Vyuziti atenuovanych viru

Atenuované viry se vyuzivaji jako o€kovaci latky. Jde o nejstarsi a velmi ic¢inny zpUsob vakcinace. | jejich
objeveni souvisi s hledanim Gcinné prevence proti dfive velmi rozsifenym a smrtelnym onemocnénim, z nichz
nékterd v dnesni dobé byla jiz zcela eradikovdna celosvétove, vymycena ve vyspélych zemich nebo alespon byl
snizen jejich vyskyt a Umrtnost.

Pouzivani zivych, byt oslabenych, virll s sebou prinasi urita rizika. Nejvétsim z nich je moznost reverze, tj. navrat
k virulenci a vznik onemocnéni. Zaroven jsou i vyssi naroky na skladovani oc¢kovacich latek, nebot poruseni
chladového retézce mize vést ke ztraté antigennich vlastnosti. V dnesni dobé probiha nékolik védeckych studii,
které se snazi pomoci kontroly replikace a virulence navrhnout zp@sob vyroby bezpec¢néjsich vakcin, které by

mohly napfiklad pomoci v eradikaci viru poliomyelitidy.
Historie pouziti

Prvni vakcinace atenuovanym virem rodu Vaccinia, pivodce kravskych nestovic,
byla provedena v roce 1796 Edwardem Jennerem jako obrana proti viru varioly, v or
plvodci pravych nestovic. Diky agresivni o¢kovaci kampani se podafilo v roce 1980 @
pravé nesStovice eradikovat. Dnes se jiz proti nestovicim rutinné neockuje. Virus
pravych nestovic vSak z(stava dostupny v nékterych laboratorich, coz vzbuzuje
obavy z mozného vyuziti k bioterorismu.

DalSim Uspéchem ve valce proti virovym onemocnénim bylo pouziti Sabinovy
vakciny proti poliomyelitidé. Vakcina obsahuje 3 oslabené kmeny oznacované 1,
2, 3 a poddava se oralné (OPV, oral polio vaccine). Kromé této Zivé atenuované
vakciny existuje i Salkova vakcina obsahujici usmrcené viry, ktera se podava
injekéné (IPV); ta vSak nevyvolava slizni¢ni stfevni imunitu. Dité ockované IPV je
sice chrédnéno pred onemocnénim, mlze vsak virus poliomyelitidy predavat dal,
prijde-li s nim do styku.

Poliovirus (negativné barveny
Vyhodou OPV je navozeni silngj$i imunitni reakce jiz po prvni ddvce. O¢kovany také  preparatzbunécné kultury;
vylu¢uje oslabené viry ve stolici, coz mfze vyvolat imunitni odpovéd u transmisivni elektronova
neoc¢kovanych osob, které se s nim setkavaji. Pouziti OPV s sebou ovéem nese riziko ~ Mikroskopie; méfitko ma délku
mutace a reverze atenuovaného viru, a tedy rozvoj nemoci u o¢kovanych. Podle 50 nm)

WHO onemocni v dlsledku o¢kovani kolem 60 déti ro¢nél], které mohou S$ifit

mutovany virus dale na neockované. Nejvétsi vyskyt poliomyelitidy zplsobené

vakcina¢nim kmenem se vyskytl v roce 2005 v Nigerii a virus stale koluje. | pres tyto ojedinélé pripady se ve
vyspélych zemich povedlo poliomyelitidu eradikovat a z(stavaiji jen tfi endemické oblasti vyskytu - Afghanistan,
Nigérie a P&kistan. Celosvétové bylo evidovano 650 nakazenych za rok 2011 a 223 nakazenych v roce 20122,

PO

GlobaIni kampan pod zastitou WHO na eradikaci viru poliomyelitidy zacala v roce 1988, jeji ukonéeni se plvodné
pldnovalo do r. 2000. Cile vsak stale nebylo dosazeno.Podafrilo se vymytit divoky virus typu 2, problémem ale
zlstavaji infekce virem odvozenym od o¢kovani (VDPV, vaccine-derived poliovirus). V 90 % jde o reverzi vznikly
virus typu 2. Moznym reSenim je vyrazeni typu 2 z oralni vakciny a zavedeni sou¢asné vakcinace Salkovou
vakcinou, kterd chrani proti vdem tfem typlm, jde vsak o finan¢né nékladny postup. Ve vyspélych zemich se
prechazi na oc¢kovani nezivymi viry (IPV), které se pouziva u nas od roku 2007, v USA od roku 2000.

Vyhledy do budoucna

Tradi¢ni zpUsob atenuace virG opakovanym pasazovanim na bunéc¢nych kulturdch za suboptimalnich podminek s
sebou prindsi urcita rizika a védecké tymy se pokousi nalézt zplsoby, jak ziskat nepatogenni kmen se zachovanou
imunogenitou racionalnim zplsobem. Diky hlubSimu porozuméni molekuldrni podstaty vir(l, zejména objevem gend
asociovanych s patogenitou a imunogenitou, se rysuji mozné cesty pro ziskani bezpecnéjsich vakcin. Vyzkumy jsou
vSak stale provadény na zvifecich modelech a mozné pouziti v humanni mediciné zatim nema blizsi ¢asovy
horizont.

Nejslibnéji se jevi 4 nové metody:

zvyseni presnosti replikace,
deoptimizace kodond,

vyuziti miRNA,

pouziti nukledz s motivy zinkovych prstd.

Vysoka frekvence mutaci u RNA virll je zplsobena z velké ¢asti velkou chybovosti virové RNA polymerazy, ktera je
pfiblizné 0,1-10 mutaci/replikaci genomu o cca 10 000 nukleotidd, coz je o nékolik r4dd vice nez u DNA vir(.
Tato skutecnost umoZnuje velmi rychlou evoluci a adaptaci a diky tomu sniZzeni chybovosti polymerazy snizi
diversitu populace a vede ve zvifecim modelu k atenuaci.

Tym z Californské Univerzity v San Francisku pod vedenim M. Vignuzzi'3! provadél testy na polymerdze viru
poliomyelitidy a pomoci ribavirinu, analogu nukleotidovych bazi. Bylo zjiSténo, ze varianty polymerazy s mutacemi
v 64. aminokyseliné v retézci, kterd hraje klicovou roli v kontrole zarazenych aminokyselin b&éhem prepisu, jsou
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rezistentni i k vysokym koncentracim tohoto analogu. Nizkou chybovost, korelujici s rezistenci k ribavirinu, vykazuji
varianty s 6 moznymi aminokyselinami na pozici 64 - glycin, valin, alanin, serin, threonin a leucin.

Pri testovani vykazovaly varianty se zménou v pozici 64 snizeny vyskyt mutaci béhem prepisu (wild type -
5,32/genom, pozice 64 - podle AK 2,15-2,96) a i po delsim pasazovanim vykazovaly virové kmeny s mutaci
snizenou diversitu populace. Mutace v pozici 64 jsou tedy stabilni. Snizena diversita populace viru vyrazné
snizuje patogenitu a varianty se snizenou chybovosti jsou silné atenuované a nedovoli rozvoj infekce v centralnim
nervovém systému mysi, ale neovlivni replikaci v jinych tkdnich a tim umozni rozvoj imunitni reakcel®!.

Vyse popsany postup by bylo mozné aplikovat na dalsi picornaviry, ale u dal$ich RNA vird je potfeba nejdrive urcit
klicové aminokyselinové zbytky, jejichz nahrazeni by vedlo ke snizeni chybovosti polymerdzy. V zari roku 2011 byla
publikovéna studie védcl z Institut Pasteur v PafiZi pod vedenim Lark L. Coffey!®!, ve které popisuji Gspé&snou
atenuaci arboviru viru chikungunya (CHIKV) diky zdméné jedné AK v retézci polymerdzy, kterd vede ke snizeni
chybovosti, procentudlné srovnatelné se studii na polioviru. Experiment byl proveden na pFirozeném modelu
infekce - prenos z komdra na obratlovce, mys, kterd prirozené exprimuje receptory pro tento virus. Autori déle
predpokladaji, Ze obdobnych vysledkd by $lo dosdhnout i u jinych arbovird a mohly by vést k vyvoji geneticky
stabilnich vakcin a u CHIKV tak zabranit milion@m infekci lidi ro¢né.

Dalsi nové metody umozriuji ziskani atenuovanych kmend diky vlozeni synonymnich kodond do genomu, které
jsou vsak hostitelskou bunkou méné preferované, ¢imz se prodlouzi doba translace a vznikne mensi mnozstvi
virovych potomkd - virus je silné atenuovany bez dopadu na imunogenicitu a geneticky stabilni.

VloZenim sekvence vazajici specifickou miRNA do genomu viru Ize zastavit translaci urcitého genu nebo celého
genomu diky navazani komplementdrni miRNA exprimované hostitelskou burikou. Tento princip je normalni
regulacni cestou, kterou burika reguluje genovou produkci, ale v jeho vyuziti k atenuaci nardzi na problémy, zZe
inzertovand miRNA sekvence je prepisovana jen v urcitych tkadnich a mlze akumulovat mutace.

Jind metoda vyuziva zinkové prsty, specifické domény vazici se na DNA, které mohou slouzit jako negativni
transkrip¢ni faktory nebo flzi s nukledzou mohou sStépit specificky Usek virové DNA. Jejich vyuziti je omezeno na
neintegrujici se DNA viry, jelikoZ excise integrované virové DNA by mohla vést k chromozomovym zlom&m
hostitelské DNA.

Pouziti atenuovanych vakcin v CR

V nasi zemi je podle platné legislativy povinné ockovani, vyuZzivajici zivé oslabené viry, proti spalni¢ckdm,
zardénkdm a priusnicim, drive i proti détské obrné. Doporucené, ale nepovinné jsou vakciny proti planym
nestovicim a préjmovym onemocnénim zplsobenych rotaviry.

Od roku 2006 je u nas dostupnd vakcina proti viru Herpes zoster, doporucena pro jedince starsi 50 let, ktera snizuje
incidenci pasového oparu o 50 % oproti skupiné, které bylo poddno placebo.

Vakcina proti zluté zimnici je povinna pri cestovani do endemickych oblasti, zemi vyzadujicich mezinarodni
ockovaci priikaz a pro osoby manipulujici s infekénim materialem.
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