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Anotation:

Programmable nucleases are specific are designed proteins which are capable to cut
deoxyribonucleic acid at specific site in genome of target organism. Programmable nucleases
are commonly used for targeting genes in model organisms and they can be used for gene
editing in human cells — gene therapy. HIV infection is serious disease and its terminal stage
AIDS is still lethal illness. Modern pharmacological therapy cans elongate active life of HIV
positive patients. Gene therapy is considered to be a possible successor of pharmacotherapy

and programmable nucleases are used in HIV gene therapy research.
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1. Programovatelné nukleazy

1.1 Uvod

Programovatelné nukleazy jsou relativné novym, ale jiz hojné vyuzivanym nastrojem
molekularni genetiky. Jejich hlavni vyhodou je vysoka specifi¢nost. Na rozdil od béznych
nukleaz jsou programovatelné nukleazy schopny stépit DNA na pfesné ureném misté, coz
vyplyva z jejich pojmenovani. Jsme schopni si urcit jakoukoli oblast genomu organismu,
vni navrhnout misto pro Stépeni a vytvofenou nukledzou dané misto editovat
dvouretézcovym zlomem, kdy je zobou fetézci DNA vystépeno nékolik nukleotida.
K editaci je mozno pouzit dva zékladni pfistupy. VéEtSinou je dvoufetézcovy zlom
bunécnymi néstroji spojen zase zpéct, ovsem s chybou, kterd spociva pravé v deleci nékolika
bazi, posunu ¢teciho ramce a tim padem tvorbou defektniho a nefunkéniho proteinu, ktery je
danym genem kdédovan. Druhou moznosti editace je homologni rekombinace. Pro
homologni rekombinaci je nutna ptfitomnost DNA homologni k useku, kde byl proveden
zlom. Tato DNA miize byt bunééného ptivodu, kdy sama buiika je schopna opravit zlom a
uvést fetézec DNA do ptivodniho stavu, vétSinou je ale DNA cilen€ dodana. Toho se vyuziva
pro vneseni rdznych proteinti, pfedev§im signalnich molekul, diky nimZ je mozno defektni
protein detekovat. Timto zpisobem je mozno vytfazovat z funkce jednotlivé proteiny,
receptory a soucasti riznych signélnich kaskad, sledovat patologické chovani bun¢k s t€émito
defekty, jakozto i reakce bunék s defektnimi receptory na jejich ligandy. Rychly rozvoj
metod molekularni genetiky zaloZenych na programovatelnych nukledzach umoznil rozvoj
vyzkumu zaméfeny na boji proti nejriznéjSim chorobam, predev§im nadorovym

onemocnénim nebo diabetu.

1.2 Zinc fingers (ZF)

DNA rozpoznavajici domény téchto nukleaz jsou zaloZeny na principu zinkovych
prstli. Termin zinkové prsty byl poprvé pouzit v souvislosti s jejich objevem. Byly poprvé
popsany u africké zaby Drapatky vodni (Xenopus laevis), kde jsou soucasti transkripcniho
faktoru IIMA (Miller et al., 1985). Tohoto objevu bylo dosaZeno na zéklad¢ biochemickych
studii komplexu transkripcniho faktoru IIIA s 5S ribosomalni RNA. Tyto domény jsou u



vys$sich mnohobunécnych zivoc¢ichl jedny z nejvice se vyskytujicich DNA vézajicich domén

a jejich vyskyt v lidském genomu zaujima dokonce 3% (Klug, 2010).
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Obr. 1: Struktura Zinc finger nukleazy.

(A) Komplex zinkového prstu navazany na DNA. Struktura zinkového prstu
s vyznacenymi postrannimi fetézci aminokyselin vazajicimi se na DNA (ve vyfezu).

(B) Komplex dimeru ZFN navazany na DNA. ZFN vazebné misto se sklada ze
dvou mist rozpozndvanych zinkovyi prsty a tzv. spacerem, 5 azZ 7 b velké misto,
kde pisobi stépici podjednotka Fokl nukledzy navazana na ZF. (Gaj et al. 2013)

Prvné objeveny typ zinkového prstu Cis2-His2 je zaroven hojné pouzZivany pro
konstrukci ZFN. Na zdkladé porovnani jiz zndmych domén metaloproteinii a sekvence
shodné ve vétSin€ jiz pozorovanych prstovych domén TF IIIA byl predpovézen model
domény ZF (Berg, 1988). Tento model byl nésledné potvrzen diky nukledrni magnetické
rezonanci (NMR) v roztoku jednotlivého ZF (Lee et al., 1989), tak i analyzou peptidu
sloZzeného ze dvou ZF domén. Tim byla potvrzena nezavislost jednotlivych domén a jejich
spojeni flexibilnimi mistky (Nakaseko et al., 1992; Neuhaus et al., 1992). Jedna se o
polypeptid o délce cca 30 aminokyselin skléddajici se ze dvou antiparalelné orientovanych
beta fetézci a jednoho alfa helixu. Tyto beta fetézce vytvari strukturu skladaného listu se
smyckou obsahujici dva cysteiny. Alfa helix obsahuje smycku s dvéma histidiny. Tyto dvé
sekundarni struktury maji zasadni vliv na vytvofeni terciarni struktury ZF, ktera je

stabilizovana atomem zinku v€lenénym mezi pary histidinu a cysteinu. Analyzou komplexu
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Zif268-DNA pomoci rentgenové krystalografie s rozliSenim 2,1 Angstrom byla urcena
struktura alfa helixu a jeho funkci pii tvorbé komplexu s DNA. Ten se vaze do velkého
zlabku dvousSroubovice DNA priméarni interakci vodikovych mistkii alfa helixu
aminokyselinami na pozicich -1, 3, 6. Tyto aminokyseliny jsou variabilni a urcuji specificitu
domény pro urcity triplet. K témto interakcim se pfidava jesté jedna sekundarni interakce:
aminokyselina na pozici 2 se vaze k opacnému vlaknu DNA. Vyskytuji se ale 1 dalsi slabsi

sekundarni interakce (Pavletich and Pabo, 1991).

Pii pouziti pfirozené se vyskytujicich domén je mozné utvofit fetézec maximalné o
tfech doménach. Pokud propodteme frekvenci vyskytu oligonukleotidu o délce 9bp (4° tj.
jeden oligonukleotid kazdych 262144 bp) a porovname ho s velikosti genomu ¢lovéka (cca
3,3.10° bp), tak jiz na prvni pohled vidime, Ze pro takto velkou ZF doménu bude v lidském
genomu existovat celd fada oligonukleotidii se stejnou sekvenci. Z tohoto diivodu bylo tifeba
vyvinout zpiisob, jakym by bylo mozné tuto doménu vytvofit. Na zéklad¢ informaci ze
struktury zinkového prstu a jejich vzdjemného propojeni linkery byl navrZen a zkonstruovan
tzv. polydaktylni ZF. Ten byl vytvofen ze dvou triplet-ZF spojenim pomoci uméle
vytvofeného linkeru v délce péti aminokyselin. Pro otestovani afinity téchto ZF k DNA bylo
vyuzito metody EMSA (electroforetic mobility shift assay). Specificita vazby byla
otestovana na HeLa bunkach, kde byl fuzni ZF spojen a aktivatorem, resp. represorem

transkripce. (Liu et al., 1997)

Pro zjednoduseni konstrukce polydaktylnich ZF bylo sestrojeno nékolik knihoven
modulu (Carrol et al., 2006; Wright et al., 2006). Prvni protokol popisuje metodu zaloZzenou
na spojovani jiz hotovych peptidi z knihovny Ccitajici na 140 ZF modulti ze Zinc Finger
Consortium modular Assembly Kit. Zato protokol Carrol et al. pouziva PCR pro vytvotreni
DNA konstruktu. Oba pfistupy jsou pouzitelné pro konstrukci umélych na miru
navrhovanych ZF, avSak tyto knihovny neobsahuji domény reprezentujici vSechny mozné
kombinace nukleotidll v cilové sekvenci. Dalsi zjednoduSeni pfislo s vytvofenim knihovny
plasmidii nesoucich moduly pro vS§echny domény vazajici GNN, CNN a ANN. Tento systém
nazvany SuperZif funguje jako stavebnice. Na kazdém modulu jsou restrikéni mista Xhol a
Xmal na 5° konci a Agel a Spel na 3° konci. To zna¢né zlepSilo moznosti syntetizovat ZF

dle potteby. Pro tuto knihovnu byly pouzity domény na zaklad¢ Sp1C TF, ktery na rozdil od



Zif268 vykazuje zvysenou stabilitu, afinitu a lepsi expresi. Samoziejmosti je téz selek¢ni

systém pomoci antibiotik (Gonzales et al., 2010).

1.3 Transcription activator like effectors (TAL effectors)

TAL effector proteiny byly poprvé objeveny u fytopatogennich bakterii rodu
Xanthomonas, které tento systém vyuzivaji pro zvySeni patogenity, proliferace a
snadnéjSimu osidleni a rozsifeni uvniti hostitelské rostliny. Klicem k jejich patogenit¢ je Hrp
IIT sekre¢ni (T3S) systém, kterym vpoustéji efektorové proteiny do bunék hostitele.
Nejhojngjsi skupinou efektorovych proteinti jsou AvrB3/PthA a pravé TAL proteiny, které
pusobi jako aktivatory transkripce v jadfe rostliny. Jejich specificita je dana do té doby
nepoznanym systémem DNA vazebnych domén (Boch et al., 2010).
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Obr. 2: Struktura TAL effector nukleazy.

(A) Vazba TAL proteinového komplexu na DNA. Struktura podjednotky TAL effector
s vyznacenymi RVD (ve vytezu).

(B) Vazba TALEN dimeru na DNA. Vazebna mista jenotlivych TALEN jsou oddélena
spacerv o délce 12 az 20 bp. (Gai et al. 2013).



TAL effector protein se skldda ze tfi hlavnich casti, N-termindlni Casti, centralni
DNA vazebné Casti a C-terminalni ¢asti. N-termindlni konec ptivodné (u TAL efektoru
Xanthomonas) obsahoval translokacni signal, ktery byl ale pro potieby vyuziti TAL efektora
k editaci DNA odstranén (Sanjana et al., 2012). Zasadni lohu v N-terminalnim konci hraje
cast, kterou se TAL efektor vaze k thyminu na vlaknu DNA. Absence této vazby by vedla ke
snizeni aktivity TAL efektoru pii pouziti jako nukledzy (TALEN) desetkrat a pii pouziti
TAL efektoru jako transkripéniho faktoru dokonce vice nez tisickrat (Lamb et al, 2013). Na
ni nasledné navazuje prostiedni ¢ast. C-terminalni konec obsahuje jaderny lokalizacni signal
(NLS), ktery je nezbytny pro transport hotového proteinu do jadra. Také obsahuje
efektorovou doménu, u Xanthomonas jde o aktivator transkripce. Pro specificitu a navazani
na DNA je podstatné prostiedni ¢ast. Ta seskladd ze série vazebnych domén. Tyto domény
maji délku 34 aminokyselin a jejich sekvence je vysoce konzervovana. Pouze na pozicich 12
a 13 lezi tzv. RVD (repeat-variable diresidues) oblast, kterd je vysoce polymorfni a na
zaklad¢é svého obsazeni AMK urcuje specifickou afinitu k nukleotidim. Jde o zcela novy
systém, kde jedna domén véaze jeden nukleotid (Cermak et al., 2011). Bylo identifikovano
pfes 20 RVD oblasti, ale nejpouzivanéjsi jsou HD, NG, NI a NN se specificitou pro C, T, A
a G nebo A (Mak et al., 2012). Tato specificita ale neni jasn¢ definovana pouze pro jeden

dany nukleotid, ale s riizné¢ vysokou pravdépodobnosti pro nékolik nukleotida (Obr. 3.)
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Obr. 3: Preference RVD k nukleotidim.

Nad osou se nachazi primarné preferované nukleotidy, pod osou jsou vyjadieny minoritni
interakce. (Miller et al. 2011)

vvvvvv

usekli DNA s ovéfenou sekvenci jak pro jednotlivé TAL domény, tak pro dvojice 1 trojice

domén (Christian et al., 2010). Poté byla vyvinuta metoda, ktera nebyla zavisla na drahé



komeréni syntéze nebo na metodach spojenych s PCR, kde mlze dochazet k mutacnim
chybam. Tato metoda syntéz DNA konstruktu pro TALEN probihéd systémem Golden Gate
klonovani, ktery napadné pfipomina puzzle. Vyuziva sady uméle vytvofenych plasmidi,
které nesou tisek DNA kodujici jednu TAL doménu s konkrétnim slozenim v oblasti RVD.
Plasmidy nesou tetracyklinovy selekéni systém a restrikéni mista Bsal tésné sousedici
s klonovanymi useky. Bsal enzym S$tépi vedle rozpoznavaci sekvence s 5° ptresahem.
Klonované tuseky nesou na svych koncich specifické cCtyibazové sekvence, které po
rozStépeni vytvoii pravé zminéné presahy. Tyto sekvence jsou specifické podle poradi
daného useku v konstruktu. To znamend, Zze prvni usek je kompatibilni s druhym, druhy
s tietim atd. Pro kazdou pozici existuji plasmidy se vSemi ¢tyfmi moznostmi RVD a na
zakladé¢ sekvence, pro kterou je konstruovan TAL, vybereme dany set plasmidii. Diky tomu
lze poskladat deset Useki za sebe v jedné reakci, ve které jsou vSechny nami zvolené
plasmidy, plasmid pro inserci konstruktu, restrikéni enzym Bsal, tak i ligdza. Jelikoz Bsal
ma rozpoznavaci sekvenci vné plasmidu, v konstruktu toto misto neni. Plasmidy pro inserci
konstruktu jsou také soucasti sady. Jejich lepivé konce jsou také specifické a to podle délky
vloZeného konstruktu. pFUS A je kompatibilni s 1. a s 10. RVD usekem, pFUS B1-10 pro
11. az 20. RVD tsek jsou kompatibilni podle délky vytvaieného TAL konstruktu. Pro delsi
konstruty jsou urceny plasmidy pFUS A30A a pFUS A30B. Posledni TAL doména je
koédovana samostatnym plasmidem pLR (Last repeat). Tyto plasmidy obsahuji podobny
restrikéni systém, jen senzymem Esp3l. Nasledné se vSechny dil¢i ¢asti spoji v dalsi
jednotné reakci do nosné¢ho vektoru obsahujici uz NLS 1 ptipadnou efektorovou doménu, u

TALEN FokI nukledzu (Cermak et al., 2011).

TAL effector nukledzy spolecné se ZF nukleazami vyuzivaji restrikéni podjednotku
FokI nukledzy, ktera je schopna §tépit pouze jedno vldkno. Pro rozstépeni obou vlaken je
nutnd dimerizace dvou podjednotek, tudiz i dvou konstrukti. CRISPR technologie pracuje

na odlisném principu.

1.4 CRISPR/Cas systém

Bakterie a archea jsou Casto vystaveny infek¢nimu tlaku bakteriofagii a dalSich
elementl. Ty se mohou §ifit tzv. horizontadlnim genovym transferem (HGT),

zprostfedkovany transdukci, transformaci nebo konjugaci mobilnich elementt jako napf.
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plasmidi. HGT mtize hrat vyznamnou ulohu pro adaptaci diky pfenosu genii pro rezistenci
na antibiotika, virulentni faktory nebo pro degradaci toxickych latek. Diky tomuto tlaku si
prokaryota v prub¢hu evoluce vyvinula fadu obrannych mechanismu. Tyto mechanismy
zahrnuji mutace nebo maskovani povrchovych receptort, restrikéné-modifikacni systémy a
nebo CRISPR (clustered regularly interspaced short palindromic repeats) systém. CRISPR
systém by se dal nazvat systémem adaptivni imunity a jeho geny byly objeveny u témet 50%

bakterii a u 85% archea.

CRISPR pouziva malé proteiny nekodujici sekvence RNA pro obranu proti cizi DNA
ve spojeni s CRISPR associated (Cas) proteiny. Mechanizmus G¢inku CRISPR systému lze
rozd¢lit do tii f4zi. Pro prvni fazi je typicka integrace fragmenti cizich genetickych elementt
(spacer) do repetitivni oblasti v genomu bakterie, CRISPR oblasti. V druhé fazi dochazi
k transkripci a vytvoreni malé RNA molekuly pomoci Cas proteinti. Tieti zavérecna faze pak
pomoci RNA a Cas proteinového komplexu zacili cizorodou DNA a dojde k jeji degradaci.

I pfes zna¢né shody v mechanismu G¢inku existuji rozdily mezi tfemi hlavnimi CRISPR/Cas

systémy. Ty jsou charakterizovany pfedevsim podle zastoupeni Cas proteint.

CRISPR oblasti se skladaji z repetic, spacert a leader sekvence (Obr. 4). Repetice
se stfidaji se spacery a jsou mezi sebou shodné, co se tyce délky a sekvence. Jsou 23 bp az
47bp dlouhé a casto obsahuji palindromické nebo invertované sekvence. Naproti tomu
spacery jsou v genomu unikétni a z hlediska sekvence vykazuji podobnost
s extrachromosomani DNA. Sekvence v cizi DNA, ke které vykazuji spacery shodu a ze
které byly vytvofeny, se nazyvaji protospacery. Avsak je zajimavé, Zze u nékterych CRISPR
systémi byly nalezeny spacery se shodou k vlastnimu genomu organismu. Tteti
komponentou CRISPR oblasti je leader sekvence, kterd se nachdzi jesté pied prvni repetici.
Jde o AT bohatou sekvenci o délce 200 — 500 bp a obsahuje promotor nezbytny k transkripci

oblasti. Také je dilezita pro ziskavani novych spacert.

V tésné blizkosti k CRISPR sekvenci jsou 1 geny pro Cas proteiny. Ty tvoii celou
kaskadu, ktera je zodpoveédna za ziskdvani a inkorporaci novych spacerti, zacileni a zni¢eni
cizich genetickych elementi. Na jejich zaklad€ jsou CRISPR systémy déleny na I, IT a III
typy a tyto hlavni typy jsou rozdéleny jesté do podtypli. Byvaji rozliSovany dvé zdkladni
skupiny. Prvni skupina obsahuje jaderné Cas proteiny, které byly nalezeny napii¢ CRISPR
typy. Casl a Cas2 se nachazeji v operonech vSech tii typti, pficemz Casl je povazovana za
univerzalni marker CRISPR systému. Cas3, Cas9 a Cas10 jsou specifické pro kazdy typ.
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Druha skupina zahrnuje proteiny kodované genovymi klastry specialné pro dany podtyp.
Tyto podtypu specifické proteiny tvoti komplex zapojeny v zacileni a interferenci s cilovou
DNA. Ve vysledku Cas klastr pro kazdy podtyp CRISPR systému obsahuje geny pro Casl a

Cas2, specifické geny Cas ur€ujici typ systému a celou sadu pro dany podtyp.
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Obr. 4: Tvorba a piisobeni CRISPR/Cas v jednotlivych systémech.
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(A) Transkripce CRISPR oblasti do pre-crRNA.
(B) Tvorba zralé crRNA.
(C) Vazba na cilovou sekvenci a §tépeni. (Richter et al. 2012).



U CRISPR typu I je ctDNA transkript kazdého repetitivniho useku slozen do
smycky, na kterou se nasledné vaze endoribonukledza. U systému typu I je endoribonukleaza
tvotena skupinou Cas6 proteinti (Obr. 4). Po vytvofeni pre-crDNA je nastépena na jednotlivé
crDNA ve specifické sekvenci tak, ze spaceru piedchazi na 5° konci kratky tsek repetice a
za spacerem nasleduje smycka tvofena repetitivnim tsekem nésledujicim. crDNA se spolu
s endoribonukledzou sklad4 v jadro pro tvorbu Cascade (CRISPR-associated complex for
antiviral defense). Cascade je ribonukleoprotein slozeny z crDNA a podtypu specifickych
Cas proteint. Cascade se s crRNA specificky vaze na negativné superspiralizovanou DNA.
Tyto negativni otaCky svoji energii napomahaji k vytvoteni smycky. PAM (Protospacer
Adjacent Motif) sekvence je 7bp velka a nachazi se v cilové sekvenci v pozici odpovidajici
5¢ konci nasedajici crRNA, Je nezbytnd pro spravné navazani Cas. Pro typ I je
charakteristicky protein Cas3, ktery ma ATP dependentni helikdzovou aktivitu a také je
schopny $tépit ssDNA. U CRISPR typu II dochazi ke vzniku tzv. tractRNA — trans encoded
RNA, kterd je komplementarni k crRNA. tractrRNA je nezbytnad pro vznik crRNA z pre-
crRNA (Obr. 4). Obsahuje 25bp dlouhy tusek, ktery je pifesné¢ komplementdrni k repeticim
v pre-ctRNA systému II. Pro vznik crRNA je nepostradatelny komplex proteinli Cas9 a
RNazy III. Cas9 také spolecné s tracrRNA:crRNA hybridem rozpoznava a §tépi cilovou
sekvenci dvoufetézcovymi zlomy. Stépici misto se nachazi 3bp od PAM sekvence. CRISPR
systém III je co se tyCe exprese Castetn€ podobny systému I (Obr. 4). Jeho rozdilnost tkvi
pfedevSim v endoribonukledze Cas6 a jeji vazbé na RNA. NevéazZe se jako u systému I na
smycku, ale na prvni baze repetitivniho tseku a nasledné¢ umozituje vznik crRNA. Vazebné
misto Cas6 je v 2-8 bp velké oblasti a $té€pi 8bp od 5¢ konce. Ale tato RNA neni findlni
produkt pouzity pro interferenci s NK. Cas6 ale na rozdil od endoribonukledzy I pouze
pfesunuje crRNA ke komplexu CMR (proteiny Cmr1-6), ktery uz miiZe zacilit na nukleovou
kyselinu. Systém III ma dva podtypy, které se od sebe mirné lisi, III-A cili na RNA, III-B na
DNA. (Richter et al. 2012)

Pro cilenou mutagenezi bylo vyuzito CRISPR systému II, kdy je gen pro Cas9
nukledzu vnesen vektorem do cilové bunky, kde je exprimovan. Mize se tak pouzit linie
bun¢k, ktera uz ma stabilni expresi nukleazy. Poté se zdruhého vektoru transkribuje
chimerickd RNA tzv. guide RNA - gRNA, ktera nasedd na zvolené misto a Cas9 nukleaza
Stépi vldkno DNA. gRNA odpovida tracr:cr RNA duplexu v CRISPR systému II. Pro vektor



se pouzije uméle nasyntetizovany usek DNA odpovidajici cilové sekvenci. Ta musi

samoziejm¢ obsahovat PAM sekvenci.

2. HIV

2.1 UVOD

Virus lidské imunitni nedostate¢nosti HIV-1 (Human Immunodeficiency virus) je
obaleny RNA virus z rodu Lentivirus z ¢eledi Retroviridae, coz jsou viry, které maji ve své
vybavé enzymaticky aparat ur€eny k tomu, aby svou RNA piepsali do dvouvlaknové DNA a
tu vélenili do genomu hostitele. Dle Baltimorovy klasifikace je fazen do tfidy VI Lentivirus,
jak vyplyva zjeho ndzvu (z latinského lente — pomalu, zdlouha, zvolna), zapfticinuje
onemocnéni s riznou, ale vzdy velice dlouhou inkubaéni dobou, kterd miize byt i deset let,

MV

genomu hostitele.

2.2 Virus HIV-2

Virus HIV-2 mé vétSinu imunologickych vlastnosti velice podobnych viru HIV-1, ale
geneticky se lisi. Je homologni pouze z 40% az 60%. Virus HIV-2 ma niZ§i afinitu k CD4
molekule a virova zatéz bunky je také niz8i. Byly zaznamenany ptipady nakazZeni viry HIV-1
1 HIV-2 soucasné. Vzhledem k specifickému vyskytu predev§im v zapadni Africe je jeho
epidemiologicky vyznam maly a mimo tuto oblast se vyskytuje jen sporadicky. Proto se
budu zabyvat pouze virem HIV-1, ktery bude zjednoduSené¢ oznacovéan pouze jako virus

HIV.
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2.3 Genom HIV

Genom viru HIV (9181 bp) se skladd ze dvou identickych fetézci RNA a je
charakteristicky pfitomnosti deviti genti. Ti1 geny jsou strukturni, Sest jich je regulacnich a
pomocnych. Mezi strukturni geny fadime geny gag, pol a env. Tyto strukturni geny jsou
spole¢né pro vSechny retroviry. Do regulacnich genil fadime geny tat a rev. Dal§imi geny
jsou geny vedlejsi, vif, vpr, vpu a nef. Na obou koncich virové RNA jsou LTR sekvence

(Long terminal repeats) které¢ se podileji na replikaci HIV viru (Obr. 5).

gag B

B o o[
B [
vpu

Obr. 5: Organizace genomu viru HIV-1. (Heguy 1997)

LTR

2.4 Replikace Viru HIV

Replikace neboli mnozeni viru probihd ve dvou fazich. V prvni ¢asné fazi se virus navaze na
CD4 molekulu na povrchu buiikky a na pomocny receptor CCR5 nebo CXCR4. Virus se
zbavi kapsidy a dochdzi k piepisu RNA na DNA pomoci reverzni transkriptdzy. Pomoci
virovych integraz je tato DNA zaclenéna do genomu hostitele jako provirus. Tam se udrzuje
v latentni podob¢ az do okamziku aktivace. Diivodem k aktivaci jsou imunitni podnéty. Po
aktivaci dochdzi k druhé pozdni f4zi mnozeni viru. Dochézi k pfepisu provirové DNA do
RNA a nasledné translaci do polyproteinu. Néasledn€ upravené proteiny jsou Stépeny a tvoii

se nové virové ¢astice. Builka pii uvolnovani novych viriona praska. (Krejsek et al. 2004).
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2.5 Proteiny kodované geny HIV

2.5.1 Strukturni proteiny

Gag gen koduje 55 kD velky prekurzorovy protein p55, ktery je exprimovan
z nesestithané virové mRNA. V prubéhu translace je jeho N konec myristylovan, coz
(Bryant et al. 1990). Takto upraveny protein spolecné s dvéma kopiemi genomové RNA,
ostatnimi virovymi i bunéénymi proteiny spousti tvorbu a puceni novych virovych ¢astic na
povrchu hostitelské buiiky. Tésn€ po vypuceni virové Castice je p55 v prubéhu zrani viru
Stépen pomoci virem koédované (pol gen) protedzy na mensi proteiny oznacené jako MA
(matrix, také oznac¢ovan jako p17), CA (capsid, p24), NC (nucleocapsid, p9) a p6 (Gottlinger
et al. 1989).

MA peptid je odvozeny od myristylovaného N konce proteinu p55. VétSina MA
molekul zlstava pfichycend k vnitini vrstvé virové membrany, kde stabilizuje virovou
&astici. Cast MA proteinti se nachazi i v ostatnich hlubsich vrstvach virionu, kde je souéasti
komplexu pro transport virové DNA do bunééného jadra (Gallay et al. 1995). MA molekuly
zprostiedkovavaji transport virového genomu do jadra diky signalni sekvenci na MA, ktera
je rozpoznavana systémem jaderné¢ho transportu hostitelské buiiky, kde je posléze genom
viru v podobé DNA jako provirus zaclenéna do genomu hostitele. Diky tomu HIV napada

ned¢lici se buriky, coz je vlastnost specifickd pravé pro retroviry (Lewis et al. 1992).

CA protein (p24) je stavebni protein virové kapsidy. Na protein p24 se specificky
vaze cyclofilin A, coZz vede k jeho spoluzaclenéni do vznikajicitho viru. Interakce CA

s Cyclofilinem A je terapeuticky inhibovana cyclosporinem A (Franke et al. 1996).

NC cast (p9) gag polyproteinu se specificky vaze a rozpoznava signal pro zabaleni
virové ¢astice (Harrison et al. 1992). Tento signal je velice konzervovana oblast RNA, ktera
ma podobu ctyf smycek, nachazi se v blizkosti 5 konce virové RNA a zprostiedkovava
spravné zaclenéni a zabaleni RNA do virionu HIV. NC s touto oblasti RNA interaguje
pomoci dvou domén zinkovych prsti. NC také usnadiiuje prubéh reverzni transkripce

(Lapadat-Tapolsky et al. 1993)
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Oblast p6 na polypeptidu gag zprostfedkuje interakci mezi gag polypeptidem a
pomocnym proteinem Vpr, diky ¢emuz je Vpr nésledné¢ vclenén do vznikajiciho virionu
Paxton et al. 1993). Oblast p6 také obsahuje doménu zodpovédnou za spravné uvolnéni

pucicich virionii z infikované burky.

Virové enzymy proteaza (Pro), integraza (IN), RNaza H a reverzni transkriptaza (RT)
jsou vzdy exprimovany spolecné v Gag-Pol fiznim proteinu. Gag-Pol prekurzor (p160) je
vytvaren pii posunu ¢teciho ramce ribosomu, zptsobeny specifickou cis regulacni oblasti,
sekvenci Sesti nukleotidii s nésledujici kratkou smyckou v koneéném useku genu gag.
Jakmile ribosom dosahne této oblasti, tak se s frekvenci asi 5% posune Eteci ramec o jeden
nukleotid zpét a bez preruSeni vznikajiciho polypeptidu navaze kontinudlné translaci Pol
proteinu. Tato frekvence posunu cteciho ramce vysvétluje, pro¢ infikované bunice vznikaji
polypeptid Gag a fuzni protein Gag-Pol v poméru ptiblizn€ 20:1 (Jacks et al. 1988, Parkin et
al. 1992).

V pribéhu zrani viru je od tohoto fuzniho proteinu virovou proteazou odstépen
protein Pol, ktery je nasledné rozstépen na ¢asti: protedzu (p10), RT (p50), RNazu H (p15) a
integrazu (p31). Tyto casti ale nejsou na 100% aktivni, naptiklad ptiblizné¢ polovina RT je

stale spojena s RNazou H v jeden polypeptid (p65).

HIV proteaza funguje jako aspartylprotedza a plisobi ve form& dimeru (Ashorn et al.
1990). Jak bylo jiz popsano v piedchazejici ¢asti, je nezbytna pro $té€peni polypeptidi ve
zrajici virové Castici. Na zaklad€ popsané trojrozmérné struktury tohoto dimeru byly a jsou
vyvijeny preparaty, které cili pravé na tuto protedzu, inhibuji ji a vyvoj téchto 1éCiv zasadné

ovlivnil 1é¢bu HIV pozitivnich pacientil (a pacientl s jiZ rozvinutym syndromem AIDS)

Reverzni transkriptiza HIV ma RNA dependentni a DNA dependentni
polymerdzovou aktivitu. V procesu reverzni transkripce polymeraza vytvati dvoutetézcovou
DNA kopii ptivodni virové RNA. RNé4za H postupné odstépuje RNA templat ze vzniklého
heterodimeru RNA-DNA tak, jak postupuje syntéza druhého vldkna DNA. Virovda DNA
muZe byt upln€ vytvoiena za 6 hodin po vstupu virionu do buiiky, ale DNA samotnd mize
zustat nezaClenéna do genomu 1 déle. Pro tvorbu je tieba né€kolik cis element, napt. TAR
element, mala struktura tvoifend smyckou na 5° konci RNA, kterd vaze Tat protein a je

dilezita pro zahajeni reverzni transkripce (Zack et al. 1990, Harrich et al. 1996).
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Integraza je enzym zprostfedkovavajici v€lenéni provirové DNA do genomu
infikované bunky. Tento proces je umoznén troji funkénosti enzymu. Prvni exonukledzova
aktivita odstrani dva nukleotidy zobou stran ze 3° konci provirové DNA. Druha
endonukledzova aktivita vytvoii dvoufetézcovy zlom v DNA bunky a ligdzova aktivita

nasledné vytvoii vazbu mezi provirovou a bunécnou DNA (Bushman et al. 1990)

Env glykoprotein (gpl60) je syntetizovan ze sestithané mRNA do
endoplazmatického retikula. Poté je presunut do Golgiho aparatu, kde projde N-glykosylaci.
Pfi ni jsou na postranni fetézce asparaginu navazany sacharidové fetézec slozené z 25 az 30
jednotek (Capon et al. 1991). Poté bunécna protedza rozstépi glykosylovany protein na dvé
podjednotky gp120 a gp41. Interakce mezi povrchem viru HIV a bunéénymi CD4 receptory
je umoznéna praveé diky struktuie gp120 (Landau et al. 1988). Podjednotka gp120 obsahuje
devét specificky umisténych a vysoce konzervovanych disulfidickych mistkli a pét
hypervariabilnich oblasti znacenych V1 az V5. Zvlasté oblast nazyvana V3 smycka je
nesmirné dilezitd pro interakci s buitkou. V3 smycka se sice nevaze piimo na CD4 receptor,
ale je urcujici pro tzv. preferencni tropismus HIV viru pro T lymfoidni linii, nebo pro
primarni makrofagy (Kwong et al. 1998). Specifické sekvence V3 smycky interaguji s HIV
receptory CXCR4 a CCRS patfici do skupiny chemokinovych receptort, ¢imz je prave
zajisténa citlivost HIV viru — preferen¢ni tropismus. V3 smycka je tudiz vérnym cilem pro

specifické neutraliza¢ni protilatky, které blokuji infektivitu HIV viru.

2.5.2 Regulacni proteiny

Tat je transkrip¢ni transaktivator nezbytny pro mnoZeni viru a vyskytuje se ve dvou
formach o délce 72 a 101 aminokyselin (Ruben et al. 1989). 72 AMK forma vznikd z mRNA
o Uplném sestiihu, zatimco druhd forma po sestfihu netplném. Obé formy se nachazeji
v jadre i1 jadérku infikovanych bunék a ob¢€ funguji jako aktivatory. Tat je RNA dependentni
na rozdil od béZnych transkripénich aktivatort, které se vazi na DNA. Tat se vaZze na kratkou
strukturu tvaru smycky, kterd se vytvoii na 5¢ konci pravé vznikajici virové RNA a nazyva
se transactivation response element (TAR) (Roy et al. 1990). Nejde tedy o klasicky aktivator
transkripce, ale je nezbytny pro zdarny pribéh transkripce celého tiseku provirové DNA. Bez
pfitomnosti Tat aktivatoru by vznikaly jen kratké useky RNA o délce piiblizn¢ 100 bp.
Spravného prabeéhu celé transkripce je dosazeno diky Cyklin dependentni kinaze 9 (CDK9),
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serinové kindze, kterd fosforyluje karboxytermindlni doménu RNA polymerazy II a ktera je
soucasti komplexu pfimo navazaného na Tat aktivator. Dalsi nezbytnou soucésti komplexu
je cyklin T, ktery v komplexu umoznuje rozpoznani TAR smycky (Southgate et al. 1991,
Tiley et al. 1992).

Rev je 13 kDa velky protein, specificky se vazajici na RNA (Zapp et al. 1989). Je
kédovan dvéma exony, je vytvaren z kompletné sestifthané mRNA a umoziuje prechod
z ¢asné do pozdni faze genové exprese HIV (Kim et al. 1989). Vyskytuje se vyhradné v jadre
a jadérku infikovanych bunék. Rev se vaze do oblasti sekundarni struktury RNA zvané Rev
response element (RRE). Jde o 240 bp dlouhou oblast RNA s n¢kolika smyckami
nachdzejici se ve druhém intronu HIV (Malim et al. 1989). Rev se navazuje konkrétné na
misto zvané Rev high affinity binding site, které ma podobu bubliny na konci dvouvlaknité

smycky ¢islo dvé, kde dochazi k nekomplementarnimu sparovani bazi.

Navazani Rev na RRE umoziuje export nesestiihané nebo jen cCaste¢né sestiihané
virové mRNA. Retézce mRNA obvykle opousti bundéné jadro az o kompletnim sestiihu.
Exprese proteinu Rev je regulovan zpétnovazebné. Pokud by doslo ke zvySené expresi Rev,
nasledoval by zvySeny export nesestiihané RNA z jadra a tim padem by nastal nedostatek

RNA pro kompletni sestfih (Felber et al. 1990).

2.5.3 Pomocné proteiny

Nef je 27 kDa velky myristylovany protein kddovany jednim exonem, ktery zasahuje
¢aste¢né 1 do oblasti 3° LTR. Je to ¢asny protein, ktery je jako prvni ze vSech HIV proteinti
detekovatelny v infikovanych bunikach (Kim et al. 1989). Ma hned nékolik funkci, jako
napiiklad sniZzuje mnozstvi CD4 receptori na infikovanych butikach, naruSuje aktivaci T
lymfocytt a zvySuje infektivitu HIV. Nef post-translaéné snizuje pocet CD4 receptort tim,
ze zvySuje endocytozu a lysosomalni degradaci receptort. Klicovou oblasti pro pisobeni Nef
na receptor CD4 je cytoplasmaticka cast a oblast repetice leucinli v proximalni Casti
transmembranové sekvence CD4 (Aiken et al. 1994). Byla také prokazana souvislost mezi
mnozstvim CD4 na povrchu bun¢k a produkci novych virionl a to tak, ze zvySené mnozstvi
CD4 zabraniuje inkorporaci glykoproteinu Env do membrany a brani puceni novych ¢astic

(Ross et al. 1999). Nef ma také vliv na sniZzeni poctu antigent MHC I na bunécném povrchu,
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¢imz se snizi 1 efektivita odstranovani nakazenych bun¢k pomoci cytotoxickych T lymfocytt

(Schwartz et al. 1996).

Studie provedené na Jurkat T bunécné linii ukazaly vliv Nef proteinu na snizeni
exprese transkripéniho faktoru NF-kappa B a interleukinu IL-2 (Luria et al. 1991). Naopak
vysledky z transgennich mysi pro Nef ukézaly, Zze Nef protein zvySuje signalizaci T
receptoru (Skowronski et al. 1993). Pokusy s chimérickymi proteiny CD8 — Nef na Jurkat
bunéénych liniich prokazaly jak pozitivni, tak negativni vliv na bunéfnou signalizaci
v zéavislosti na lokalizaci chimérickych molekul v buiice. Pokud byly chimérické proteiny
pfitomny vyhradné v cytoplasmé, tak blokovaly signalizaci T bunéénym receptorem. Pokud
byl ale ve zvySené mife pfitomen na povrchu bunék, tak dochazelo ve zvySené mife
k apoptdze (Baur et al. 1994). HIV viriony, které by vznikly bez proteinu Nef, by mély asi
desetkrat mensi infektivitu nez pii pfitomnosti proteinu ve vznikajicim virionu, jak je to

bézné (Miller et al. 1994).

Protein Vpr se nachdzi uvnitt virionl a jeho inkorporace je umoznéna specifickou
interakci s oblasti na C — konci polypeptidu p55 (Gag), kterd odpovida proteinu p6 (Zac et al.
1990). Vpr umoznuje viru HIV infikovat pravé nedélici se builky. Vpr je soucasti
preintegratniho komplexu a diky Vpr se tento komplex dostava jadernym pérem do jadra,

kde pak dochézi i integraci cDNA (Vodicka et al. 1998).

Vpu je integralni membranovy fosfoprotein a je kodovan z mRNA genu, ktery koduje
1 Env. U HIV infikovanych buné¢k tvoii komplex mezi CD4 receptorem a virovym obalovym
proteinem v endoplasmatickém retikulu a zlepSuje uvoliiovani virionl z buniky (Willey et al.

1992).

Protein Vif je nezbytny pro replikaci viru HIV v perifernich lymfocytech a
makrofazich (Strebel et al. 1987).

2.6 Stavba virionu HIV

Virion HIV je kulatého tvaru a priméru 100 nm. Na povrchu se nachdzi membrana
bohat4d na lipoproteiny. V této membrané jsou ukotveny heterodimerické glykoproteinové

v

komplexy. Jejich vnéjsi jednotka se sklada z trimerického komplexu glykoproteinu gp120 a
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transmembranova jednotka také z trimerického komplexu, ale tentokrat glykoproteinu gp41.
Glykoproteiny gpl20 a gp4l jsou navzajem spojeny nekovalentné, tudiz se povrchovy
gp120 mize spontann¢ uvolnit a miize byt detekovan v séru nebo v lymfatickych tkénich
HIV pozitivniho pacienta. Behem procesu tvorby novych virionl v hostitelské buiice miize
vznikajici virova c¢astice do svého membranového obalu inkorporovat rizné proteiny
z membrany hostitelské buiiky, jakymi jsou napftiklad proteiny HLA antigenniho systému I a
IT nebo adhezni proteiny jako ICAM 1. (Fanales-Belasio et al. 2010) Virion se sklada
z kapsidy tvofené dfefiovym proteinem p24, uvnitf kapsidy jsou dva fetézce RNA
asociované s NC proteinem p9. Mezi dfeilové proteiny fadime i MA pl7. Piitomny jsou téz

virové enzymy a pomocn¢ proteiny.

Surface envelope protein
(gp120, SU)

: ’ Transmembrane envelope protein
Capsid (024, CA) ) "9 (gpa1, T™)

e

(p66/p51, RT)

Vif, Vipr, Nef and p7 - Proteasa (p11, PR)

Obr. 6: Struktura zralého virionu HIV. (upraveno Robinson 2002).
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2.7 Antiretrovirova farmakoterapie

2.7.1 Uvod a historie Farmakoterapie HIV

Nastup antiretrovirovych preparati do klinického vyuziti v druhé poloving
osmdesatych let 20. stoleti znamenal obrovsky zlom v dosavadnim zivoté HIV pozitivnich
pacienti. Do t¢ doby vétSina nakazenych umirala na oportunni infekce v kratké dobé
nekolika malo let od prvotni infekce HIV. Tento zlom nastal vroce 1987, kdy doslo
k rychlému ukonceni klinickych test, a do praxe bylo zavedeno prvni antiretrovirotikum
zidovudin, nukleosidovy inhibitor reverzni transkriptazy (NRTI). Ale jelikoz to byl prvni a
doposud jediny preparat, tak v zacatcich vykazoval pomérn€ dost nezadoucich ucinki,
samostatné pouZzity do monoterapie nevykazoval takovy terapeuticky efekt a nemocnych
stale pribyvalo. Zidovudin byl ale ve velkém méftitku vyuzit v roce 1994 k preventivnimu
programu u gravidnich HIV infikovanych Zen ve vSech zemich s vyspélou zdravotni péci.
Bylo totiZ zjiSténo sniZeni frekvence pfenosu HIV z matky na plod z 25,5% na necelych 8%
pfi soustavném podéavani zidovudinu. Zidovudin je dnes stale registrovany a to v kombinaci
s lamivudinem, téz antiretrovirotikem ze skupiny NRTI. Tyto uspéchy jeste¢ vice urychlily
vyzkum replika¢niho cyklu HIV a pribehu infekce. Na to pfimo navéazal zajem o vyvoj
novych antiretrovirotik. Téch bylo hned nékolik, naptiklad didanosin (uveden 1991), hned
rok po ném zalcitabin, nasledujici roky stavudin (1994) nebo jiz zminény lamivudin (1995).
Celych 8 let byly k dispozici pouze inhibitory RT, nez se v roce 1995 objevil prvni inhibitor
virovych proteaz saquinavir. Tim byl poloZen zakladni kdmen moderni terapie, jelikoz
probihajici vyzkumy prokazaly, Ze kombinace UuCinnych latek zrGznych skupin
antiretrovirotik vyrazné zvySuje uc¢innost terapie neZz pii pouziti jednoho preparatu. Také
bylo zjiSténo, Ze GspéSnost terapie 1ze velmi dobie sledovat pomoci mnozstvi virové RNA
v krvi (RNA viral load) Touto moderni terapii se o rok pozdéji stala HAART terapie (High
active antiretroviral therapy), kterd je dodnes terapeutickym zékladem HIV infikovanych.
HAART je trojkombinac¢ni terapie, vétSinou systémem 2+1, kdy dvé ucinné latky jsou ze
stejné skupiny antiretrovirotik a tfeti patii do jiné skupiny. Ve vaZznych ptipadech selhani
trojkombinacni terapie, vzniku rezistence na soucasnou terapii nebo polyrezistence muze byt
pouzit MEGAHAART reZzim, kombinace vice neZ tii preparatl. V soucasné dobé se ale

misto HAART vyuziva oznaceni cART (Combinative antiretroviral therapy).
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Antiretrovirotika Ize podle mista jejich ucinku rozdélit do nékolika skupin. Jsou to
nukleotidové a nukleosidové inhibitory reverzni transkriptazy (NRTI), dale nenukleosidové
inhibitory RT (nNRTI), protedzové inhibitory (PI), inhibitory fuze (FI) a inhibitory vstupu
(EI).

2.7.2 Nukleotidové a nukleosidové inhibitory RT

NRTI jsou vyznamnou soucasti vétSiny terapeutickych rezimt. Po prvnim uvedeném
zidovudinu a dal3ich zastupcich NRTI byl americkym Ufadem pro kontrolu potravin a 1é¢iv
(FDA) v roce 2001 schvalen pro klinické pouziti nukleotidovy inhibitor RT tenofovir, zndmy
pod obchodnim nazvem Viread. Byl objeven vyznamnym a svétové uzndvanym
biochemikem prof. Antoninem Holym a stal se jednim z nejvyuzivanéjSich a nejucinnéjsich
preparati nejen proti HIV, ale je téZ schvalen pro 1écbu chronické hepatitidy typu B. Hned o
dva roky pozd¢ji FDA schvaluje dalsi Iék emtricitabin, také objeveny skupinou védct kolem
prof. Holého. NRTI pfimo zasahuji do reverzni transkripce a zastavuji jeji prib&h, mohou
pusobit kompetitivn€, navzdjem se ¢asto kombinuji. Byla ale prokazana vysoka mira vzniku
zktizené rezistence, tudiz nebyvéa doporucovana kombinace vice jak 3 NRTI. Diky rendlni
exkreci nemaji tak Casté interakce s jinymi léCivy, kterd jsou cCasto eliminovéna jaterni
cestou. Castymi nezadoucimi G¢inky NRTI je anémie, hepatotoxicita a nefrotoxicita,
laktatova acidéza a steatdza, gastrointestindlni obtiZe, pankreatitida, exantémy a mohou se
casem objevit i vyznamné metabolické zmény. Ve stadiu klinického testovani je nékolik

dal$ich latek, které jevi prokazatelny Gcinek i proti viru hepatitidy B (HBV).

2.7.3 Nenukleosidové inhibitory RT

nNRTI se vazi k RT v blizkosti nukleosidu, tudiz maji odlisSny zplsob ucinku nez
NRTI. To umoziuje jejich pouziti v kombinaci a sniZzuje pravdépodobnost vzniku rezistence.
Kombinace s NRTI zajistuje velkou supresi RT a proto je vyuzivdna jako 1€k prvni volby u
dosud nelécenych HIV pacientti. Jejich eliminace probihd jaterni cestou, proto je na misté
opatrnost pfi kombinaci s jinymi léky. Nezadouci G¢inky jsou podobné jako u NRTI: Casté

exantémy, hepatopatie, psychické poruchy a pii dlouhodobéj§im uZivani zasahuji do
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metabolismu pacienta. Nadéjnymi léky jsou nNRTI druhé generace, které maji dobrou

ucinnost proti rezistentnim variantdm viru a jsou zafazeny do kategorie zdchrannych 1é¢iv.

2.7.4 Inhibitory proteaz

PI blokuji §tépeni proteinovych prekurzort a tim i kompletaci a zrani virové Céstice.
Ta se tak stava neinfekéni. Jejich nasazeni do praxe v roce 1996 (Ritonavir) zaznamenalo
vyrazné zpomaleni rozvoje pozdnich fazi HIV onemocnéni a prodlouzilo aktivni Zivot
nakazenych. Nékteré PI jsou zatfazovany i1 do linie 1€ka prvni volby. Nevyhodou je jejich
vyznamna interakce s jinymi Iéky eliminovanymi jaterni cestou (pies 3A4 isoformu CYP
450). Z vedlejsich ucinkl jsou c¢asté prijmy, exantém, nevolnosti a bolesti hlavy, poruchy
ledvin, hepatopatie, s ni souvisejici hyperbilirubinémie a poruchy metabolismu lipidi, které
mohou zapfi€init i vaznéjsi kardiovaskuldrni zmény. Proteazové inhibitory druhé generace
jsou v kombinacich s ritonavirem doporuceny pro 1écbu pacienti s multirezistenci k PI prvni
generace, ale nejsou doporuceny u pacientt s pridruzenou hepatitidou. Nezaddoucimi ucinky
PI II. Generace jsou i tak stale prijmy, nausea, casté poruchy jaternich funkci se zvySenymi

hodnotami jaternich enzymu, amyldzy a zvySena lipidémie.

2.7.5 Inhibitory fuze

Zatim stale jedinym schvélenym (FDA 1 EMA) inhibitorem fuze je enfuvirtid, peptid
T-20, ktery vazbou na gp41 zabranuje fuzi viru s cilovou buiikou hostitele. Vzhledem ke
svoji nestabilité¢ v travicim traktu vyZzaduje injekéni subkutanni aplikaci. Z toho plynou 1
nezadouci U¢inky v podobé neptijemnych infiltratt v misté¢ vpichu. Je zatazen do kategorie
zachrannych 1ékti a podava se pouze u pacientll s vaznou multirezistenci na ostatni bézné

pouzivand antiretrovirotika.

2.7.6 Inhibitory vstupu

Vstup HIV je jako prvni fize mnozeni viru zdsadnim a Castym terem vyzkumu
novych antiretrovirotik (EI — inhibitory vstupu). Vétsinou je zacilen receptor CCRS. Vysoce

ucinnymi nizkomolekuldrnimi inhibitory pravé receptoru CCRS jsou aplaviroc, vicriviroc a
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maraviroc. Maraviroc byl zatim jako jediny schvélen pro klinické vyuziti jak FDA, tak i
Evropskou 1ékovou agenturou (EMA). Ostatni jsou jesté ve fazi testovani. Nebyl prokézan
antagonismus s ostatnimi antiretrovirotiky, ale naopak diky synergickému putsobeni s EI
enfuvirtidem se nabizi moznost vyuziti pro zachranou terapii. Za zminku stoji i testovani tzv.
CCRS5 mikrobicidnich inhibitort, které v testovani zatim jevi dobré vysledky jako prostfedek

pro prevenci ptenosu HIV pies vaginalni i rektalni sliznici.

2.7.7 Inhibitory integraz

Inhibitory integraz jsou schvaleny dva l1éky: raltergravir a dolutegravir. Prvnim lékem
byl raltegravir, ktery ma vysokou ucinnost u multirezistentni HIV pacienty, nevykazuje
zkiiZzenou rezistenci s ostatnimi skupinami antiretrovirotik. Stejné tak i dolutegravir. Oba

preparaty jsou pouzivany jen v ramci zachranné terapie u multirezistentnich pacienti.

2.7.8 Kombinované preparaty

Terapeutické programy v dne$ni dobé vyuZivaji n€kolika kombinovanych preparati,
kde jsou kombinace 1éCiv spojeny do jedné tablety a pacient ji uZzivd v pfesné¢ danych
intervalech. Jedna se o kombinace uc¢innych latek z riznych skupin, aby byla zajisténa nizka

pravdépodobnost vzniku rezistence. (Staitkkova 2008, FDA [online], EMA [online])

2.8 Prubéh infekce virem HIV

2.8.1 Casna faze infekce virem HIV

Utinnost infekce zavisi na mnoha faktorech, pfedevsim na vlastnostech konkrétniho
kmene viru HIV a imunobiologickymi vlastnostmi ¢loveka, ktery pfisel do styku s virionem.
Pro pfenos sexudlnim kontaktem jsou podstatné fyziologické bariéry a slizni¢ni imunitni

systém. V této fazi hraji vyznamnou Ulohu dendritické bunky, které jsou obvykle prvnimi
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imunitnimi buiikami, jez pfijdou do styku s HIV. Ty poté zanesou virus do lymfatickych
uzlin k T lymfocytim. Membranovd molekula na povrchu dendritickych bunék DC-SIGN,
ktera fyziologicky umoziuje kontakt dendritickych bun¢k s T lymfocyty, je schopna vazat
povrchovy virovy glykoprotein. Tim je zajistén prvotni kontakt pravé s dendritickymi
bunkami a jejich vyuziti jako transportniho mechanizmu do uzlin. Jelikoz geny kodujici DC-
SIGN vykazuji jistou miru polymorfismu, tak je mozné, ze i tato povrchova struktura
ovlivituje vnimavost dendritickych bun¢k k viru HIV. V prabéhu epidemiologickych studii
bylo zjisténo, ze ucinnost pienosu HIV je zvySena koinfekcemi pohlavné ptrenosnymi
mikrobialnimi chorobami. Vysvétlenim je vyrazné aktivace imunitniho systému, kterd vede
ke zvySené aktivit¢ imunokompetentnich bun¢k v oblasti brany infekce. Tyto buniky jednak

produkuji prozanétlivé cytokiny a jednak mohou byt samy infikovany HIV.

2.8.2 Primarni infekce virem HIV

Virus se v lymfatickych uzlinach vyrazné namnozi a po dosazeni kritické Grovné se
zacne uvoliovat do krevniho feciste. K této viremické fazi dochazi po né€kolika tydnech od
prvotniho kontaktu s virem. Viremickd faze je ve vétSiné piipadi provazena klinickymi
pfiznaky, které se nazyvaji stddium primarni infekce HIV. Primarni infekce po nékolika
tydnech odezni spolu s témito ptiznaky. Klinickymi pfiznaky primarni infekce pfipominaji
svym prubéhem chiipku. Pacienti se citi vyrazné unaveni, pocit'uji malatnost, bolesti svali a
kloubli, poceni a maji horeCky. Navic Casto trpi prlijmy a zvracenim. NEkdy se miiZe

vyskytnout i vyrazka nebo zvétSené uzliny. Neurologické ptiznaky se objevuji jen vzacné.

Laboratorné lze detekovat vysokou virémii dosahujici az milion viri na jeden mililitr.
Je zvysena sedimentace a hodnoty pozitivnich reaktantil akutni faze. V krevnim obraze je
ptitomna lymfopenie a pfi prikazu subpopulaci T lymfocytd témét vzdy snizeny pocet
pomocnych CD4 T lymfocytl. Naopak vyrazné roste pocet cytotoxickych CD8 T lymfocytu.
V této fazi jesté nejsou vytvofeny specifické protilatky proti HIV viru. K jejich tvorbé
dochézi az s odstupem po urcité dobé od vymizeni klinickych ptiznakli primarni infekce.
Proto je v této fazi k priikkazu infekce nutno pouzit stanoveni pfitomnosti proteinu p24 nebo
PCR. Faktory pfirozené imunity, interferony, NK buiiky a prav cytotoxicka aktivita CD8 T
lymfocytl zajist'uji, Ze v ¢asnych fazich infekce je organismus schopen regulovat replikaci

viru. To vede k eliminaci viru z krve a vymizeni klinickych ptiznakii.
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2.8.3 Stadium bezpriznakového nosicstvi viru HIV

Délka trvani tohoto obdobi je zna¢né individudlni, ale obvykle se pocitd na roky. U
¢asti pacientd muze dojit ke zrychlené progresi infekce a rychlej§imu nastupu AIDS. Zde
hraje vyznamnou roli opét infek¢ni davka, virulence a agresivita kmene, ale predevSim
vlastnosti imunitniho systému konkrétniho pacienta. Zrychleni priabehu infekce zptisobuje 1

opakovana infekce riznymi kmeny HIV.

Zamérné uzivam oznaCeni bezpiiznakové nosi¢stvi HIV namisto celkem hojné
uzivaného oznaceni latentni fdze. Oznaceni latentni faze je nepfesné, je jim mozno oznacit
toto stadium pouze v souvislosti s klinickym popisem stadia. V tomto stadiu totiz pacient
nevykazuje z4dné klinické ptiznaky, samoziejmé& kromé laboratornich ukazatelti. V tomto
obdobi se virus aktivné replikuje v sekundarnich lymfatickych orgénech (uzliny, tonsily,
slezina apod.) a po n€kolika mésicich od infekce mnozstvi virové RNA v plasmé od jednoho
tisice do jednoho milionu molekul na mililitr. Polo¢as existence virionu v plasmé je
maximalné¢ 6 hodin a infikované CD4 T lymfocyty maji polo€as Zivota 1,6 dne. Denni
produkce je nejmén& 10'° virionii a v prib&hu celého roku dojde k asi 140 generaénim
cyklam viru. Virus HIV aktivné produkuje zhruba 107 az 10° CD4 T lymfocytd (asi tisicina
vSech T lymfocyti). Pfiblizn€ stondsobek T lymfocytli obsahuje virovou DNA. Vyssi
hladina RNA v plasmé vede k vétSim ztritdm CD4 T lymfocyti a k rychlej$i progresi
onemocnéni. Proto jsou tyto ukazatelé, pofet molekul RNA v plasmé a pocet CD4 T
lymfocytt, vyuzivaji ke stanoveni miry a rychlosti progrese onemocnéni a také k uréeni
pocatku antiretrovirové terapie. Imunitni systém se snazi o kontrolu replikace viru. Je
zajimavé, Ze pfiblizné 10% az 15% infikovanych neprogreduje do stadia AIDS. U téchto
jedinci je po prodélani primarni faze indukovéna velice silnd a dlouhodoba aktivita
pomocnych TH1 lymfocyti, které indukuji zmnozeni cytotoxickych virové specifickych
CD8 T Ilymfocyta. Aktivitu TH1 lymfocytd indukuje vysoka hladina INFy. CD8 T
lymfocyty ni¢i napadené buiky, brani replikaci viru a udrzuji stabilné nizkou hladinu
virémie. To mize vyustit az k tomu, Ze i1 po deseti letech od infekce ma zhruba 5% vSech

infikovanych normalni poc¢et CD4 T lymfocytii a velmi nizkou hladinu virémie.

U vétSiny nakazenych je ale po primarni fazi zvySena aktivita TH2 lymfocytd, které
produkci IL-4 a dalSich cytokinii stimuluji protilatkovou imunitu. AvSak ani vysoka hladina

specifickych protilatek nemé potencial pro regulaci replikace viru, jak tomu je u

23



neprogredujici ¢asti nakazenych. Naopak TH2 lymfocyty jesté tlumi aktivitu potiebnych
TH1 lymfocytt

2.8.4 Stadium AIDS

Hladina viech pomocnych T lymfocytt klesa piiblizng o 0,1 az 0,2 x 10° bun&k na ml
a jakmile klesne poget CD4 T lymfocyti pod 0,2 x 10° bungk na ml, zatne se projevovat
imunitni nedostate¢nost a nastava faze AIDS. Stadiu AIDS (Acquired Immune Deficiency
Syndrome, Cesky syndrom ziskané imunitni nedostatecnosti) pfedchazi predstupenn zvany
AIDS-Related Comlex (ARC), ktery je charakteristicky pfedev§sim lymfadenopatiemi.
Prvotni ptiznaky nastupujiciho AIDS jsou casté kandidézy predevsim dutiny Ustni a jicnu, u
Zen 1 vaginalni kandidézy. Dle klinickych projevii je mozné ptiznaky stddia AIDS rozdélit
do dvou hlavnich skupin. Jednak jde o oportunni mikrobidlni a virové infekce a druhou

skupinou jsou maligni transformace, predevsim Kaposiho sarkom a Non-Hodgkinské
lymfomy.

Mrwe

Infekce pacienti s AIDS jsou zapfiCinény nejriznéj$imi infekénimi agens:
bakteriemi, viry, kvasinkami, houbami a plisnémi. Casto se jedna o agens, ktera u zdravého
jedince nevyvolaji zddné onemocnéni, nebo jde jen o bézné nemoci s mirnym pritbéhem. U
imunokompromitovanych jedinci ale zplsobuji zivaznd onemocnéni, kterd jsou
v pokro¢ilém stadiu AIDS smrtelna. Tyto infekce postihuji rizné organy. Na rozdil od
zdravych jedincli se manifestuji na neobvyklych mistech a vykazuji mnohem vétsi agresivitu

rvr

a charakter rychleji se §ifici fulminantni infekce. Casto jde o kombinace mnoha agens.

Vyznamnym cilem je respiracni trakt. V souvislosti s AIDS se casto vyskytuje a
v osmdesatych letech byla popsana oportunni houbové infekce Pneumocystis carnii. DalSim
Castym agens jsou mykobakteria, pfedevSim M. tuberculosis. U TBC sice ptevazuje plicni
forma, ale €asté jsou 1 mimoplicni tuberkuldzy. Nasleduji 1 mykoplasmata, chlamydie a viry,
do znacné miry zastoupeny herpes viry. Z houbovych infekci je moZno zminit rod

Aspergillus.

DalSim Castym cilem je gastrointestindlni soustava. V podstaté vSichni nemocni trpi
prijmy a snimi souvisejici malabsorpci. Stfevni sliznice je Casto postizena

cytomegalovirem, Casto také jatra a dalSi organy. Obecné cytomegalovirové infekce jsou u
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pacienti s AIDS casté. Z parazitdrnich onemocnéni se jedna o stfevni zanéty zapfic¢inéné
lambliemi, kryptosporidiemi, jaterni abscesy zapfic¢inéné toxoplasmou. Obecné vysoka
kachektizace je kromé infekci zplsobena i1 rozvratem cytokinové rovnovahy a zvySenou

hladinou TNFa, ktery ma kachektizacni efekt.

Kizi a podkozi infikuji viry a jednobunécné houby, vytvareji zanéty a tyto afekce
jsou pak ¢asto napadeny pyogennimi bakteriemi, po kterych zistavaji puchyiky. Casté jsou

projevy infekce herpetickymi viry.

Pacienti s AIDS myvaji i ¢asté neurologické potize. PostiZzena byva jak periferni, tak
centralni nervova soustava. Periferni nervy byvaji casto postizeny zanéty vedouci k parézam.
CNS casto postihuji virové meningitidy, zatimco z bakterialnich to mohou byt mykobakteria
a u hub Aspergillus. Poskozeni mozku zvySuje i vyrazna aktivita mikroglii, které uvoliiuji
prozanétlivé cytokiny. Cytokiny ovliviiuji funkce CNS a proto pacienti v poslednich stadiich

AIDS trpi tzv. AIDS demenci. (Krejsek et al. 2004)

Kratce se jest¢ zminim o druhé skupiné pfidruzenych onemocnénich - malignich
transformacich. Velmi ¢astym je u imunokompromitovanych jedincti Kaposiho sarkom. Jde
o cévni nddor manifestujici se hlavné na kizi, ale ¢asto 1 v orgdnech. V nddorovych bunikédch
lze prokéazat herpesvirus (HHV-8). Klinicky se vyviji od stadia skvrn ptes plaky az po
stadium nadoru. Histologicky jsou pfitomna tenkosténnd lumen prorustajici snopci kolagenu.
Postupné se zmnozuji cévy 1 vietenovité endotelové bunky, az se vytvori celé nadorové uzly
tvofené¢ solidnimi poli vietenitych bunék. Terapeuticky je Kaposiho sarkom malo
ovlivnitelny, u imunologicky zdravych jedinct je velmi vzéacny, ale u pacientii s AIDS velice
agresivni. TaktéZ prevalence Non-Hodgkinskych lymfomi je u imunokompromitovanych
jedinct znatelné zvySend. Za vznikem nekterych lymfomi stoji infekce virem Epstein-
Baarové (EBV). Za zminku stoji Burkittiv lymfom, béZzné€ se vyskytujici endemicky
v rovnikové Africe, kde se manifestuje prevazné v Celisti a obliejové Casti, jinak je vzacny.
Také se jeho vznik spojuje s infekci EBV. Ale u Pacientd s AIDS se vyskytuje Castéji.
V histologickém nélezu pozorujeme difuzni uniformni lymfoblastovou infiltraci husté na
sob¢ nahloucenych nadorovych bun¢k s neostrymi konturami. Buiiky maji mélo cytoplasmy,
ktera byva basofilni. Disperzné rozloZené na pozadi z modrych bun€k lymfoblasti vytvare;ji
obraz hvézdného nebe, ktery je -charakteristicky pravé pro Burkittiv lymfom. U

imunokompromitovanych je infiltrace uzlin stejné Casta jako infiltrace kostni dfené. Jedna se
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sice 0 vysoce maligni nador, ale obvykle velmi dobfe reaguje na 1é€bu a progndzy byvaji

ptiznivé. (Povysil et al. 2007)

2.9 Genova terapie HIV

Prvnimi myslenkami kolem genové terapie se védci zacali zabyvat hned po objeveni
mutace v genu pro receptor CCRS. Tato mutace zvana CCRS delta32 spociva v deleci 32 bp
dlouhého useku v genu pro receptor CCRS, ktera znemozni expresi receptoru a membrané
bunky a zamezi tak jeho vyziti jako vstupni brany pro HIV virus. Prvni Gspéch predurcujici
vyuziti genové mutace delta32 ptisel v roce 2007 v souvislosti s tzv. berlinskym pacientem
Timothy Brownem. Brown byl HIV pozitivni a soucasné trpél akutni myeloidni leukémii.
Pro 1é¢bu akutni myeloidni leukémie bylo nutné podstoupit alogenni transplantaci kostni
dfen¢. Browniv darce byl homozygotni v mutaci delta32 a po néckolika letech od
transplantace Brown nejevil piiznaky nosi¢stvi HIV, ani mu nebyla v krvi detekovana
pritomnost virové RNA (Hutter et al. 2009, Allers et al. 2011). Bohuzel nizkéa frekvence
téchto homozygotnich jedincli v populaci byla zasadni ptekazkou pro §irSi vyuziti tohoto
postupu. Také rizika spojena s celym fetézcem ukonl spojenych s transplantaci kostni diené
byla vysoka. Pfedev§im u alogenni transplantace riziko spojené s pfijetim cizi tkdné (bunék
kostni dien€). Na zakladé této uspésné 1écby zacaly prvni pokusy s cilenou terapii proti
CCRS. Cilem této terapie bylo od zacatku vytvofit bunikky mutantni v receptoru z vlastnich
bunék pacienta. Slepou koleji byly pokusy s RNA interferenci (Subramanya et al. 2010),
jelikoz by byla nutna neustala ptfitomnost a aktivita siRNA v buiikach. Proto pfiSlo hlavni
vyuziti ZFN pro cilenou mutagenezi. Prvnim pokusem s pfimou mutagenezi DNA bylo
v roce 2005 rozstépeni genu pro CCRS5 pomoci technologie ZFN (Mani et al. 2005). Byly
provadény pokusy i1 na hematopoetickych buiikkach (Holt et al. 2010, Yao et al. 2012).
Vzhledem k tomu Ze hlavnim receptorem pro vstup viru do bunék je pravé CCRS (RS
tropismus), cilil se prvotni vyzkum pravé na néj. Navic, kdyZ homozygotni delta32 jedinci
vykazovali rezistenci k opakovanym infekcim virem HIV, nebo HIV pozitivni heterozygoti
vykazovali znacné€ zpomalenou progresi onemocnéni (Liu et al. 1996, Eugen-Olsen et al.
1997,) Ale nékteré HIV viry jsou schopny vyuzivat i CXCR4 receptor (X4 tropismus),
zvlasté v pozd¢jsich fazich onemocnéni, kdy virus vykazuje tzv. dudlni tropismus. Zhruba

v 50 % piipadi ma virus citlivost jak k CCRS, tak i k CXCR4 (Scarlatti et al. 1997, Connor
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et al. 1997). Proto se po Case zaCalo uvazovat i nad mutaci receptoru CXCR4 jako
doplitkovému cilu pro mutagenezi. V roce 2011 byly vytvofeny CXCR4 defektni CD4 T
lymfocyty, byly otestovany jako rezistentni viici X4 tropnimu HIV a také byly otestovany
v mySich (Wilen et al. 2011).

Vyznamnym krokem bylo spojeni obou pfistupii do jednoho pokusu, kdy byly poprvé
pouzity ZFN pro editaci geni obou chemokinovych receptord, jak CCRS, tak i CXCR4
(Didigu et al. 2014). Pro pokus byly pouzity lidské bunky linie SupT1, které byly simultdnné
transfekovany dvojici ZF nukledz v n¢kolika koncentracich nosného vektoru. Pti urcité
specifické koncentraci bylo dosazeno tspé$nosti mutace obou receptori 9%. Pro negativni
kontrolu byly pouZity vektory s genem pro GFP protein. Tyto kontroly nevykazovaly Zadné
zmeény v expresi receptor na povchu bunék. Pti testovani odolnosti upravenych bunék proti
infekci HIV byly bunky vystaveny X4 a RS tropnim virim, konkrétné RS tropnim kmenem
Bal a X4 tropnim kmenem BK132. Buiiky byly monitorovany po dobu 42 dni. Béhem 25
dni vzrostl pocet odolnych bun¢k na 96 % az 99 % vSech mutovanych, zatimco pomér
geneticky upravenych bun€k ve vzorku bez infekce HIV ziistal stejny. Stejnd genova mutace
byla provedena i na CD4 T lymfocytech zdravych déarcti. Oproti kontrolnimu vzorku byla
uspéSnost transfekce 20% pro oba receptory, pficemz nebyl prokdzan negativni vliv na
zivotaschopnost bunék. Pro velky vyznam pamétovych CD4 T lymfocyti u HIV infekce
byly otestovany i tyto lymfocyty. Po transfekci obéma ZFN a kultivaci po dobu 10 dnti byly
T lymfocyty na zékladé povrchovych antigeni CCR7 a CD45RO rozdé€leny na centrani
pamétové a na efektorové pamétové bunty pomoci fluorescenéniho cell sorteru s tispéSnosti
97%. V obou skupinach byla naméfena podobna hladina exprese obou receptort. Pro méfeni
viability T lymfocytl byly vytvoreny tii skupiny, kontrolni neupravené buiky, druha bunky
se ZFN editovanym CCRS5 a tieti s defektnimi ob&éma receptory. Poté byly tyto skupiny
infikovany obéma kmeny viru. Po uplynuti 32 dni pouze R5 a X4 defektni byly schopny
ristu a ostatni dvé skupiny byly mrtvé. Pomér modifikovanych alel po tfech tydnech vzrostl
u CCRS 1,8 krat a u CXCR4 1,9 krat. Pfi simultanni transfekci dvojici nukledz miiZze dojit
k tomu, Ze se nékde na genomu bunky mulze najit misto, kde se k sobé navaze jedna
podjednotka zkazdé ZFN a vytvoii tak zlom na nechténém misté. To se mulze stat i
v pripad¢, kdy zde neni 100% homologie. V pocitaovém modelu bylo uréeno 40 rizikovych
mist, kde k tomuto nespecifickému Stépeni mohlo dojit, ale dikladnym méfenim v praxi

nebyla detekovdna Zadnd nechténd mutace. Pro testovani in vivo byly pouzity
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imunodeficientni mysi modely. 18 mysSim, rozdélenych do tii skupin odpovidajicich tiem
testovanym skupinam bunék, byla podana infuze 1,8 x 10" T lymfocytii. Jedna skupina tedy
obdrZela neupravené bunky, druha CCRS5 defektni a tieti CCRS i CXCR4 defektni. Po tfech
tydnech byla jedna polovina ponechana jako kontrolni a druhé poloviné mysi z kazdé
skupiny podana infuze 5 x 10* nemodifikovanych lymfocytil infikovanych X4 BK132 a v
tom samém mnozstvi i lymfocyty infikované R5 Bal Kmenem HIV. Zde je tieba upozornit,
ze 1 kdyz BK132 kmen vyuziva receptor CXCR4, miize ve velice nizké hladiné pouzit 1
CCRS receptor. Po 22 dnech od infekce byly hodnoty CD4 T lymfocyti u R5/X4-ZFN
skupiny mysi 35 krat vys$si nez u mysi kontrolnich a 100 krat vyssi nez u R5-ZFN skupiny.
Po 55 dnech tyto rozdily narostly na 200 nasobek. Po usmrceni byly u R5/X4-ZFN skupinky

mys$i nalezeny modifikované lymfocyty ve sleziné v zastoupeni cca 10%.

Pro autologni piistup je vhodné pouzit hematopoetické kmenové a progenitorové
bunky (HSPC). Zajimavym vysledkem jedné studie zalozené na pouziti lidskych HSPC bylo
vyrazné zvysSeni ucinnosti ZFN z 5 na 25% za ptitomnosti aktivatorQi protein kindzy A

v médiu (Li et al. 2013).

Vyznamnym krokem byla studie provedena na dvandacti pacientech na University of
Pennsylvania ve Philadelphii (Tebas et al. 2014). Tuto studii lze povazovat za prvni klinické
testovani vyuziti genové terapie HIV. Slo o otevienou a nekontrolovanou studii, z jejichz
vysledkl vzhledem k nizkému poctu testovanych pacientl, vzhledem k jejich riznému stavu
imunitniho systému a predevs§im vzhledem k nenahodnému vybéru pacientli nelze vyvozovat
jasné a striktni zavery, jako je bézné u klasickcyh védeckych pokust. Zakladnimi kritérii pro
vybér pacientil byl vek alespoil 18 let a HIV pozitivita, ale ne stddium AIDS. Pacienti museli
byt ve stadiu avirémie s pravidelnym poddvanim HAART. Z hlediska genetiky nesméli mit
zadné jednonukleotidové polymorfismy v oblasti ptisobeni ZFN na genu pro CCRS. Nesméli
byt infikovan X4 tropnim nebo dudlné tropnim HIV, ani mit infekci viry hepatitidy B a C
Nesméli byt na terapii maravirocem ani imunosupresivy. Kompletni protokol studie byl
schvalen nezavislou etickou komisi a vSichni pacienti podepsali informovany souhlas a byli

pod pravidelnym dohledem.

Pacienti byli rozdé¢leni do dvou skupin podle mnoZstvi CD4 T lymfocytl v cirkulaci.
Skupina 1 s vice nez 450 buitkami na mikrolitr, skupina 2 s 200 — 500 bunikami na mikrolitr
a minimaln¢é 2 roky stabilizovani na HAART, pfi¢emz hranice stadia AIDS je pravé 200
bun¢k na mikrolitr. Pacientiim byly odebrany CD4 T lymfocyty, ty byly modifikovany ZFN
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pro CCR5 receptor a poté byly injek&né podany zpét pacientim, v mnozstvi 0,5 — 1 x 10"

s prumérnou frekvenci delece v genu pro receptor 21,2 +5,7% (od 10,9 do 27,7 %).

Po 24 hodinach od infuze bun¢k jeden pacient ze skupiny 2 pfevezen na pohotovost z
divodu nezadoucich ptiznakt horecky, bolesti kloubti a zad. Jinak byly u ostatnich pacient

priznaky vétSinou mirné a predevsim v reakci na latky obsazené v infuzi.

Jeden tyden po podani infuze u pacientti stoupnul obsah CD4 T lymfocyti v krvi
z 1,27 x 10° bun&k na mikrolitr na 2,33 x 10° bun&k na mikrolitr. Bshem Sesti tydnt klesl
obsah na 1,7 x 10°. Vzestup CD8 T lymfocyti byl po infuzi v prvnim tydnu pouze mirny ze
435 na 582 bunék na mikrolitr. Vzrostl ale po¢et CD4 bun¢k, a sice ze 448 na 1517 bunék na
mikrolitr. CD4 T lymfocyty se zvySily u vSech pacientli, ale pro bliz§i zkouméni bylo
vybrano jen 7 s nejvyssim narustem. Median narastu byl 1201 + 1350 bunck na mikrolitr za
prvni tyden, postupn¢ klesal na 615, ale pocet zlstal nad piivodni hladinou o 256 bunék na
mikrolitr. Stfedni hodnota poméru CD4/CD8 byla na pocatku 0,99, v prvnim tydnu
v souvislosti s infuzi vzrostla na 2,62 a po 36 tydnech klesl na 1,14. Po¢ty modifikovanych
CD4 T byly vyjadfeny stfedni hodnotou 250 bun€k na mikrolitr, coZ piedstavuje 8,8%
mononukledrnich bun¢k periferni krve a 13,9% z cirkulujicich CD4 T lymfocytd. Pocet
modifikovanych bun¢k v cirkulaci klesal relativné pomalu, s polo¢asem zivota 48 tydnt a
dobou sledovani pacientit 64 tydnli. U jednoho pacienta byla naméfena hodnota 13 buné€k na
mikrolitr 1 po 42 mésicich od infuze. U jedendcti pacientli byla provedena biopsie rektalni
sliznice, jejiz zkoumani ukazalo pfitomnost primérné 0,8% modifikovanych bunék ze vSech

mononuklearnich bunék.

Pacienti ze skupiny 1 podstoupili 12 tydenni preruseni HAART 4 tydny od infuze
modifikovanych bunék. Na zacatku pferuSeni terapie byla hladina RNA v krvi u vSech Sesti
nedekovatelnd. Ta byla pfekroc¢ena a virovda RNA byla detekovatelna u Ctyt ze Sesti pacientl
dva az Ctyfi tydny od pteruseni a vrchol hladiny RNA byl Sest aZ osm tydnil od pferuSeni. U
dvou pacientd byla tato faze vyzkumu piedcasné zastavena. U jednoho doslo k vysokému
nariistu RNA v krvi nad 100 000 kopii na mikrolitr, coZ bylo jedno z hlavnich kritérii pro
pfed¢asné nasazeni HAART. U druhého pacienta byl zjistén vysoky nartst virémie. U
zbylych ¢tyt pacientli doslo k poklesu virové RNA primérné o 1,2 fadu. Jeden pacient, ktery
m¢él jesté pred lé€bou hladinu RNA na 165 000 kopii na mikrolitr a byl pozdéji urcen jako
heterozygotni pro delta32 mutaci, nevykazoval narast hladiny RNA, ba naopak hladina RNA
klesala za celych Sest tydnii az na 6247 kopii RNA na mikrolitr. Poté klesla i pod hranici
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detekovatelnosti. Ménil se také pocty cirkulujicich CD4 T lymfocytl z pivodnich 1849 na
1711 lymfocytl v mikrolitru po dvou tydnech od pferuSeni. Po ctyfech tydnech hladina
lymfocytt klesla n 1095 bunék na mikrolitr a na konci pferuseni HAART byla 872 bun¢k na
mikrolitr. Stfedni hodnota poklesu byla 237+315 lymfocytti na mikrolitr. Podobné i pocet
modifikovanych CD4 T lymfocyti klesl z pivodnich 259 na 126 bunék na mikrolitr
s poklesem 126+76 lymfocyti na mikrolitr. CD8 T lymfocyty vzostly z 605 na 846 bun€k na
mikrolitr za celou dobu pferuseni HAART. Na =zakladé meéfeni virové DNA
v mononuklearnich buiikach periferni krve pomoci digitalni kapkové PCR, ktera je piiblizné
stokrat presnéjsi nez béznd PCR, se béhem pieruseni HAART u péti pacientli hladina DNA
v bunikach nezvysila, u jednoho narostla. Po opétovném nasazeni HAART se u vSech
pacientli vratila zpét na plvodni hladinu. Cilem této studie bylo pfedev§im prokdzat
bezpec¢nost metody, ale také se ukazal protektivni efekt editace genomu lymfocyti proti HIV
infekci. Pokles modifikovanych lymfocyti byl nizsi a ptredev§im zivotnost nejen v cirkulaci,
ale 1 vrektdlni sliznici byla delsi. Taktéz pracovniky odhadovany celkovy pocet
modifikovanych lymfocytii v celém téle se pravdépodobné pfiili§ neménil. Ale jde jen o

odhad.

Dal$im pfistupem pro vyuziti programovatelnych nukleaz je editace pfimo genomu
bunék, a sice cileni na provirovou DNA v genomu. V roce 2011 byla provedena mutace
v pol genu provirové DNA a posléze 1 jinych Casti proviru, kde se podatilo vystépit az 80 %
provirové DNA (Wayengera 2011). Pozdé&ji bylo provedeno Stépeni v 3¢ a 5° LTR oblastech
v bunéénych kulturdch (Qu et al. 2013).

Pro editaci genomu v lymfocytech se systétm TALEN témét nevyuzivd, piedev§im
pro nadmérnou velikost konstruktu a jeho obtizny transport do jadra. Jelikoz technologie
TALEN a ZFN jsou si podobné, tak ZFN jsou jiz vyzkousené a jejich nedostatky uz nejsou
piekazkou. Systém CRISPR je relativné novy a nabizi zajimavou alternativu k ZFN. Jelikoz
cil editace genomu je vétSinou shodny s pouzitim ZFN, jde pfedev§im o snadnost a cenu
ptipravy, kde v obecném pouziti vede systétm CRISPR, ale také frekvence moznych

nezadoucich necilenych §tépeni, coz bude hlavnim kritériem tGspé&Snosti dalSich vyzkumd.
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3. Diskuse

Dle zprav WHO z roku 2014 je na celém svété infikovano kolem 36,9 milionu lidi,
z toho 2,6 milionu déti mladsich patnacti let. Jen za minuly rok 2014 na svété ptibyly dva
miliony nakazenych, z toho 220 tisic déti. Na nemoci z AIDS zemielo 1,2 milionu lidi,
z toho 150 tisic déti. Antiretrovirovou terapii podstupovalo v roce 2013 11,7 milionu lidi,
nejvice na uzemi Afriky, 9,1 milionu lidi. Pofdd jde celosvétové pouze o 36% vSech
infikovanych. Za rok 2014 bylo do terapeutickych programt zaclenéno 1,9 milionu lidi, coz
je doposud nejvétsi Cislo v historii. V Evropé je tento pomér druhy nejmensi, ptiblizné 22%,
hiie je na tom uz pouze oblast afrického pobiezi Stredozemniho mote a Blizkého vychodu
s 10%. Pokud jde o terapii pro déti, tam je celosvétovy primér pouze 22%. Zde jsou jesté
velké rezervy predevsim v distribuci 1é€iv a dodrZovani jejich uzivani. Naopak piiznivéjsich
¢isel dosahuje pomér gravidnich Zen na terapii zabranujici pfenos HIV na plod, kterych je
73%. Na téchto Cislech, pfedevSim ohledné poctu lidi v terapeutickych programech, mtize
mit zasluhu celd fada vlivli. Samoziejm¢ jednim z hlavnich problémi je stale jesté¢ vysoka
cena lécivych ptipravkil. Dal§im faktorem je ztiZend distribuce 1é¢iv predevs§im v Africe, na
Blizkém vychodé a v dalSich odlehlejsich oblastech svéta a v rozvojovych zemich. Nastésti
moderni kombinované piipravky, které jsou schvaleny jak FDA, tak i EMA, jsou ¢asto ve
form¢ jedné jediné tablety. Otazkou ovSem zlstavd dostupnost téchto nejmodernéjSich
preparati mimo zem vyspélého ,,zapadniho* svéta a samoziejmé jejich vysokd cena. Pro
zdarny prab¢h terapie je dilezité striktné dodrzovat davkovani a intervaly v uzivani 1éCiv,
coz znacné souvisi s mentalitou obyvatelstva, jejich informovanosti o problematice, pfenosu,
terapie a zivota s HIV, jako i o komunikacnich a socialnich bariérach a s dal§imi faktory.
Cela tfada instituci jako je napiiklad OSN, Svétova banka, UNICEF i WHO vynakladaji
nemalé Usili a penize do terapeutickych programi, do prevence a osvéty ohledné infekce

HIV.

Co se tyée Ceské republiky a preventivnich programt, rad bych zminil souvislost
s programy zaméfenymi na omezeni uZivani drog, pfedev§im s protidrogovymi
nizkoprahovymi a substitucnimi centry, nejen ve svété, ale i u nés. Pfedev§im centra
metadonové substituce, kde je lidem zavislym na uzivani opiatd, hlavné heroinu a
metamfetaminu, podavan ordlni cestou synteticky substitu¢ni preparat metadon. Vyznamnou
zéasluhu na protidrogové a tim padem 1 HIV prevenci maji MUDr. Jiti Presl a PhDr. Ivan

Douda, zakladatelé projektu Drop In, stiediska pro preveci a 1écbu drogovych zavislosti.
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Protidrogova centra jsou dnes minimaln¢ v krajskych méstech bézna. S uzivanim drog

souvisi 1 terénni programy vymeény pouzitych injekénich stfikacek a jehel za nové.

Nemén¢ dilezitd je spravnd informovanost vefejnosti. Prevence je totiz stale
nejzasadnéjsi z hlediska ochrany proti nakaze HIV. Bohuzel se v poslednich letech na
prevenci Casto zapomind. Klesd informovanost obyvatel, pfedev§im v rizikovych skupinach,
ohledné preventivnich programu, rizik ndkazy a ochrany pfed nédkazou. V tomto ohledu
zaostava i vedeni naseho statu. Podle vyjadieni ministra zdravotnictvi CR Svatopluka
Némecka zaznamenané v tiskové zprave zvetejnéné 19. 11. na strankach ministerstva
zdravotnictvi bylo financovani preventivnich programi podhodnocené a na dotace pro rizné
zainteresované organizace Sly v poslednich letech jen necelé tfi miliony korun rocné. Jesté
pro tento rok 2015 ministerstvo uvolnilo 11 milionti a pro pfisti rok uz to ma byt 19 miliont.
Maji byt oteviena dalsi AIDS centra tak, aby rovnomérné pokryla celou republiku. S nizkou
podporou statu na prevenci proti infekci mize souviset i strméj$i narlst za poslednich 12 az
13 let. Z vyrocni tiskové zpravy o vyskytu a Siteni HIV vydané Nérodni referen¢ni laboratoti
SZU pro rok 2014 zvetejnéné na strankach SZU je zfejmé, ze do roku 2002 se pocet nove
zjisténych nakazenych pohyboval v rozmezi 30 az 62 ptipadl, pricemz v roce 2003 zacal
vyrazny vzestup a od roku 2012 pocet nové nakazenych pokazdé presahl hranici dvou set.
Dle mé&si¢ni zpravy Narodni referen¢ni laboratofe SZU bylo ke dni 30. 9. za rok 2015 dosud
zjisténo 185 nové nakazenych. VéEtSinu, témér 70%, ze vSech 232 noveé zjiSténych
nakazenych, tvofil pfenos HIV za rok 2014 homosexualni nebo bisexudlni pohlavni styk,
19% heterosexualni styk a 6,5% injekéni uzivatelé drog. Nové infikovanych bylo 209 muza
a 23 zen. Tato ¢isla vyjadfuji pouze zjisténé nakazy, redlny pocet nakaZzenych miize byt vyssi
vzhledem k tomu, Ze dle Narodni referencni laboratofe bylo provedeno 1 309 355 vySetieni,
ktera zahrnuji 1 screening darct. Véime, ze finanéni podpora statu bude efektivné vyuzita a

tato Cisla nebudou jiZ tak znepokojiva.

Na nartstajicich poctech nové nakaZenych a nizké podpoie prevence je zavislad i
informovanost obyvatelstva o farmakoterapeutickych moznostech. Obyvatelé a piedev§im
rizikové skupiny se mohou z médii dozvidat o novych ucinnéjSich preparatech na infekci
HIV, ale mohou jim unikat zdsadni informace o pouziti 1é¢iv. PfedevSim antiretrovirova
terapie nedokaze infekci vylécit, dokadze pouze zmirnit progresi onemocnéni tim, Ze
zabranuje viru HIV mnoZit se v cilovych buiikich organismu. Nedokéze ale HIV infekci,

kterd je ulozena ve formé provirové DNA, z organismu odstranit. M4 spoustu vedlejsich
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ucinkl a u nékterych pacientli mohou byt nezddouci ucinky tak zdvazné, ze jsou divodem
pro zastaveni terapie. I pfes vSechna pozitiva neni farmakoterapie plnym feSenim proti
infekci HIV. Tim by se v budoucnu mohla stit genova terapie. Vzhledem k tomu, Ze
programovatelné nukledzy jsou vyuzivany teprve par let, tak je masivni vyuziti geneticky
upravenych buné¢k pro pacienty hudbou daleké budoucnosti. Bude tfeba najit vhodny, uc¢inny
a bezpecny zpusob terapie. Prozatim prvni klinicky test pracoval s upravenymi zralymi
lymfocyty. Toho ale nelze vyuzit pro jednorazovy terapeuticky zakrok, ktery by nahradil
vSechny kmenové a progenitorové bunky kostni dien¢ za bunky rezistentni vaci HIV.
Nadé¢jné by se mohlo zdat vyuziti programovatelnych nukledz pro excizi provirové DNA
pfimo z genomu bunky. Hlavni otazkou ale je, jak zajistit excizi skutecné v kazdé burice
organismu. Velmi slozité by bylo zajistit distribuci vektoru s genem pro nukleazu do vSech
postizenych bunék, aby nedoslo k nadmérné toxicité nebo vyvolani imunitni odpovédi proti
vektoru. V soucasné dobé by se zdala jako jednodussi varianta transplantace kostni dfen€.
Tak jako je tomu u 1écby nddorovych onemocnéni krve. Transplantace ale s sebou nese
vysoka rizika pro pacienta souvisejici s radiacni likvidaci plivodni kostni dienég, nasledujici
fazi, kdy je pacient bez bilych krvinek nachylny k infekcim, které by u zdravého ¢lovéka
byly banalitou, az po vysoké riziko odmitnuti transplantatu. Moznou variantou by mohla byt
Castecnd transplantace upravenych bunék kostni dfen€ spojend s cilenou likvidaci
hematopoetickych bun€k s normalnim CCRS, popt. CXCR4 receptorem. Tedy podobnym
zpiisobem, jakou je dnes moderni cilend lécba nadorovych onemocnéni, laicky nazyvana
biologicka lécba. Kazdopadné vyznamnym krokem jsou testy na mySich modelech a velmi

vyznamnym prvni testovani upravenych bun€k na HIV pozitivnich pacientech.

Doufejme, Ze dalsi vyzkumy zabyvajici se genovou terapii piinesou Zadané vysledky
a ze pomyslny Stafetovy kolik v 1écbé HIV pievezme od farmakoterapie pravé genova
terapie. Myslim si, Ze nikdo si netroufne odhadovat, za jak dlouho to nastane. Kdyz se
podivame do minulosti, tak naptiklad v souvislosti s nadorovymi onemocnénimi a jejich
1éEbou znamenala pro pacienta diagnoza ,,rakovina“ jistou a dost ¢asto 1 rychlou smrt a dnes
mame na nékteré nadory jiz n€kolik let na trhu cilenou 1é€bu, hormonalni 1écbu nebo vyspélé
moznosti radioterapie a dal$i postupy. Navic kdyZ moZnosti vyzkumu na nejriiznéjSich

urovnich ovlivnéni viru jdou neuveéftitelnou rychlosti doptedu.
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4. 7.avér

Programovatelné nukleazy piedstavuji velkou nad€ji pro genovou terapii HIV.
Prozatimni 1écba dokaze s vét§imi ¢i mensimi uspéchy potlacit ptiznaky infekce, dokaze
zpomalit prib¢h onemocnéni. Nedokaze ale nakazeného zcela vylécit a ani nezabrani
prenosu infekce na zdravého jedince. Na né¢kolika ptikladech z pokust editace genomu
bunc¢k a na klinickém piipadu mutace delta 32 byla prokazana jasna souvislost mezi
defektnim pomocnym receptorem a neschopnosti viru buiiku napadnout. Velké nadéje se
vkladaji do ZFN vzhledem k tomu, ze byly jiz n¢kolikrat ispésné vyzkousSeny, a dale pak do
nejnovejsi technologie CRISPR. Tyto metody jsou ptfedureny také pro 1écbu jinych
virovych onemocnéni, kde dochédzi k integraci do genomu hostitele, jako tfeba virova

hepatitida B.
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5. Seznam zKkratek

AIDS
AMK
ARC
ATP

bp

CA
cART
Cas
Cascade
CD
CDK
cDNA
CNS
crDNA
CRISPR
crRNA
CYP 450
DC-SIGN

DNA
EBV

EI

EMA
EMSA
FDA

FI
HAART
HBV
HGT

acquired immune deficiency syndrome
aminokyselina

AIDS related complex

adenosintrifosfat

base pair

capside

combination antiretroviral therapy

CRISPR associated

CRISPR-associated complex for antiviral defense
cluster of differenciation

cyklin dependentni kindza

complementary DNA

centralni nervova soustava

CRISPR DNA

Clustered regularly interspaced short palindromic repeats
CRISPR RNA

cytochrom P450

dendritic cell-specific intercellular adhesion molecule-3-
grabbing non-integrin
deoxyribonukleova kyselina

Epstein Baar virus

entrance inhibitor

European Medicines Agency
electromobility shift assay

Food and Drug Administration
inhibitor fuze

high active antiretroviral therapy
hepatitis B virus

horizontal gene transfer
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HHV
HIV
HLA
HSPC
ICAM
INFy
LTR
MA
MHC
mRNA
NC
NK
NLS
NMR
nNRTI
NRTI
PAM
PCR
PI
RNA
RRE
RT
RVD
siRNA
TAL
TALEN
TAR
TBC
TF

TH
TNFa
tracrRNA
ZF
ZFN

human herpes virus

human immunodeficiency virus
human leucocyte antigen
Hematopoetic stem and progenitory cells
intercellular adhesion molecule
interferon vy

long terminal repeats

matrix

major hstocompatibility complex
messenger RNA

nucleocapside

natural killer

nuclear localisation signal

nuclear magnetic resonantion

non nucleoside rverse transcriptase inhibitor
nucleoside reverse transcriptase inhibitor
protospacer adjacent motif
polymerase chain reaction
protease inhibitor

ribonucleic acid

Rev response element

reverzni transkriptaza

repeat variable disresidue

short interference RNA
transcription like effector
transcription like effector nuclease
trans activation response
tuberkuldza

transkripcni faktor

T helper (lymfocyte)

tumor necrosis factor a

trans activating CRISPR RNA
zinc finger

zinc finger nuclease
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