VAKCINACIA, NAJLEPSIA PREVENCIA VOCI CHRIPKE
Kotlarova Lucia

Medicina a veda napreduje neskuto¢nou rychlost'ou. Poznatky, ktorymi dnes
disponujeme, mozu byt’ zajtra obohatené o nové skuto¢nosti alebo dokonca vyvratené. Hoci je
zaznamenany progres aj na poli oCkovania voci chripke, stale sa nenaSiel nikto, kto by priSiel,
vyhlésil a v skuto¢nosti aj univerzalnu vakcinu voci chripke zostrojil. Pojem univerzalna
vakcina voci chripke pre verejnost’ znamena oc¢kovanie raz za zivot (aspon pre tu uvedomeld,
ktord vidi vyznam v o¢kovani ako jedinej ochrane voéi virusovym patogénom), pre vedcov to
vSak znamena pochopit’ podstatu ,,Zzivota“ virusu chripky a oklamat’ jej Unikové mechanizmy.
Pritom uplynulo uz 70 rokov od vyvinutia prvej vakciny voci chripke... (1).

Chripka je ochorenie vyvolané virusmi. Virusy chripky z taxonomického hl'adiska
rozdel'ujeme na virusy chripky typu A, B a C. Tieto st zaradené do spolo¢nej Celade
Orthomyxoviridae. Virusy chripky typu A infikuju vtaky a rézne druhy cicavcov, vratane
l'udi. Virusy typu B infikuju len 'udi, kym virusy typu C aj oSipané. Epidémic a pandémie su
spojene prave s virusmi typu A, vo¢i ktorym je namierena v sucasnosti najefektivnejsia
prevencia, ktorou je vakcina. Ro¢ne podl'a WHO (World Health Organization — Svetova
zdravotnicka oragnzacia) ochorie 3 az 5 milionov l'udi na chripku s vaznym priebehom, ¢o
vedie nielen k 500 000 umrtiam, ale aj k vel'kym ekonomickym stratdm spojenym
S praceneschopnost’'ou pacientov. Pritom rieSenie je také jednoduché: 10 minut stravenych
kazdoroc¢ne v ordinacii obvodného lekara spojenych s jednou injekciou.

Z patogenetického hl'adiska su najvyznamnejsie virusy chripky typu A. Ich povrch je
tvoreny lipidovou membranou, ktora virusy ziskavaji pri pucani z hostitel'skej bunky. Genoém
virusu chripky typu A je tvoreny 6smimi segmentami RNA negativnej polarity, ktoré kéduju
12 proteinov (2). Kazdy z nich ma pre virus chripky $pecificky vyznam (tab. ¢. 1). Prvy,
najvacsi segment koduje polymerazovy protein PB2 (polymerazovy zasadity 2 — basic); druhy
PB1 (polymerazovy zasadity 1), PB1-F2 (objaveny v roku 2001) a N40 (objaveny len v roku
2009) (3). Treti segment kdduje PA (polymerazovy kysly - acid) protein; Stvrty HA
(hemaglutinin); piaty NP (nukleoprotein); Siesty NA (neuraminidéaza). Siedmy segment nesie
informéciu pre matrixovy protein M1 a M2 protein a 6smy pre neStruktirny NS1 protein
a NEP (nuklearny exportny protein) (obr. ¢. 1). Kazdy z tychto proteinov je Specificky svojou
ulohou (tab. ¢. 1).

Obrazok €. 1: Virusova €astica, podl'a http://www.aht.org.uk/cmsdisplay/science egflu.html

HA — hemaglutinin,

NA — neuraminidaza,

M1 a M2 a NS2 proteiny

RNPs — ribonukleoprotein, spolo¢ny nazov zahriiujici RNA
s PB2, PB1, PA a NP proteinmi (popis jednotlivych
proteinov v texte).



http://www.aht.org.uk/cmsdisplay/science_eqflu.html

Segment Protein Funkcia

1. PB2 Podjednotka polymerazového komplexu; Iniciacia transkripcie

2. PB1 Podjednotka polymerazového komplexu; Viaze PB2 a PA, ¢im
vytvara aktivny heterotrimer, nevyhnutny pre transkripciu
a replikéciu virusu

PB1-F2 Induktor apoptdzy - poSkodenie mitochondrii
N40 Funkcia zatial’ nie je jasna (2)
3. PA Podjednotka polymerazového komplexu; Jej endonukledzova
aktivita je zodpovedné za ,,ukradnutie ¢iapocky bunkovej
mMRNA
4. HA Hlavny povrchovy antigén, Vazba na receptor bunky; Flzia
virusovej a bunkovej membrany
5. NP Tvorba RNP; Zac¢astiuje sa na prepnuti syntézy z mRNA na
virusovu RNA
6. NA Pomaha uvol'nit’ novovznikajuce viriony z infikovanej bunky
a zabranuje ich agregécii
7. M1 Vytvara suvislu vrstvu pod lipidovym obalom, tym stabilizuje
virusovu ¢asticu
M2 I6novy kanal — transport H* iénov, okyslovanim prostredia

VO vnutri virusovej Castice ovplyviiuje uvolnenie (RNP)
do cytoplazmy hostitel'skej bunky

8. NS1 Blokuje bunkovt antivirusova odpoved’ inhibiciou
polyadenylacie bunkovej pre-mRNA, je inhibitor PKR a
antagonista interferonu alfa

NEP Sprostredkuje export novo syntetizovanych RNP z jadra

Tab. €. 1: Popis funkcie jednotlivych proteinov virusu chripky typu A

Virusy chripky typu A delime na subtypy na zaklade antigénnych vlastnosti obalovych
glykoproteinov hemaglutininu (HA) a neuraminidazy (NA). Ztohto hl'adiska je dodnes
identifikovanych 17 HA a9 NA suptypov. U l'udi je infekcia vyvolavana subtypmi H1, H2
alebo H3 v kombinécii s N1 alebo N2. U oboch povrchovych antigénov boli popisané 2 typy
antigennych zmien: antigénny posun (antigenic drift) a antigénna vymena (antigenic shift),
vysledkom ktorych je vznik epidémii, resp. pandémii. Prave tieto antigénne zmeny s
dévodom, preco treba ocCkovanie kazdoroCne opakovat. Sucasné pouzivané vakciny maji
schopnost’ indukovat’ virus-neutraliza¢né protilatky namierené voc¢i imunodominantnej Casti
HA v oblasti receptorového miesta. Ked'Ze je tato oblast vysoko variabilna, je potrebné
vakcinu kazdu sezonu aktualizovat’.

Imunitna odpoved’ vyvolana po infekcii virusom chripky

Jednou z uloh imunitného systému je zneSkodnit' a eliminovat’ patogény prenikajice
do organizmu. Takym patogénom je aj virus chripky spdsobujuci respiraéné ochorenie, ktoré
sa prenasa kvapockovou infekciou. Chripka predstavuje vazny problém pre deti, starSich I'udi
apre osoby trpiace chronickymi ochoreniami (napr. srdcovo-cievne ochorenia). Imunitny
systém bojuje proti patogénom vrodenou a ziskanou imunitnou odpoved’ou, ktoré spolu uzko
spolupracuju (obr. €. 2).




Vrodena imunitnd odpoved’. Ak virus chripky prenikne do tela hostitel'a, trva 5 az 7
dni nez sa vo¢i nemu za¢nu tvorit’ Specifické protilatky. Prave v tieto dni je Gloha vrodengj
imunitnej odpovede kritickd. SnaZi sa zabranit' Sireniu virusu a napoméha k rozvinutiu
spominanych Specifickych protilatok (4). Medzi najdéleZitejSie zlozky vrodenej imunitnej
odpovede patria makrofagy, dentritické bunky (DC), NK bunky (natural Killers) a
komplement. V prvej faze dochadza kuvolfiovaniu cytokinov, napriklad interleukinov,
interferonov (IFN) alebo TNF (5). Opodstatnenost’ vrodenej imunitnej odpovede pri
chripkovej infekcii je potvrdena aj funkciou NS1 proteinu chripky, ktory je antagonistom
IFN. Pri delécii NS1 dochadza k zvysenej produkcii IFN a virus je zneSkodneny (6). Typické
znaky pre vrodenu imunitni odpoved’ su, Ze jej mechanizmy nepotrebuju Cas na aktivaciu,
nereaguju na zaklade paméte a nie su antigén Specifické.

Ziskand imunitna odpoved.. Je vysledkom spoluprace humoralnej a bunkovej imunitnej
odpovede, ¢o znamena ucast protilatok a Specifickej T bunkovej odpovede. Hlavnym
obrannym mechanizmom vo¢i chripkovej infekcii je tvorba virus-neutralizacnych protilatok
voci HA, ktoré st vSak kmenovo Specifické, preto prekonanie chripkovej infekcie nezaruci
ochranu voc¢i inému kmenu virusu chripky. Hoci virus neutralizaéné protilatky nezabezpecia
heterosubtypovu imunitu, ich vyznam spociva v tom, Ze ako jediné dok&Zu virus na seba
naviazat' a tym zabranit’ jeho infek¢nosti. Vyznamna ulohu zohravaju aj zlozky bunkovej
imunitnej odpovede ako cytotoxicke lymfocyty (CTLs), ktoré sa podielaji pri navodeni
heterosuptypovej imunity ato vd’aka tomu, Ze rozpoznavaju nielen epitopy z HA, ale aj
interné proteiny M, NP, PA a PB2 (7), ktore su v ramci jednotlivych suptypov konzervovane.
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Obrazok ¢. 2: Indukcia humoralnej a bunkovej odpovede, podrla (8)

Indukcia imunitnej odpovede po primarnej infekcii virusom chripky typu A je vyznacena plnymi Sipkami a pri
opakovanom strete s tym istym virusom dochadza k aktivacii pamétovych buniek (prerusované $ipky). APC su
antigén prezentujice bunky (napr. dentritické bunky DC), ktoré vytvarajl prepojenie medzi vrodenou a ziskanou
imunitnou odpoved’ou. Podas infekcie DC prezentuju antigén naivnym a pamitovym T a B lymfocytom. Thl
bunky produkuji IFN-y ainterleukin 2 (IL-2), taktiez podporuju tvorbu CTL (cytotoxické lymfocyty),



podielajtcich sa pri navodeni heterosuptypovej imunity. Th2 bunky produkuju IL-4, 1L-5, IL-13 a podporuju
aktivaciu a diferenciaciu B buniek, vysledkom ktorych je tvorba protilatok.

Vakciny

WHO spolupracuje so siet'ou laboratorii a centier (Atlanta, GA - USA , Londyn —
Vel’ka Britania, Melbourne - Austrélia, Tokio - Japonsko, Peking - Cina) (9), ktorych Glohou
je monitorovat’ epidemické kmene ana zaklade nich WHO stanovi zloZenie vakciny.
KaZzdoro¢ne su vo vakcine obsiahnuté dva subtypy virusu chripky A — HIN1 a H3N2 a virus
chripky typu B. V sezéne 2012-2013 budeme ockovani (s nami cela severna pologul'a)
nasledovnymi kmenmi:

e A/California/7/2009 (HIN1)-like virus;
e A/Victoria/361/2011 (H3N2)-like virus;
e B/Wisconsin/1/2010-like virus (z B/Yamagatarodu virusov) (10).

V stcasnosti st pouzivané dva typy vakcin: inaktivované a Zivé atenuované vakciny. Odlisujd
sa v stimulacii imunitného systému a v spdsobe aplikécie.

PomnoZenim virusu v alantoickej tekutine kuracich embryi ajeho purifikéaciou
mdzeme pripravit’ vakcinu obsahujucu cely virion - inaktivovany chemickymi latkami (obr. €.
3A). Ak je takyto virion rozstiepeny detergentami, hovorime o tzv. split vakcine (obr. ¢. 3B).
Purifikaciou povrchovych subjednotiek hemaglutininu a neuraminidazy je pripravena
subjednotkova vakcina (obr. ¢. 3C). Pri tychto typoch vakcin nie je moznéd reverzia na
patogénnu formu virusu. Inaktivované vakciny stimuluju B-bunkova odpoved’. CTL bunkova
odpoved’, ktord je nevyhnutna pri odstraneni virusu z infikovanych tkaniv (11), je pri tomto
type vakciny minimalna. ZvySenie imunogénnosti inaktivovanych vakcin je dosiahnuté
kombinovanim s adjuvantnymi latkami. Vakcina sa obvykle podava intramuskularne.

PouZzivanie Zivych atenuovanych vakcin (obr. ¢. 3D) je povolené v Rusku a USA (len
pacienti vo veku 5 — 49 rokov (10)). Podanie tejto vakciny je intranazalne v podobe aerosolu,
imituje prirodzenu infekciu a poskytuje lokalnu krizovd imunitn ochranu indukciou sérovych
IgA, IgG protilatok a CTLs (12, 13). Hoci su omnoho imunogénnejSie, je tu obava
spolognosti, Ze by mohlo dojst’ k reverzii na patogénnu formu virusu. Zivé atenuované virusy
su pripravene pasaZzovanim virusového kmena pri teplote 25°C, ¢im vznika kmen mnoziaci sa
len v hornom dychacom trakte a neschopny mnozenia sa pri telesnej teplote.

D) Zivy atenuovany

A) cely virus B) split vakcina C) povrchové antigény i

Obrazok ¢. 3:Typy inaktivovanych vakcin a Ziva atenuovana vakcina, podla
http://www.ifpma.org/resources/influenza-vaccines/influenza-vaccines/about-influenza-

vaccine.html -podrobne pozrite v texte.
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Adjuvantné latky

Slovo adjuvans pochadza z latinského adjuvare, ¢o znamena pomahat. A prave
adjuvantné latky su také komponenty vakciny, ktoré pomahaju stimulovat imunitny systém
CiZe zosilnuju imunitni odpoved’ a tym zvysuju ucinnost’ o¢kovania. VSetky proti-chripkoveé
vakciny registrované v Slovenskej republike obsahuji ako adjuvans rézne anorganicke
zliceniny ako napr. hydroxid hlinity, fosfore¢nan hlinity alebo fosfore¢nan vapenaty, ktoré
ulah¢uji vychytavanie antigénov bunkami prezentujacimi antigén (14), tym pomaéhajd
stimulovat’ aj T bunkovl odpoved'.

Vakciny a technologie vo vyvoji

Sledovanie genetickych zmien virusov chripky, navrhnutie, vyrobenie arychla
distribtcia sposobuje zvysenie finanénych nakladov v boji proti chripke. Ideéalne rieSenie by
bola univerzalna vakcina, ktora by zabezpecila ochranu voci uZ existujucim ako aj novo
vznikajucim kmenom a taktiez voCi vta¢im virusom chripky, ktoré stale predstavuja
potencidlne nebezpecenstvo pre ¢loveka.

Sucasne pouzivané vakciny st produkovane v kuracich embryach. Takato produkcia je
spojena s kontrolovanym chovom kurc¢iat, kde musia byt’ zabezpecené Specifické veterinarne
a chovatel'ské podmienky, ¢o vyrazne predraZzuje cenu vakcin. Je tu taktiez problém s ich
mnozstvom v pripade pandémie a nahlej potrebe novej pandemickej vakciny. Tieto problémy
moézu byt vyrieSené, napr. pouZitim stabilnych bunkovych kultar (napr. MDCK alebo
VERO). Ich vyhoda spociva v jednoduchdej manipulacii av laboratornom vybaveni, vo
vysSej produkénej kapacite, ¢o sa odraza na usetrenom ¢ase a financiach.

Velky potencial maji DNA vakciny, ktoré su Studované v laboratériach po celom svete
(34, 35, 36). Koncepcia DNA imunizacie spociva v inzercii génu, kddujdceho vybrany
antigen, do plazmidu a jeho naslednom podani hostitel'ovi. Ich vyhodou je, Ze indukuju tvorbu
humoralnej aj bunkovej imunity, tak ako je to v pripade Zivej vakciny, aviak pri DNA
vakcinach nehrozi v Ziadnom pripade reverzia na patogénnu formu virusu (15). Ich schopnost’
exprimovat’ vSetky virusové antigény, aj tie ktoré nepodliehaju mutacidm, im ddva moznost’
indukovat’ imunitu vo¢i réznym kmetiom virusov chripky. Dalsou vyhodou, ktorti ponuka
DNA vakcina je, Ze kprodukcii nepotrebuje kuracie embrya, ¢im je bezpetna aj pre
alergikov. Istd miera rizika je i pri DNA vakcinach. Neda sa totiz uplne vylucit’ inkorporacia
cudzorodej DNA do gendému ludskej bunky, ¢o mdze viest' k aktivacii bunkovych
protoonkogénov (16). Podanic DNA vakciny modze byt rbézne, napr. intramuskularne,
intranazalne, subkutanne alebo prostrednictvom gene-gun.

Rekombinantné virusové vakciny, su také, kde sa vybrané proteiny virusu chripky
vlozia do expresného vektora. Ulohou takéhoto expresného vektora je namnozit cielovy
antigén. Ako vektory boli vyuZité napr. bakulovirusy (17) alebo virus vakcinie (18). Na
podobnom principe pracuju aj virus vektorove vakciny, ktorych dlohou vSak nie je antigen
mnozit', ale dopravit’ k bunkdm imunitného systému. Ako ,,dopravny prostriedok® je mozné
vyuzit' napr. adenylat cyklazovy toxin z mikroorganizmu Bordetella pertussis (19, v tlaci).
Sila tychto virus vektorovych vakcin spociva v tom, Ze nie je potrebny adjuvans na zvysenie
imunogenicity.

Ako dalSia moznost’ pripravy vakciny voci chripke je fuzia flagelinu (vysoko
konzervovany protein u baktérii, vytvarajuci vlakna bakterialneho bicika) spolu s receptorom,



ktory ho rozpoznava (TLR5) a globularnou ¢astou HA (20) alebo extracelularnou doménou
M2 proteinu (21). Kombinacia flagelinu, TLR receptora a poZadovaneho antigénu, vyrazne
zvysuje imunogenicitu daného antigenu (33).

Vyznamny pokrok v priprave proti chripkovej vakciny zohrala metdda reverznej
genetiky. Tato metéda umoziuje pripravit virusy so ziadanymi mutaciami, ktoré moézu virus
oslabit’ avSak dovolia mu zachovat’ si vSetky imunogénne vlastnosti. Takto mézu vznikat
napriklad virusy bez NEP, kde sa sice v3etky ostatné proteiny namnoZia, ale nevytvoria
infek¢ént virusovi Casticu, ktora by sa bola schopna sirit’ d’alej (22).

V poslednej dobe upriamujt vedci svoju pozornost’ na konzervativne oblasti antigénov
virusov chripky, ktoré by navodili takt imunitnii odpoved’, ktora by chréanila pred oby¢ajnou
sezonnou, ako aj pred pandemickou chripkou, ktord mozno prave teraz vznika vo vhodnom
hostitel'ovi, v 0Sipanej. Medzi takéto antigény s konzervativnymi oblastami paria: HA2, NP,
NA, M1 a M2 protein. Vyhoda M2 proteinu spociva v konzervativnosti extracelularnej
domény (eM2), ktora sa od prvej izolacie virusu chripky z roku 1933 takmer nezmenila. eM2
je sam o sebe slabym imunogénom, preto sa vedecké timy po celom svete snaZia jeho
imunogenicitu zvysit,, napriklad fizovanim eM2 s jadrovym proteinom hepatitidy B (23, 30),
s rekombinantnym adenovirusom exprimujucim eM2 (31) alebo konjugaciou s proteinovym
komplexom vonkajej membréany Neisseria meningitids (32). Dalsi antigén, ktory je v centre
zaujmu je HA2, Tahky retazec hemaglutininu, ktory je v nativnom stave maskovany
globuldrnou c¢astou hemaglutininu (HA1). Pre zvySenie jeho imunogénnosti sa HA2
spristupiiuje napr. odstranenim HAL1 oblasti, vystavenim pH 5,0, kedy dochadza
K restruktualizacii HA, ¢im su epitopy na HA2 spristupnené pre protilatky alebo konjugaciou
na proteinovy nosic (24, 37).

Velmi zaujimava je aj sprava, ktord vzisSla z laboratoria imunoléga Antonia
Lanzavecchia zo SvajCiarskeho institatu, kde identifikovali protilatku, ktord sa viaze na
dovtedy znamych 16 subtypov HA virusu chripky typu A (vratane HIN1, H3N2 a taktiez
obavany vta¢i virus H5SN1). Tato protilatka dostala pomenovanie F16 (25). Uginok tejto
protilatky bol potvrdeny pri infekcii mysi a fretiek letalnymi davkami rdznych subtypov
virusov chripky (26).

Ockovanie proti chripke na Slovensku

V chripkovej sezone 2011/2012 boli podl'a vyroénej spravy UVZSR (Urad verejného
zdravotnictva Slovenskej republiky) na ockovanie proti chripke pouzité tieto vakciny:
Vaxigrip a Vaxigrip Junior (Sanofi Pasteur), Fluarix (GlaxoSmithKline), Influvac (Solvay
Pharma) a vakcina s intraderméalnou aplikaciou ID Flu (Sanofi Pasteur), prvy krat pouZzita
v sezOne 2010/2011. Vakcina s intradermalnou aplikaciou vyuziva mikroihlu dlhd 1,5mm a
hrubd 0,31mm, ktora je najmenej 10-krat mensia ako klasicka intramuskularna ihla. Vakcina
sa vpravuje do koZze, Kktord& je miestom obsahujicim nespoCetné mnozstvo
imunokompetentnych buniek, ¢ize antigén je doruceny napr. priamo k makrofagom alebo
dendritickym bunkam (27). Podla UVZSR dosiahla zaockovanost populacie Slovenskej
republiky v sezone 2011/2012 - 7,5%, ¢o predstavuje pokles 01,6 % v porovnani s
predchadzajucou sezénou a pokles az 0 4,9% v porovnani so sezonou 2009/2010. Od 30%-
tnej preoc¢kovanosti populacie, ktora je vyty¢enym cielom WHO sme eSte poriadne d’aleko.

Aj napriek jednoznacnej snahe vedcov v oblasti vyvoja univerzélnej vakciny, virus
chripky je stale krok pred nimi. Dokazom toho je aj posledné timrtie na obavanu vtaciu
chripku H5N1 v Indonézii, ktorej dia 31.7.2012 podlahol 37 roény muz (28). Je mozné, ze
ked’ teraz Citate tento clanok, uz nie je poslednou obet’ou!
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nosnej dutiny

Subkutanna aplikacia

podkozna aplikacia

Komplement

sistava zhruba 30 - 40
proteinov, ktoré kooperuju
medzi sebou a medzi
ostatnymi zlozkami
imunitného systému

TNF

tumor necrosis factor, faktor
nekrotizujuci nador, cytokin

Letélna davka

riedenie virusu, spdsobujuce

Transkripcia

prepis genetickej informacie

smrt’ jedinca z molekuly DNA do
molekuly mRNA
Makrofagy fagocytujlce bunky | VERO bunky stabilnd  bunkovd linia
(pohlcujuce patogén) opicich obli¢kovych buniek,
VERO je skratka odvodena z
Verda Reno, v esperantskom
jazyku- zelena oblicka (29)
MDCK bunky stabilnd bunkova linia psich | Virién jednotliva  Castica  virusu
obli¢kovych buniek, Madine schopnd napadnt bunku

Darby Canine Kidney cells

a rozmnozovat’ sa
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