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Virus vakcinie - manipulace se smrti

Virus vakcinie (VV) patii mezi poxviry, skupinu velkych
dsDNA vird. Tyto viry se replikuji v cytoplazmé hostitelské buri-
ky a vzhledem k velikosti svého genomu (200 kbp) jsou schopny
kodovat velké mnozZstvi proteing, které méni metabolismus i imu-
nitnf{ odpovéd hostitele. Tyto proteiny specificky interferuji s bu-
néénymi drahami smrti &i inhibujf protivirové G¢inky interferonu
a jinych cytokind a chemokindl, komplement, aktivitu cytotoxic-
kych T lymfocytd i NK bunék (20). Virus vakcinie se v minulosti
pouzival jako Zivd vakcina proti Cernym nestovicim (variole). Prvnf
pokusy o jakési ockovani proti této chorobé sahaji az do starého
Egypta, kde se $tupaly zaschlé sekrety z puchyi@ zpisobenych
variolou. Za¢atkem 18. stol. se zalalo s tzv. variolizac — sekrety
z puchyid se inokulovaly do kize pomoci skrdbanct. Koncem
18. stol. se anglicky l1ékai Edward Jenner zasadil o rozifenf ocko-
vani pomoci viru kravskych ne$tovic, a dal tim svétu termin vakei-
nace (z latinského vacca — krava). Tento virus je VV velmi pfibuzny
av minulosti byly oba viry ¢asto povaZovany za jeden.

Pavod a pfirozeny hostitel viru vakcinie nen{ zndmy, byl iden-
tifikovan az ve 20. stoleti v pritb&hu procesu ockovani a pravdépo-
dobné se jedni o laboratorni kmen. Poté, co bylo zjisténo, Ze virus,
kterym se v té dobé ockovalo, neni (nebo uz nenf) virem kravskych
nestovic, ale jinym, velmi pffbuznym, byl nizev ,vakcinie® pfisou-
zen novému viru, ktery se nadéle pouZival pro ockovani (7).

Ockovani virem vakcinie navozuje velmi dobrou bunéénou
i protilitkovou imunitu, nicméné bylo v minulosti spojeno s ri-
zikem rdznych postvakcinaénich komplikaci. K nejvaznéjsim
komplikacim dochizelo u jedinct s téZ§imi poruchami imunity.
Patfily k nim progresivni vakcinie (vaccinia necrosum), postvak-
cinaéni encefalitida a eczema vaccinatum. U zdanlivé zdravych
jedinc dochizelo i ke generalizované vakcinii, tu se v§ak ob-
vykle dafilo pfekonat bez nisledkd (3). Mezi komplikace nové
popsané na zakladé soucasného ockovani piislusnikd americké
armady patf{ myoperikarditida (4).

Virus vakcinie pfedstavuje unikit mezi vakcinami, protoze
tato vakcina byla jako jedind schopna celosvétové vymytit piivodce
onemocnéni. Podili se na tom i skuteénost, Ze jedinym hostitelem
varioly je €lovék. Ziroven tato vakcina nikdy neprosla klinickym
zkousenim a podle dnesnich kritérif by nikdy nebyla schvalena.

V roce 1980 byly ¢erné nestovice prohld$eny za vymycené
(40), plosné ockovini vSak bylo zastaveno uZ pfed rokem 1978.
Z4soby viru varioly byly celosvétové znieny a oficidlné jsou
uchovavany jen v Rusku a v USA.
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V posledn{ dobé v$ak stoupd riziko zneuZiti éernych ne-
$tovic pro bioteroristické Géely. V nékterych zemich se proto
vybrané skupiny obyvatelstva (arméda, zdravotnicky personal,
policie) znovu zaéinaji o¢kovat ptivodni vakcinou a intenzivné
se vyvijejf vakciny nové (5). Opétovné tak nabyva na dtleZitosti
nutnostlépe porozumétinterakcim poxvird s hostitelem i pato-
genezi postvakcinaénich komplikaci. Nase porozuménf je vSak
znaéné omezené tim, Ze ockovan{ bylo zastaveno pfed rokem
1978 a nové oc¢kovani jedinci jsou peclivé vybirani tak, aby riziko
komplikac{ bylo minimalizovino. Z o¢kovan{ jsou tak zcela vy-
fazeni nejen jedinci s vrozenymi &i ziskanymi defekty imunity,
aleiti, ktef{ tfeba v minulosti trpéli jen néjakou formou ekzému
nebo majf né¢koho s eckzémem ve své rodinég, kdo by mohl byt
nakaZen.

Moznosti 1é¢by komplikaci po olkoviani nebo po pifpad-
ném Gmyslném zavledeni poxvirové infekce mezi obyvatelstvo
jsou relativné omezené. V minulosti i soucasnosti se aplikuji
imunoglobulin (VIG - Vaccinia immune globulin), podavaji se
a nov¢ se zkousejf rtzné analogy nukleosidt. USA se zdsobuji
cidofovirem, coZ je jedina v soucasnosti schvilend latka k 1é¢bé
poxvirové infekce. Tuto litku objevil prof. Holy z Ustavu orga-
nické chemie a biochemie v Praze a ptivodné byla schvilena pro
1é¢bu cytomegalovirové retinitidy; ma vSak fadu nezidoucich
Glinkd a pavodn{ preparit se musf aplikovat nitrozilné, coz je
relativné nevyhodné pro akutni 1é¢bu vétsich skupin obyvatel-
stva. Intenzivné se proto hledaji dalsf latky, zejména takové, kte-
ré inhibuj{ uvolfiovan{ viru z buiiky a jeho $ifeni v organismu.

Nejnovejst latky Geinné proti poxvirové infekei jsou inhibitory
riznych kindz, které byly vyvinuty k terapii malignit (napf. Gleevec,
1é¢ba chronické myleoidni leukemie). Dalsf nové latky byly nalezeny
pomocdi pocitatového modelovani a testovani in silico, nékteré uz
jsou v raznych fazich klinického vyzkumu (napt. ST-246) (34).

Utinnost VIG, cidofoviru a ST-246 byla provétena pfi lofi-
ském piipadu eczema vaccinatum, kdy se dvoulety chlapec,
atopik, nakazil kontaktem se svym nedavno o¢kovanym otcem
(1éze po ockovini pravdépodobné nebyla jesté zhojena). Apli-
kace VIG a cidofoviru se zddly neti¢inné (chlapec mél puchyie
na 80% povrchu téla, ascites, selhdvaly mu ledviny, byl pod silny-
mi sedativy 2 uméle ventilovin), proto byla narychlo povolena
aplikace experimentaln{ litky ST-246. Druhy den se zadal jeho
stav zlepSovat a dnes je chlapec relativné v pofddku. Z piipadu
se v§ak neda uzaviit, kterd latka byla skutedné Géinna (17).



Vénuje se zvySena pozornost vyzkumu interakce

Z vyse uvedeného je nasnadé, pro¢ je vyzkum poxvirQ, je-
jich interakef s imunitnim systémem hostitele i moZnostf jejich
farmakologické inhibice nadale velmi daleZity. K rozsffen{ po-
znan{ v této oblasti se snaz{ pfispét i vizkum v nasi laboratofi.

Interference viru vakcinie s ucinky cytokint

Virus vakcinie i jiné poxviry vyvolavaj{ u zdravych jedinct
velmi dobrou bunéénou i protilitkovou imunitu, a to pfesto, ze
k6duji mnozstvi proteing, které riznym zpisobem modifikuji
¢i inhibuji imunitn{ odpovéd hostitele.

Klasické protivirové cytokiny jsou interferony (IFN) typu L a II
(0B a v), jejichZ produkee je stimulovina virovou infekci. Virus
vakcinie inhibuje uZ samotnou indukci syntézy IFN o/B. Bran{ totiz
aktivaci transkripénich faktor zodpovédnych za expresi IFN o/ —
inhibuje fosforylaci interferon regulujicich faktor 3 a 7 (IR-F-3, 7)
a jejich translokaci do jadra, dile inhibuje signalizaci ptes Toll-like
receptory a aktivaci NF-kB transkripéniho faktoru (VV-kédované
proteiny N1L, A46R a A52R (10). Nékteré kmeny VV také kédujf
analog bunéénych receptort pro IFN o/, ktery pak s nimi kompe-
tuje o vazbu IFN o/ (B18R protein) (1).

Aby si VV skute¢né dobfe pojistil, Ze interferonem induko-
vané protivirové Géinky proti nému nebudou zasahovat, koduje
i inhibitory, které potlacujf aktivaci a funkci protivirovych enzy-
ma PKR a systému oligoadenylit syntetdza/RIN4za L. Jejich inhi-
bice ve svém disledku bran{ interferonem indukované degradaci
RNA a inhibici proteosyntézy, ¢imz umoziiuje normaln{ expresi
virovych proteind i del$i preZitf butiky. Témito inhibitory jsou
VV-kédované proteiny E3L (vize dsRNA, a tak bran{ aktivaci sys-
tému oligoadenylat syntetdza/RN4za L i PKR, a dokonce i RNA
editaci) a K3L (ptsobi jako psecudosubstrit pro PKR, a tak bran{
inhibici proteosyntézy) (9, 22, 24). To, ze VV skute¢né Géinné in-
hibuje ptsobeni IFN /B, dokazuje jeho nezménény rist in vitro
v pfftomnosti tohoto IFN. Avsak in vivo aplikace IFN o/ mysi
rast VV inhibuje, coZ naznaluje, Ze tento IEN indukuje v jinych
bunéénych typech dalsi protivirové aktivity (31). Rozhodujici
roli tak v inhibici r@stu VV v organismu hraje IFN y a bunééni
imunita, coz nejlépe dokazuji rizné studie na mysich s deletova-
nym receptorem pro IFN y nebo na jinak mutovanych zvitatech
(27).1proti IFN vy se v8ak VV snaz{ branit, a to expres{ homologu
receptoru pro IFN vy, ktery viak je druhové specificky (B8R) (36).

Proti poxvirdm zasahuji i rGzné jiné cytokiny. DuleZitost
jejich ptsobeni opét doklada, Ze s jejich Glinky VV rznym
zplsobem interferuje, a to hlavné pomoci homolog jejich pfi-
rozenych bunéénych receptort. VV viak produkuje i vlastni cy-
tokin, tj. virokin, VGF — vaccinia virus growth factor (homolog
bun&éného EGF a TGFa). Dile ovliviiuje maturaci prekurzort
n¢kterych cytokintt (pomoci serpind), funkci komplementu,
syntézu steroidd, prezentaci virovych antigen pomoci MHC
111 ¢i funkci nékterych typt bunék.
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Bunécna smrt zplsobena virem vakcinie

VV se mnozi v mnoha typech bunék a ve vétiné zptsobuje
lyzu hostitelské buriky, jen v nékolika typech imunitnich bunék
(makrofagy, dendritické buriky, B butiky) dochizi k apoptéze
(14, 6, 12). Na nekrdzu se obvykle nahliZ{ jako na nehodu & na-
hodnou smrt, kdy zakladn{ homeostatické mechanismy selzou
a nedokaZou udrzet vnitini integritu butiky. Nekrbza tak je
vétS§inou zpasobena néjakou noxou ¢ jingm vnéj§im inzultem
avede k zanétlivé reakci okoli.

Naproti tomu programovani bunééni smrt (PCD) je ak-
tivni, energii vyZadujic{ proces, ktery mi ochrinit makroot-
ganismus za cenu obétovan{ jedné ¢&i n¢kolika bunék. Nejvice
studovanym typem PCD je apoptdza, novéji byla definovina
autofagie 2 mnoho prechodd mezi apoptdzou, autofagif a ne-
krézou. Zatimco apoptdza je obvykle ireverzibilni a konéf fa-
gocytdzou apoptotickych bunék ¢i télisek, autofagic mize byt
i reverzibilni a s jeji pomocf se buiika miiZe zbavit $patné sloze-
nych proteint, ¢asti cytoplazmy nebo i celych organel. Apopté-
za a autofagie se tak od sebe lisf nejen co do vysledku, ale také
aktivaci rdznych metabolickych procest.

Biochemicky je hlavnim znakem apoptdzy aktivace kaspiz
ajejich kaskadovité stépeni obdobné procesiim hemostizy, kte-
ré vede ke specifické degradaci nékterych bunéénych proteind,
tzv. substratd smrti, i bunééné DNA (21). Také dochizi k z4sad-
nim zménim ve funkci mitochondrii.

Autofagie naproti tomu probihd bez Glasti kaspaz, uplatiiujf
se pii nf predev§im lyzozomiln{ proteizy a jiné lyzozomaln{ enzy-
my, které degradujf autofagické vacky i s jejich obsahem (25).

Viry ke své propagaci potiebuji bunku alespofi natolik
funkéni, aby jim zajistila vhodné podminky pro jejich repli-
kaci, expresi a morfogenezi — zejména proteosynteticky apa-
rat a ATP. Ziejmé nezalezi tolik na tom, zda buiika nisledné
zahyne nekrézou, apoptdzou, & zda pfezije, napt. s vyuZitim
autofagie. DileZité pro viry je jen to, aby se pomnozily a do-
staly se do dalsich bunék, pfipadné hostitele. Proto se viry,
aby z{skaly &as, snaZi viechny tyto procesy ovlivnit a pozmé-
nit ve svij prospéch.

Neékteré zplsobuji spiSe apoptdézu a apoptotickad téliska
jim zfejmé poskytuji ochranu (HIV), jiné se vyliji do okol{
i s obsahem nekrotické butiky (poxviry). Jesté dal3f se doka-
Zou pomnoZit i dostat se ven z bufiky, aniZ by ji zahubily (viry
hepatitidy). Nicméné zptsob zaniku infikované butiky mtze
ovlivnit imunitni odpovéd — nekréza indukuje zanétlivou od-
povéd, zatimco apoptdza nikoli; aktivace dendritickych bunék
je také rozdilnd podle toho, zda je antigen plvodu apoptotic-
kého nebo nekrotického (32).

O poxvirech je zndmo, Ze inhibuj{ apoptézu specificky
i nespecificky a Ze ve vétsiné bunék zptsobujf lyzu. Mezi nespe-
cifické mechanismy lze zatadit jejich zasahovini do psoben{

interferont (aktivace RN4zy L i PKR kromé jiz popsanych efek-
tavede k apoptdze) (19), ostatnich cytokint a jinych mechanis-
m0 imunitnf odpovédi. RovnéZ by sem patfila stimulace bunék
pomoci VGF (vaccinia virus growth factor), vakcinif kbdované-
ho analogu EGF a TGFa. Kromé toho poxviry inhibuji nékteré
specifické kroky v apoptoze.

VV inhibuje jak vnéjsi, tak vnitfnf drahu aktivace apopté-
zy. Vnéjs{ driha aktivace apoptdzy zalind vazbou pifslusného
ligandu na receptor smrti (Fas, TNFa a jejich homology). Ni-
sledné je za G&asti kaspazy-1 aktivovina kaspiza-8 a spoustf se
kaskida $tépenf a aktivaci dalsich prokaspaz na kaspazy. VV in-
hibuje tuto drihu pomoci serpinu-2 (serin protease inhibitor 2,
SPI-2). SPI-2 je produkt genu B13R a je sckvenénim homologem
CrmA, proteinu kbdovaného jinym poxvirem — Myxoma virem.
CrmA znameni Cytokine response modifier A a tento protein
je schopen inhibovat jak cysteinové protedzy (kaspiza 1, 8, 10)
(28), tak i serinovou protedzu (granzym B) (26). Vakciniovy
protein SPI-2 se pravdépodobné jako CrmA vize do reakéniho
centra kaspazy-1 (ptivodné nazyvané IL-1B-converting enzyme,
ICE) a vytvafi s nf ireverzibilni komplex, ¢imz blokuje polatek
apoptozy (18). Kromé funkce v apoptdze kaspiza-1 také $t&pi
prekurzory prozanétlivych cytokind IL-1o, § 2 IL-18, ¢im7 je ak-

poxvird s imunitnim systémem hostitele...

tivuje. Inhibic{ aktivity kaspazy-1 tedy SPI-2 funguje i jako regu-
lator zanétlivé odpovédi (18, 11). Rizné formy intracelulirniho
stresu aktivuji vnitfn{ drihu aktivace apoptdzy, kterd je spoje-
na s mitochondriemi, ev. endoplazmatickym retikulem. Z3-
kladnim déjem je tzv. ,permeability transition® mitochondrif,
spolivajici ve vytvoreni specidlnich kanald ve vnitin{ mitochon-
dridlnf membriné a ve vyliti cytochromu c a dalsich proteind
do cytoplazmy, po kterém opét nasleduje apoptotickd kaskida
$tépeni a aktivace prokaspaz na kaspazy. Tuto drihu VV inhi-
buje pomoci proteinu F1L, ktery se lokalizuje do mitochondrif,
kde bran{ ,permeability transition® a vylitf cytochromu ¢ (39).

V dtsledku rizika zneuzitd viru &ernych neStovic pro
bioteroristické Glely se v poslednich letech u vybranych sku-
pin obyvatelstva znovu zalina s o¢kovinim pavodni vakcinou
proti ¢ernym nestovicim a intenzivné se vyvijejf vakeiny nové,
bezpeéndjsi.

Kvali riziku postvakcinaénich komplikaci a pottebé Géinné
terapie poxvirové infekce znovu vzristd viznam lepstho poro-
zuméni patogenezi poxvirové infekce a vénuje se zvys$eni po-
zornost vyzkumu interakef poxvir@ s imunitnim systémem hos-
titele i vjvoji novych latek Geinnych proti poxviram.
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