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ABSTRAKT

Vétsina dosavadnich vakcin je zaloZena na podani usmrceného viru do téla hostitele.
Po vytvofeni imunitni odpovédi a imunitni paméti je organismus schopen se s
ptipadnou infekci patogenem lépe vyrovnat. V piipadé HIV se ovSem nedaii vyrobit vakcinu,
ktera by byla schopna o¢kovaného jedince pred naslednou infekci ochranit. Virus HIV napada
CD4+ buiikky a ni¢i imunitni systém. Rychlost jeho replikace je vysokd a odolava vSem
dosavadnim antivirotikim a také burikam, zprostfedkujici imunitni odpovéd’. Navic virus
perzistuje v bunkach v podobé provirové DNA. Pro uspéSnou vakcinaci proti HIV je
vytvafena celd fada novych vakcin a vakcinacnich postupli. Jednou z moznosti je vyuZiti
rekombinantnich virovych glykoproteint, které jsou v¢lenény do membrany viru HIV, které
by mély vyvolat v o¢kovaném organismu tvorbu neutraliza¢nich protilatek. Nékteré nové
modely vakcin se zaméfuji ne na virus samotny ale na omezeni HIV infekce tim, Ze nici
infikované bunky prostfednictvim apoptodzy, nebo vylucovanim cytokind. Pouziti plazmidové
DNA spolu s rekombinantnim vektorem se zda jako neperspektivnéj$i moznost pro vyvoj
vakciny proti HIV. BohuZel tradi¢ni ani nové modely vakcin prozatim nezajistili kompetitivni

odpovéd’ imunitniho systému proti viru HIV.

ABSTRACT

Most current vaccines are based on using whole-inactivated viruses. After creating the
immune response and immune memory is organism able to cope with infection create by
patogens. In the case of HIV, however, fail to produce the vaccine, which would have been
able vaccinated individual from subsequent infections protect. Virus HIV attacks CD4+ cells
and destroys the immune system. Rate of his replication is high and virus HIV is resistant to
existed antivirotics. And he is resistant before cells, which conveying the immune response.
Moreover, the virus persists in cell in the form proviral DNA. For a successful vaccine against
HIV is developed a lot of new vaccines and vaccination procedures. One way is the using
recombinat viral glycoproteins, which are incorporated into the membrane of virus HIV,
which should produce in the vaccinated organism production of neutralizing antibodies. Some
modern models of vaccines strategies don’t target the virus itself, but they target the
restriction of HIV infection by destroying infected cells via apoptosis, or cytokine secretion.

Using plasmid DNA cobination with recombinant vectors appear as the most perepective



opportinity to develop HIV vaccine. Unfortunately, traditional models or new models of

vaccine against HIV are failing to provide a competitive response of the immune system
against virus HIV.

KLICOVA SLOVA

CD4+ bunky, HIV, neutraliza¢ni protilatky, monoklondlni protilatky, proteinovy obal,
rekombinantni vektory
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1 UVOD

Vir HIV je obaleny RNA vir s dvéma stejnymi kopiemi RNA. Virus HIV napada
CDA4+ buiiky a ni¢i imunitni systém jedince. Az do roku 1983 se nevéde€lo, co zpiisobuje toto
smrtelné onemocnéni. Pravé roku 1983 doktorka F. Barré-Sinoussi, spoleéné se dvéma
spolupracovniky, doktorem Jean-Claude Chermannem a Lucem Montagnierem poprvé
izolovala vir HIV. Objeveni viru HIV pfineslo v roce 2008 doktorce F. Barré-Sinoussi, a
Luceu Montagnieru Nobelovu cenu za medicinu. Pochopeni zivotniho cyklu viru a priabéhu
infekce je jedind moznost jak vyvinout u¢innou vakcinu. Védci se zabyvaji dvéma cestami
vyvoje-tradiénimi a novymi modely vakcin. Design tradi¢nich modelt vakcin je zalozen na
podani zivého, ale oslabeného viru do téla, nebo na podani rekombinantniho proteinu, pro
vyvolani specifické imunitni odpovédi. Moderni typy vakcin zahrnuji nové genoveé
technologie-podani plazmidové DNA, napodovani struktury obalového Env proteinu, ¢i
vakciny zalozené na zivém rekombinantnim vektoru. Sledovanymi vektory jsou hlavné
Poxviry a Adenoviry, které jsou velmi dobie snaSeny. Vektory Adenoviru sérotypu 5 se
prozatim dostaly do nejvyssiho stupné vyvoje.

Tato bakalafska prace pojednava o vyvoji obou designt vakein.



2 RETROVIRIDAE

2.1 CHARAKTERISTIKA SKUPINY

Retrovirididae je rGznoroda skupina virt, vyskytujici se u savcd, ryb a jinych druha
obratlovcu. Zpusobuji rizné druhy imunodeficitnich onemocnéni (HIV-1, HIV-2), leukémii a
zavaznych tumort.

Retroviry jsou obalené RNA viry sdiploidnim RNA genomem tvofenym dvéma
identickymi kopiemi RNA. Jejich kapsida (proteinovy plast) ma na svém povrchu
fosfolipidovou membranu, odvozenou z hostitelské buiiky. Kapsida RNA obaluje a chrani.
Nukleova kyselina viru spolu s kapsidou tvoii nukleokapsid. Velikost retrovirii se pohybuje
piiblizné okolo 80-110 nm v priméru. Pojem retro oznacuje opacny tok genetické informace
vzhledem Kk pivodnimu Crickovu (Crick, 1970) centralnimu dogmatu, tj. z RNA do DNA.
Tento dé&j provadi enzym piekladany z virového genomu, zvany reverzni transkriptaza a jeho
ptitomnost je jednim z hlavnich znak retrovirii. Pfepsand DNA je poté zatazena do genomu
hostitelské buiiky, pomoci daliiho virového enzymu, integrazy (Strnad P, Haubova S. & Ruml
T. 2003).

Z hlediska rtizné tvorby retrovirovych kapsid, rozdélujeme dva zikladni typy
retrovird. Prvni typ se vyznacuje tim, Ze nezrala Castice viru se sklad4 uvnitt buiky a az poté
je pfenesena k cytoplazmatické membrané hostitelské buiiky. Druhym typem jsou retroviry, u
kterych se nezrald Castice skldda na cytoplazmatické membrané a soucasné puci z bunky. Do
této skupiny patii n&kolik lidskych patogentl, napiiklad HIV (Strnad P, Haubova S. & Ruml,T.
2003), na ktery je zaméfena tato bakalaiska prace.

Az do ptichodu viru lidské imunodeficience (HIV) byly nejvice studovany retroviry,
zpusobujici ptaci sarkom a mysi leukémii.

Klasifikace vir se s postupujicim casem ménila, nyni jsou znamy tyto rody:
Alpharetroviruses, Betaretroviruses, a Gammaretroviruses jsou povazovany za prosté
retroviry, zatimco Deltaretroviruses, Epsilonretroviruses, Lentiviruses a Spumaviruses jsou
povazovany za slozité (Fields, Virology 2007). Zastupci kazdého rodu, jsou uvedeni v tabulce
(Tab. 1).

Retroviry vzbuzuji velky zdjem v molekularni biologii. Reverzni transkriptdza a
integraza jsou mimofadné uzitetné enzymy pro praci s nukleovymi kyselinami. Reverzni
transkriptdza byla rozhodujici pro studium syntézy mRNA a genové regulace (Fields

Virology, 2007). Dalsim bodem zkoumani je jejich velka pategonita. Zvlasté u viru HIV.



Human Imunodifiency Virus (HIV), zprostiedkovatel Acquired Immunodeficiency
Syndrome (AIDS), ma na svédomi velké mnozstvi zivotl. Z hlediska u¢inné prevence této

pandemie je velmi dalezité co nejdiive vytvorfit vakcinu proti tomuto viru.

Alpharetrovirus Avian leukosis virus [(ALV)
Rous sarcoma virus

Betaretrovirus Mouse mammary tumor virus (MMTV)
Mason-Pfizer monkey virus (M-PMV)
Jaagsiekte sheep retrovirus

Gammaretrovirus Murine leukemia viruses (MulV)
Feline leukemia virus (Fel\)
Gibbon ape leukemia virus (GALV)
Reticuloendotheliosis virus (RevT)

Deltaretrovirus HTLWV-1, -2
Bovine leukemia virus (BLVY)
STLV-1, -2, -3

Epsilonretrovirus Walleye dermal sarcoma virus
Walleye epidermal hyperplasia virus 1

Lentivirus Human immunodeficiency virus (HIV) type 1
Human immunodeficiency virus type 2 (HIV-2)
Simian immunodeficiency virus (5IV)
Equine infectious anemia virus (EIA&AV)
Feline immunodeficiency virus (FIV)
Caprine arthritis encephalitis virus (CAEV)
Visna maedi virus

Spumavirus Human foamy wvirus

Tabulka 1 Rady retrovira.
(Fields, 2007)



2.2 STRUKTURA VIRIONU HIV

Virion je ¢astice viru schopna infikovat hostitelskou buiiku a mnozit se v ni. V piipadé
retroviri obsahuje dvé identické kopie nukleové kyseliny (RNA), z tohoto hlediska je mozné
jej povazovat za diploidni. Vnéjsi obal virionu je tvotfen fosfolipidovou membranou, ktera
pochazi z hostitelské bunky. Obal HIV je trimer heterodimeru. Kazdy heterodimer se sklada
z povrchové podjednotky (gp120) a transmembranové podjednotky (gp41l), (obr. 2), které jsou
k sobé nekovalentné vazané (Duerr, 2006). Ve zralé virové ¢astici jsou polyproteinové
prekurzory (Gag, Gag-Pro a Gag-Pro-Pol), kde je polymeréza (pol), proteaza (pro) prekurzor
matrixového a kapsidového proteinu (gag), rozstépeny na jednotlivé proteiny virovou
proteazou (Vogt,V.M., 1996). Jadro virionu (core) je tvofeno kapsidovym proteinem (Gag)
v komplexu s virovou RNA. Tvar jadra je u riznych skupin retrovird jiny u HIV je koénicky
(Briggs,J.A., Wilk,T., Welker,R., Krausslich,H.G. & Fuller,S.D., 2003). Uvnitf jadra jsou
mimo geonomu enzymy-reversni transkriptdza, proteaza a integrdza. Déale se ve virionu
vyskytuji virové proteiny Vif, Vpr, Tat, Nef, Rev, a Vpu (Strnad P, Haubova S. & Ruml, T ,
2003).

a

Obrazek 2
Schéma nezralé (a) a zralé (b) virové ¢astice. 1-povrchovy glykoprotein, 2-transmembranovy
glykoprotein, 3-dvojvrstva fosfolipidii, 4-polyproteinovy prekurzor Gag, 5-prekurzor Gag-Pro-Pol, 6-
genomova RNA, 7-matrixovy protein, 8-core tvofené kapsidovym proteinem, 9-proteazaa, 10-integrazaa, 11-
reverzni transkriptaza
(Strnad P, Haubova S. & Ruml, T , 2003)
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2.3 ZIVOTNI CYKLUS RETROVIRIDAE

Infekce zacina pii adhezi obalovych proteint viru (gp120) a bunéénych povrchovych
proteint na receptorech CD4 (obr 3), vétsina kmentt HIV-1 je schopna napadnout makrofagy
pomoci vazby na CCR5 koreceptor, nebo na CXCR4 (T bunky).

Hedscape ® hittp:/vavvw.medscape.com

Obrazek 3
Obrazek z elektronového mikroskopu: CD4 buiika (zelend) infikované HIV (Eervena)

(www.medscape.com)

Po flzi obalu s bunéénou membranou vstoupi kapsida do buiiky. Genom HIV je
tvoten dvéma vlaky RNA byva kolem 10 kb dlouhy (Hahn, B. H., Shaw, G. M., Arya, S. K.,
Popovic, M., Gallo, R. C., and Wong-Staal, F. 1984) a koduje 15 proteint (Sierra, S., Kupfer,
B., and Kaiser, R. 2005). V hostitelské burce se dvé vlakna virové RNA piepisi do DNA
pomoci reverzni transkriptazy (enzym zajist'ujici opaény pribeh transkripce). Takto nove
vznikla dvouvlaknovd DNA se nazyva provirova
(http://www.aidsmeds.com/articles/hiv_life_cycle_4707.shtml). Kazdy z konci DNA méa na
sob& koncovou sekvenci U3-R-U5, zndmou jako LTR. Vznikla dvousrobovice DNA je
pfepravovana cytoplazmou k jadru hostitelské bunky v podob¢ preintegracniho komplexu
(PIC), kde jsou také proteiny (Gag a Pro) a enzym integrdza. PIC pronikne skrz jaderné péry
do jadra buriky a enzym integrdza zacleni DNA do hostinského chromozomu. Polymeraza Il
startuje v bunce transkripci na U3-R spojeni a transkripce pokracuje ve sméru k LTR. V R
sekvenci se nachazi polyadenylatovy signal a transkripce se ukon¢i v R-U5 spojeni. Tyto

transkripty slouzi jako mRNA, nebo jako progeny vird.
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MRNA se sklada z gag, pol a env genti. Gen Env je piekladan z mRNA v hrubém
endoplazmatickém retikulu, kde probiha glykosilace. Déle je Env protein trasportovan do
Golgiho komplexu, kde je proteazou rozstipnut na povrchovy glykoprotein (SU) a
transmembréanovy glykoprotein (TM). Tyto glykoproteiny jsou transportovany k plazmaticke
membrané, kde maji za kol zabalit do obalu nové replikovany retrovirus.

Gag a Pol geny jsou pielozeny na Gag a Gag-Pol polyproteiny. Gag a Gag-Pol
polyproteiny jsou syntetizovany na volnych cytoplazmatickych ribozomech, a kazdy je
prepravovan prostiednictvim nezavislych cest k plazmatické membrané. Gag a Gag-Pol
polyproteiny se shlukuji u plasmatické membrany a vytvareji kulovitou nezralou ¢astici, kterd
obsahuje TM a SU glykoproteiny. Proteolytickym $tépenim Gag a naslednou reorganizaci se
vytvofti zraly virion HIV (Fields, 2007), (obr. 4).

Virus HIV patii mezi komplexni retroviry, kromé genti gag, pro, pol a env obsahuje geny
pro dalsi proteiny, které jsou translatovany ze sestfizenych forem mRNA. Jsou to geny: Vif, ktery
je nutny pro produkci infek¢nich ¢astic v nékterych bunéénych liniich, Vpr nezbytny pro
replikaci viru a smérovani provirové DNA do jadra, Tat, ktery se vadZe na specifickou
strukturu u 5 konce RNA a zvysuje produkci virové RNA, Nef zptisobujici odstranéni CD4 z
povrchu napadené buiiky a tim bréanici opétovné infekci, Rev, ktery se vdze na specifické
misto virové RNA a reguluje jeji sestiih a Vpu, integralni membranovy protein, ktery
zpusobuje disociaci komplexti SU-TM-CD4 v endoplasmatickém retikulu (Strnad P, Haubovéa
S. & Ruml,T., 2003).

12
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Obrazek 4
Zivotni cyklus HIV
(Monini, 2004)
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2.4 HIV

Jak jiz bylo vySe zminéno, vir HIV patii do ¢eledi Retroviridae. Virem HIV-1 se lidé
poprvé infikovali piiblizn¢ pted 100 lety, jeho méné znama forma HIV-2 se objevila o
desetileti pozdé&ji. Ovsem nemoc byla popsana poprvé v roce 1983.

Neni pfesn¢ jasné, kdy se HIV virus objevil poprvé. Mezi nejrozsifenéjsi teorie patii
ta, ze se HIV vyvinul, jako mutant ze SIV (Simian Immunodeficiency Virus), ktery byl
popséan u nékterych podskupin Simpanzi ze zapadni Afriky. HIV se mezi lidskou populaci
dostal snad prostfednictvim potravinového fetézce (Farrand, 2007)- kdy mezi Simpanzi
dochazelo ke kanibalismu a tak i Sifeni infekce SIV. Prvni pienos na c¢lovéka neni
zaznamenan, ale soudi se, ze lidé ulovili infikovaného Simpanze a pfes otevienou ranu Se
tento virus dostal do krevniho ob&hu ¢Elovéka. Virus zmutoval a ptizpisobil se prostiedi
lidského organizmu. To je mozna teorie prvniho pienosu HIV na ¢lovéka. Objevil se do té
doby nezndmy retrovirus, ktery je schopen znicit lidsky imunitni systém a $ifit se velmi rychle
a bez varovani.

Koncem 70. let se zac¢al objevovat stale ¢astéji virus, ktery doposud nebyl popsan. U
mladych homosexualnich muzi byla diagnostikovana vzacna forma rakoviny kiize-tzv.
Kaposiho sarkom. V roce 1981 bylo 5 homosexudlnich muzii diagnostikovano na
pneumocystis pneumonie (PCP) (Moore, Richard D.; Chaisson, Richard E., 1999). Toto
datum je oznaCovano jako ,,zacatek* AIDS, ale spiSe se jednd o zaclenéni HIV do podvédomi
obyvatel ve Spojenych statech americkych. Po dalsi roky se HIV S§ifilo a nikdo pfesné neveédél
jakymi zpusoby se tak dé&je. V roce 1983 se podatilo doktorkce F. Barré-Sinoussi, spole¢né se
dvéma spolupracovniky, doktorem Jean-Claude Chermannem a Lucem Montagnierem, viibec
poprvé izolovat virus HIV-1 (ve stejné dob¢ byl virus objeven v USA doktorem Gallo, a tak
probihaly debaty o prvenstvi). V nasledujicich letech se badani v této oblasti zvysilo a virus se
zacina popisovat a zkoumat. Bylo potvrzeno, Ze virus HIV-1 je pficinou AIDS. V roce 1985
byl objeven druhy virus, nazvany pozdéji HIV-2. Za tento objev byla v roce 2008 udélena
Nobelova cena za medicinu, kterou ziskala F. Barré-Sinoussi a Luc Montagnier (Cohen,
Enserink, 2008).

Od roku 1983 bylo zjisténo, ze se HIV §iti pomoci sexualniho styku gayu, $pinavych
jehel narkomani, ¢i pfes krevni transflize. OvSem byly hlaSeny pfipady i nakazenych Zen
mimo tyto rizikové skupiny. Poté se ustanovilo, ze mezi rizikové skupiny patii: sexualni

aktivni jedinci, ktefi pfi pohlavnim, ordlni, andlnim styku nepouzivaji zadné latexové bariery,
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narkomani, pouzivajici Spinavé jehly, ¢i infikované matky, které prenesou HIV na své dité pti
porodu, nebo pii kojeni (Farrand, 2007).

V roce 1996 byly na Mezinarodni konferenci o AIDS uvedeny novinky zahrnujici
informace o kombinované 1é¢bé pomoci inhibitord reverzni transkriptazy v kombinaci
s novou skupinou Iékd nazyvanych inhibitory proteazy. Vysledkem této 1écby byl vykaz o
zlepseni imunitni funkce a inhibice replikace HIV v buiikach. Ovsem radost byla predcasna.
V tomto roce, také diky velké informovanosti spolecnosti, poprvé v USA kleslo cislo
nakazenych. Dosavadnim pokrokem v 1é¢bé HIV je vysoce aktivni antiretroviralni terapie
(HAART). Ovsem pii HAART pacienti hlasi nezadouci ucinky (prijem, diabetes), (Farrand,
2007). V roce 2005 udrzelo Siroké pouzivani HAART v Severni Americe a v zdpadni a
stfedni Evropé pocet umrti nasledkem AIDS na relativné nizké Grovni (http://www.janssen-
cilag.cz/bgdisplay.jhtml?itemname=hiv_treatments&product=none). I pii pouziti této terapie
vSak nelze docilit vyléceni pacienta, pouze jsou zmirilovany pfiznaky infekce a oddaluje se
propuknuti AIDS.

Organizace WHO zvefejnila poCty nakazenych lidi za rok 2008 (obr.5). Z téchto cisel

je zteymé, ze vakcina proti HIV je velmi potfebna.

SOUHRNNY PREHLED EPIDEMIE HIV/AIDS ZA ROK 2008

Lidé zijici Celkovy pocet 33,4 milioni [31,1- 35,8 miliont]
s HIV Dospéli 31,3 miliont [29,2- 33,7 miliont]
Zeny 15,7 miliont [14,2- 17,2 miliont]

Déti pod 15 let 2,1 miliond [1,2-2,9 milionii]

Nové Celkovy pocet 2,7 miliont [2,4- 3 miliond]
nakazZenych Dospéli 2,3 miliont [2,0- 2,6 miliond]
virem HIV Déti pod 15 let 430 000 [240 000- 610 000]

Pocet umrtina  Celkovy pocet 2,0 miliony [1,7- 2,4 miliont]

AIDS Dospéli 1,7 miliont [1,4- 2,1 miliond]

Déti pod 15 let 280 000 [150 000- 410 000]
Obrazek 5

Pocty lidi nakazenych HIV/AIDS v roce 2008

(ptevzato z http://www.who.int/hiv/data/2009_global_summary.qgif)
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3 VAKCINA

Vyvoj vakciny proti HIV predstavuje pro védce v posledni dobé velkou vyzvu.
Infikovanych lidi virem HIV neubyva a zda se, Ze Sifeni viru miuZe zastavit pouze ucinna
vakcina. Piesto, vice nez dvé desetileti po prvnim objeveni tohoto viru je vakcina stéle cil,
nikoli realita. Jednim z velmi dilezitych stavebnich prvkd pro vyvoj vakciny, je naprosté
pochopeni zivotniho cyklu a replikace viru HIV. Pro tento virus zatim selhaly vSechny
zpusoby tradi¢nich vakcin. Hlavnim cilem v soucasnosti je tedy piedev§im vyvinuti nového
typu vakcin a/nebo vakcina¢nich schémat.

Ulohou vakeiny proti HIV je indukce protilatek neutralizujicich HIV virus a indukce
bunééné imunity CD8+ lymfocyti.

CD8+ lymfocyty mohou inhibovat replikaci HIV v CD4+ lymfocytech in vitro (Wella
C, 2003). Piimy dikaz o vyznamu CD8+ lymfocyti pii kontrole virové infekce zaznamenala
prace, zabyvajici se SIV u modelu makakt, kdy se opicim po podani monoklonalnich
protilatek zmensil poc¢et CD8+ lymfocyti. Poté byly infikovany virem SIV. Tato zvifata
velmi rychle zemfela, detekovalo se u nich onemocnéni AIDS (Shmitz, 1999). Tyto zavéery
ukazaly na velmi dulezitou roli CD8+ (CTL) pii zabranéni replikace viru v bunce.

Kontrola HIV a jeho stabilniho klinického stavu je spojovana s vysokou Urovni virus-
specifickych CD4 + T lymfocyti (Rosenberg, 1997). U u¢inné vakciny proti HIV se ocekéva,
ze aktivuje virus-specifické CD4 + T lymfocyty prostiednictvim CD8 + (Letvin, 2002).

3.1 PROBLEMY DOSAVADNICH VAKCIN

Problém vakciny HIV je hlavné velka riznorodost viru. V zemich zapadni Afriky se
objevuje typ HIV-2, jeho geneticka sekvence je velmi odlisna od typu HIV-1, ktery zpuisobuje
onemocnéni na ostatnich kontinentech, navic HIV-1 se objevuje v riznych podtypech
(clades), které jsou rizné pro odlisné geografickeé regiony (obr 6). VSechny podtypy HIV-1
vyvolavaji podobné onemocnéni, ale globalni distribuce jednotlivych podtypt se lisi. To ma
vliv na vyvoj vakciny, (napt. podtyp B, ktery ptevlada v rozvinutych zemich, kde se nachazi
velké farmaceutické spolecnosti, se vzacné vyskytuje v rozvojovych zemich, které jsou vazné
postizeny touto chorobou) (Bennett, 2007). Bylo by velmi obtizné a ¢asové naro¢né vyvijet
pro kazdy podtyp jinou vakcinu, navic je virus velmi proménlivy a stile je zde vysoka

pravdépodobnost vzniku novych typu. | jiné biologické aspekty maji vliv na vyvoji vakciny.
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Virus HIV se pienasi pohlavnim stykem a pomoci krve. Vakcina by méla v idealnim piipadé
vyvolat jak imunitni odpoveéd’ nasliznici pfi sexudlnim styku, tak i systémovou imunitni
odpoveéd’ pfi pfenosu viru pifimo do krevniho fecisté. Kone¢né a nejvice znepokojujici pro
vyhlidky na vyvoj u¢inné vakciny proti HIV, je schopnost viru pfetrvavat v buiice v podobé
proviru a vysoka uroven replikace viru, kterd odolava vSem vyrobenym antivirotikiim a také
bunkam, zprostiedkujicim imunitni odpovéd’. Na rozdil od vétSiny jinych virovych infekei u
lidi, virus HIV i jeho replikace nejsou imunitnim systémem zcela vymyceny, proto existuji
obavy, Ze by i1 G¢inna vakcina nemusela vyhladit vSechen virus a zabranit dalsi replikaci
(Letvin, 2002).

GROUP M

o GROUP O

SIVcez.ant

0.10 OTHER PRIMATE
LENTIVIRUSES

Obréazek 6
roz§ifeni podtyptd HIV
(Fields, Virology)

3.2 TRADICNI MODELY VAKCIN

Veédci dosud objasnili principy replikace viru HIV, coz je nejpodstatnéjsi cast, pro
vyvoj vakciny (Letvin, 2002). Je jasné, ze virus HIV ma jedine¢nou strukturu a zivotni
strategii, diky niZ unika pfed kontrolou specifické imunity. Tradi¢ni vakciny jsou zalozeny na
imunitni odpovédi a schopnosti organismu se s infekci vyrovnat. Toto neni mozné nastolit u

vakciny proti HIV.
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Studie na primatech potvrzuji, ze zivé, oslabené virové vakciny a vakciny
rekombinatnich proteini jsou neucinné, ba naopak mohou byt velmi nebezpecné, jelikoz
podanim oslabeného viru mize dojit k infekci.

Dalsi studie na modelech makakii navrhla, ze by mél byt zménén geneticky material
viru, aby virus byl stale infekéni, ale s oslabenou patogenitou (Daniel, 1992). Tyto studie
prinesly velké nadéje. Oslabeny vir se zménénou genetickou vybavou, by mohl byt pouzivan
jako nové vakcina, ov§em jiné studie, tento postup vyvratily (Baba, 1995). V dalsi praci védci
zjistili, ze mlad¢é makaka s SIV, které bylo po dlouho dobu vystaveno ockovacim latkam se u
néj onemocnéni AIDS dale rozvijelo a skonéilo smrti (Baba, 1995). Tato studie ptesla od
makakt k infikovanym lidem. Podafilo se izolovat virus HIV-in vitro a ochromit jeho
patogenitu. OvSem jako u SIV modelu makaki, u ockovaného jedince se onemocnéni AIDS
pfesto rozvijelo, i kdyz mélo delsi prodlevu od infekce k propuknuti choroby. Z téchto studii
vychazeji zavéry, ze neni mozné oslabit replikaci viru HIV a tim zmensit jeho patogenitu tak,
aby jim bylo mozné vakcinovat.

Neuspély ani tradiéni modely vakcin vyuzivajici rekombinantni proteinové obaly viru
HIV (gp160 nebo gp120), které¢ by mély vyvolat tvorbu neutralizacnich protilatek. Vlastnosti
obalu HIV pfispivaji ke schopnosti vyhnout se kontrole humoralniho imunitniho systému.

I kdyZ se podavani téchto proteint ukazalo jako bezpecné, protilatkova odpovéd’ byla
velmi nizka a omezend pouze na neutralizovani primarnich izolata viru.

Protilatky vznikajici pfi pfirozené odpovédi imunity na antigen jsou polyklonalni. Jsou
zamé&fené proti riznym epitoplim antigenu a tvoreny mnoha klony B lymfocytli, z hlediska
svych vlastnosti jsou heterogenni. Naproti tomu monoklonalni protilatky (mAb) jsou
produktem jediného klonu B lymfocytd, jsou naprosto homogenni a piisn¢ specifické proti
jedinému epitopu. To z nich ¢ini mimofadné vhodny nastroj piesné diagnostiky (Mascola,
Montefiori, 2009). Byl vyvinut ur€ity pocet mAb, které byly schopny neutralizovat rizné
podtypy HIV-1, coz nasvédCuje tomu, ze neutralizac¢ni protilatky mohou mit v dalsich
postupech velky potencidl. Z védeckych studii, které se zaméfovaly na model makaku, je
prokazano, ze poddvanim neutralizacnich protilatek se mize zabranit infekce virem HIV, diky
dosazeni velké hladiny protilatek v téle (Mascola, 2000).

K pasivni imunizaci Ize pouzit pravé mAb vyrobené in vitro. Tyto protilatky se vazi na
virovou ¢astici a blokuji dalsi infikovani bunék.

Ptikladem téchto protilatek jsou F105 a B12, popsané Ferrantelim a kolegy, které jsou
specifické pro vazebné misto mezi CD4+ bunkami a proteinem gpl20 (Ferranteli, 2002)
(obr.7).
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Pouziti téchto epitopi pro vyvoj vakciny je predmétem intenzivniho studia.
Moniklonalni protilatka B12 ma neobvyklé antigen vazebné misto, kterym se pfipojuje na
gp120, ¢imz blokuje vazbu na CD4+ bunky (Garber, 2004). Dalsi protilatky, 2F5 a SE10 se
zaméfuji na vazbu gp41 s cilovou buiikou. Diky nim miZe byt omezena rychlost fuze viru do
bunky (Garber, 2004, Buton, 2004). Pochopeni toho, jak spravné vyvijet imunogeny, které
mohou napodobovat G¢inky téchto monoklonalnich protilatek a které vyvolaji produkci
ucinnych neutraliza¢nich protilatek proti Siroké Skale cirkulujicich kmenti HIV, zistava

vyzvou (Duerr, 2006).

Native form Prehairpin form
Viral membrane Viral membrane
. 1 ‘¢ 4E10, Z13
' ' g@m l <4=m 2F5
gp120 == 2G12
CD4* T cell binding site IgG1b12,
F105
\ CD4~ FP ”

@aT cell & & .

Target cell membrane

CCRS5
Obréazek 7

Umisténi epitopt neutralizaénich protilatek na gp120 gp41
(Ferranteli, 2002)

Tradi¢ni modely vakcin jsou zalozené na technologii oslabeného viru, neporuseného
mrtvého viru a na proteinové podjednotce. OvSem tyto postupy jsou osvédCeny pro vyvoj
vakciny naprosto jinych virQ, nez je HIV. V ptipad¢ HIV tradi¢ni vakciny selhavaji a nejsou
schopny vyvolat dostate¢nou imunitni odpovéd’, a to jak tvorbu neutraliza¢nich protilatek
(NAD), tak i efektivni odpovéd u CD8+ T lymfocytti (Buton, 2004).
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3.3 NOVE TYPY VAKCIN

Jak jiz bylo zminéno, tradi¢ni modely vakcin zfejmé nejsou cestou pro vyvoj vakciny
proti HIV. Proto se védci snazi nachazet jiné strategie, které zahrnuji pfedev§im moderni
genové technologie, mezi néz patii plasmidové DNA vakciny a zivé rekombinantni vektory,
které jsou tvofeny, aby nesly HIV-1 antigeny.

Plasmidova DNA vakcina je velice perspektivnim typem, diky své jednoduchosti a
vSestrannosti. V soucasnosti je ovSem je nutné aplikovat relativné vétsi davky DNA vakciny
pro vyvolani detekovatelnéné odpovédi (Casimiro 2003, Graham 2006). Je proto nutné
vyvinout jest¢ pomocné latky pro tyto DNA vakciny tak, aby bylo mozno snizit genovou
davku. Pfi oCkovani malych laboratornich zvifat a opic bylo prokazano, Ze naockovana
plazmidovd DNA vakcina exprimuje virové proteiny, které vyvolavaji humoralni a buné¢nou
imunitni odpovéd’ (Nchinda, 2008). Dalsi prace ukézala, Ze tato imunogenita muze byt
zvySena pomoci plazmidi s pomocnymi latkami nebo cytokiny (Liu, 2008). Velkou vyhodou
této vakciny je jeji schopnost zprostfedkovani bunééné imunitni odpovédi (Egan, 2000).
PouziteCnost této vakciny pro ¢lovéka stale zistava otevienou otazkou, zejména kvuli
vysokym davkam DNA vakciny. Jednou z moznosti, jak tuto nevyhodu zvrétit, je bimodalni
typ vakciny, kde se plazmidovd DNA vyuZije pro primarni imunizaci a zivy rekombinantni
vektor se vyuZije pro dalsi posileni imunity (,,boost) (Amara, 2001).

Tato vakcinova teorie se musi vyzkouSet na dobrovolnicich, jelikoZz imonogenita
zivych vektori muze byt omezena, jiz existujici imunitou vici témto vektorovym
organismim. Proto by se plasmidova DNA vakcina nemusela prokazat u lidi imunogenni
odpovéd’, jako u mysi a opic.

Jak ze studii vyplyva, mezi nejucinnéjsi vakciny patii pouziti DNA plazmidu a Zivych
rekombinantnich vektorl. Zivé rekombinantni vektory vznikaji tak, ze geny, které koduji
proteiny HIV-1 jsou vkladany do riznych genomu virti a bakterii (obr. 8). Pokud se tyto
rekombinantni organismy dostanou do buriky hostitele a infikuji ji, hostitel je schopen
vyvinout adekvatni imunitni odpovéd’. Podminkou samoziejmé je, aby infekce samotnym
vektorem nevyvolala zadné klinické onemocnéni a byla dobtfe snasena (Letvin, Barouch,
Monteforri, 2002).

Pouzivané rekombinantni vektory jsou oslabené, nebo nemaji moznost replikovat se,
predevsim je to adenovirus (Luckav 2007) a poxvirus (Amara 2001). Jiné virové vektory jsou
zalozeny na virus vezikularni stomatidy (VSV), adeno-asociated virus (AAV), venezuelskou

encefalitidu koni (VEE), herpes simplex virus (HSV) a virus spalni¢ek. Dale se zkoumaji i
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bakterialni a mykobakterialni vektory, jako je na ptiklad Salmonella, Listerie a Bacillus
Calmette-Guérin (BCG)-vakcina proti tuberkul6ze (Letvin,2002).

V dnesni dob€ se nejveEtsi pozornost zamétuje na vektory na bazi poxvird a adenoviri
(Duer, 2006), pticemz zejména poxvirus patii mezi vektory, které jsou celosvétové velmi
dobi'e hodnoceny.

Prvni pokusy s virem vaccinie, obsahujicim antigeny SIV u modeli makakid a
antigeny HIV u lidskych subjektii, ukazaly schopnost této vakciny vyvolat bunéénou imunitni
odpoveéd’ (Shen, 1991). OvSsem obavy z moznosti Sifeni vaccinie v oblastech vétsiho vyskytu
imunidificientnich jedincd, vedly K vytvofeni vice oslabenych vektort poxviru (Redfield,
1987). Modifikovana vakcina viru Ankara (MVA) je silné oslabeny virus vakcinie, ktery
ztratil schopnost replikace v bunkach primati a proto mize byt povazovan za bezpetnou
vakcinu (Berzofski, 2004).

Mezi dilezitou charakteristiku MVA patii, Zze je in vivo velmi oslabend, jak je
doloZeno u nékolika zvifecich modelt (Guerra, 2010). Pouzitim zivého zobrazeni in vivo, se
ukazalo, ze kdyz se u mysi naockuje MV A riznymi cestami, Ize virovou expresi detekovat po
dobu 24h (Gomez, 2007). V lidskych bunikach se MVA replikuje efektivné, ale neni schopna
vytvoftit infek¢ni virové ¢astice (Gallego-Gomez, 2004).

Sekvenovanim tohoto viru se ukazalo, ze doslo ke ztraté asi 30 kB na obou koncich
virového geonomu, véetné nékolika genti, které neutralizovaly hostitelské imunitni obranné
mechanismy (Antoine, 1998). Tyto dalece virového geonomu maji podil na omezeni replikace
MVA a mohou vysvétlit zmeény v bunéénych signalech, které se spoustéji v pribéhu virové
infekce (Guerra, 2010). PouZitim microarray analyzy védci ukazali, ze MVA infekce lidskych
nezralych dendritickych bun¢k (DC), vedla k indukci fady bunéénych genti, které se podileji
na vrozené imunitni odpovédi. Jsou to hlavné geny pro interferon beta (IFN-B), RIG-I, MDA-
5 a Toll-like receptory (TLRs) (Guerra, 2007).

Dalsi klinické studie byly provadény s MVA rekombinanty exprimujicimi HIV-1
antigeny a to bud’ samostatné, nebo v kombinaci s jinymi vektory, které ukazuji velikou $kalu
imunitni odpovédi na HIV (Gudmundsdotter, 2009). Védci prokézali v programu EuroVacc,
ze MVA vektory exprimujici HIV-1 antigeny Env/Gag-Pol-Nef
aktivuji u laboratornich mysi specifickou imunitni odpovéd’ proti HIV-1 antigenum (GOmez,
2007).

Imunitni odpovéd’ se zvysi pti pouziti DNA vektoru exprimujiciho HIV antigeny, tyto

imunitni reakce byly pfevazné typu Th 1 (Goémez, 2007). Podanim vektor exprimujici Env z
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HIV-1 a Gag-Pol-Nef se u testovanych makakt zjistilo, Ze imunitni reakce vyvolana
kombinaci DNA/MVA byla ovlinéna CD8+ odpovédi (Mooij, 2008).

Klinicka faze studie se vakciny MVA se zdravymi lidskymi dobrovolniky se provadi
ve Spanélsku a vysledky budou znamy koncem roku 2010. Oviem diky vyse zminénym
zaveéram se ukazuje, ze by mohl byt velky pfinos pro vyvoj vakciny proti HIV pouziti MVA
vektort (Guerra, 2010).

Mezi dalsimi studovanymi vektory je Canarypox. Pét rtznych struktur vektort
Canarypox, které obsahuji geny HIV-1 podtypi B a E bylo testovano na vice nez 1500
subjektech. Vektory byly velmi dobte snaSeny (Duerr, 2006).

Pod bezpecnostnim dohledem byli testovani dobrovolnici, kterym byl naockovan
rekombinantni vektor Canarypox, kterému se podafilo vyvolat az u 70% oc¢kovanych HIV-1
specifickou odpovéd’. Dalsim uspéchem bylo zjisténi, ze u 29% ockovanych se objevila také
HIV-1 specifickd CTL odpovéd’. Vyhodou Canarypox je také zjisténi, Ze vyvoldva CTL
odpovéd’ u riznych podtypit HIV-1 (Ferrari, 1997), coz se zatim z4dné vakcin€ nepovedlo.

Nejnovéjsi generace canarypox (ALVAC-HIV vCp1452), kdduje gpl120, Gag protein
a ¢ast Pol. Také obsahuje sekvenci kodujici bilkoviny vaccinie (Davies, 1993), které inhibuji
apoptozu a prodluziji expresi proteini v lidskych bunkach (Fang, 2001). vCP1452
demonstruje efektivni expresi proteint, coz je pokrok oproti ptedchozim vektorim generace
canarypox, vCP205 0.9 (Russell, 2007)

Adenovirus je dalsi studovany rekombinantni vektor. Tyto vektory byly puvodné
vyvinuty pro genovou terapii. U malych laboratornich zvifat jsou vysoce imunogenni.
Pouzivaji se k posileni primarni imunitni odpovédi, kterou zprostfedkovava plazmidova
DNA. Tomuto vektoru se podafilo vyvolat imunitni odpovéd’ proti viru Ebola (Sullivan,
2000).

Vektory Adenoviru sérotypu 5 (Ad5) se pouzivaji v klinickych studiich jako zéklad
vakciny Kk navozeni humoralni imunitni odpovédi. Imunitni reakce vyvolana ockovacimi
latkami Ad5, vSak muze byt zmirnéna v dusledku pre-existujici Ad5 imunity (Gabitzch,
2009).

Vakcina obsahujici vektor Ad5 by mohla vyvolat adekvétni imunitni odpovéd’ na
virus HIV. Vakcina, ktera je vytvorena pomoci Ad5, izolovaného od nizsich druhl primatu.
Takovéto viry nejsou piirozenymi lidskymi patogeny.

V pokrocilé fazi klinického vyvoje jsou dva produkty AdS. Prvni, ktery je vyrabény
spole¢nosti Merck, je smés 3 adenovirQ, z nichz kazdy obsahuje kodon optimalizované geny

gag, pol nebo nef HIV podtypu B. Vektory Adenoviru Merck, které obsahuji osamoceny gag
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gen, nebo trojvaznou latku s geny gag, pol a nef, vyvolavaji u makaka silnou CTL odpoveéd’
(Casimiro, 2003).

Druhd Ad5 kandidatni vakcina je vyrabéna National Institute sof Health’s VRC. Je to
smés 4 Adenoviri. Obsahuje geny gag-pol HIV podtypu B. Dalsi tii Adenoviry obsahuji geny
pro obalové proteiny HIV podtypu A, B, nebo C. Tato vakcina by méla opét vyvolavat
humoralni a bunéénou odpovéd’, zejména pokud je aplikovana spolu s DNA vakcinou
(Seman, 2005).

Oba tyto piistupy jsou stale ve stadiu studia na zvitecich modelech (makaci).

Viral Vectors for Gene Transfer

Puvodni virus ') 5

VloZeni terapeutického genu

Infekce a odstranéni

terapeutického  genu

Odstranéni

V cilové bunce
virového

genu  pro

replikaci

Virus, ktery nese terapeuticky gen

Obrazek 8
Virové vektory
http://huehueteotl.wordpress.com/2009/05/19/gene-transfer-technology-for-hiv-vaccine/

Mezi bakterialni vektory, které si vtéto dob& zaslouzi pozornost, jsou oslabené
Mycobakterium Bacille, Calmette-Guerin (BCG) a né¢které oslabené stievni bakterie, které
jsou patogenni (Letvin, 2002). Bakterialni vektory jsou navrzeny tak, aby vyvolaly, zatim u

opic, potiebnou virus-specifickou CTL odpovéd’ (Yasutomi, 1993). Oslabené stfevni bakterie,
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jsou dal$imi zkoumanymi vektory. Pouzivaji se na sliznici traviciho traktu s umyslem
vyvolani slizni¢ni imunitni reakce, specifické pro virové bilkoviny (Hone, 1996). OvSem tyto
studie vzbuzuji mensi zdjem, nez ostatni modely modernich typt vakcin.

DalSim typem novych modelt vakcin jsou imunogenni latky, které by mohly
napodobovaly strukturu obaloveho proteinu Env a byly schopny vyvolat protilatkovou
odpoveéd’. Je velmi narocné vytvoftit spravné slozeny oligomerni Env imunogen. Mezi prvni
kandidaty patfil imunogen, ktery byl vyroben z neporuseného produktu genu env (Earl, 2001).

Nedavné pokroky pochopeni procesu infekce HIV ukazuji, ze obaly viru prochazi
V prib¢hu virové fize do bunééné membrany, fadou stereotypnich konformacénich zmén.
Soucasné pokusy se zabyvaji vytvofenim imunogenni podjednotky, ktera by napodobovala
vSechny konformacni zmény obalu HIV. Vysledkem by mélo byt vyvolani ucinnych
protilatek, které by se vazaly na odlisné typy obali.

Zpracovani takové imunogenni vakciny proti HIV by byl dramaticky odklon od bézné
vakciny, tvofené virovou podjednotkou (Letvin, 2002). Jelikoz by se jednalo o novy smér
vyvoje vakciny, nezaméfené na podani oslabeného viru nebo rekombinanatniho vektoru, ale
na napodobeni ¢asti viru, kterd by byla schopna vyvolat tvorbu protilatek.

Prestoze konecna konfigurace ucinné vakciny proti HIV ziistdvd nejasnd, stile se
setkdvame s vétsi shodou nazori, ze budeme potiebovat vice neZ jeden typ mozné vakciny.
Proto se vyzkum nasméroval na vyvoj bimodalniho typu vakciny, zminéném vyse.

Existuje mnoho studii a pokusti pro vyvoj vakciny proti HIV, ovSem jak se zda jak
tradi¢ni modely, tak ani moderni designy vakcin, nezaznamenaly ocekdvany vystup. Vyvolani
neutralizaénich protilatek a ohlidani vstupu viru do buiky pomoci humoralniho imunitniho
systému

Zavratna Cisla nakazenych lidi HIV volaji po urgentni potifeb& nové vakciny.

4 ZAVER

Doposud se nepodafilo vyvinout ucinnou vakcinu proti HIV. OvSem nékteré typy
vakcin jsou v prvotnich klinickych studiich u¢inngjsi, nez ostatni. Napiiklad pouziti DNA
vakciny spolu s rekombinantnimi vektory jinych druht virti se zda byt vhodnym smérem pro
vyvoj vakciny. MVA patii v posledni dobé mezi nezkoumanéj§imi vektory. Ma fadu vyhod-
v lidskych buinikach se replikuje efektivné, ale neni schopna vytvofit infekéni virové ¢astice.

Klinické studie, které se provadi s MVA rekombinanty, ktefi exprimuji HIV-1 antigeny
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ukazuji velkou skdlu imunitni odpovédi na HIV. To je veliky pokrok ve vyvoji, protoze cilem
ucinné vakciny je vyvolani imunitni odpovédi na virus, ktery vstoupi do hostitele.

Pro boj s HIV nemame doposud mnoho zbrani. Dilezita je proto prevence a znalost
zpuisobu prenosu z ¢lovéka na ¢lovéka. Pro ptenos viru HIV je urcujici jeho pfitomnost v krvi
a sekretech pohlavniho Ustroji nakazenych osob. Sexualni pienos patii mezi nejéastéjsi cesty
Sifeni této infekce. Proto je duleZité pouzivani latexovych bariér pii sexudlnim styku.
Vyznamnou roli pfi $iteni infekce HIV maji také injekéni toxikomani. U této skupiny lidi se i
ptes velkou snahu stale nedaii eliminovat parenteralni prenos HIV infekce.

Vyvoj vakciny proti HIV je na vysoké urovni, nékteré vakciny se zkouSeji jiz na
lidskych dobrovolnicich. Ovsem vakcina i pfes vSechno usili védct zistava vysoko

vytyCenym cilem. Proto prevence je stale jedinou moznosti ochrany pred virem HIV.
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