze virovy typ B ve vakcing je rozsifen o subtypy Yamagata a Victoria. ZvysSuje

se tak ochrana vic¢i virim typu B. Prvni licence na tuto vakcinu byla pfijata v roce 2012 [16].
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Pomoci trivalentni vakciny Ize u lidi podnitit tvorbu reaktivnich IgA protilatek chranici pred

subtypy chiipky HSN1 a H7N9 [24].

Zivé oslabené vakciny (LAIV) obsahuji patogenni chiipkové viry v neaktivni formé.
Ve svém slozeni obsahuji virové typy A i B, piicemz kazdy rok se obménuji virové segmenty
RNA na zaklad¢ aktualniho vyskytu sezoénnich podtypt chiipky [6]. Jednou z moznosti, jak
tyto patogeny ziskat, je n¢kolikandsobné pomnozeni na kultivaénim médiu za specifickych
podminek. Pro pomnozeni virli se vyuziva kultivace ve slepi¢ich embryich nebo buiikach
tkanové kultury. Kultivace je vSak velmi naro¢néd a neni vytézna na 100%. Vyhodou téchto
kmeni je, Ze i po pomnozeni v lidském organizmu vykazuji infekci bez klinickych projeva
Vv dlouhé expozi¢ni dobé a tim i zajist'uji kvalitni imunitni odpovéd’. Oproti tomu nevyhodou
je, ze atenuované vakciny mohou byt pro imunodeficientni jedince patogenni [23]. Tento druh
vakcin je schopny vyvolat vétsi imunitni odpovéd’ oproti inaktivovanym vakcindm a to diky
intranazalnimu podéani zvySujici u adaptivni imunitni reakce sérové protilatky. Tyto protilatky
reaguji na glykoproteiny HA a NA pfirozené se vyskytujici u virové infekce [16]. LAIV
nejsou schvalené pro déti do 2 let a 1 u seniort, kde jejich Uc€innost klesa. Zaroven nejsou
vhodné pro osoby s alergii na vejce [23].

U ockovani proti chiipce se také vyuziva subjednotkovych vakcin ziskanych
piirozenou izolaci z virové Castice a diky nepiitomnosti viru se fadi mezi nejbezpecnéjsi
vakciny. Ve své struktufe obsahuji virové proteiny HA, NP, M2e a postupné jsou rozsifené

0 dalsi proteiny NA a M1 [24].

Polysacharidové vakciny jsou schopné vyvolat humoralni odpovéd’, pti které dochazi
ke vzniku protilatek tiidy IgG s niz$i citlivosti k fagocytarnim receptorim [24]. Pokud jsou
ovSem polysacharidy vdzané na protein predstavujici nosic, je zaznamendna zvySend imunitni
odpovéd’. Dale dochazi ke spusténi T-dependentni imunitni odpovédi a k dostatecné tvorbé B
a T-lymfocytl. Subjednotkové vakciny jsou sloZeny pouze z epitopl patogenu, které dokazi
vyvolat imunitni reakci. Diky tomuto typu vakciny se snizuje Cetnost nezadoucich ucinkd.
Subjednotkové vakciny maji pomérmné maly retencni polocas a jsou omezené mnozstvim
antigenu ve vakciné. A proto se vyuziva adsorpce vakciny na mineralni nosi¢, diky kterému
dojde ke zpomaleni reakce S imunitnim systémem. Subjednotkova imunizacni slozka se vaze
na biologicky vektor transportniho systému, ¢imz se dosdhne piipodobnéni antigenu s redlnou
nepatogenni Castici. Béhem imunizace organismu vektor plisobi na bunénou membranu
bun¢k imunitniho systému, vyvolava aktivaci cytokinii a pfepravou imunizujici slozky
do hostitelské bunky vyvola stimulaci Th - lymfocytt. Jako biologické vektory se vyuzivaji
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proteiny, lipidové komplexy a pro ¢lovéka nepatogenni viry a bakterie, které nesou nové
genomy kodujici imunizani vakcinu. Takto ptipravené vakciny stimuluji bunécnou
i humoralni imunitni odpovéd’. Vakcinaéni subjednotky rozliSujeme dle charakteru piipravy
na vakciny ziskané izolaci imunogenti z celobunécénych organismi, subjednotkové vakciny
pfipravené ze syntetickych peptidd, rekombinantné konstruované vakciny, epitopové a DNA
vakciny [15].

Dalsi technologicky postup u vyvoje vakcin proti virovym infekcim jsou vakciny
s rekombinantné vazanymi antigeny. Principialné je pfiprava i vyroba zaloZena na zaclenéni
genomu kodujici protein nesouci antigenni determinantu urcitého patogenniho

mikroorganismu do nepatogenniho viru pomoci DNA rekombinantnich technologii [23].

Na trhu je v soucasnosti k dostani 26 licencovanych vakcin, z toho 13 se pouziva
k vakcinaci sezonni chiipky. Vyznamné firmy zabyvajici se vyvojem a vyrobou vakcin jsou
Pfizer, Abbott, GSK a Sanofi. Dalsi dulezité spole¢nosti jsou Protein Science, Mylan,
Microgen nebo Seqirus [40].
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5 DNA VAKCINY

24

na vyrobu oproti predeslym typtim vakcin. [19]. Podstata o¢kovani DNA vakcinami vychazi
ze silné imunitni reakce vyvolané T a B-lymfocyty na antigen. V ofkovaci latce DNA
vakciny je antigen kddovan a pfileZitostné exprimovan transfektovanymi bunikami a nasledné
je transportovan do jadra hostitelské bunky. Tam dojde k vytvofeni antigenniho proteinu,
na ktery reaguje imunitni systém. Tento typ vakcin je schopen vyvolat bunéénou i humoralni
imunitni odpoveéd’ diky molekulam MHC na povrchu bunék. Imunitni reakce na DNA vakcinu
zaCind prezentaci antigenu pomoci MHC Keratinocyti nebo monocyti cytotoxickym

T-lymfocytim prosttednictvim znaku CD8+ [20].

Ve svété je taktéz neustdld snaha o celkové zefektivnéni pouziti DNA vakcin,
konkrétné o zkvalitnéni dodani DNA hostitelskych bunék a soucasné exprese imunogennich
proteinii kédovanych pravé DNA vakcinami. Vyrobu proteinu obsazené¢ho ve vakciné

podminuje transkripce a translace DNA z vakciny [20].

Plazmidova DNA obsazena ve vakcinach je pokladana za nastupce inaktivovanych
vakcin. Nadéné vysledky pfinesly vakciny zahrnujici geny pro HA, NA, M2, NP; §lo bud’
0 vyvolani specifické protilatkové odpovédi ¢i nastartovani imunitni reakce proti homolognim
upravou cirkulujicich virovych geni a dalSich komponent. Prozatim ale DNA vakciny
vykazuji nizkou transdukci a expresi n€kolika gend zaraz, coz nasledné vykazuje vyvolani
slab8i imunitni reakce u ¢loveéka a také hrozi riziko vzniku malignit, z divodu pienosu cizi

DNA do DNA hostitelské buniky [24].

5.1 Molekula DNA

DNA (deoxyribonukleova kyselina) obsazend ve vakcindch koduje antigeny shodné
s antigeny cirkulujicich virovych kmeni. Respektive DNA koduje jednotlivé aminokyseliny
I S posttransla¢nimi upravami a to diky inkubaci v in vivo podminkach (v zivych hostitelskych
bunkach). DNA je velice stabilni molekula pro transport i skladovani ve srovnani s hotovymi
proteiny. Dalsi nespornou vyhodou DNA je jednoduché nahrazeni nehodicich se kodont

za jiné, preferované hostitelem [27].
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Hlavni funkci molekul DNA je nést genetickou informaci o struktufe proteint [29].
Jedna se o velice stabilni molekulu, v podobé dvousroubovice, jejiz zaklad je tvofeny
purinovymi (adenin, guanin) a pyridinovymi bazemi (thymin, cytosin). Tyto baze se k sobé
vzajemné vazi, cytosin sguaninem a thymin sadeninem, ptfes vodikové mustky [29].
Na kostru tvofenou nukleovymi bazemi se ptfes N-glykosidovou vazbu pfipojuje molekula
deoxyribdzy, na které je navazan fosfat (zbytek kyseliny fosforecné) [81]. Na obrazku cislo 5
lze vidét Ctyfi zékladni druhy purinovych a pyrimidinovych bazi pfipojenych k sacharidové
sloZce a z druhé strany piipojeni fosfatovych skupin spojenych do fetézce.
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Obrazek 5 Zakladni chemicka struktura DNA, pfevzato a upraveno z [33].

Ve struktuie DNA dochazi k expresi genti. Jedna se o velmi slozity a regulovany proces
[32]. Prvnim hlavnim krokem je replikace, neboli zdvojeni fetézce. Replikace je zahajena
iniciaci, do které spadd rozdvojeni dvouvldknové DNA enzymem a-helikdzou. Nésleduje
elongace (prodlouzeni) fetézce kopiemi chromozomu semikonzervativni DNA syntézou.

Kopirovani fetézce probiha ve sméru 53" po malych ¢astech tzv. Okazakiho fragmentech.
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Ukonceni replikace se nazyva terminace, pii které dochazi k opétovnému spojeni replikacnich
vidlic [30].

Transkripce je ptepis genetické informace z DNA do mRNA (messenger RNA). Tento
proces je podobné jako replikace rozdélen do tii kroki a ty jsou piisné regulovany. Zahajeni
transkripce zavisi na pfitomnosti promotoru a dalSich faktorech transkripéniho aparatu.
Nasleduje prodlouzeni transkriptu vazbou s RNA polymerdzou ve sméru od 5" konce
k 3’konci, podobn¢ jako u replikace. Zaroven se thymin (T) piepisuje na uracil (U). Vznikly
primarni transkript se dale upravuje sestithovym komplexem az do podoby mRNA.
Po dokonceni syntézy mRNA se RNA polymeraza odpoji od DNA a tim se transkripce

ukondi. Proces transkripce je mozné nékolikrat zopakovat [32].

Po transkripci nasleduje translace, to je pieklad zmRNA (messenger RNA)
do aminokyselin pomoci rRNA (ribozomalni RNA) a tRNA (transferovd RNA). Translace
probiha v ribozomu, ktery je slozen ze dvou podjednotek - velké a malé. Tyto podjednotky
obsahuji rRNA a skrz podjednotky je veden fetézec mRNA. Zacitek mRNA doseda
na ribozomu na A (aminoacyl) misto a translace zacind dodani energie ve form¢ guanosin
trifosfatl. Na kazdy triplet (kodon) na fetézci v P misté na ribozomu je navazan antikodon
s urcitou aminokyselinou. Tento antikodon je tvofen aminoacyl-tRNA a s kodonem je vazan
slabymi vodikovymi mustky. Jednotlivé aminokyseliny se vzajemné propojuji do dlouhych
fetézcl pies peptidové vazby. Proces translace je ukoncen stop sekvenci a dochazi k uvolnéni
bilkoviny z ribozomu. Po translaci nasleduje jesté¢ nékolik krokt tGpravy nové vzniklych

bilkovin, napft. posttransla¢ni Gpravy [31].

U DNA vakcin je neustala snaha o zvySeni imunogenicity (hladina produkce protilatek
VvV organismu) a naopak je snaha sniZit nutné pocty davek vakcin. Toho lze dosidhnout
napiiklad kodonovou optimalizaci vakciny na zékladé HA [27]. Optimalizaci DNA pomoci
kodonti se zabyva genové inzenyrstvi. V sekvenci DNA jsou zaménovany podobné kodony
pro zvyseni tvorby rekombinantnich proteint. Vyuziti této metody je Siroké. Kromé vyuziti
uRNA a DNA vakcin se uplatiiuje také napt. u terapie nukleovymi kyselinami, genové
terapie ¢i terapie pomoci MRNA [28]. Pozitivni G¢inky vysoké produkce anti-HA protilatek
vykazovaly testy DNA vakcin zaloZzené na hlavnim antigenu virt HA. Dals§i podobné
ptinosné vysledky byly zjistény u mysi ockovanych proti HSN2 a u fretek, kterym byla

podana vakcina s kodonovou optimalizaci na bazi HA proti HIN1 [20].
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5.2 Vyvoj DNA vakein

DNA vakciny se staly pfedmétem zkoumani v 90. letech minulého stoleti [36]. Prvni
DNA vakcina byla vyrobena vycisténim infikované krve od virovych ¢astic. Tato vakcina se
fadila do skupiny rekombinantnich vakcin proti hepatitidé typu B. Piedstavovala tak novy
inherentni rekombinantni pfistup k expresi povrchového antigenu. Mezi dal$i nové pristupy
k vyvoji vakcin spada i reverzni vakcinologie, ktera je schopna analyzovat kompletni genom
povrchovych antigenl, napf. imunogenni epitopy. Po analyze jsou konkrétni epitopy
sekvenovany pro vyuziti ve vakcinach. Podstatou vyvoje vakciny chiipkového viru je
rekombinantni hemaglutinin. Dal$i pfistup sou¢asného vyvoje vakcin je systémova biologie
zkoumajici riizné vztahy mezi jednotlivymi biologickymi systémy. Vét§ina DNA vakcin je
ve stadiu, kdy jejich pouziti je schvalené pouze pro veterinarni ucely. Avsak existuje neustala

snaha o zdokonaleni u¢innosti vakcin pro schvaleni na humanni ucely [35].

DNA vakciny mohou byt do organismu vpravovany riiznymi zpiisoby (intramuskularné,
intradermalné, slizni¢né nebo transdermalné) na zakladé faktu, ze plazmidova DNA vstupuje
do bunky a poté do jadra z divodu piepisu do mRNA. Bylo prokdzano, Zze po injekénim
podani vakciny se DNA spiSe nez do bunck ukladala do intracelularniho prostoru
a nedochazelo tak k translaci DNA a tvorbé antigent. Z tohoto divodu se vakcina aplikuje
pomoci intramuskularni nebo intradermalni elektroporace, usnadnujici jeji transport do jadra
bunck. Dale lze také vyuzit tzv. genové délo pro mechanické dopraveni plazmidi s DNA
do cilovych bunék ¢i tkani. Mezi dalsi zkoumané metody patii vpraveni vakciny
do organismu tryskovymi injektory (za vysokého tlaku je vakcina vpravena do svalu), dale

pak pomoci nemechanického dodani vakciny, molekularniho adjuvans a DNA vektoru [38].

Technologie vyroby nukleovych vakcin je zaloZena na bakteridlnim plazmidu
koédujicim antigeny cilového kmenu viru. Antigeny jsou dale exprimovany eukaryotickym
promotorem. K urychleni exprese se zacalo vyuZivat genovych enhanceri (napf. Intron A),
neboli zesilovace ovliviiujici transkripci. Nésledné dochdzi ke zvySeni polyadenylace
atransportu mRNA zjadra na ribozom. Vakciny vyuZivajici plazmidu jsou kultivovany

Vv bakterialni kultufe, nasledné purifikovany a poté az aplikovany [38].

Jak uz bylo zminéno v podkapitole 5.1, proteosyntéza vede ke vzniku antigeni
za piitomnosti kodonti. Diky optimalizaci kodonti se ¢ast vyvoje DNA vakcin zaméfuje
na zlepSeni odpovédi znakti CD8+ u T-lymfocytti a zvySeni titru neutralizacnich protilatek.

Ne vzdy se vSak podaii imunogenicitu zvysit jako tomu bylo ve studii vakcinace mysi proti
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malarii. Lze tedy predpokladat, ze optimalizace kodonu nezaruc¢i vyssi produkci bilkovin

a zaroven je moznd zména konformace a funkce bilkovin [39].

Obecné lze fici, ze vysledkem ocCkovani samotnym vektorem DNA je pomérné nizka
DNA piekonat dvé membrany — cytoplazmatickou membranu a jadernou membranu buiky
zaucelem exprese genu. Toto vSak neplati pro RNA, ktera je obklopena pouze
cytoplazmatickou membranou. Na zdklad¢ této informace byly vyvinuty nové postupy
zvysujici absorpci, expresi a imunogenicitu DNA vakcin. Vyuziva se aplika¢niho zafizeni,
genové pistole, injekéni zafizeni bez jehly a nejpouzivangjsi elektroporace in Vvivo.
Pro zkvalitnéni absorpce genu do buniky se testovala vazba DNA na lipidové nanocastice
obsahujici cholesterol a lipidové kationty, vaznost na polymery, napt. polyethylenimin, vazba
s biologicky rozlozitelnymi nanocasticemi napf. poly-mlé¢na--Co--glykolova kyselina nebo
chitosan. Pro zvyseni imunogenicity jsou ve vyvoji i molekularni adjuvans, ke kterym se fadi
ligandy receptoru pro rozpoznavani vzori (PRR) a ruzné cytokiny (napif. IL-12). Ty jsou
dodavany do adjuvans spolecné s kodovanym antigenem a se schopnosti vyhledat konkrétni
buné&¢ny kompartment nebo buiiku prezentujici antigen. DNA vakciny mohou byt také vazany
na proteinovy nebo virovy nosic [36].

Vyvoj DNA vakcin se v soucasné dob¢ zabyva predevsim ¢isténim, validaci a vyrobou
bez nutnosti zavadéni novych postupll pro vyvoj kodovani proteini. Vyvoj je tak rychly,

flexibilni a moznosti vyroby zahrnuji nékolik vakcin v jednom vyrobnim zafizeni [36].

Zpisob
Expresni kazeta Adjuvans Nosié¢ podani Ostatni strategie
Bézné Aplikace s
Regulaéni prvky Biologické | Biochemické Vaxfectin injekce jinymi vakcinami
Kratké Chitosanové Injekce bez
Intracelularni cileni | Cytokiny peptidy nanocastice jehly
Nanocéstice
Optimalizace kodonti CDA40 stiibra Elektropolace
Dal$i zmény v Helios gene
kodovaci sekvenci MAD5 gun
Riazné formy a
fragmenty antigenu MDPI Mikrojehly
ESAT-6

Tabulka 2 Obecné strategie pouzivané ke zlepseni uc¢innosti DNA vakcin proti chiipce,[20].
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5.3 SloZeni DNA vakcin

Obecné struktura DNA vakcin je podminéna syntézou nukleové kyseliny a naklonovani
na plazmidovy vektor. Vakcinac¢ni latka tak obsahuje nezivy patogen podnécujici vyrovnanou
imunitni reakci [39]. Technika DNA vakcin je zalozend na plazmidové DNA kodujici
antigenni proteiny. Ty jsou po aplikaci vakciny transportované do bunék k tvorbé

specifickych protilatek a celkové imunizace organismu na dany typ antigenu [39, 45].

Podstatou DNA vakcin je deoxyribonukleovd kyselina navdzana na plazmidové
vektory. Tyto vektory pochazi z bakterie Escherichia coli, které obsahuji replikacni a selekéni
markery pro mnozeni této bakterie. Tyto elementy lze nahradit klonovanim
za extrachromozom transgenni exprese. Polymeraza II je nejucinnéj§im promotorem exprese
genu ve vakcing. Tento promotor je odvozen z cytomegaloviru nebo z opi¢iho viru 40. Jiny
typ promotoru HIV-1 Env trimer DNA podnécuje vy$si expresi a imunogenicitu. Avsak dalsi
skupiny promotori G¢innost vakcin naopak snizuji a jsou nachylné na pfitomnost zanétlivych
cytokinii — TNF a IFN-y . Bakterialni iseky mtzou byt i tplné odstranény pomoci technologie
minikruhové DNA nebo systému Mini-Intronic Plasmid in vivo i in vitro. Ob¢ technologie

vykazuji silngjsi odpovéd’ u antigen specifickych CD8+ T lymfocytt [39].

Moderni DNA vakciny obsahuji rekombinantni proteiny, které mohou vykazovat nizsi
uéinnost ve srovnani s antigeny odvozenymi od ptivodniho viru. A z tohoto divodu adjuvans
tvoii vyznamnou soucast vakcin [40]. Hlavni tlohou adjuvans je zesileni imunitni odpovédi
u populace s imunodeficienci. Adjuvans se dé€li na chemické a molekularni. V béznych
licencovanych vakcinach se pouziva chemické adjuvans. Existuje mnoho podtyptu adjuvans.
Pro chiipkovy virus je pouzivan podtyp ASO3 (imunitni odpovéd’ je zvySovana zejména
U pacientl pfi hemodialyze a také u starSich osob), dale pak MF59 zvySujici titr protilatek
hlavné u déti [40,41] a podtyp CAF01. MF59 s chiipkovym antigenem vyvolavaji silnou
reakci protilatek tfidy IgG produkované T-lymfocyty IL-5 za pomoci Th2 . Zatimco typ
CAFO01 podnécuje vznik odpovédi pomocnych T-lymfocytd Thl a Th17 pomoci CD4 znaku.
Adjuvans CAF01 vznika variaci hemaglutininu s lipozomalnim kationtem [41,40]. Dodanim
adjuvans do vakciny se zvySuje 1 odezva B lymfocytii a CD8+ cytotoxickych lymfocyti.
Soucasné dochazi ke zmén¢ protilatky na neutraliza¢ni zavisejici na cytotoxické protilatce
nebo na bunééné fagocytoze [40]. Nejbéznéji pouzivané a soucasné nejstarsi adjuvans

ve vakcinach je Alum, neboli kamenec (KAI(SO4)2)[41].

V DNA vakcinach je pouzivano zejména Molekularni adjuvans. Tento typ adjuvans je
vytvofen z plazmidovych signalnich molekul, jako jsou cytokiny, chemokiny a toll-like
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receptory [42,43]. Jednim z typti molekularnich adjuvans je cytosin fosfoguanosin (CpQG)
z bakterialni DNA. Nemethylovany CpG se synteticky upravuje a reaguje s fosforothiatovym
fetézcem za vzniku adjuvans CpG oligodeoxynukleotid. Vyvolava Thl odpovéd’ a soucasné
tvorbu Tc lymfocyt a IFN-c (interferon typu C). Pfi imunizaci dochazi k aktivaci bunécné
I humoralni imunity [42,44]. Dalsim typem molekularnich adjuvans je dvouvlaknova RNA
(dsRNA) a plazmidova DNA s IL-12. ds-RNA je vyuzivana zejména u chiipkovych vakcin
a funguje na zakladé vylucovani cytokini vcetné IFN-a i IFN-c [42]. Plazmidova DNA s IL-
12 jako adjuvans je testovana u vakcin proti HIV [43]. Vakcinu je dtlezité spolehlivé dopravit
do cilové bunky hostitele. Toto mad na starosti piislusny vektor. Jednou z technologii
zajiStujici usnadnéni vstupu pfes bunéénou membranu DNA vakcin je elektroporace
vyvolavajici elektrické impulzy, ¢imz dochédzi k doCasné zméné permeability membrany.
Mezi jiné metody dopraveni DNA vakcin spadaji bezjehlové metody, tryskové injektory
s vyuzitim tlakové komory pro vstiik vakcinacni latky s plazmidovou DNA nebo genova
zbran, jejiz principem je dodani plazmidu obklopujici tézké kovové Castice pomoci stlaceného
plynu. Vyhodou této metody je snadny transport DNA piimo do cytosolu bunék, avsak
vyuziti nanoc¢astic (NP), jejichz velikost je 10-500 nm a proto mohou byt snadno absorbovany
do bunky i do jadra a dochazi k celkovému zlepSeni specifity antigen prezentujicich bunck
(APC — bunka predkladajici antigen). Existuje mnoho typu NP a jednim z nich je polymerni
NP, jejichz struktura je zaloZena na chitosanu, kyseliné poly (mlééné) (PLA), kyselin€ poly
(glutamové) (PGA) a kyseliné poly (mlééné a glykolové) (PLGA). K povrchové ochrané
naboje NP je ve struktufe zabudovan polyethylenglykol. Lze tak zabranit nespecifickym
reakcim se sérovymi proteiny. Dal§im typem NP jsou lipidové nanocastice, hybridni

nanocastice lipidl a polymert, anorganické castice, virové ¢astice a NP na bazi bilkovin [45].

5.4 Pisobeni DNA vakcin na organismus

Dlouhodobym ockovanim Ize dosahnout kvalitni specifickou imunitni reakci na konkrétni
patogen a tak poskytnuti dlouhodobé ochrany [25]. Vakciny zaloZené na nukleovych
kyselinach (DNA, RNA, mRNA) jsou univerzalni diky snadné zméné genli kodujicich
antigeny. Vakciny tak dokazi nasimulovat pribéh virové infekce a navodit humoralni
I bunécnou imunitni odpoveéd’. Jsou schopné produkovat Siroké spektrum infekénich produktt

[36]. DNA nesouci geny chiipkového viru typu A i B exprimuji monoklonalni protilatky [37].

Béhem priméarni imunitni odpovédi se v misté identifikace patogenu shromazd’uji

fagocyty za Ucelem rozloZeni patogenu. Nasledné¢ se shluky fagocyttli, antigen prezentujicich
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bunck, premistuji do nejbliz§ich lymfatickych uzlin a predkladdaji pohlcené antigeny
T-lymfocytim. Vysledkem reakce je tvorba protilatek proti uréitému antigenu. Protilatky
uvolnéné do cirkulace vyhledaji zdroj infekce a navazi se na antigenni determinanty patogenu.
Pti prvni infekci trva necely tyden, nez vznikne protilatkova odpoveéd’. Protilatky tohoto typu
mohou vV téle pietrvavat i nékolik mésict [50]. U kazdého dal§iho rozpoznani stejného
virového genu dojde piimo k tvorbé IgG protilatek. Tato reakce je oznacovana jako
symptomy typické infekce. Cilem vakcinace je vytvofeni pamétovych bun¢k a rychlejsi
tvorba protilatek proti specifickému antigenu. Celkovd imunitni reakce bude rychlejsi
s mirn&jSimi ptiznaky [49].

Z grafu na obr. 6 je patrné, ze nejprve vznikaji protilatky ttidy IgM (NK bunky,
interferony) a az v pozdé&jsim stadiu infekce dochazi k produkci 1gG protilatek cytotoxickymi
T - lymfocyty.

NK bunky jsou dle morfologie pfifazované ke granularnim lymfocytim a jsou
charakteristické znakem CDS56. Jsou schopné navodit pfirozenou cytotoxicitu a usmrtit tak
nadorové buniky nebo buiiky napadené virem. Podstatou cytoxicity NK bunck je exocytdza
perforind a granzymi uvolnénych z granulich NK buné¢k. Perforiny vytvari v membrané
infikované bunky otvory, kudy unikd bunéény obsah a granzymy jsou spoustéci apoptozy,
tedy bunééné smrti [57]. Interferony, které se tcastni zanétlivé reakce béhem infekce, jsou

INF-a a INF-B. Jsou produkované virem napadenymi bunikami.
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Obrazek 6 Graf 2: Casové osa imunitni odpovédi, pfevzato a upraveno z [50].
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5.4.1 Reakce B-lymfocytu

Po podani vakciny se do organismu dostane konkrétni patogen prezentujici se jako
antigen schopny vyvolat imunitni odpovéd’. Tato reakce muze byt rychla nebo pomala.
U ockovani se nejprve uplatiiuje rychlad vrozena imunitni reakce a az nasledné¢ dochazi
k aktivaci pomalejsi ziskané imunitni reakce a tvorbé protilatek [25]. Tvorba protilatek neboli
vznik humoralni odpovédi po ocfkovani zacind kontaktem imunogenu s B-lymfocytem
(viz obrazek ¢islo7) a dochazi k tzv. antigen zavislé fazi zrani B-lymfocytu. B-lymfocyty maji
nekolikadenni zivotnost a neustale vznikaji a zanikaji. Jejich imunoglobuliny jsou nejcastéji
typu IgM vazajici se na odpovidajici strukturu imunogenu. Vakcina¢ni imunogen je
selektivné navazan pies receptory na B-lymfocyt. Po vazbé imunogenu s imunoglobulinem
dochazi k aktivaci B-lymfocytu (nebo i za ptitomnosti T-lymfocytl a jinych faktorti napf.
interleukini IL-1, IL-2, IL-4 atd.). Takto aktivovany B-lymfocyt se zvétSuje a nazyva se
blastocyt. Blasticka buiika se velmi rychle déli, zvétSuje se jeji cytoplazma a endoplazmatické
retikulum a dozrava az v plazmatickou bunku svelkou produkci sekretovanych
imunoglobulint (IgG, IgM, IgA). Plazmaticka butika se po n€kolika dnech rozpada a uvoliuje
tak velké mnozstvi specifickych imunoglobulint. Jednoduché vakciny vzdy vyvolavaji
protilatkovou imunitni odpovéd’ a zaroven jsou schopné vyvolat i bunéénou odpoveéd
zprostfedkovanou pomocnymi T-lymfocyty. T-lymfocyty jsou imunogenem specificky
selektovany diky vazbé TCR receptorem podobné jako B-lymfocyty. B€hem proliferace pak

dochazi k tvorbé interleukinti, vazbé k B-lymfocytim a jejich nasledné aktivaci [15].

Protilatkova ochrana spocivd hlavn€ v rozpoznani infek¢ni castice, kterd je nésledné
protilatkami neutralizovana nebo opsonizovana. Dale je pak dulezita aktivace komplementu,
mechanismus ADCC (bunéna cytotoxicita zavisla na protilatkach) a v neposledni fadé¢
nespecifické mechanismy imunitniho systému mezi které se fadi fagocytéza, apoptdza

a membranova léze a dalsi [15].

5.4.2 Reakce T-lymfocyta

Po transkripci a translaci DNA vakciny na proteiny jsou tyto antigeny pohlceny
dendritickymi buiikami (DC). DC pohlcuji virové antigeny z periferie fagocytézou nebo
endocytozou. Poté je zahajena prezentace antigenu T-lymfocytim (viz obrazek cislo 7)[82].
T-bunéény receptor pro antigen (TCR) spole¢né s MHC 1. tfidy a MHC II. tfidy (hlavni
histokompabilitni komplex) jsou struktury, které také zprostiedkovavaji vazbu s antigenem
vakcin. Vazou peptidové fragmenty antigenu a prezentuji je na povrchu bunécné membrany
T-lymfocytim. Komplex peptidu a MHC 1. tfidy je typickym receptorem pro cytotoxické
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CTL bunky (cytotoxicky T-lymfocyt) a komplex peptidu a MHC II. tfidy je receptorem pro
T-helper lymfocyty. MHC 1. tfidy prezentuje endogenni antigeny. Takto prezentovany antigen
strukturné odpovidd peptidovym fragmentim, které vznikly Stépenim intraceluldrnich
bilkovin v cytosolu bunky. Proteolytické enzymy produkuji peptidové fragmenty, které se
na membrané¢ mohou vyskytovat i v menSim mnozstvi zavislych na ATP a ubiquitinu.
K vazbé MHC 1. a prezentovan¢ho peptidu dochdzi na endoplazmatickém retikulu. Po vazbé
je komplex premistén pies transportéry (TAB = transportéry spojené se zpracovani antigenu)
na povrch bunééné stény. Komplex peptidu je nasledné¢ vystavovan molekulou HLA 1. tfidy

cytotoxickym T-lymfocytim CD8+ (diferenciacni antigen) [26].

MHC 1I. prezentuji cizorodé antigeny exogennim mechanismem tzn., ze vazi
fragmenty peptidli extracelularniho piivodu. Ty néasledné putuji do endosomu burniky a dochazi
k jejich degradaci piisobenim kyselého prostiedi. K vazbé MHC II. a peptidu dochazi pravé
v endosomu. Na povrchu bunky pak vystavuji antigen prezentujici antigen (APC) pro buiky,
jako jsou: B-lymfocyty, T-lymfocyty CDA4+, dendritické bunky a makrofagy [26].
Inaktivované vakciny obsahuji pouze usmrcené proteiny nebo peptidy, které jsou vazany pies
receptory MHC II. tfidy. Tento typ vakcin CTL buniky nestimuluje, protoZze vazba s receptory
MHC II. ttidy vede jen k aktivaci T-helper bunék [15].

Pokud je antigen prezentovan neaktivnimi DC, dochazi k indukci periferni tolerance.
Na antigen neni vytvofena adekvatni imunitni odpovéd’, ale je imunitnim systémem tolerovan.
Periferni tolerance je nasledné udrzovana regulacnimi T-lymfocyty. Aktivace DC je tedy
velice dualezita. DNA vakciny zamémé koduji antigeny, které cili na DC typu 205 z toho
davodu, Ze jsou védecky dobte pochopeny [82].

Exprese proteinuinvivo  Aktivace imunitni odpovédi Efektivni imunitni odpoved
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Obrazek 7 Vznik bunééné a humoralni odpovédi po imunizaci DNA vakcinou, pfevzato
a upraveno z [53].
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5.5 Priprava DNA vakcin

Zakladem uspéchu imunizace proti chfipce je dodani virového nebo nevirového vektoru
do jadra bunky. DNA vakciny obsahuji nevirovy vektor, ktery je ve formé kruhové
plazmidové DNA nadSroubovice. V cilové buiice je znemozZnénd replikace vektoru, tudiz je
zaznamenana niz§i toxicita, zaroven i levnéjsi vyroba a vysokd stabilita vektoru. Vyrobu
pfedchazi slozity proces Cisténi plazmidové DNA, ktery je zndzornén na obrdzku cislo 8

[35,46].

Obrazek 8 Procesy ¢isténi plazmidové DNA pro piipravu DNA vakcin,
pievzato a upraveno z [35].
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Po ¢isténi nasleduje samotna priprava vakciny. Prvnim krokem ptipravy je teoreticky
navrh a sestaveni struktury vektoru plazmidové DNA (pDNA) k expresi do bunky. Nasleduje
vhodny vybér bakteridlniho kmene nejcastéji Escherichia coli. Je zhotovena optimalizace
kultivaéniho média a fermentace. Pro fermentaci jsou vybirany ty geny E. coli, které se podili
na centrdlnim metabolismu uhliku a udrzuji integritu plazmidu. Kultivace probiha
Vv bioreaktoru, kde se vyuzivad raznych metod napt. kultivace s vysokou hustotou bunék,
pro co nejvyssi vytéznost. Vysokou hustotu bunék Ize zajistit optimalizaci fermentac¢niho
média, a pouzitim specialni fermentacni technologie (fed-batch). Fermentatni médium se
optimalizuje na zakladé poznatkli o replikaci DNA a zvySeni tak produkce plazmidu.
Maximalni vytéznost izolace musi byt 1 mg pDNA/I kultivaéniho média nebo pro specifické
vytézky 1 mg pDNA/g hmotnosti suché buiiky. Béhem integrity priméarni sekvence pDNA
jsou sledovany parametry, které lze vyuZzit pro zdokonaleni vyvoje vakcin napt. absence

deleci a inzertnich sekvenci nebo nadbytek nadsroubovicové topologie [46, 47].

DNA musi mit vysokou Cistotu, kterou lze dosdhnout nakladnym procesem cisténi,
purifikace. Cisténi DNA je zahajeno lyzi bungk za téelem uvolnéni genetického materialu.
Lyze lze provadét alkalickou, tepelnou nebo mechanickou cestou. Nejlevnéjsi je pouziti
tepelné metody vyuzitim tepelnych vyménikt. Vytéznost bez lysozymul je porovnatelna
s alkalickou metodou. Dalsim krokem je centrifugace nebo filtrace buné¢ného materialu.
Nedostatecné odstranéni zbytku bunééného materidlu znecistuje chromatografické kolony.
Nasleduje precipitace pro rozdéleni pevnych latek od kapalin. K oddéleni plazmidové DNA
Z ptvodnich struktur jako jsou proteiny, hostitelskd genomova DNA a denaturované formy
plazmidu. Jako dalsi se aplikuje kationtovy detergent cetyltrimethylamonium bromid. Dojde

ke srazeni neboli separaci pevnych ¢asti z roztoku. Nasledné je DNA rozpusténa na urcitou

koncentraci a zaroven dochdazi k rozpusténi zbylych necistot [35].

Genova kazeta obsahuje pDNA, V niZ jsou zalenény geny izolovaného viru. Virus pfed
zacClenénim do DNA pochazi opakovanym pasdZzovanim z mysi. Po aplikaci vakciny
obsahujici pouze jeden izolovany typ viru, dochazi v hostiteli k produkci monoklonalnich
protilatek tfidy IgG2a (jednd se o podtiidu protilatky IgG2 produkované u mysi). Po podani
ockovaci latky u clovéka 25-300 mg je zjisténa koncentrace monoklonalnich protilatek
3-5mg/1 [48].

5.6 Dalsi klinické vyuziti DNA vakcin a srovnani s RNA vakcinami
V soucasné dob¢ se od DNA vakcin ocekava, ze budou béZzné€ pouzivany jako prevence
proti nejriznéj$im onemocnénim [19]. Z divodu Spatné imunogenicity nejsou tyto vakciny
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schvaleny pro humanni pouziti [56]. Pfikladem testovanych onemocnéni je rakovina, alergie,
autoimunitni a infek¢ni nemoci. V soucasné dobé¢ se véda zabyva predevsim vyvoje vakcinace
proti rakoviné a virovym infekcim (HIV, chiipka). Virus HIV byl vyuzivan pro zkvalitnéni
vektoru vakciny a pozitivni u¢inek byl prokazan silnou reakci cytokinu produkovaného CD8+
T-lymfocytii [56]. Prvni vakcina proti nadoru byla aplikovana v roce 1998. Ve svém slozeni
obsahovala nadorovy antigen, ktery byl izolovany z membrany specifického antigenu bun¢k
prostaty. Pro transport bylo vyuzito adeninového vektoru a jako adjuvans byl pouzit faktor
stimulujici kolonie granulocytli a makrofagii. Nasledné snahy o vylepseni Gi¢innosti vakcin se

zamétovaly pfedevsim na funkénost adjuvans [19].

Jak uz bylo zminéno v predeslych kapitolach, DNA vakciny ptedstavuji revoluéni
skupinu vakcin a to v principu imunizace, snadné a rychlé vyroby, nenarocného skladovani
a bezpecnosti. Tyto vakeiny maji ale také své nedostatky a to pfedevsim v aktivaci onkogenil
a vyvolani tvorby protilaitek anti-DNA vclenénim plazmidové DNA do genomu
vakcinovaného organismu. Jedna se tak o riziko vzniku autoimunitniho anebo nadorového
onemocnéni. Dale miize u pacientii neustale dochazet ke stimulaci humoralni imunitni
odpovédi ¢i intolerance imunologické tolerance k antigenu kdédovaného v DNA. Dalsi zna¢na
nevyhoda vakcin této skupiny je nizkd imunologicka odpovéd’, kterou je snaha zvysit

vyvojem novych adjuvans a vektort vakcin [51,52].

DNA vakciny byly v roce 2020 testovany na piipadnou celosvétovou vyrobu proti
infekci virem koronaviru [53]. Geny vakciny kodovaly antigenni determinantu tzv. spike
protein [55]. Béhem testl bylo zjisténo, ze u rizikovych pacientt s perikarditidou se zvySuji
hladiny cytokini CD8+ T-lymfocytli a zaroven dochazi ke snizeni cytokinii regulac¢nich
T-lymfocytd, CDI14+, HLA-DR+ a monocytl. V pribéhu onemocnéni tak dochazi
K nerovnovaze imunitni odpovédi a zhorSeni infekce. Mimo jiné muize dochazet
u nemethylované sekvence plazmidové DNA k zesilené adaptivni imunitni odpovédi vici
exprimovanym antigentiim [53]. Sekvence DNA ve vakcinach se na konkrétnich mistech
upravuji methylaci. Jednd se o genetickou modifikaci za ucelem zvySeni stability genomu.
Té je dosahnuto navazdnim methylové skupiny do genomu a zhuSténim chromatinového
vlakna [83].

V jinych studiich, zabyvajicich se vyuzitim DNA vakcin proti infekci COVID-19, byly
zaznamenany vedlejsi €inky 1. stupné srovnatelné s povolenymi vakcinami. Testy u pacientd
prokdzaly vyrovnanou bunéfnou i humordlni odpovéd a soucasn¢ doslo ke zvySeni titrh

protilatek u zotavenych pacientt [55].
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Krom¢ DNA vakcin jsou momentalné na trhu dostupné také mRNA vakciny a to
predevsim jako vakcinace proti infekci virem koronaviru. Jedna se o nové vznikajici odvétvi
technologie piinasejici mnoho vyhod oproti DNA vakcinam. Jsou bezpecné a to i diky tomu,
ze genom RNA se nevcleniuje do DNA genomu bunék. Jedné se o strukturu RNA a zéaroven
vektory mRNA jsou biologicky odstranitelné. Studie ukazaly, ze mRNA je schopna vyvolat
silnou buné¢nou i humoralni odpovéd’ [51,53]. Dalsi nespornou vyhodou je, ze RNA nemusi
putovat az do jadra bunky a vaze se v cytosolu na ribozomech [53]. I vyroba vakciny
jednodussi a ¢asoveé nenaro¢na. Jednim z nejvétSich problému je nestalost a degradace mRNA
ubikvitnimi RNéazami in vitro i in vivo. Zaroven i diky jeji nestabilité jsou vakciny naro¢né na
distribuci. V podminkach in vivo je dal$i nevyhodou nedostate¢ny transport mRNA do
cytosolu bunky, protoze se mRNA nedostatecné rozpousti v bunééné membrané [51].
Utinnost mRNA vakcin byla testovana i proti alergenim. RNA kédujici uréity alergen
prokazatelné vyvolala imunitni reakci pomoci pomahacskych T-lymfocytd Thl, zatimco

reakce na DNA vakcinu je vyvolana pies cytotoxické T-lymfocyty [52].

U vakcinace proti alergiim se pouZivaji jak plazmidové DNA vakciny, tak 1 mRNA
vakciny, které koduji dany alergen. Nukleova kyselina alergenu je transkribovana
a prezentovana T-lymfocytim. Vyuziva se imunitni odpovédi zaloZzené na pomocnych
Th1-lymfocytech a INF-y produkovaném CD4+ a CD8+ T-lymfocyty. Vakcinou lze aktivovat
Th2-lymfocyty a zajistit tak tvorbu IL-4, IL-5, a IL-13. Cilem vakcinace je vytvoieni
specifické protilatky IgE proti alergenu [80].

Vyvoj vakecin mRNA prochézi rychlym vyvojem. Existuje jiZ nékolik prototypii vakcin
proti nadoriim a infekénim onemocnéni podobné jako u DNA vakcin, avSiak mRNA vykazuje
lepsi vysledky testi. Testy v USA béhem vakcinace populace proti COVID-19 ukazaly
vysokou koncentraci protilatek jiz po prvni vys$si davce vakciny a po druhé davce byly
detekovany neutralizujici protilatky v séru pacientll. Celkovou snahou je vSak zajistit dostatek

ucinnych DNA i mRNA vakcin, potiebnych pro dalsi pandemie jako je COVID-19 [53].

DNA vakciny obdrZely certifikaci pro veterinarni tcely. Pfikladem je vakcina proti
infekéni hematopoetické nekroze u ryb vroce 2005. Dale pak ve stejném roce piibyla
licencovand vakcina pro prevenci proti zdpadonilskému viru u koni a pozdéji v roce 2010
v USA se mezi tyto vakciny zafadila imunoterapeutickd vakcina proti rakoviné u pst.
Posledni DNA vakcina byla licencovana v roce 2016 proti virovému onemocnéni slinivky

btisni u losost (virus lososiho pankreatu) [54].
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ZAVER

Tato bakalaiskd prace je vénovana virGm chfipky a DNA vakciné proti chfipce.
Chiipkové viry se obecné¢ fadi mezi nebunécné mikroorganismy spadajici do celedi
Orthomyxoviridae. Zpisobuji onemocnéni hornich i dolnich cest dychacich, které muze
vyustit do stavu s tézkym prub&éhem a v nékterych piipadech konéi i smrti. Tézky prubéh
chiipky kazdoro¢né¢ prodéla 3-5 miliont celosvétové populace. RozliSuji se dva typy chiipky
v zavislosti na mnozstvi mutaci virovych Ccastic, na chiipku sezénni a pandemickou.
Pandemicka chiipka je obzvlasté nebezpecna z divodu jeji nepredvidatelnosti. Jedna o soubor
hromadnych mutaci viru prostfednictvim antigenniho shiftu a driftu. V minulosti se svétem
prohnalo hned nékolik chfipkovych pandemii a vzdy skonéily tragicky. Jako nejicinné;si

prevence vuci chiipkovym epidemiim a ¢aste¢né i pandemiim je vakcinace.

Ockovani si klade za cil stimulovat imunitni systém ¢lov€ka. Vakcina¢ni davka, dle
povahy typu vakciny, obsahuje specificky antigen viru, na ktery imunitni systém reaguje. Je
tak spusténa imunitni odpovéd” koncici imunitni paméti. Pfi opakovaném setkani se stejnym
antigenem dojde pamétovymi bunkami K tvorbé specifické imunitni odpovédi, ktera je
rychlejsi a efektivnéj$i nez v pfipadé prvniho setkdni antigenu s protilatkou. Vakciny
aplikované proti sezonni chfipce musi byt pravidelné obnovovany v zavislosti na konkrétnim
vyskytu cirkulujiciho chfipkového kmene. Vysledkem pak je sezénni ochrana populace pred
nadchézejici chiipkovou epidemii. Aby vSak doSlo ke zméné u€inné vakciny, musi se dany
virovy kmen kultivovat a nasledné izolovat, nez je zhotovena vakcinaéni latka. Tyto kroky

odpadaji v pfipad€ vyuziti DNA vakcin.

DNA vakciny jsou intenzivné vyvijeny a je do nich vkladana velka nadéje v rozsahu
pouziti a snadnému aplikace. Jedna se o vakciny, jejichz zakladem je geneticka informace
daného viru navdzana na plazmidové vektory. Vakcina tak neobsahuje zZadnou ¢ast patogenu,
pouze jeho nukleovou kyselinu, ktera v pfijemci vakciny nevyvola zadnou potencionalni
Otéazkou vSak zistava, zdali se béhem replikace v jadfe bunky ¢lovéka virovda DNA nezacleni
do lidské DNA a nenamnoZzi se. DNA vakciny musi projit replikaci, transkripci 1 translaci za
ucelem vytvofeni antigentl, na které nasledné bude reagovat imunitni systém. DNA vakciny
byly testovany na infekéni, nadorové a autoimunitni onemocnéni a alergie. V budoucnu by ale

spolecné s RNA vakcinami mély zcela nahradit dosavadni vakciny.
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