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Seznam pouzitych zkratek
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EMEA
ENSIP
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EUROGROG
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GIT
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HEF
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IFN

ILI
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Ml

M2

aminoacid/aminokyseliny

Animal diseases notification system

Austrian Health and Foot Safety Agency

akutni respira¢ni infekce

syndrom akutni dechové tisné

stupeni bezpe€nostniho rezimu prace

centralni nervovy systém

Community reference laboratory for avian influenza
Cesky &erveny kiiz

Dalton/kiloDalton

domov dichodcti

Department for Enviroment Food and Rural Affairs
diseminovana intravaskularni koagulace

Evropské centrum pro kontrolu a prevenci chorob
European department for quality of medicines
European influenza surveillance scheme

European agency for the evaluation of medicinal products
European network for surveillance of influenza in pigs
endoplazmatické retikulum

Evropska unie (European community)

Francouzska organizace, Evropsky systém surveillance
Food and agriculture organization

Fakulta veterinarniho Iékatstvi v Brné

Golgiho aparat

gastronitestinalni trakt

hemaglutinin

horni cesty dychaci

hemaglutinin-esteraza fuzni protein

test inhibice hemaglutinace

High pathogenic avian influenza (vysoce patogenni ptaci virus)
chronicka obstrukéni plicni nemoc

test imunofluorescence

interferon (alfa, beta, gama)

Influenza like illness (chfipce podobna onemocnéni)
International Food Safety Authorites Network

test vazby komplementu

Low pathogenic avian influenza (nizko patogenni ptaci virus)
Matrix protein

membranovy protein, iontovy kanal
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MDCK bunky Madin darby canine kidney cells

Mr relativni molekulova hmotnost

MS Member states

NA/N neuraminidaza

NCAED Narodni referen¢ni centrum pro analyzu epidemiologickych dat

NP nukleoprotein (nukleokapsidovy protein)

NPP Narodni pandemicky plan

NRL/NIC Narodni referenéni laboratot (National influenza centre), ozna-
¢eni dle WHO

NRL-NDAI Narodni referen¢ni laboratof pro patog. aviarni influenzu

NS (1,2) nestrukturalni protein/gen

nt nukleotid

OIE International office for epizootic

OIT Community influenza outbreak investigation team

PA, PBI, PB2  polymerazy RNA

PAHO Panamerican health organization

PBS fosfatovy pufr

PCR polymerazova fetézova reakce

PPEC Pandemicky plan EU (Community influenza pandemic prepa-
redness plan)

PPG Koordinaéni skupina Pandemického planu (Community influen-
za pandemic preparadness coordination group)

PS NPP pracovni skupina Narodniho pandemického planu

PX peroxidazovy test

RDS Respiratory distress syndrome (projev Sokové plice)

RNA ribonukleova kyselina

mRNA messenger RNA (matrice pro proteosyntézu)

ss jednovlaknitd RNA (z angl. single strand)

RNP ribonukleoprotein (komplex RNA s proteiny)
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SZO/WHO Svétova zdravotnicka organizace
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TNF Thumor necrosis factor

USsP ustav socialni péce

Zkratky aminokyselin

Ala, A alanin
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Asn, N asparagin

Asp, D kyselina asparagova
Cys, C cystein
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Gln, Q glutamin

GLu, E kyselina glutamova
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Leu, L leucin

Pro, P prolin

Ser, S serin
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oznacené pozici.
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Predmluva

Nez se v Hongkongu na za¢atku stoleti zacala §ifit epizoocie ptaciho viru chfipky,
malokdo védél, kromé uzké skupiny odborniki, co je to ptaci chiipka. Rozhod-
n¢ nikdo v té¢ dobé neptedpokladal, ze postupné zachvati vétsinu asijskych statt
a béhem nékolika mésicii se objevi v dalsich kontinentech. Tehdy vzristaly obavy
z vyvoje vysoce patogenniho ptaciho viru v plné lidsky patogen a vybavila se té-
met zapomenutd souvislost s pta¢im plivodem pandemii 20. stoleti, véetné tolikrat
s obavami citované smrtici pandemie v letech 1918-1919. Od poslednich pande-
mii v roce 1968 a jesté pred tim o 10 let difve — v roce 1957, kdy se objevila zcela
nova varianta viru, uplynulo 50 let. Pokud by skuteén¢ platil ¢asto udavany inter-
val mezi dvéma pandemiemi 30-50 let, coz je pouhy hypoteticky odhad, mizeme
byt blizko prvni pandemie 21. stoleti. Situace je ale slozit€jsi — chovani viru a jeho
genetického kddu se neda predem ani odhadovat, ani vypocitat. Predchozich 50 let
prineslo mnoho dil¢ich poznatki o struktuie a biologii viru chfipky a pfedevsim
objevilo a potvrdilo t€ast virti ptaci chiipky na vzniku shiftovych, pandemickych
variant, a to v¢etné té z roku 1918. Ukazuje se ale, Ze to stale nestaci k tomu, aby-
chom mohli fici, kdy, kde a zda viibec pravé ted’ dojde k dalsi pandemii. Znalosti
o vlastnostech chiipkového viru a o moznostech jeho nevyzpytatelného genomu
jsou stale nedostatecné a zname velice malo o genofondu chiipkovych virti i o je-
jich kolobéhu v pfirodé. Ani ted” po desetiletych asijskych zkusenostech nevime,
jak se vytvofi patogenni pandemicky virus schopny mezilidského pfenosu z téch
mnoha variant a linii, které se dale $ifi v populaci ptaki domécich i volné Zijicich
a dokazi nejen vyhubit tisicihlavé chovy, ale usmrtit i cloveka.

Snaha ukazat vysledky mnoholeté prace desitek badatelti, a to v laboratofich
i terénu, ktefi stale usiluji o kazdy i sebemensi pokrok v objasnéni problémt, které
nam zasifrovala pfiroda, byl jeden z divodd, pro¢ vznikla tato knizka. Také proto,
ze se na zakladech tohoto studia vyznamné podilel i ¢eskoslovensky tym virologd,
veterinaft a ornitologll v narodni i mezinarodni spolupraci.

Predkladana publikace seznami ¢tenafe s pozoruhodnou historii vzniku ,,pro-
blému ptaéi chiipky*, nebezpe¢im pandemii a hypotéz jejich vzniku, az po sou-
¢asnou panzoocii zpisobenou virem H5N1, kterd se nesméle ohlasila v roce 1997,
ale od konce roku 2003 do prvnich mésict roku 2007 postihla v obrovskych roz-
meérech Asii a rozsifila nebezpecnou nakazu do Afriky, na Stfedni vychod a do
Evropy. Casovanou bombu (abych zachovala medialni kolorit) mame tedy piimo
v domé. Stamilionové ztraty ekonomické, provazejici sou¢asnou panzoocii, a ze-
jména onemocnéni lidi s vysokou az 70% smrtnosti je tfeba brat vazné; stejné
ztraty ekonomické a velmi pravdépodobné i lidské obéti budou provazet kazdou
chiipkovou pandemii. Je proto nutné vyuzit zkusenosti, které jsme nec¢ekané zis-
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kali, a vyuzit moznosti sice omezenych, ale u¢innych preventivnich opatieni pro
pfipad humanizace ptaciho viru a jeho pandemického rozsiteni, a to nejen v sou-
Casné aktualni hrozbé H5N1, ale i v budoucnosti; nebezpeci nové ptaci varianty
nam bude hrozit stale. V jaké podobé, to je stale otazka.

Kniha je ur¢ena vSem, ktefi se o tuto problematiku zajimaji z obecného zajmu
nebo z profesni nutnosti — zdravotnickym a veterinarnim pracovnikiim, mladym
prirodovédctim i statni sprave, ktera by se rovnéz méla systematicky na pandemii
pripravit.

Prace na knize, ktera by méla uchovat v paméti historii i soucasné probihajici
panzoocii pta¢i chiipky, byla velmi naro¢na, zejména vybér jenom podstatnych
zprav ze zaplavy informaci véetné védeckych ¢lankd, které se v poslednich 7 le-
tech rozrostly do nebyvalych rozméri. Zda se mi podatilo pfipravit srozumitelny
piehled od ranych zacatkd problému ptaci chiipky do stale oteviené budoucnosti,
necht’ posoudi vazeny ¢tenar.

Zavérem musim podékovat v§em, ktefi velkou mérou pfispéli k tomu, Ze tato
monografie vznikla a byla dokoncena. Pfedevsim dékuji nakladatelstvi Grada Pub-
lishing, recenzentiim prof. MUDr. Jitfimu Beranovi, CSc., a prof. MUDr. Vladimi-
ru Vonkovi, DrSc., za cenné pfipominky, Dr. Schramlové za poskytnuti elektron-
mikroskopického snimku viru chiipky, svym kolegynim z Narodniho chiipkového
centra a z epidemiologického odboru a vedeni mého soucasného pracovisté. Dik
patii sle¢né VIEkové za trpélivost s piepisovanim a opravami textu i dokumentace
a také mému manzelovi Dr. Stumpovi za pochopeni a toleranci.

Béla Tamova
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1  Uvod do problematiky

1.1 Virus chripky

Viry chiipky patii do ¢eledi Orthomyxoviridae [7, 87], kterou tvoii celkem 4 rody:
chiipka A, chtipka B, chiipka C a Thogovirus. Viry typu A, které tvoii skupinu
nejpocetnéjsi, jsou rozliSeny od typu B a C na zdklad¢ antigenniho rozdilu v NP
(nukleokapsidovy protein) a proteinech M (matrix a membranovy protein). Influ-
enza virus A je dale fazen do riznych subtypt podle typu dvou hlavnich povrcho-
vych glykoproteinii hemaglutininu — HA (nebo H) a neuraminidazy — NA (nebo
N). V soucasnosti je znamo celkem 16 subtypd HA a 9 NA, z nichZ pouze tii HA
a dvé NA se vyskytuji u lidi, v§echny ostatni jsou soucasti skupiny ptacich virg.

Obr. 1.1 Virus chiipky — elektronoptické zndzornéni sférické cdsti s glykoprotei-
novymi vybéZky HA a NA na obalu viru

1.1.1 Struktura viru chripky typu A

Virova ¢astice ma pleiomorfni, kulovity nebo vlaknity tvar o velikosti 80—120 nm.
Lipidovy obal je odvozeny od plazmatické membrany hostitelské buriky. Obal viru
je tvofen dvéma hlavnimi glykoproteiny ve tvaru vybézka ukotvenych v lipidové
dvouvrstvé o délce 10—14 nm, které tvoii HA a NA, pomér HA a NA je obvykle
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4:1az5:1. HA matvar trimeru, NA je tetramer houbé podobného tvaru na tycce,
jejiz délka se méni podle kmene a stupné patogenity. Membranou obalu prochazi
rovnéz tzv. protein M2. Matrixovy protein M1 je navazan na vnitini stranu mem-
brany a je spojen s ribonukleoproteinovym jadrem virionu (RNP). RNP ma tvar
volnych tyc¢inek a obsahuje dalsi 4 proteiny a RNA. Hlavni proteinovou slozkou
RNP je nukleokapsidovy protein NP a takzvany polymerazovy komplex tvoieny
tfemi polymerazami PB1, PB2 a PA.

NS2 (nestrukturalni protein, v malém
mnozstvi v purifikovaném viru)
lipidicka dvojvrstva

NA (neuraminidaza)

HA (hemaglutinin)

M2 (iontovy kanal)

MI (matrix protein)

RNA PB1
\§5—PB2
~PA
NP
PB1, PB2, PA .
o P (nukleok
(transkriptazovy komplex) NP (nukleokapsida) RNP

NS1 (nestrukturalni protein, pfitomen pouze v infikovanych burikach)

Obr. 1.2 Schéma struktury chiipkového virionu

Virus chiipky patii do skupiny obalenych virit RNA s negativnim vldknem
nukleové kyseliny a segmentovanym genomem (tabulka 1.1). Virova partikule ob-
sahuje celkem osm segmentt, které nesou na 5’ a 3” konci konzervativni sekvence.
S vyjimkou N a NS je kazdy protein kodovan jednim segmentem. Kazdy z nich
ma specifické vlastnosti, které se uplatiiuji v patogenezi infekce.
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Tab. 1.1 SloZeni geonomu viru chiipky typu A; kédované proteiny, typ a funkce
Jjednotlivych Cdsti

Genom, kédované proteiny, typ a funkce jednotlivych éasti

genom kodové proteiny | pocet
délka | molekul typ funkce
(aa) virionu

segment | délka |nazev

endonukledza, zahajeni

1 2341 | PB2 759 30-60 transkripce mMRNA

2 2341 pPBI| 759 | 30-60 pogfrf:lffvy transkripce — syntéza fetézce RNA
3 2233 | pA 716 30-60 transkripce - re]r)hka.ceT viru,
proteolyticka aktivita
4 1778 | HA 566 500 membranoyy adsorbce na blvmc':cne fef:eptory,
glykoprotein neutraliza¢ni protilatky
hlavni struktura | v komplexu RNA a transkriptazou
5 1565 | NP 498 1000 | protein asociujici | umoziluje transport z cytoplazmy
s virovou RNA do jadra
membranovy enzym §tépici kyselinu sialovou
6 1413 | NA 454 100 Y uvoliuje virus z bunky protilatky
glykoprotein [P
omezuji §ifeni viru
M1 250 3000 strukturalni pro_tem ucast na puceni viru z_bunky,
pod obalem viru nejvetsi protein viru
7 1027 - " -
integralni protein

M2 97 20-60 iontovy kanal

v obalu

nestrukturalng inhibuje proces bunééné RNA,
NS1 230 S transport — sestiih — translace
protein v jadie .
a proteosyntéza
export virové RNA z jadra bunky
do cytoplazmy

8 890

NS2 121 NEP

Viry s geonomem RNA maji ve virové partikuli vlastni RNA dependentni
RNA transkriptazu, ktera z negativniho vlakna RNA piepisuje virovou mRNA,
ktera slouzi jako matrice pro syntézu virovych proteint. Syntéza proteint probiha
v cytoplazmé infikované bunky.

1.1.2 Genom, virové proteiny, jejich funkce a vlastnosti

Zakladni znalosti funkce a vlastnosti proteinii jsou postupné ménény nebo dopl-
novany novymi poznatky, které pfinesla asijska panzoocie ptaci chfipky. Tyka se
to zejména zmén sekvence aminokyselin vnitinich proteind, které souvisi s chova-
nim a vlastnostmi viru, patogenity, virulence a druhi hostiteld.

Nukleoprotein (NP) je jednim z nejdilezitéjSich gend, ktery urcuje druhovou
specifitu hostitele, koduje vnitini — pro typ specificky protein a je zna¢né stabilni,
protoze neni vystaven vngj$im tlakiim. Lidsky NP nashromazdil za 50 let vyskytu
39 zmén aminokyselin, zatimco ptacich pouze 0—10. Podle slozeni a pozice ami-
nokyselin Ize odlisit kmeny lidské od kmenti ptacich, prasat a koni.

Polymerazy, PB1, PB2 a PA tvoii nejvétsi komplex, uplatiuji se v replikaci
viru a pfi transkripci RNA a spoluuréuji charakter patogenity viru [48].
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Hemaglutinin je hlavnim proteinem virového obalu, je kodovan Ctvrtym seg-
mentem geonomu a zodpovida za schopnost virionu aglutinovat ¢ervené krvinky
(odtud nazev). Je soucasné hlavnim antigenem, proti nemuz jsou tvofeny obranné
virus neutralizaéni protilatky, které brani nakaze antigenné shodnym virem. Je
spoluodpovédny za patogenitu, druhovou specifitu viru a za vstup do hostitelské
buriky vazbou viru na specifické bunécné receptory. Hemaglutinin je syntetizovan
jako jedna molekula, tzv. prekurzorovy hemaglutinin HO, ktery vyzaduje post-
translacni rozstépeni na subjednotky HA1 a HA2 vzajemné spojené dvéma sulfi-
dovymi mustky. Podle chrakteru §tépné¢ho mista a typu proteaz u ptacich kment
rozliSujeme tzv. varianty vysoce a nizce patogenni (HPAI — high pathogenity avian
influenza a LPAI — low pathogenity avian influenza). BéZznou a nejcatési formou
viru je varianta LPAI, vstup i replikace viru jsou vazany na buriky respiraéniho
a zazivaciho traktu, coz je dano pfitomnosti proteaz serinového typu. Nahromad¢-
ni bazickych aminokyselin v této oblasti umozni $tépeni Sirokému spektru proteaz
(trypsin-like), coz viru umozni jeho invazi do celé fady tkani (HPAI).

Vysoce patogenni viry HPAI vyvolavaji generalizovanou infekci provazenou
vysokou umrtnosti. U ptakd postihuji vSechny organy [7, 22, 23, 28, 85]. U vod-
nich ptakd, ktefi jsou pfirozenym rezervoarem virl chiipky, je infekce obvykle
asymptomaticka a lokalizace viru je vétSinou omezena na travici trakt. Patogeni-
ta, virulence a druhova specifita viru je sice kontrolovana nekolika geny, ale HA
pravdépodobné hraje v tomto procesu kli¢ovou roli. Nékteré iseky tohoto protei-
nu mohou byt uréujici pro tzv. piekroceni druhové bariéry, tedy pii adaptaci viru
ze zviteciho rezervoaru na ¢lovéka. HA patii k nejdikladnéji zmapovanym pro-
teinim viru chiipky a jsou znamy useky HA, které vstupuji pii adsorbci do vazby
s povrchovymi receptory na hostitelskych burikach. Tento proces je povazovan za
uréujici pro vznik pandemické varianty [85]. Receptory pro vazbu virii jsou speci-
fické a odlisné pro ptacii humanni typ bunck. Virus ptaci ¢i konské chiipky se vaze
na receptor s alfa(2,3)-kyselinou sialovou, lidské viry se vazi na receptory tvorené
kyselinou sialovou v alfa (2,6) spojeni s galaktézou postranniho cukerného fetéz-
ce. Prase ma na povrchu bunék trachey receptory s obéma typy vazby [7]. Toto
zjisténi podporovalo hypotézu o roli prasete jako tzv. ,,michaci nadoby*, vhodné
pro vznik pandemického kmene. Prase je tedy mozno infikovat jak viry ptacimi,
tak viry lidskymi. Klicovym mistem HA (ne vSak jedinym) je aminokyselina na
pozici 226, kterd uruje predominantni afinitu na ptaci (glutamin), respektive sav-
¢i (leucin) typ povrchového receptoru. Pritomnost glutaminu na pozici 226 ale
neznamena, ze virus neni schopen infikovat ¢loveka za blize nejasnych podminek.
Tento fakt potvrzuji opakované ptipady (od roku 1997) infekce ¢lovéka virem pta-
¢i chipky subtypu HSN1 v jihovychodni Asii, coz zpochybnuje hypotézu nutného
meziclanku (prasete) pfi prenosu viru chfipky na ¢lovéka. Na tomto misté je tfeba
podotknout, ze cely proces infekce je komplexni, proto i vznik pandemické vari-
anty je pravdépodobné vysledkem celého souhrnu postupnych adaptacnich zmén.
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Neuraminidiza

Jedna se o integralni membranovy protein hrajici roli v sestaveni kompletni virové
Castice a jejiho néasledného uvolnéni z buriky. Protilatky tvofené proti tomuto anti-
genu i proti HA jsou virus neutraliza¢ni.

Nukleokapsidovy protein (NP)

Je slozkou zodpovédnou za aktivaci imunitni reakce zprostfedkované cytotoxic-
kymi lymfocyty T. Po syntéze v cytoplazmé putuje NP do jadra, kde tvoii komplex
s virovou negativni genomovou RNA a zahajuje transport RNP do cytoplazmy.
Zda se, ze tento protein hraje kli€ovou roli v regulaci virového cyklu, a to pfepina-
nim z replikacni faze do faze sestaveni viru.

Matrix protein M2

Tvofi iontovy kanal v membrané viru a je cilem pro specifickou terapii, amanta-
din, resp. Rimantadin. Hraje zifejmé roli ve svleceni viru, tedy uvolnéni RNP do
cytoplazmy.

Protein NS1

Protein NS1 je exprimovan ve velkém mnozstvi v infikovanych burkach, ale je
prakticky nedetekovatelny ve virové partikuli, je nestrukturnim multifunkénim
proteinem zodpovédnym za regulaci zivotniho cyklu viru, ovliviiuje cytokinovou
reakci organizmu a hraje tak vyznamnou roli v patogenezi nemoci.

uvolnéni viru
z infikované buiiky

seskupeni virovych
Casti, zabaleni, pu¢eni
u cytoplazmatické membrany

inhibitory

adsorpce neuraminidazy

siRNA
(regulace
translace)

svleceni

N

endocytoza
a flize

Obr. 1.3 Zivotni cyklus a replikace viru
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Nestrukturni protein NS2

Obvykle se nachazi v komplexu s matrixovym proteinem M1 a je povazovan za
dalsiho prostiednika zodpovédného za export RNP z jadra infikované buiky do
cytoplazmy v pribéhu virové replikace. Ve virionu se vyskytuje jen v limitova-
ném mnozstvi a nékdy se oznacuje jako NEP — nukleus export protein.

Adsorpce a vstup viru do buriky a jeho ,,svleceni®

Virus se vaze na specifické bunééné receptory (adsorpce) a do bunky vstupuje vi-
rus endocytozou zprostiedkovanou receptorem. Dochdzi k vazbé HA na mukopro-
teiny s koncovou N-acetylovou neuraminidovou kyselinou na jejich proximalnim
konci (tzv. NANA). Internalizované vehikuly (vacky) fuzuji s endozomy, tedy
s bunénymi organelami s kyselym vnitinim prostiedim, kde dochazi ke svleceni
viru a nasledné k uvolnéni nukleokapsidy do cytoplazmy. RNP pak vstupuje do
bunééného jadra, kde dochazi k vlastni virové replikaci (viz obrazek 1.3).

Import RNP do jadra, replikace viru A

Nukleokapsida (RNP) je transportovdna do jadra infikované builky, kde docha-
zi k aktivaci virového enzymatického aparatu a k vlastni replikaci viru (tvorba
RNA). Veskera syntéza RNA probiha v jadfe infikované bunky, a z ¢asti vyuziva
hostitelsky aparat. Virus je zcela adaptovan na specificky eukaryoticky transkripc-
ni systém. Prostfednictvim komplexu replika¢nich enzymi (PB 2, PB1, PA), které
jsou soucasti virové partikule, dokaze zcela vyuzit hostitelsky aparat pro zahajeni
syntézy mRNA (tedy matrice pro virové proteiny) a pro replikaci vlastni virové
jednotetézové (ss) RNA. Z kazdého vlakna ssSRNA- se piepisuji 2 typy pozitivni
RNA; mRNA je exportovana do cytoplazmy, adenylovana a slouzi jako matrice
pro pieklad proteind a dale kompletni vVRNA. Ta pak pfedstavuje tzv. progenomo-
vou matrici pro syntézu negativniho vldkna genomové RNA, kterd je asociovana
s proteiny a exportovana do nove se tvorici virové partikule

Tvorba virové partikule a jeji puceni a uvolnéni viru z hostitelské buiky

Novotvofené RNA jsou exportovany z jadra do cytoplazmy (NS1, NEP). V cy-
toplazmé dochézi k syntéze proteinti pomoci bunééného aparatu na membranach
endoplazmatického retikula a k jejich tzv. posttranslacni modifikaci, napt. pridani
cukerné slozky, glykosylaci za pomoci bunééného aparatu (Golgi — GA). Jednot-
livé komponenty jsou dopraveny prostiednictvim GA pod bunéénou membranu,
kde dochazi k seskupeni vSech virovych slozek (tedy segmentii RNP, NA, HA,
M2), k puceni a naslednému uvolnéni viru z builky. Proces vlastni tvorby virové
Castice neni jest¢ definitivné zndm, ale je zasadni pro vznik nového subtypu a te-
dy pro vznik pfipadné pandemické varianty. Pivodni domnénka, Ze zabaleni seg-
mentl do virionu je ndhodnym procesem, neni platna, ¢emuz odpovida i chovani
viru. Na spravném zabaleni se ziejmé podili cytoplazmatickd HA [5] a za uvolnéni
viru z povrchu infikované buriky je zodpovédna NA. Uvolnéni kompletniho viru
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z bunky zabranuji inhibitory NA, syntetické latky tohoto typu se pouzivaji k 1é¢bé
a prevenci chiipky — nejznaméjsi preparaty na této bazi jsou zanamivir a oseltami-
vir (komeréni nazev prepatatu je Relenza a Tamiflu).

Antigenni shift versus antigenni drift, vznik pandemické varianty
Mechanizmus replikace a nasledného sestfihu RNA pfispiva k vysokému poctu
mutaci viru a tedy k moznosti jeho uniku obrannym mechanizmim hostitele.
V podstaté jde o vyménu jednotlivych aminokyselin ve struktufe genu procesem
nazyvanym drift, coz je postupna zména antigennich vlastnosti viru v pribéhu
cirkulace viru v lidské populaci. Segmentovany genom a pomérné §iroké hosti-
telské spektrum viru chiipky typu A u lidi a zvifat umozniuje tvorbu zcela novych
kombinaci genti (shift), ¢imz vznikne nahle virus novych antigennich nebo biolo-
gicky odlisnych kvalit. K takzvanému antigennimu shiftu mize dojit pfi smisené
infekei jedné buniky dvéma a vice subtypy viru. Pii procesu baleni virové ¢astice
muze dojit ke kombinaci riznych segmentd RNP v ramci tvorby jedné partikule
a tedy k zabaleni cizich gent do piislusné virové partikule (tzv. reasortment). Pfi
zabaleni jiného typu HA ¢i NA dochézi k dramatické zméné antigennich vlastnosti
viru, popiipadé hostitelského spektra a virulence (diky novému typu HA) a tedy
ke vzniku zcela nové varianty viru v populaci — antigenni shift [10]. Dtsledkem
antigenniho shiftu mize byt (a opakované byl) vznik pandemickych variant, jak
znazornuje obrazek 1.4.

pandemie pandemie pandemie
épanélské Asijska Hongkongska
chiipka pseudopandemie  chiipka chiipka pseudopandemie
HIN HINI  H2N2 H3N2 HIN1 H5N1 MKl

| 1 1 1 1

1918 1947 1977 1997 2003-2006

HEM1
divoky \L
ptak Hah1
g HIMNZ
? 5 l gen1,2378

Obr. 1.4 Vznik shiftovych pandemickych variant viru chiipky

V pandemii roku 1918 neni jasné, zda vSech 8 segmentd RNP bylo prenese-
no z ptaciho rezervoaru, a rovnéz role prasete v transmisi viru na ¢lovéka neni
prokazana; virus této takzvané pandemie ,,Spanélské chiipky* (oznatovany
dnes jako HIN1) byl pravdépodobné zavlecen vojaky v dobé 1. svétové valky
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ze Severni Ameriky do Evropy a soucasné se zacal §ifit po celém svété. V roce
1957 tzv. ,,Asijsky pandemicky virus®“ ziskal kromé PB1 dalsi dva dtlezité nové
geny z ptaciho viru, takze mohla vzniknout dokonala shiftova varianta A(H2N2)
s obéma zcela novymi obalovymi antigeny H a N. Po adaptaci na ¢lovéka byla
schopna snadno vyvolat pandemii ve zcela neimunni svétové populaci. V roce
1968 se objevila pandemie tzv. Hongkongské chiipky A(H3N2), ktera méla pouze
2 geny PB1 a HA z ptaciho zdroje a N2 shodny s kmeny z pfedchozi pandemie [2].
Tento shift vznikl velmi pravdépodobné reasortmentem ptaciho a lidského kme-
ne. S roz§itenim subtypu A(H3N2) vymizel subtyp A(H2N2). V roce 1977 doslo
k epidemii tzv. ,,Ruské chripky* a pandemickému rozsiteni staronového subtypu
A(HINT); piivod a zptsob vzniku nebyl jednoznaéné objasnén. Nevylucuje se ani
unik viru z laboratofe pfi pouzivani zivé protichfipkové vakciny. V soucasnosti
v lidské populaci cirkuluji oba subtypy A(HIN1) a A(H3N2) a jejich téméft 40le-
ty vyskyt provazeji stale driftové zmény, které pti velkych driftech komplikuji
ochranny efekt vyrabénych vakcin [4, 9, 10].

Mutacni potencial chiipkového viru je znacny u lidskych kment, ale ptaci
kmeny se z evoluc¢ni staze do vyvojové faze dostavaji teprve pii pfechodu na no-
vého hostitele; pfikladem mohou byt kmeny H5N1 v epizoociich u kutat v Hong-
kongu a dalsich zemich [15a]. Mechanizmus, ktery tento proces pfechodu na no-
vého hostitele (pfevazné savee) ovliviiuje, neni zcela jasny, predpokladem jsou
zmény ve strukture HA a NA, které byly prokazany nejen u kment H5, H7 a H9
[33], ale i v dalsich genech. Vysoka variabilita a ¢asté zmény obalovych antigent,
jako je antigenni drift, coz je typicka vlastnost lidskych a nékterych sav¢ich kme-
nu (prasat a koni), nebyla potvrzena u ptacich vird, které nejsou ovlivilovany pii
své replikaci selekénim tlakem protilatek. Zmény sekvenci aminokyselin proteint
nachazejicich se jak na povrchu, tak uvnitt virionu byly vSak prokazany, ale ne-
jsou vzdy provazeny odlisnym projevem viru v patogenezi onemocnéni. Vymeéna
antigend HA a NA je ale naopak velmi casta a logicky vyplyva ze zptisobu Zivota
ptakt a Casté prilezitosti k nové infekci odliSnymi kmeny i subtypy; ty jsou zjis-
tovany v endemickych oblastech a u voln¢ zijicich druhli. Zmény pouze vnitinich
genu beze zmén HA a NA byvaji vysledkem reasortmentu a nebo zmén v uspora-
dani aminokyselin, jak byly zaznamenany pfi ¢etnych epizoociich v jihovychodni
Asii u kmene H5N1 a HIN2. Variabilité podléha také polymerazovy komplex,
zejména protein PB1 a PB2. Ptac¢i PB1 se naléza v obou pandemickych kmenech
z let 1957 a 1968, coz jsou, jak bylo potvrzeno, reasortanty.

Viry chiipky (véetné ptacich) byly pivodné klasifikovany pouze podle anti-
genil HA a NA. Teprve rozvoj molekularné biologickych metod analyzy genomu
umoznil pfesnéjsi uréeni predevsim ptacich virti izolovanych z riznych druht pta-
ki a savct. Tyto analyzy tak umoznily nahlédnout do vyvoje a ptibuznosti gent
kédujicich nejen obalové, ale i vnitini proteiny a pomohly pochopit vztahy mezi
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kmeny z riznych hostitelti a oblasti. Velice to posunulo proniknuti do ekologie
viru v celé jeji slozitosti tak, jak je uvedeno v nasledujici ¢asti 2.4. Nicméné zcela
nové zkusenosti z let 1997-2006 ukazaly, ze stale zname pouze fragment z toho,
co bychom chtéli a potiebovali védét pro pochopeni vzniku shiftovych variant
patogennich pro ¢lovéka a pouzitelnych pro lepsi a G¢innéjsi prevenci pandemii
chiipky.

Zasadné se naptiklad zménil nazor na vznik pandemie 1918 a prvnich postpan-
demickych kment izolovanych z lidi a prasat; analyzy z rekonstruovanych kment
z plic zemfelych osob v pandemii roku 1918 naznacuji, Ze jejich ptaci pivod je
nejpravdépodobnéjsi.

1.2 Pandemie

Podle starych historickych prament se pandemie objevuji 3—4krat za stoleti, nékte-
ré prameny uvadéji rozpéti 30-50 let. Za soucasnych znalosti je to nutno brat jako
Cisté hypoteticky odhad, i kdyz je zaloZen na zakladé rozboru starych pisemnych
udaji [41]. Teprve ve druhé poloving 20. stoleti byl celosvétovy vyskyt chiipky
odborné dokumentovan a prinesl ovétena data, z nichz mizeme vychazet. Mimo
jiné i to, ze podle definice byly skute¢né pandemie v minulém stoleti dve, respek-
tive tfi; v letech 1957 a 1968 s ohniskem v Cing a historicky doloZena a uznavana
pandemie v rozmezi let 1918-1920. Podle nékterych zprav i tato pandemie vznik-
la v Cing, odkud byla zanesena migraci &inskych piistéhovalci za praci do Ame-
riky, kde se pak za&ala §ifit a odtud i se dostala i do Evropy. Nazev ,,Span&lska je
zcela mylny, sem totiz chiipka dorazila, kdyz uz byly lokalni vyskyty potvrzeny
v pristavech Francie a Anglie. Dalsi dva celosvétové vyskyty 1946—1948 a 1976
az 1977 jsou dodnes sporné, protoze nesplituji vSechna kritéria pandemii. V roce
1946 (po 2. svétové valce) byl prvni virus izolovan v Australii a jeho ptivod z Ciny
byl dolozen pozdéji, coz nebylo povazovano za divéryhodné; Sifeni bylo poma-
1¢ a ne explozivni [81], pribéh onemocnéni byl mirny s nizkou mortalitou [82].
Definitivné se pozd¢ji ukazalo, ze virus vznikl extenzivni mutaci z pfedchoziho
subtypu H1, dfive také ozna¢ovaného HO. Navrat HIN1 v roce 1977 startoval ze
tii provincii v Cing. K nam se informace dostala se zpozdénim z Ruska; postiZeni
byli mladistvi pod 20 let a virus byl identifikovan jako antigenné shodny s kmeny
z let 1950-1956. Pti znalostech vyvoje driftovych zmén u lidskych chiipkovych
virti a relativni stabilita ptac¢ich kment vylucuji uznani této, byt celosvétové roz-
Sifené epidemie, za pandemii. Navic se mohlo jednat o kmen, ktery se podle cito-
vanych informaci [6] dostal do populace pti vakcinaci vojsk na Dalném Vychodg,
a to zivou protichfipkovou vakcinou. Uvadi se mimo jiné jesté jedna moznost, jak
muze virus v zakonzervované podob¢ prezit, a to je ve zmrzlém stavu [35].

Z puvodnich dvou hypotéz vzniku pandemie se v soucasnosti uvazuje vyhradné
o ptac¢im puvodu piistiho pandemického kmene. Francisova hypotéza (opakovani
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