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Ukryt HIV
aneb jak se retroviry umlcuji

Retroviry patfi mezi jednoduché RNA viry, jejichz geneticka informace obsa-
huje casto pouhé tfi geny. Presto tyto viry vykazuji vlastnosti, které jsou pred-
métem studia pocetnych védeckych tymu jiz desitky let, a stale ztistiva mnoho
otazek nezodpovézenych (viz také ¢lanky v Zivé 2006, 1: 6-8; 2007, 5: 236-237
a na str. 105-106 tohoto cisla). Retroviry stejné jako jiné viry se snazi dostat do
buiiky a tam vytvorit své potomstvo. Ackoli virova castice obsahuje jednore-
tézcovou RNA, dokaze jeji enzymaticky aparat tento ziznam prevést do dvou-
Fetézcové DNA a tu zaclenit do genetické informace hostitele. Schopnost velmi
Gc¢inné integrace do DNA hostitelské buriky je pro retroviry do jisté miry speci-
ficka a existuje jen malo skupin viru, které néco podobného také dokazi. Stat se
soucasti bunécné DNA je nezbytné pro pieziti, a prave tato vlastnost predsta-
vuje velky problém pro terapii chorob vyvolanych retroviry. Navic sama o sobé
integrace znamena pro hostitelsky organismus jisté riziko. Nasledujici ¢lanek

ve strucnosti zmini nékteré z téchto jevi.

Retroviry jsou nezédouci, a tak se proti
nim organismy rtznym zpusobem brani.
Obrana funguje jak na tirovni napadené
buiiky, tak na tirovni celého organismu ve
formé imunitniho systému. V soucasnosti
je nejzndmé&jsim a nejlépe prostudovanym
retrovirem HIV (Human Immunodeficien-
cy Virus). Na ném si lze nejlépe popsat cely
proces nakazy bunék retrovirem a dtisled-
ky, které z toho plynou. Infekce zac¢ina
stejné jako u vétSiny jinych virt vazbou
virové partikule na virovy receptor. V pii-
padé HIV je touto molekulou protein CD4,
nachézejici se na povrchu nékterych bunék
imunitniho systému, jako jsou pomocné

T lymfocyty a makrofagy. K tomu, aby se
HIV dspésné dostal dovnitf buiiky, potie-
buje, aby na jejim povrchu byla pfitomna
jesté dalsi molekula — koreceptor CCR5
nebo CXCR4. Tyto molekuly se nachézeji
pouze na uréitych buiikach imunitniho
systému a tim je také déno, které buiiky se
mohou stét hostitelem viru. Jsou to pravé
vy$e zminéné pomocné T lymfocyty a ma-
krofagy. Pokud se v nich HIV masivné po -
mnozi, dojde k uvolnéni mnozstvi novych
virovych partikuli schopnych infikovat
dal3i podobné buriiky, a obvykle také k za-
niku hostitelské buriky. V p¥ipadé nekon-
trolovaného mnoZeni viru by velmi brzy
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nastala zkdza T lymfocytt a makrofag,
a tedy rozsdhlé naruseni imunitniho systé-
mu. Organismus je viak vybaven mnoha
nastroji, kterymi mutize proti HIV zasédh-
nout, a tyto zbrané jsou ¢asto velmi a¢inné.

Pomineme-li samotny adaptivni imu-
nitni systém, schopny pomoci protilatek
a cytotoxickych T lymfocytt likvidovat
virové partikule a nakaZené buriky, exis-
tuje proti retrovirtim urcité obrana i uvnitt
buriky. Poté, co vnit¥ek virové partikule pro-
nikne do buiiky, prob&hne reverzni tran-
skripce, kdy se za pomoci virovych protei-
ni pfepisuje geneticka informace retroviru
ve formé jednofetézcové RNA do dvou-
fetézcové DNA. Ta mtiZe byt nasledné za -
¢lenéna do genetické informace hostitel-
ské bunky. V tuto chvili v8ak nastupuje
jeden z bunéénych obrannych mechanismu
v podobé proteinu APOBEC3G, ktery roz-
poznava jednotetézcovou molekulu DNA,
pfechodné vytvoifenou béhem reverzni
transkripce virového genomu, a méni nékte-
ré baze v této molekule. Tim vlastné zmé-
n{ pomyslnéd pismena genetického kédu
viru, ten ztraci smysl a neni schopen kédo-
vat funk¢ni proteiny. Vysledkem je bud
poskozena DNA retroviru, kterou buiitka
rovnou znic¢i, nebo zdanlivé normalni mo-
lekula DNA schopna putovat do jadra a tam
se integrovat, neni ale schopna vytvofit
funkéni virové proteiny, a tedy ani funk-
¢ni virové potomstvo. Jde o pomérné tc¢in-
ny proces, dokaze velkou ¢ast virovych
¢astic zneskodnit d¥fv, nez viibec dostanou
Sanci zacit se mnozit. OvSem v piipadé
HIV se tato zbrain do zna¢né miry miji
uc¢inkem, protoZe virus si vyvinul proti-
zbran — protein oznacovany Vif. Ten doka-
ze zabranit, aby se antivirovy APOBEC3G
dostal do virové partikule, v niZ dochézi
k syntéze virové DNA, a zaroven zajisti
i likvidaci APOBEC3G v buiice. V p¥ipa-
dé HIV se tim zasadné sniZzuje tcinnost
obrany.

Cesta retroviri mezi geny

hostitelské buriky

Pokud retrovirus ispésné pronikne do
hostitelské buriky a podafi se mu pfepsat
svou genetickou informaci z RNA do DNA,
miuize pokracovat dale do jadra a zaclenit
svou DNA do DNA hostitelské buiiky. Cely
proces zajistuje virovy protein integraza,
ktera rozstépi DNA hostitelské buiiky, do
daného mista vlozi virovou DNA a spolu
s opravnymi mechanismy buriky mista na-
pojeni opét zaceli. Geneticka informace
viru se stava neoddélitelnou soucésti gene-
tické vybavy hostitelské buriky. V podstaté
neexistuje zddny u¢inny mechanismus,

1 Schematické znazornéni infekce
bunky retrovirem. Zelené jsou oznaceny
dva retroviry integrované do riznych
oblasti jaderné DNA. Retrovirus
zaclenény do oblasti DNA asociované

s modifikovanymi proteiny nepodporuji-
cimi aktivitu gent (Cervené znacky) je
tzv. umléeny a jeho pfitomnost se

v burice neprojevi (¢erveny semafor).
Naproti tomu retrovirus vloZeny

v aktivni oblasti (trojice zlutych tecek)
zustava aktivni a je schopen ridit
produkeci vlastnich proteinti a tvorbu
novych virovych partikuli.

Orig. P. Hradsky, M. Auxt a F. Senigl
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jimz by se burika dokazala uz integrova-
ného virového genomu zbavit. To viak
nemusi znamenat, Ze je odsouzena k pro-
dukeci virového potomstva a posléze k vlast-
nimu zaniku. Analyzou integrovanych re -
trovird bylo zjisténo, Ze velky podil téchto
retrovirit (mnohdy dokonce vétsina) je
nefunkénich. To zcasti zptisobuje aktivi-
ta vy$e zminéného antivirového proteinu
APOBEC3G, ktery poskozuje a mutuje vi-
rovou DNA, a z¢asti také nepfesnost viro-
vych enzymi pfepisujicich virovou RNA
do DNA. V genetické informaci retroviru
tak vznikaji ¢etné mutace vedouci k jeho
nefunkénosti.

Jen Gast integrovanych retrovirti je schop-
na vytvofit funkéni potomstvo. Zde se totiz
mohou uplatnit dalsi procesy, jez déle sni-
zuji pravdépodobnost pomnozeni viru.
Teprve po integraci do hostitelské DNA je
retrovirus schopen zacit prepisovat své
geny do molekul RNA, podle nich jsou
pak v burice syntetizovany virové protei-
ny, a nasledné sestavovéano virové potom-
stvo. Zaclenéni retroviru do bunééné DNA
probiha do jisté miry ndhodné a ne viech-
ny oblasti bun&tné DNA podporuji akti-
vitu genti. MiiZe tak dojit k tomu, Ze zcela
neposkozeny a dobfe integrovany retro-
virus je ,,uml¢en“. To znamen4, Ze v oblas-
ti bunécné DNA, kterd plni tfeba jen struk-
turni funkci a neni ¢asto pfepisovéna do
RNA, ztstane zcela neaktivni a jeho p¥i-
tomnost se v butice zddnym zptisobem
neprojevi. Mechanismus, jakym bunka
uml¢i integrovany retrovirus, zatim po-
drobnéji nezndme. Pravdépodobné nejde
o pfimé vyhledavéni cizorodych elemen-
t v DNA buniky. Spise hraje roli fakt, Ze se
cizorodé elementy, jako napf. retroviry,
svou genetickou strukturou odlisuji od
gent hostitelské buiiky. Navic se mnohdy
integruji do oblasti, které svou strukturou
nejsou pro aktivitu gent vhodné, coz vede
k nestabilité jejich aktivity nebo rovnou
k rychlému umléeni. Rtazné retroviry se
s tim vypofadavaji odlisné. Nékteré se
zaclenuji viceméné ndhodné, a tak velka
¢ast integraci vede k umlcéeni retroviru
a zabranéni vzniku virového potomstva.
Rada retrovird si vsak i s takovou situac{
dokaze do urc¢ité miry poradit.

Jako priklad lze uvést virus mysi leuke-
mie, jehoZ preintegra¢ni komplex (kom-
plex virovych proteint a virové DNA od -
povédny za integraci do hostitelské DNA)
se vaze s urc¢itymi bunéénymi proteiny
specifickymi pro aktivni oblasti jaderné
DNA. Tim zajisti smérovéni retroviru do
blizkosti zacatku jadernych gent (resp.
gent v jadfe bunky), kde je velmi pravde-
podobné, Ze nedojde k umlceni virovych
gent. Podobnou strategii vyuziva také HIV.
I zde se ukazuje urcita ,,rafinovanost” to-
hoto viru, ktery na rozdil od jednodussich
retrovird kéduje fadu malych p¥idatnych
virovych proteind zabezped&ujicich tnik
pfed rdznymi obrannymi mechanismy
organismu i samotné hostitelské buiiky.
HIV nejenze nechavd bunéénymi proteiny
smérovat sviij preintegracni komplex do
aktivnich jadernych gent, kde je mensi
pravdépodobnost jeho umléenti, ale kédu-
je i svij vlastni aktiva¢ni protein zajistu-
jici pomérné stalou a vysokou aktivitu
virovych gent. Touto dal3{ strategii zvy-
$uje svou uspésnost.
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buriky obsahujici

Cj’ neaktivni HIV
aktivaéni
latky

cytotoxické lymfocyty
(specializované buriky imunitniho systému)

buriky s aktivné se
mnozicim HIV

buriky uhynulé v disledku
intenzivniho mnozeni HIV

—
cytotoxické buriky imunitniho systému
likvidujici buriky s aktivnim HIV 2

Ukryt HIV

S integraci HIV a jeho uml¢enim souvisi
jev zvany latence — fenomén, ktery hraje
dtlezitou roli v pribéhu infekce HIV a ze -
jména v nasledné terapii. V soucasné dobé
pokro¢il vyzkum a vyvoj protivirovych
latek tak daleko, Ze jiz dokaZeme témér
Gplné zastavit mnoZeni a predevsim Sife-
ni HIV v organismu. Jde o latky potlacujici
aktivitu riznych virovych enzymt, a po -
kud jsou nasazeny ve vhodné kombinaci,
dafi se zastavit HIV natolik G¢inné, Ze ani
velmi citlivé diagnostické metody v orga-
nismu takto lé¢eného pacienta nedetekuji
zadné virové Gastice. Pokud by $lo o virus
postradajici schopnost integrace, byl by
za takovych podminek nemocny pomérné
snadno zbaven virové zatéze. Protivirové
latky by zasadné potlacily mnoZeni viru
a imunitni systém by mél dostatek casu
pro kompletni vy¢isténi organismu od na-
padenych bunégk. V ptipadé HIV to ale neni
mozné a divodem je pravé zaclenéni viru
do genetické vybavy buriky a jeho néasled-
né umléeni.

Samotna integrace by jesté zasadni pro-
blém neznamenala, protoZe kdyby virus byl
stale aktivni, imunitni systém by takovou
buitku d¥ive nebo pozdéji nasel a odstra-
nil. Problémem je, Ze se velmi brzy po in-
fekci v organismu vytvoii latentni rezer-
voar viru, kdy se ¢ast integrovanych viri
umléi. Tim, Ze pfestanou byt aktivni, stava-
ji se pro imunitni systém neviditelné, ale
pfitom v butice ztstavaji i nadéale. K umlce -
ni HIV dochézi pfedevsim v tzv. odpociva -
jicich T lymfocytech, které v téle prezivaji
mnoho let a mohou byt kdykoli stimulova -
ny a aktivovany. Spolu s nimi mutze dojit
také k aktivaci viru pfeckéavajictho v jejich
genetické vybavé. To je divodem, pro¢
i pacienti 1é¢eni nékolik let antiretroviro-
tiky (latkami branicimi mnoZeni a $ifeni
retrovirli, v tomto p¥ipadé HIV), u nichz
po celou dobu lé¢by nebyl zjistén zadny
virus, vykazuji rychly nartst koncentrace
viru v krvi v okamziku, kdy je 1é¢ba pie-
rudena. Na viné jsou pravé uml&ené viry
integrované pfevazné v odpocivajicich
T lymfocytech. Jejich uml¢eni vSak neni
stdlé a mohou se aktivovat zcela ndhodné
nebo spolu s aktivaci T lymfocytu, v némz
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prebyvaji, napf. nasledkem jeho stimulace
vyvolané infekci jinym virem nebo bakte-
rif. K aktivaci né&jaké virové kopie piitomné
v organismu dochazi ¢asto, a proto pokud
pacient vysadi 1é¢bu, brzy se opét nékte-
r4 z kopii probudi k Zivotu, v nepfitom-
nosti antiretrovirotik se rychle pomnozi
a roz$ifi do dalsich bunék, kde pokracuje
mnozeni. Obvykle uz dva tydny po vysaze-
ni 1é¢by mnozstvi viru v organismu dosah-
ne podobné hladiny jako pfed lécbou.

JestliZe jsou vsak v téle pacienta stale
piitomna HIV-specifick4 antiretrovirotika,
v dané buiice se virus pomnozi a infiko-
vana burika zanika (v dtsledku mnoZeni
viru, nebo je rozpoznéna imunitnim sys-
témem a zlikvidovéna), ale diky léktim ne -
dojde k ndkaze dalsich bunék. Timto zpu-
sobem se béhem let 1é¢by antiretrovirotiky
rezervoar umlcéenych kopii HIV v téle ne -
mocného postupné ztenc¢uje. BohuZel na -
tolik pomalu, Ze podle matematickych
modelt by na tplné vymizeni latentntho
rezervoaru bylo tfeba udrzovat clonu anti-
retrovirotik po dobu 60-80 let. To zname-
né, ze by nemocny uzival antiretrovirotika
po zbytek svého Zivota.

V soucasnosti védci intenzivné pracuji
na vyvoji strategii, které by dokazaly pa-
cienta efektivné zbavit jeho latentniho re-
zervodaru. Jednou z teoretickych moznosti
je pfimé nicen{ virovych kopif v organismu.
Existuji strategie, které v genetické vyba-
vé buniky vyhledévaji specifické sekvence
DNA (v tomto pfipadé sekvenci genomu
HIV), a pak je vystépuji nebo cilené posko-
zuji. Tyto postupy vSak nejsou zatim prilis
efektivni a pravdépodobné by nedokazaly
dostate¢né i¢inné vyhledéavat virové kopie
a nicit je. Jako daleko nadéjné&jsi p¥istup se
jevi strategie, pro kterou se vzil anglicky
nézev shock and kill, coZ by se dalo vol-
né pielozit jako nastartuj a zabij. Spoc¢iva
v masivni aktivaci latentniho rezervoaru
viru pod clonou antiretrovirotik, jez by
zabranila dal§fmu $ifeni viru. Po takové
aktivaci viru by nakazené buiiky samy za-
hynuly nebo byly zlikvidovany imunitnim
systémem. Otdzkou ztstavd, jak latentni
(umlcené) viry aktivovat. Jak uz bylo fece-
no, nachazeji se pfedevsim v odpocivaji-
cich T lymfocytech, ptipadné v makrofa-
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oblast koduijici
strukturni proteiny
vnitfni €asti virové

retrovirus partikule

retrovirovy promotor

oblast kéduijici virové
enzymy (integraza,
reverzni transkriptaza,
proteaza)

oblast koduijici
proteiny
virového obalu

terapeuticky gen

sekvence zodpovédné za zabaleni virové
genetické informace (RNA) do virové partikule]

regulaéni sekvence viru (u vektoru ¢aste¢né odstranéné,
aby nebyly schopné fungovat jako promotor) 3

2 Strategie znicen{ latentniho
rezervoaru HIV nazyvané anglicky shock
and kill, nebo také kick and kill.

V téle HIV pozitivniho pacienta se
nachdazi velké mnozZstvi bunék, které
obsahuji neaktivni (latentni) kopie tohoto
viru. Nejsou imunitnim systémem rozpo-
znavany a v organismu pietrvavaji mnoho
let. Pisobenim nékterych specifickych
latek 1ze latentni virus aktivovat. Po akti-
vaci vede intenzivni mnozeni viru ¢asto
ke smrti hostitelské buiiky nebo je burika
rozpoznéna imunitnim systémem

jako infikovana a nésledné& znicena.

Tato aktivace viru se provadi v pfitom-
nosti antiretrovirotik, které brani

infekci dalgich bunék nové vzniklymi
virovymi partikulemi.

3 Schematické znazornéni genetické
informace obsaZené v retroviru a retro-
virovém vektoru. Retrovirovy vektor

ma odstranény vSechny virové geny
(pfesnéji feCeno oteviené Cteci rdmce,
¢asti kodujici proteiny), ponechény jsou
pouze nékteré sekvence zodpovédné za
zabaleni RNA obsahujici genetickou
informaci vektoru do virové partikule,

a také ¢ast regulacnich sekvenci hrajicich
roli p¥i prepisu virové RNA do DNA

a jeji integraci do DNA hostitelské buiiky.
4 HIV na lymfocytech ve skenovacim
elektronovém mikroskopu. Virové ¢astice
(viriony) jsou patrné jako drobné ttvary
na povrchu bunék. Foto C. Goldsmith.
Prevzato z Wikimedia Commons

v souladu s podminkami pouziti

zich. Pokud dojde pomoci specifické sti-
mulace k aktivaci téchto bunék, zpravidla
ozije i v nich obsaZzeny latentn{ virus. Vy -
hodou je, Ze se mnozi natolik intenzivné,
ze hostitelskou buriku sdm zabije. Expe-
rimenty s touto aktivaci v8ak ukazaly pro-
blém, ktery spocivd v masivnim uvolnéni
prozanétovych latek aktivovanymi lym-
focyty a z toho vyplyvajici toxicité. Proto
se v soucasné dobé pokusy zaméfuji spise
na strategie aktivace latentnich virt bez
aktivace hostitelskych bunék.

Avsak ani tato strategie se neukézala jako
Ucinny zpusob zniceni latentniho rezer-
voaru. Existuji latky, které dokaz{ umléeny
virus aktivovat, aniz se aktivovala hosti-
telska burika. Virus se za¢ne v butice mno-
zit, ale pokud neni burika v aktivovaném
stavu, nemnoZ{ se natolik intenzivné, aby
sdm buriku usmrtil. Pak nezbyva nez spo-
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léhat na imunitni systém pacienta, aby
buriky s aktivovanym virem nasel a zni¢il.
I zde terapie nar4zi na obtize, kdy pti dlou-
hodobé 1é¢bé antiretrovirotiky neni v dui -
sledku tc¢inného potla¢eni mnozeni viru
imunitni systém dostate¢né pfipraven na
likvidaci néhle se objevivsiho viru. Jako
slibné feSenf se nabizi pfedchozi stimulace
imunitniho systému vakcinou obsahujici
virové antigeny (nejlépe izolované pfimo
z pacienta) a ndsledna aktivace uml¢enych
virt pod clonou antiretrovirotik. Nastimu-
lovany imunitni systém by mél byt scho-
pen velmi i¢inné buiiky s aktivovanym
virem najit a odstranit. Tato strategie pro-
to v soucasnosti patfi k nejintenzivnéji
testovanym. Posledni vyzkumy ukazuji,
ze jeden cyklus stimulace umléenych
virt zdaleka nezvladne aktivovat viechny
funkéni umlcené kopie viru. Je ale velice
pravdépodobné, Ze po nékolika cyklech
stimulace (nejlépe za pouziti riznych ak-
tiva¢nich agens) a nasledného zni¢eni bu-
nék s aktivovanym virem bude rezervoar
viru natolik redukovéan, Ze bude mozné
pfinejmensim dlouhodobé piferusit tera-
pii antiretrovirotiky a ulevit zatézi pacien -
ta. Likvidace rezervoaru HIV nyni pfedsta-
vuje jedinou piekazku branici ispésdnému
vyléceni HIV pozitivnich, ale i zde jiz byl
ucinén velky pokrok. Nicméné na zasadni
prilom stale cekdme.

Retroviry jako pomocnici

Pokud bychom se pfesunuli do oblasti ge-

nové terapie, zjistime, Ze retroviry a prede -
v§im HIV mohou byt i zdatnymi pomocni -
ky v 1é¢b& mnoha chorob. Genova terapie

je zaloZena na prenosu genetické informa-

ce do bunék nemocného, ¢asto za icelem

1é¢by genetickych chorob, kdy mé pacient

nefunkéni urcity gen a z toho plyne rozvoj

onemocnéni. V téchto ptipadech se jako

nejucinnéjsi feseni nabizi vneseni funk -
¢niho genu do bunék pacienta. Typickym

pfikladem onemocnéni, které se v soucas-

nosti experimentalné 1é¢i pomoci genové

terapie, je cystické fibréza. Jeden z postu-

pt pfedstavuje inhalace virového vektoru
prenésejiciho funkéni gen CFTR (Cystic

Fibrosis Transmembrane conductance Re -
gulator) ve formé aerosolu. Tento virus

infikuje buriky plicniho epitelu a vnese do

nich chybéjici gen, coz vede k vyraznému
zlepseni funkce plicniho epitelu a stavu
pacienta. Dalsim pifkladem je 1é¢ba adreno -
leukodystrofie (genetickd porucha meta-
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bolismu lipidd) nebo nékterych vrozenych
selhdni imunity. Zminéna onemocnéni
byla Gspésné lécena infekci kmenovych
bunék kostni dfené retrovirem pienéseji-
cim terapeuticky gen (funkéni kopie genu,
jehoz aktivitu nemocny postrddd). Geno-
va terapie se vSak neomezuje pouze na
vrozené poruchy, ale také napt. na lécbu
rakoviny, kdy rizné geneticky modifiko-
vané buriky imunitniho systému mohou
v téle nic¢it rakovinné buriky. Pro zminéné
ucely je zapotiebi néjaky nastroj, ktery by
dokazal efektivné proniknout do bunék
pacienta a tam vlozit ptislusny terapeu-
ticky gen do genetické informace buriky.
A zde se pravé retroviry ukazuji jako uzi-
te¢né nastroje s velkym potencialem. Kro-
mé schopnosti integrace se u nich navic
dafi nahrazovat proteiny v obalu virové
partikule a tim urcovat, které buiiky bude
piislusny vektor (retrovirus upraveny pro
prenos genetické informace) schopen infi-
kovat a vnést do nich terapeuticky gen.

Pro ucely genové terapie je nezbytné
odstranit z retroviru jeho vlastni geny ana -
hradit je geny, jez potfebujeme pfenést.
Nastést{ to neni zdsadni problém. Pokud
se virus namnozi ve specialnich burikach,
které uz virové geny obsahuji, vytvoii
takovy vektor funkéni virové partikule ne-
souci kromé malé ¢asti genetické informa-
ce viru i vloZeny terapeuticky gen. Par-
tikule dokazi proniknout do cilové buiky
a zaClenit terapeuticky gen do jeji DNA, ne -
jsou ale schopny tvotit funkéni potom-
stvo a nehrozi rozvoj nezddouci infekce.
I v tomto piipadé se ukazuje HIV jako nej-
schopnéjsi.

V prvnich klinickych zkouskach genové
terapie se pracovalo s vektory odvozeny-
mi od viru mysi leukemie, protoze byl v té
dobé dobie prozkouman a hojné se uzival
pro prenosy genu v experimentech. Jeho
nevyhodou v3ak je schopnost infikovat
a integrovat se pouze do délicich se bunék,
a také jeho preference pro zaclenéni do
tésné blizkosti zac¢atku gent predstavuje
urcité riziko. Tyto oblasti obsahuji dtile-
zité sekvence odpovédné za regulaci akti-
vity genu a integrace retroviru do tésné
blizkosti jejich funkci ohroZuje. Gen se
pak mtze vymknout kontrole regula¢nich
mechanismu, coZ mizZe vést az k naddoro-
vému bujeni. Také v pfipadé nékterych
klinickych zkousek doslo u ¢asti pacien-
t se syndromem SCID (Severe Combi-
ned Immunodeficiency Disease — v4Zné
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kombinované selhani imunity) k rozvoji
leukemie pravé nasledkem této terapie.

V soucasné dobé se proto nejvice vy-
uzivaji vektory odvozené od HIV. Casto se
oznacuji jako lentivirové, protoze HIV pa-
tf{ do podskupiny retrovird nesouci nazev
lentiviry (Lentiviridae). HIV je schopen
se velmi G¢inné zac¢lerovat i do nedélicich
se bunék a jen vzacné se integruje do bliz-
kosti mista startu transkripce (TSS — Tran-
scription Start Site). Vét§inou se naopak
zacletiuje dovnitf aktivnich gent, kde
predstavuje daleko mensi riziko ovlivnéni
genové regulace. Svym vloZenim sice mize
piislusny gen poskodit, ale protoze vétsi-
nu gentt mame ve dvou aktivnich kopiich,
poskozeni jedné z nich zpravidla nezna-
mena velké riziko pro funkci buiiky.

V oblasti genové terapie se z hlediska
umléeni retroviru, resp. retrovirového vek-
toru fe${ opac¢ny problém nez v p¥ipadé
retrovirovych infekci. Zde je potieba, aby
byl retrovirovy vektor co nejaktivnéjsi, a na -
vic stabilné po mnoho let. Vektory odvo-
zené od HIV maji diky své preferenci pro
integraci do aktivnich gent vétsi sanci
zustat dlouhodobé aktivni nez vektory in-
tegrujici se ndahodné, protoZe prostiedi
aktivnich jadernych gent obecné podpo-
ruje aktivitu jakychkoli gend, i cizorodého
puvodu. Avsak jak bylo zminéno v ¢asti
o latenci HIV, i zde dochazi k rozsahlé-
mu umlcéovani. Velkd ¢ast kopii se umlei
ihned po zac¢lenéni do buné¢né DNA a ty
kopie, které ziistanou i poté aktivni, ¢as-
to béhem nékolika mésict svou aktivitu
ztrati. To je pro Gcely genové terapie neza-
douci, protoZe postupy spojené s masivni
infekcf cilovych bunék pacienta retroviro-
vym vektorem byvaji velkym zdsahem do
organismu a obvykle nenif mozné je opa-
kovat p¥ilis casto.

Z tohoto dtivodu se intenzivné experi-
mentuje s raznymi sekvencemi DNA, jez
by dokéazaly retrovirovy vektor ochranit
pred umlcenim, a zajistit tak dlouhotrva-
jici nebo pokud mozno trvalou aktivitu
vneseného terapeutického genu. Brzy se
ukézalo, Ze neni vhodné ve vektorech po-
uzivat ptivodn{ virové promotory (sekven-
ce DNA nachézejici se na zacatku genu,
které reguluji jeho aktivitu), protoZe ne-
zarutovaly dostate¢nou stabilitu genové
motoru pochézejiciho pfimo z butiky hos-
titele, tedy ¢lovéka. Pro tyto icely byly vy-
brany promotory aktivni ve vSech lidskych
burikéch, u nichz lze o¢ekavat, Ze budou
schopny zajistit stabilni aktivitu terapeu-
tického genu. Jejich pouziti opravdu sta-
bilitu genové aktivity zvysilo, ale i tyto
vektory byly do zna¢né miry postupné
umlceny. Je to zptisobeno pfedevsim tim,
ze retroviry se integrujf vétsinou nahodné
a stabilitu jejich aktivity zasadné ovliviiu-
je kontext, ve kterém se nachdazeji, tedy
dané oblast bunééné DNA. Bylo by samo-
zfejmé mozné problém s uml¢ovanim ¢as-
te¢né prekonat masivni infekci, pfi niz
bychom spoléhali, Ze se nékteré vektory
dostanou do oblasti, kde budou stabilné
aktivni. To by v8ak byl ponékud riskantni
piistup, protoze pravé diky ndhodnosti
integrace je vzdy riziko, Ze retrovirovy
vektor narusi regulaci dtlezitého bunéc-
ného genu a ve vyust{ v nddorové bujeni.
Nebezpeci neni u vektori odvozenych od
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HIV nastésti pfilis velké, ale rozhodné
nelze vyloucit. Z tohoto dtivodu je nutné
vytvofit vektor co nejméné podléhajici
umlc&eni, aby se daly pouzivat pro dcely
terapie co nejnizs{ davky viru a minimali-
zovalo se riziko nezddoucich zmén v ja-
derné DNA.

Jednu z testovanych strategii pfedsta-
vuje vloZeni CpG ostrova (oblast, kde se
v sekvenci DNA velmi ¢asto vyskytuji CG,
nukleotid tvofeny cytozinem a guaninem)
do retrovirového vektoru. Jde o oblasti
DNA, které byvaji pfitomny u promoto-
rii genti velice aktivnich ve vétsiné bunék
organismu a ur¢itym zpisobem zodpo-
vidaji za stabilitu jejich aktivity. Dodnes
neni mechanismus jejich Géinku zcela
vysvétlen, ale samotné CpG ostrovy a je-
jich nejblizsi okoli obvykle vykazuji cha-
rakteristiky aktivnich oblasti DNA bez
ohledu na jejich pozici v genetické in-
formaci buiiky. Tyto ostrovy vsak byvaji
prilis velké, aby se daly celé vlozit spolu
s terapeutickym genem do vektoru. A tak
hleddme sekvence odpovédné za ochran-
nou funkci CpG ostrovii, abychom mohli
vytvofit jakysi CpG miniostrov a ten vlozit
do retrovirového vektoru. Jednim z p¥i-
kladi je CpG ostrov genu aprt. Jiz diive
bylo popsano jakési jadro tohoto ostrova
zodpovédné za jeho vlastnosti. V nasi labo-
ratofi jsme vlozili dvé upravené kopie to -
hoto jadra do retrovirového vektoru a do -
8lo k vyraznému zvySeni jeho odolnosti
proti umléeni. Tento vysledek naznacdu-
je, Ze CpG ostrovy pfedstavuji jednu ze
slibnych strategii stabilizace aktivity gent
pfenasenych retrovirovymi vektory. Dalsi
moznost nabizeji tzv. chromatinové izola-
tory. Umléovani retrovirovych vektort je
zpuisobeno predevsim negativnim vlivem
sekvenci buné¢né DNA obklopujici inte-
grovany vektor. Chromatinové izolatory
dokézi tyto vlivy ,,odstinit”. Pokud se tedy
retrovirovy vektor nachdazi v blizkosti roz-
sdhlé neaktivni oblasti genomu, ktera by
pravdépodobné zap¥i¢inila jeho umléent,
dokéze chomatinovy izolator umistény
mezi retrovirus a tuto oblast zabranit jeji-
mu negativnimu vlivu na vektor a udrzet
ho aktivni. Pf¥ikladem je izolator cHS4
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a retrovirovym vektorem. Retrovirovy
vektor dokéze proniknout do buiiky,
piepsat svou genetickou informaci
obsazenou v RNA do DNA a tuto DNA
vlozit do DNA hostitelské buriky

(v pfipadé vektoru se oznacuje jako cilova
burika). Po integraci ztistava vektor aktiv-
ni a zajistuje produkci proteinu kédova-
ného terapeutickym genem, ktery nese.
Protoze neobsahuje virové geny, neni
schopen se mnoZit, vytvorit nové partikule
a dal se v organismu $i¥it. Vsechny

orig. F. Senigl, neni-li uvedeno jinak

objeveny v blizkosti kufeciho genu pro
B-globin. Jeho vlozeni do retrovirového
vektoru vyrazné omezilo vliv sekvenci ob-
klopujicich misto integrace a tim stabili-
zovalo aktivitu vektoru. OvSem i zde na-
stdva podobny problém jako v ptipadé CpG
ostrovt, kdy musime zmens3it velikost to-
hoto elementu, aniz bychom oslabili jeho
ucinnost.

Ve vyvoji retrovirovych vektort pro tce-
ly genové terapie se za posledni desetileti
ucinil velky pokrok jak z hlediska zvyS$o-
van{ G¢innosti pfenosu gend, tak ve sni-
zovani moznych rizik spojenych s jejich
pouzitim. Diky tomu jsou v soucasné dobé
nasledky genové terapie v podobé zhoub-
ného nadoru naprosto vyjimedné.

Retroviry byly objeveny jako patogeny
schopné integrovat se do DNA hostitelské
bunky, teprve po Case se zacalo uvazovat
o0 vyuziti této jejich vlastnosti pro védecké
a lékatské ucely. Je zfejmé, Ze retrovirus
umi byt zdatnym protivnikem pfi 16¢bé jim
vyvolanych chorob, ale pokud je piislus-
nym zptsobem pozménén, mize slouzit
jako stejné zdatny pomocnik.

Mgr. Filip Senigl, Ph.D., ptisobi v Ustavu
molekulédrni genetiky AV CR, v. v. i., na
oddéleni Virové a bunécné genetiky vede-
ném RNDr. Jifim Hejnarem, CSc., jehoZ tym
ziskal v r. 2014 Cenu Akademie véd CR
za dosazené vynikajici vysledky velkého
védeckého vyznamu v oblasti transkripéni
regulace retrovirt, retrovirovych vektort
a retrotranspozonii.
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