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Ochrana pred chripkou je vyreSena?
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Souhrn:

Souéasné chripkové vakciny poskytuji jen omezenou ochranu proti sezonnim kmentm
chripkovych vird. Identifikace protilatek Vu1-69, které neutralizuji téméf vSechny viry skupiny 1
chiipky A predstavuje prevrat v problematice chfipky. V prvé praci je zprava o isolaci a
charakteristice lidské monoklonalni protilatky CR8020, majici Sirokou neutralizaéni aktivitu proti
vétSiné virt skupiny 2, véetné H3N2 a H7N7, ktera plsobi zavazna onemocnéni lidi. Krystalicka
struktura Fab CR8020 hemaglutininu pandemického (1968) kmene vykazuje vysoce
konzervativni epitop ty€inky hemaglutininu, ktery rozpoznavé skupina 1 protilatek Vy1-69. Takze
smés dvou protilatek by mohla stacit k neutralizaci vétSiny subtypl chfipky A a umoznit vyvoj
univerzalni chfipkové vakciny i lé€by Sirokospektrymi protilatkami. Autofi druhé prace metodou
jednobunééné kultivace vySetfili velky poéet plasmocyti a izolovali neutralizaéni monoklonalni
protilatky, které rozpoznavaly glykoprotein hemaglutininu vSech 16 subtypl a neutralizovaly
viry chiipky A skupiny 1 i 2.. Aplikace téchto protilatek laboratornim mysim a fretkdm vedla
k jejich ochrané. Pro Siroky specificky u€inek a schopnost neutralizace mohou byt uzivany
k pasivni imunizaci a jako cil pro vyvoj novych vakcin.

Chtipkové viry vyvolavaji kazdy rok miliony zdvaznych onemocnéni, tisice
umrti a velké ekonomicke ztraty. Dnes se proti chtipce vyuzivaji dvé hlavni
opatteni. Jednak jsou to antivirotika, mezi néz patii inhibitory virového enzymu
neuraminidazy, glykoproteinu v obalu viru chiipky (zanamivir, oseltamivir) a
inhibitory praniku ionta kanalem v proteinu M2 (amantadin, rimantadin). Tyto
Siroce uzivané preparaty jsou pomérné ucinné vuci na né citlivym kmenam viru.
Bohuzel Gcinek antivirotik klesd nasledkem vzniku resistence u mutovanych
kmena chtipkového viru. Druhé hlavni opatieni je preventivni vakcinace.
Soucasné vakciny jsou zaloZeny na tom, Ze inaktivované viry navozuji a¢innou
imunitni odpoveéd’ proti viram blizce pfibuznym vakcindlnimu kmenu. Je vSak
tézke kazdy rok predvidat které kmeny budou pievazné cirkulovat. Ockovani
vakcinou s neaktualnim kmenem viru ma jen maly, nebo zadny ochranny efekt.
Velky pokrok proto predstavuje vakcina, ktera by stimulovala mohutnou tvorbu
Sirokého spektra neutralizacnich protilatek.



Hemaglutinin (HA) je hlavni glykoprotein v obalu vira chiipky, na ktery
jsou zameéreny témer vSechny neutralizacni protilatky. HA se neustale
nasledkem selekéniho tlaku protilatek pozménuje. Geneticky rozliSujeme u
chiipky A 16 subtypia HA, zarfazenych do dvou skupin. Protilatky vzniklé po
ockovani, nebo po infekci, primarné neutralizuji homologni kmeny ze stejné
skupiny, proto je tieba kazdy rok mit nové vakciny proti ocekdvanym kmenam
chripky A.

Od ockovanych mysi, ze shirky fagti a z plasmocytu a pamétovych B bunék
imunnich osob se podatilo izolovat protilatky schopné neutralizace mnoha
subtyptt HA skupiny 1 a/nebo 2. Navic byly od o¢kovanych mysi izolovany
specifické protilatky proti hlavicce HA, které zkiizen¢ reaguji s nékterymi
subtypy vird skupiny 1 i skupiny 2. Dosud vSak nebyly nalezeny neutraliza¢ni
protilatky zamérené na nemenici se (,,konzervativni) epitopy vSech 16 subtypt
chtipkovych vira obou uvedenych skupin. Jejich izolace je nadale hlavnim cilem
pro vyuziti pfi terapii a pro vyvoj vakcin.

Plasmocyty z krve odebrané po tydnu od ockovani, nebo od nékazy, jsou
pievazné antigen-specifické a proto mohou obsahovat Sirokou Skalu protilatek.
Protilatky neutralizujici vSechny viry chiipky A mohou byt extréemné vzacné,
proto autofi vyvinuli damysinou metodu ke kultivaci velkého poctu lidskych
plasmocytu. lzolovali plasmocyty darci vybranych na zékladé piedchoziho
zjisténi, ze produkuji kratce po prirozené infekci chiipkou A, nebo po oc¢kovani,
velké mnozstvi heterosubtypovych protilatek. Celkem vySettili od osmi darcia
104 000 plasmatickych bun¢k. Od jednoho z nich asi po tydnu od infekce HIN1
virem prase¢i chiipky v listopadu 2009 a za 7 dnd po ockovani sezonni
chiipkovou vakcinou v lednu 2010 izolovali z odebraného vzorku krve
plasmocyty. Po infekci virem praseci chiipky HIN1 velkd vétSina plasmocyta
(89,7 %), produkovala specifické protilatky vaci HA tohoto viru (A/California/
04/09) a proti HA viru H5 A/Vietnam/1203/04. To svédcilo o tom, ze infekce
virem prase¢i chripky bustrovala rychlou odpovéd zkiizené reagujicich
pamétovych B bunek. Jen mélo téchto protilatek také zkiizen¢ reagovalo s H7
hemaglutininem. Odpovéd’ tohoto darce na aplikaci sezonni chripkové vakciny,
ktera obsahovala antigeny H1, H3 a chripky B, sm¢rovala prevazné (98.2 %) na
vakcinalni antigeny, vsouladu se silnou reakci subtypové specifickych
pamétovych B bun¢k. Mala cast protilatek vSak reagovala také proti H5 a H7
hemaglutininam. Tyto nalezy ukazuji, ze jak po ptirozené nékaze, tak po
ockovani, lze ojedinéle ziskat protilatky proti hemaglutininim chiipkovych virt
skupiny 1 a 2.

Sekvence promenlivych regiont tézkého polypeptidového tetézce (haevy
chain — V) a lehkého kappa tetézce (kappa light chain - V) imunoglobulinu,
ziskaného ze ctyf plasmocyta produkujicich zkiizené reagujici protilatky
H1/H5/H7 byly shodne. Kodovaly protilatku pojmenovanou FI6. Jeji geny pro
Vi a Vi klonovali a ziskali z transgennich bunék rekombinované protilatky. Po
purifikaci byla testovana jejich vazebni a neutraliza¢ni aktivita vaci radé HA a



vira raznych subtypu. Protilatky FI6 vazaly vSechny rekombinantni nebo
purifikované hemaglutininy chtipkovych vira skupiny 1 (H1, H2, H5, H6, H8 a
H9) i vira skupiny 2 (H3, H4, H7 a H10). Neutralizovaly také pseudoviry a viry
skupiny 1 (H1 a H5) a skupiny 2 (H3 a H7), v&etng izolatu ,,.Spanélské chiipku
1918*. Ze spektra F16 protilatek vybrali variantu FI6v3, stabilni vac¢i mutacim a
majici in vitro vazebni a neutraliza¢ni aktivitu srovnatelnou s pavodni FI6.

Vysledky této vyzkumné prace ukézaly uzitecnost metody kultivace
jednotlivych plasmocyti. Metoda umoznila vyzkousSeni tisict plasmocytd a
vedla kizolaci vzacné se vyskytujicich neutralizacnich protilatek proti vSem
viram A chripky. Raritu téchto protilatek dokazuje fakt, ze pii vySetreni
plasmocyti izolovanych od sedmi zbylych darci, nasli nékolik protilatek, které
se sice vazaly na HA virta skupiny 1 a 2, ale nebyly schopné neutralizovat jejich
infekciozitu.

Disledky pro terapii a prevenci chiripky

Viry chiipky A vyvolavajici onemocnéni lidi pochazi jak z 1. skupiny
(HIN1 a H2N2), tak ze 2. skupiny (H3N2) vira. Navic viry chtipky zviiat
z obou skupin sporadicky infikuji i lidi a mohou vyvolat budouci pandemie
(napi. H5N1 a HIN2 ze skupiny 1 a H7N7 ze skupiny 2). To znamena, Ze
idealné by m¢la univerzalni terapie chranit pred obéma skupinami vira chiipky a
pied chiipkou B. Pokusy o izolaci neutraliza¢nich protilatek pasobicich proti 2.
skupiné vira chiipky zvirat zpravidla vedly k nalezu protilatek, které mely jen
slaby, nebo jen na nékteré kmeny omezeny ucinek. Smés nové objevenych
protilatek, jako jsou CR6261 a CR8020, muze chranit prakticky proti vSem
viram chtipky A, pusobicim onemocnéni lidi. Tato smés protilatek by
nepochybné mohla byt velmi potiebna pro vysoce ohrozené osoby, napf. pro
seniory a imunokompromitovane osoby, a pti zavaznem, zivot ohrozujicim
prabéhu chiipky. Tyto protilatky také piedstavuji idealni imunologické teSeni
chiipkové infekce a mohou byt uZity jako vzor pro vyvoj vakcin, majicich
vyvolat Sirokou a dlouhotrvajici imunitu. Identifikace a charakterizace CR6261-
podobnych protilatek predstavuje mimoradnou piileZitost jak jejich prakazu u
nékterych osob, tak vyvoje ockovaci strategie, kterd u mysi, fretek a opic velmi
spolehlivé navozuje vznik protilatek proti vlaknu hemaglutininu. Dale
identifikace a charakterizace CR8020 by mohla vést ke stejnému pokroku
prevence nakaz vyvolavanych viry 2. skupiny. To by byl dalsi krok k ziskani
univerzalni vakciny proti chripce.

Poznamka:

Hledani ochrany pied chiipkou a virovymi ARI zabiralo nejvétsi ¢ast mé
profesni snahy. Povedou-li uvedené prace ke kyZzenému aspéchu boje
s chripkou, mohu skon¢it. A jesté : obdobny metodicky postup je testovan také
pii hledani ochrany pied infekci HIV (viz SCIENCE, srpen 2011).



