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1. UvVOD

HIV (virus humane imunodeficijencije) je retrovirus koji napada imunosni sustav
¢ovjeka, tocnije CD4™ T-limfocite- bijele krvne stanice koje su vazan dio imunosnog sustava.
U tim stanicama HIV se mnoZi i postupno uniStava sve veci broj T limfocita, $to dovodi do
slabljenja imuniteta i rezultira pojavom oportunistickih infekcija i odredenih malignih bolesti.
Pored CD4" T stanica HIV napada makrofage i dendritike stanice.

Cestica HIV-a je sfernog oblika. S vanjske strane nalazi se virusna ovojnica koju &ini
dvoslojna lipidna membrana podrijetlom iz stanice u kojoj je virus nastao, a u dvoslojnoj
membrani uronjene su (u prosijeku) 72 kopije Env kompleksa proteina. Svaki kompleks se
sastoji od tri molekule glikoproteina gp120- receptor za CD4 i CCR5 (ili CXCR4) i tri
molekule glikoproteina gp4l. Gpl20 i gp4l nastaju cijepanjem gpl60. Oni su vazni za
vezanje virusne Cestice i ulazak samog virusa u stanicu domacina. Veliki dio istrazivanja za
razvoj cjepiva protiv HIV-a usmjeren je na ove proteine virusne ovojnice. Ispod ovojnice
nalazi se kapsida koja se sastoji od oko 2000 kopija proteina p24. U kapsidi se nalaze dvije
jednolanCane molekule RNA, nukleokapsidni protein p7 i tri enzima- reverzna transkriptaza
(p64), proteaza (p10) i integraza (p32) (www.niaid.nih.gov).

HIV se moZe prenijeti nezasticenim spolnim odnosom, kontaktom sa zarazenom Krvi,
s majke na dijete tijekom trudnoce, za vrijeme porodaja ili za vrijeme dojenja novorodenceta
(www.mayoclinic.com). Krajnji i najtezi stadij infekcije HIV-om je AIDS (acquired
immunodeficiency syndrome) koji je uzrokovan teSkim oStecenjem imunosnog sustava. AIDS
je zapravo naziv za skupinu bolesti koje se pojavljuju kao posljedica slabljenja imuniteta
Covjeka koji je inficiran HIV-om. Brojni mikroorganizmi s kojima se Covjek svakodnevno
suoCava i uspjesno ih svladava, u bolesnika s AIDS-om dovode do nastanka Sirokog spektra

upalnih bolesti te bolesnik na koncu umre od infekcije uzrokovane mikroorganizmom



(bakterije, virusi, gljivice, itd.) koja za zdrave ljude ne predstavlja znatnu opasnost

(www.zdravlje.hr).

2. POKUSNA CJEPIVA

Zadnjih trideset godina razvili su se mnogi pristupi za razvoj cjepiva protiv HIV-a pri ¢emu su
se koristili peptidi, proteini, nukleinske kiseline, virusni vektori i ,,prime-boost* strategija.
Veliki dio istrazivanja za suzbijanje infekcije izazvane HIV-om usmjeren je na poticanje
proizvodnje Siroko neutralizirajuéih protutijela (broadly neutralizing antibodies- bNAbs) koja
bi snazno neutralizirala veCinu HIV-1 sojeva (Koff i sur. 2013). Virus HIV-a pokuSava se
nadmudriti i na naCin da se dizajniraju anti-HIV-1 protutijela, koriste se novi nukleotidi i
Cestice sliCne virusima (virus-like particles- VLPs) te se pokusSava iskoristiti stanicni odgovor
CD4" T limfocita. Jo$ se nije razvilo cjepivo koje bi uspjesno kontroliralo infekciju izazvanu
HIV-om, medutim istraZzivanja koja se provode daju nam nadu da bi u skoroj buducnosti tom

smrtonosnom ubojici mogao doci kraj.

2.1. Siroko neutralizirajuca protutijela (b0NAbs) u suzbijanju infekcije

izazvane HIV-om

Virus HIV-a je nepredvidivo varijabilan pa se poticanje proizvodnje Siroko
neutralizirajucih protutijela Cini kao najbolje rjeSenje za postizanje globalno ucinkovitog
cjepiva jer bi takva protutijela mogla neutralizirati veliku vecinu HIV-1 sojeva. Mete Siroko
neutraliziraju¢ih protutijela su trimerni glikoproteini (Env) koji se nalaze na virusnoj ovojnici
HIV-a pa su to ujedno i najranjivija mjesta (Koff i sur. 2013). Ciljna mjesta Siroko

neutralizirajuéih protutijela su razli€iti epitopi na Env, a to su CD4 vezujuce mjesto (gp120),



glikan ovisni epitopi, epitopi ovisni o kvartarnoj strukturi i proksimalno eksternalna regija
membrane (membrane proximal external region- MPER) (Burton i sur. 2012) (SI. 1.).
Nedavno istraZzivanje pokazalo je da se Siroko neutralizirajuca protutijela pojavljuju
dvije godine nakon infekcije. Smatra se da je neutralizacija Siroko neutraliziraju¢im
protutijelima povezana s vremenom postinfekcije, razinom viremije u plazmi, brojem CD4" T
limfocita i1 avidnosti vezanja za proteine ovojnice. Izolacijom viSestrukih Siroko
neutralizirajucih protutijela koja prepoznaju slicne epitope pokazalo se da su za nijhovo
prepoznavanje potrebne odredene strukturne znacajke (npr. dugi CDRH3, polireaktivnost,
domena izmjene, visoke razine somatske hipermutacije, posttranslacijske modifikacije, itd.).
Somatska hipermutacija je proces kojim su potaknute mutacije u varijabilnim podrucjima
protutijela da bi im se povecala raznolikost. Prema tome, trebalo bi dizajnirati imunogene i/ili
imunizacijske protokole koji bi povecali afinitet sazrijevanja (npr. adjuvanse, virusne vektore,
itd.) pri ¢emu bi se potakla brza pojava i proizvodnja Siroko neutralizirajuéih protutijela.
Visoka razina somatske hipermutacije javlja se kao rezultat kroni¢ne stimulacije antigenom
koja se javlja zbog dugotrajne infekcije HIV-om. Stoga bi bilo moguce proizvesti imunogene
i/ili imunizacijske protokole koji bi mogli skratiti put proizvodnje Siroko neutralizirajucih
protutijela (protutijela bi se pojavila ubrzo nakon stimulacije imunogenom) Sto bi rezultiralo
nizom razinom somatske hipermutacije (koja je inaCe rezultat kroniCne stimulacije

antigenom) (Burton i sur. 2012).
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Slika 1. Struktura Env kompleska proteina i ciljna mjesta protutijela

(Prilagodeno na temelju Burton i sur. 2012)

Da bi se potakla proizvodnja protutijela za uniStavanje HIV-a, prvo se Koristio
rekombinantni protein (gp120) s aluminijem kao adjuvansom, ali takva vrsta cjepiva nije
uspjela kontrolirati infekciju HIV-om kod muskaraca koji su imali spolni odnos s muskarcima
i kod osoba koje su intravenozno ubrizgavale drogu (Koff i sur. 2013). S ciljem poticanja
stanicne imunosti da bi se kontrolirala infekcija HIV-om, koristen je rekombinantni
adenovirus tipa 5 koji je sadrzao gag, pol i nef gene HIV virusa. Ni taj poku$aj sprjeCavanja i
kontrole HIV-a nije uspio kod muskaraca koji su imali spolni odnos s muskarcima. Pokazalo
se da su neobrezani muskarci s prirodno steCenom imunosti na Ad5 (imaju Ad5 specificna
neutralizirajuca protutijela) doZivjeli prolazan period povecanog rizika od infekcije HIV-om.
IstraZivanja su pokazala da se to dogodilo jer se imunogenost proteina kodiranih genima koji
su ubacCeni u Ad5 vektor smanjila zbog ve¢ postojeCih Ad5 specificnih neutralizirajucih
protutijela. UnatoC neuspjehu, nije iskljuCen interes za koriStenje adenovirusnih vektora u
istrazivanju cjepiva protiv HIV-a. Adenovirusni vektori su privlani zbog ucinkovite
proizvodnje, ne koStaju puno i zbog snazne imunogenosti. Takvi vektori Koristili bi se kod
ljudi koji nisu bili izlozeni Ad5, tj. koji nemaju Ad5 specificna protutijela (Michael 2012).
Prvi signal za sprjeCavanje infekcije HIV-om pruzila je ,,prime-boost* strategija gdje je
koriSten canarypox vektor (prime) i monomerni gpl20 (boost), doduse s 31,2%-tnom
ucinkovitos¢u kod heteroseksualaca i umjerenim rizikom od infekcije HIV-om (Koff i sur.
2013). Razvoj metoda pomocu kojih se nastoji potaknuti proizvodnja Siroko neutralizirajucih
protutijela jos$ je u tijeku i ulijeva nadu da e se ubrzo moci poduzeti i neki konkretni potezi za

ostvarenje dugo is¢ekivanog cilja- iskorjenjivanja HIV-a.

2.2. Virusima sliCne Cestice u razvoju cjepiva protiv HIV-a

Virusima slicne Cestice (virus-like particles- VLPs) su supramolekulske nakupine koje
se sastoje od virusnih kapsidnih proteina koji se sami sastavljaju u Cesticne strukture nalik
virusima od kojih su nastali. Virusima slicne Cestice ne mogu se replicirati niti izazvati
infekciju pa stoga predstavljaju sigurno i ucinkovito cjepivo koje moZe potaknuti B- i T-
stani¢ni odgovor. Virusima sli¢ne Cestice koriste se i kao sustavi dostave antigenskih struktura
kao i DNA molekula. Mogu se proizvesti od virusa koji imaju ovojnicu i onih koji je nemaju

(Buonaguro i sur. 2013, www.meetingsmanagement.co.uk).



Virusima slicne Cestice oponasaju viruse od kojih su nastale pa niz konformacijskih
antigena prikazuju stanicama urodene imunosti Sto dovodi do aktivacije adaptivnog i upalnog
odgovora. Antigen prezentirajue stanice (APC) internaliziraju virusima slicne Cestice pri
Cemu se antigeni koji su bili u sastavu virusima slicnih Cestica prezentiraju preko MHC 1| i
MHC 1l molekula izazivajuéi pri tome uginkovit odgovor CD4" pomocnickih T-limfocita i
CD8" citotoksi¢nih T-limfocita. Virusima slicne Gestice poti¢u i humoralnu i stani¢nu
imunost. Medutim, da bi one potaknule snazan T- staniCni odgovor, urodeni imunosni sustav i
posebno antigen prezentirajuce stanice moraju se dodatno potaknuti (npr. interferonom 1 i
proupalnim citokinima). Prema tome, koadministracija virusima slicnih Cestica s dodatnim
poticajem urodenog imunosnog sustava rezultirat ¢e snaznim odgovorom citotoksi¢nih T-
limfocita (Buonaguro i sur. 2013).

Kao moguce cjepivo protiv HIV-a razvijen je HIV-1 Pr55Gag VLP model da bi se
dostavili epitopi ili cijeli proteini ovojnice HIV-a u organizam kako bi se potakla oba puta
imunosnog odgovora. Nekoliko prekliniCkih istrazivanja pokazalo je da su HIV-virusu slicne
Cestice visoko ucCinkovite kod poticanja efikasnog humoralnog i staniCnog imunosnog
odgovora. Kod Gag-RT fuzije VLP pojatan je CD8" T-stanitni odgovor. Umetanje V3
epitopa HIV-1 virusa u Pr55gag sekvencu rezultira poticanjem umjerenog imunosnog
odgovora na epitope HIV-1 virusa. Cijela gp120 molekula bila je izrazena na Pr55gag-VLP
kao konformacijski antigen, a nedavno je i cijeli trimerni oblik HIV-1 proteina ovojnice bio
izrazen na povrsini Pr55gag-VLP. Svi ovi pristupi potaknuli su Env- specificni humoralni i

stani¢ni imunosni odgovor (Buonaguro i sur. 2013) (SI. 2.).



Slika 2. Gag HIV-virusu slicne Cestice obavijene membranom

(Prilagodeno na temelju Buonaguro i sur. 2013)

Virusima slicne Cestice su snazan alat u razvoju cjepiva protiv HIVV-a i predstavljaju
strategiju koja je najbliza nativnim virusima kad je rijeC o prikazivanju i dostavljanju
konformacijskih epitopa pri ¢emu se potiCe proizvodnja protutijela i imunosni odgovor u
svojoj cjelini. Poteskoce testiranja virusima slicnih Cestica u klinickim istrazivanjima javljaju
se uglavnom zahvaljujuci tehnickim i regulatornim poteSkocama koje su znacajno usporile
razvoj virusima sli¢nih Cestica kao cjepiva. Unato¢ tomu tehnologija VLP u nadolazecim
godinama, zbog svojih velikih prednosti koje su ve¢ prije navedene, mogla bi igrati vaznu

ulogu u istrazivanju cjepiva protiv HIV-a (Buonaguro i sur. 2013).

2.3. Dizajniranje anti-HIV-1 protutijela

Nedavno identificirana Siroko neutralizirajuca protutijela koja snazno neutraliziraju
veéinu HIV-1 sojeva kljucna su u terapijama koje koriste protutijela za suzbijanje infekcije
izazvane HIV-om. Da bi se olakSalo njihovo koriStenje kao terapeutika, kroz mutacije im je
povecana snaga i otpornost na joS vise HIV-1 sojeva. Dizajnom temeljenim na strukturi
stvoreno je $iroko neutralizirajuce protutijelo NIH45-46%>*"" koje pokazuje veéu snagu i $irinu

GB4W
6

u odnosu na druga Siroko neutralizirajuéa protutijela. NIH45-4 protutijelo nastalo je



promjenom jedne aminokiseline iz NIH45-46 protutijela koje je do tada bilo najsnaznije

Siroko neutralizirajuce protutijelo. Ciljna mjesta tih protutijela su CD4 vezujuca mjesta na

GB4W
6

trimernom kompleksu HIV-1 virusa. Supstitucija G54W omogucuje NIH45-4 protutijelu

da Koristi konzervirani hidrofobni dzep (Phe43 dZep) na povrSini gpl20, u koji se inacCe

smjeSta Phe43cps CD4 molekule, ¢ime se poboljSava i vezanje i neutralizacija. Medutim,

postoji mala skupina HIV-1 klonova koja je prirodno otporna na neutralizaciju N1H45-46%°*"

protutijelima i ti mutanti HIV-1 virusa javljaju se za vrijeme izloZenosti NIH45-46%°*W

protutijelima. Da bi se neutralizirali i ti mutanti potrebno je povecati uCinkovitost NIH45-

46%°*W protutijela na nagin da im se produZi kontakt s gp120 i da se uvedu dodatne pogodne

supstitucije (Diskin i sur. 2013).
Da bi se poveéala uginkovitost NIH45-46%>*"

uvedena je S28Y supstitucija. NIH45-46%54WHC). S28Y(LC) nrottijela (skradeno nazvana 45-

protutijela, u njihov laki lanac (LC)

46m2) bila su snazna kao i NIH45-46%>*" protutijela, ali su imala veéu Sirinu, tj. neutralizirali

su vise HIV-1 sojeva nego NI1H45-46%>W

protutijela (SI. 3.). Usporedivane su neutralizirajuée
aktivnosti NIH45-46>*" j 45-46m2 protutijela pri &emu su koristeni virusi koji su bili visoko
otporni na poznata Siroko neutralizirajuca protutijela. VRCO1 protutijela neutralizirala su vrlo

malo virusnih klonova, N1H45-46%%*W

protutijela su bila umjereno uCinkovita u neutralizaciji,
dok su 45-46m2 protutijela neutralizirala sve virusne klonove s viSe od deset puta vecom
snagom od NIH45-46%*" protutijela. Da bi se istraZio mehanizam zasluZan za pojadanu
snagu 45-46m2 protutijela, rijeSena je kristalna struktura 45-46m2 protutijela vezanog na
93THO57 gp120 (SI. 4.) i usporedena sa strukturom NIH45-46°**V protutijela vezanog na isti
gp120. Povrsina zauzeta 45-46m2/gp120 kompleksom bila je ve¢a nego povrsina zauzeta
NIH45-46/gp120 ili NIH45-46%**"/gp120 kompleksom. Veéa zauzeta povrdina 45-
46m2/gp120 kompleksa rezultat je predvidenog ulaska Trp544s.46m2 U Phed3cps dZzep na
povrsini gpl20. Zbog toga 45-46m2 protutijela pokazuju veci afinitet i sporiju disocijacijsku
stopu od NIH45-46 ili NIH45-46%°*" protutijela (Diskin i sur. 2013).
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Slika 3. Usporedba mogucnosti neutralizacije razlicitim mutantima N1H45-46 protutijela (na
slici se vidi da je najveca neutralizacijska aktivnost kod 45-46m2 protutijela)
(Diskin i sur. 2013)
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Slika 4. Struktura 45-46m2/gp120 kompleksa
(Diskin i sur. 2013)

Ispitana je interakcija izmedu 45-46m2 protutijela i gp120 aminokiselinskih ostataka
unutar gp120 konsenzusne sekvence ukljucene u otpornost na N1H45-46%°*" protutijelo. Kod
najotpornijih HIV-1 sojeva dolazi do zamjene aminokiselina kod visoko konzerviranih
aminokiselinskih ostataka u gp120 D i V5 omCi ukljuCujuci Asn279gy120/ASP279gp120,

9



Asn280gp120 (D omca), Glyd58yp100 ili Gly459ys120 (V5 omca; skraceno nazvano N/DNGG
konsenzusna sekvenca). U N/DNGG konsenzusnoj sekvenci (SI. 5.) vrlo rijetko se dogadaju
mutacije. Nadalje, YU-2 virusni mutanti izolirani iz HIV-1yy., inficiranih miSeva koji su
tretirani NI1H45-46%>*" protutijelima nose mutacije unutar N/DNGG konsenzusne sekvence.
Analiza 45-46m2-gp120 kompleksa pokazala je da promjene unutar N/DNGG sekvence
uzrokuju ogranifenja za vezanje Siroko neutralizirajuih protutijela jer se zamijenjeni
aminokiselinski ostaci u N/DNGG sekvenci sudaraju s Trp1024s-asmz(Hc) | Trp47as-a6ma(rc) (SI.
6.) Sto vodi slabom ili potpuno prekinutom vezanju protutijela. 45-46m2 protutijela
neutraliziraju YU-2 mutante koji nose mutacije unutar V5 omce. Medutim, promjene
aminokiselinskih ostataka na 279gp100 i 280gp120, UKljuCujuci A281T mutaciju kojom se stvara
potencijalno N-glikolizacijsko mjesto na Asn279gp100, Manje su osjetljive na 45-46m2
protutijela $to rezultira redukcijom neutralizacijskog potencijala. Ipak, YU”?®'T mutanti imaju

dosta narusen replikacijski potencijal u odnosu na druge viruse (Diskin i sur. 2013).

Slika 5. Interakcija N/DNGG konsenzusne sekvence (visoko konzervirani aminokiselinski
ostatci ugpl20 D i V5 omci) s povrSinom teskog (HC) i lakog (LC) lanca 45-46m2

protutijela (Prilagodeno na temelju Diskin i sur. 2013)
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Slika 6. Moguci stericki sudari izmedu lizina ili tirozina na pozicijama 279 i 280 gp120 i

45.46m2[HE)

Trp10245.a6ma(Hc) | TrP47s-46m2(Hc) teSkog lanca 45-46m2 protutijela
(Prilagodeno na temelju Diskin i sur. 2013)

Da bi se povecala ucinkovitost 45-46m2 protutijela u borbi protiv virusnih mutanata,
posebno protiv onih koji imaju mutacije u N/DNGG sekvenci, stvorena su nova protutijela
pomocu kojih bi se reducirale steriCke smetnje izmedu 45-46m2 protutijela i zamijenjenih
aminokiselinskih ostataka u gp120 N/DNGG sekvenci. Protutijela 45-46m7, 45-46m25 i 45-
46m28 (nastala mutacijama supstitucije W47V, W471 i W47T) ucinkovito su neutralizirala
YU-2 N/DNGG konsenzusne varijante, ali ova protutijela i kombinacija 45-46m2/45-46m7
protutijela nisu uspjeli neutralizirati sojeve koji su bili otporni na 45-46m2 protutijela.
Dodatak 10-1074 protutijela, snaznija klonska varijanta koja prepoznaje karbohidrat-ovisne
epitope povezane s gpl20 V3 omcom, ili P69 protutijela, karbohidrat-ovisna Siroko
neutralizirajuéa protutijela koja prepoznaju V1/V2 epitope, u smjesu (gdje se nalazi
kombinacija 45-46m2/45-46m7 protutijela) rezultira neutralizacijom gotovo svih otpornih
sojeva (Tab. 1.). Terapija temeljena na protutijelima u kojoj se koristi kombinacija Siroko
neutralizirajuéih protutijela za lijeCenje infekcije izazvane HIV-om je obecavajuca i moZda bi
ona mogla biti kljucna u iskorjenjivanju HIV-a (Diskin i sur. 2013).
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Tablica 1. ICs i ICg vrijednosti (koncentracije protutijela potrebne za neutralizaciju 50% ili
80% antigena) neutralizacije razlicitih sojeva HIVV-a mjeSavinama Siroko neturalizirajucih
protutijela (Diskin i sur. 2013)
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2.4. Koristenje stani¢énog odgovora CD4" T-limfocita u razvoju cjepiva

protiv HIV-a

CD4" T-limfociti presudni su za postizanje uéinkovito reguliranog imunosnog
odgovora na patogene. Naivni CD4" T-limfociti aktiviraju se nakon interakcije s antigen-
MHC kompleksom i diferenciraju u specificni podtip Sto ovisi o citokinima koji se nalaze u
njihovu mikrookolisu. Osim klasi¢nih pomo¢nickih limfocita Tyl i Ty2, postoje i Tyl7
limfociti, regulatorni T-limfociti, folikularni pomoénicki T-limfociti (Tgy) | Te9 limfociti.
Svaka podskupina ima karakteristican citokinski profil kao i specificnu funkciju u imunosnom
odgovoru (Luckheeram i sur. 2012). Kod nekih osoba koje su inficirane HIV-om nadena su
Siroko neutralizirajuca protutijela Sto je pruzilo novu nadu da bi se mogao proizvesti snazan
odgovor protutijela na virus HIV-a uz kojeg bi se mogao iskoristiti i stanicni odgovor HIV-
specificnih T-limfocita da bi se razvilo cjepivo koje bi pruzilo Sto bolju zastitu (Streeck i sur.
2013).

Sredisnji problem u istrazivanju cjepiva protiv HIV-a je poticanje proizvodnje Siroko
neutralizirajuéih protutijela. Promatranjem sekvenci ovih protutijela pokazano je da su u
njihov razvoj ukljuCena izuzetna iskrivljenja B-staniCnog receptora (BCR). Gomilanje
aminokiselinskih  mutacija za vrijeme sazrijevanja veCine HIV-specificnih Siroko
neutralizirajucih protutijela je od pet do deset puta vece nego kod prosjecnih memorijskih
BCR. Mutacije B-stanicnog receptora u toliko velikim koli¢inama vrlo su rijetke kod HIV-
negativnih osoba. Dobra vijest je da ljudski imunosni sustav moze proizvesti HIV-specificna
Siroko neutralizirajuca protutijela, a losa vijest je da se to vrlo teSko postize, ili se bar tako
¢ini. Odgovor neutralizirajuéih protutijela na patogen uvelike je ovisan o pomocnickim CD4"
T-limfocitima. Tey limfociti su CD4" T-limfociti specijalizirani da pomazu B-limfocitima.
Selekcija i mutacija B-limfocita zbiva se u germinalnom centru. Svaki krug proliferacije i
selekcije B-limfocita ovisi o signalima za proliferaciju, diferencijaciju i prezivljenje koje Salju
Tey limfociti u obliku kostimulacijskih molekula na povrsini stanice (npr. CD40 ligand) i
sekrecijskim faktorima (npr. IL-21, IL-4) (SI. 7.). Try limfociti su presudni u poticanju visoke
razine somatske hipermutacije Sto je potrebno za nastanak HIV- specificnih Siroko
neutralizirajuéih protutijela. Da bi se CD4" T-limfociti mogli iskoristiti u razvoju cjepiva
protiv HIV-a, potrebno je znati koje su njihove najvaznije osobine. JoS nije poznato da li je
koliCina Try limfocita vazna za afinitetno sazrijevanje stanicnog odgovora B-limfocita ili su

za to presudni Ty limfociti s posebnim funkcijama (Streeck i sur. 2013).
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Ty limfociti izravno su ukljuceni u sazrijevanje i selekciju protutijela. Veéina HIV-
specifi¢nih Siroko neutralizirajucih protutijela ima veliki broj mutacija Sto ukazuje na masivnu
selekciju i afinitetno sazrijevanje u germinalnom centru prije razvoja dovoljno Sirokog
neutralizacijskog kapaciteta. Dokazano je da velina tih mutacija procesom afinitetnog
sazrijevanja daje funkcionalne proizvode. Enzim odgovoran za mutacije DNA kod B-
limfocita u germinalnom centru zove se aktivacijom-potaknuta citidin deaminaza (AID).
Medutim, joS se ne zna kako germinalni centar povecava afinitet sazrijevanja ni kako su
regulirani AID i somatska hipermutacija. Nejasno je i na koji nacin se aktiviraju inicijalni B-
limfociti. Nije sigurno da li su naivni B-limfociti, koji eventualno mogu postati proizvodaci
Siroko neutralizirajucih protutijela, aktivirani intaktnim virionima, slobodnim Env proteinima
ili antigenima u nekom drugom obliku. Pretpostavlja se da je najmanja vjerojatnost da su to
intaktni virioni, a mogucnost koju mnogi uzimaju u obzir je ta da su inicijalni B-limfociti
selektirani potpuno drugacijim antigenima koji unakrsno reagiraju s Env proteinima. Duboko
sekvenciranje i longitudinalne analize razvoja Siroko neutralizirajucih protutijela i njihovog
odgovora potrebni su da bi se potvrdila ova mogucnost. Druga, vjerojatnija mogucénost je da
su inicijalni B-limfociti selektirani pomocu Env proteina s afinitetom koji je preslab da bi se

izmjerio konvencionalnim metodama, ali koji je ipak bioloski znaCajan i dovoljan za
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aktivaciju. Antigeni koji su vezani na membrani puno bolje aktiviraju B-limfocite nego
topljivi antigeni. Da bi se dizajniralo cjepivo protiv HIV-a, potrebno je znati u kojem obliku
antigen aktivira inicijalne B-limfocite i mehanizam tog prepoznavanja da bi se mogla
potaknuti imunizacija putem Siroko neutralizirajucih protutijela (Streeck i sur. 2013).

Neki znanstvenici predlazu da bi se bilo puno korisnije usredotoCiti na proucavanje
ranijih oblika HIV-neutralizirajucih protutijela (pre-bnAbs) prije nego Sto se razviju u Siroko
neutralizirajua protutijela. Imunizacija u kojoj bi se koristila pre-bnAbs bila bi puno laksa
nego imunizacija sa zrelim bnAbs jer bi bilo manje somatske hipermutacije i afinitetnog
sazrijevanja. Pre-bnAb" B-limfociti mogli bi imati moguénost brzog prijelaza u zrele B-
limfocite koji bi proizvodili Siroko neutralizirajuca protutijela nakon $to bi se izlozili HIV-u i
tako bi se mogla olaksati kontrola virusa u akutnoj fazi infekcije HIV-om. Postoji moguénost
da vakcinacija Siroko neutraliziraju¢im protutijelima ne bi ukljucila oponaSanje prirodnog
procesa brojnih somatskih mutacija koji je opazen kod HIV-pozitivnih osoba i da je problem
repertoara B-limfocita to $to se B-limfociti koji proizvode Siroko neutralizirajuca protutijela
ne javljaju tjednima nakon infekcije HIV-om. Taj problem mogao bi se rijeSiti na naCin da se
na kratko vrijeme zaobidu kontrolne tocke tolerancije B-limfocita da im se poveca repertoar.
Doista, tretman BLyS-om (poznatim kao BAFF) omogucio je B-limfocitima da zaobidu neke
kontrolne toCke tolerancije ¢ime je omoguceno stvaranje veceg repertoara. Kod miSa
tretiranog BLyS-om poboljSan je odgovor HIV-neutralizirajucih protutijela (Streeck i sur.
2013).

lako su CD4" T-limfociti koji pomazu B-limfocitima vrlo vazna komponenta u
vakcinaciji, CD4" T-limfociti koji imaju citotoksi¢nu aktivnost takoder mogu sudjelovati u
sprjecavanju infekcije HIV-om. Primijeceno je da je citotoksi¢na aktivnost CD4" T-limfocita
usko povezana sa sporijom progresijom bolesti kod HIV-pozitivnih osoba. Unato¢ tome Sto
CD4" T-limfociti imaju jako vaznu ulogu u imunosnom sustavu, uloge stani¢nog odgovora
HIV-specifi¢nih CD4™ T-limfocita nepoznate su u velikoj mjeri. CD4" T-limfociti uglavnom
su iskljuceni u dizajniranju cjepiva protiv HIV-a zato $to mogu biti inficirani HIV-om. Da bi
se mogli iskoristiti u razvoju cjepiva protiv HIV-a, potrebno je znati kako tocno koordiniraju
imunosni sustav i kako upravljaju stani¢nim odgovorom B- i CD8" T-limfocita (Streeck i sur.
2013).
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2.5. Novi analozi nukleotida u lijeCenju infekcije HIV-om

Tenofovir disoproksil fumarat TDF (pro-lijek tenofovira- TFV (Sl. 8.)) je nukleotidni
analog koji oponasa deoksiadenozin monofosfat (JAAMP). To je jedan od najpropisivanijih
lijekova u lijeCenju infekcije HIV-om. U 2011. godini njime je lijeCeno viSe od tri milijuna
HIV-pozitivnih osoba. GS-7340 je novi amidni pro-lijek TFV-a koji preferencijalno cilja
stanice i tkiva ukljucena u replikaciju HIV-a i to Cini sto puta bolje od roditeljskog TFV-a.
Koristenje GS-7340 kao lijeka rezultira stvaranjem tenofovir disulfata (TFV-DP- inhibitor
replikacije HIV-a) u visokim koncentracijama i bitno se reducira razina cirkuliraju¢eg TFV-a
Cime se smanjuje izlozenost bubrega i kostiju TFV-om. CMX157 (heksadeciloksilpropil
tenofovir) je izvedeni oblik tenofovira konjugiran s lipidom koji takoder smanjuje razinu
cirkulacije tenofovira u odnosu na TDF. GS-9193 je pro-lijek u razvoju. To je adenozinski
analog s dihidrofurinskom jezgrom koji ima snaznu antivirusnu aktivnost kod vecine virusa
koji su otporni na trenutne nukleotidne analoge koji su inhibitori reverzne transkriptaze HIV-a
(Rooney i sur. 2013).

Slika 8. Struktura tenofovira

(www.3dchem.com)
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3. PREPREKE U USPJESNOM RAZVOJU CJEPIVA
PROTIV HIV-A

UnatoC€ svim naporima usmjerenim na razvoj ucinkovitog i sigurnog cjepiva protiv
HIV-a, borba s tim smrtonosnim virusom jos traje. Treba se suociti s brojnim preprekama da
bi se postigao konacni cilj, a to je iskorjenjivanje tog napasnika. Prepreke su u velikoj mjeri
povezane sa svojstvima Env proteina koji se nalazi na ovojnici virusa HIV-a.

Jedna od najvecCih prepreka je visoka razina genetske varijabilnosti koja je potaknuta
imunosnim pritiskom domacina i ubrzana zbog brzog replikacijskog ciklusa, visoke
frekvencije rekombinacije i reverzne transkriptaze HIV-a koja je sklona pogreSkama. Da bi
cjepivo bilo sigurno i ucinkovito, trebalo bi neutralizirati sve mutante HIV-a $to je jako teSko
postiCi zato Sto je njihova raznolikost jako velika (Koff i sur. 2013). Neadekvatnost
zivotinjskih modela je jo$ jedan problem koji usporava razvoj cjepiva protiv HIV-a. Primarni
modeli za procjenu ucCinkovitosti pokusnih cjepiva protiv HIV-a su SIV-rezus makaki
majmuni. Kontrola kao i sprjeCavanje stjecanja infekcije mogu se procijeniti pomo¢u modela.
Zivotinjski modeli za ljudske bolesti su nesavrseni, pa tako i modeli za HIV virus. SIV nije
HIV. Imunogenetika majmuna znacajno se razlikuje od ljudske i SIV nije dovoljno varijabilan
da bi mogao oponasati hiper-varijabilnost HIV-a. Da bi se rijeSio problem neadekvatnosti
zivotinjskih modela, razvijaju se modeli kao S$to su humanizirani miSevi (miSevi s
humaniziranim imunosnim sustavom) i knockin miSevi u koje su ubacCeni ljudski geni za
razliite oblike ljudskih Siroko neutralizirajucih protutijela. Prije testiranja nekog cjepiva na
ljudima, to isto cjepivo trebalo bi se isprobati na Zivotinjskim modelima (Burton i sur. 2012,
Koff i sur. 2013, Shapiro 2013). Nejasno je koji su imunosni odgovori potrebni za kontrolu i
sprjeCavanje infekcije HIV-om i koje virusne komponente pobuduju imunosni odgovor protiv
HIV-a. Problem je i nedostatak prirodnog imunosnog odgovora protiv HIV-a. HIV inficira
CD4" T-limfocite koji su ukljueni u obranu organizma ¢ime se ubrzo nakon infekcije
ugroZava obrambeni sustav domacina. Medutim, postoji jedan mali period u kojem je HIV
ranjiv, a to je pri poCetku infekcije kada se joS nalazi u limfoidnom tkivu pridruZzenom crijevu,
pri Cemu bi se to tkivo moglo iskoristiti za poticanje lokaliziranog imunosnog odgovora koji
bi mogao kontrolirati infekciju (Koff i sur. 2013).

Ima puno nepoznanica koje se joS trebaju istraZiti, a novim metodama, kao Sto su

imunosni monitoring, sistematska biologija, genomika, proteomika, biologija vektora i
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mehanizmi adjuvantacije i dostave antigena, ta bi istraZivanja trebala biti znatno olakSana u
buduénosti. Osim navedenih cjepiva protiv HIV-a, postoje i druge metode prevencije
infekcije, a to su obrezivanje muskaraca, profilaksa prije izlaganja HIV-u, vaginalni
mikrobicidi i antiretrovirusna terapija, koje su pokazale odredeni uspjeh u suzbijanju infekcije
(Koff i sur. 2013, Shapiro 2013).

Da bi se spasili milijuni ljudskih Zivota, potrebno je unistiti virus HIV-a. AIDS nije
bolest s kojom bi se CovjeCanstvo trebalo pomiriti i odustajanje od pronalaska ucinkovitog
cjepiva protiv HIV-a nije opcija jer iskorjenjivanje AIDS-a zahtjeva postojanje takvog

cjepiva.
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5. SAZETAK

HIV (virus humane imunodeficijencije) je retrovirus koji napada imunosni sustav
Covjeka. Krajnji i najtezi stadij infekcije izazvane HIV-om je AIDS koji je uzrokovan teskim
oStecenjima imunosnog sustava. Da bi se sprijeCila infekcija, potrebno je napraviti sigurno i
ucinkovito cjepivo protiv HIV-a, a to se pokuSava na razne nacine: potiCe se proizvodnja
Siroko neutralizirajuéih protutijela, dizajniraju se anti-HIV-1 protutijela, koriste se novi
nukleotidi i Gestice sli¢ne virusima te se pokusava iskoristiti stani¢ni odgovor CD4" T-
limfocita.

Borba s tim cCetvrtim po redu najve¢im ubojicom na svijetu jo$ traje i brojni
znanstvenici su u potrazi za cjepivom koje ¢e unistiti virus HIV-a, sprijeciti pojavu AIDS-a i
spasiti milijune ljudskih Zivota. Puno je prepreka koje znatno oteZavaju potragu za
ucinkovitim i sigurnim cjepivom, ali s razvojem novih tehnologija i istrazivanjima imunosnih

putova ta potraga bi trebala biti olakSana.
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6. SUMMARY

HIV (human immunodeficiency virus) is a retrovirus that attacks human immune
system. AIDS is terminal and the most severe phase of HIV infection caused by heavy
damage to immune system. To prevent HIV infection, it is necessary to make an efficient and
safe HIV vaccine, and attempts towards this goal are: stimulating production of broadly
neutralizing antibodies (bNAbs), using rationally designed anti-HIV-1 antibodies, using new
nucleotides and virus-like particles (VLPs) and by harnessing CD4+ T cell responses.

Struggle with the fourth largest killer in the world is still ongoing and many scientists
have been searching for a vaccine that will destroy HIV virus, prevent AIDS and save
millions of human lives. A lot of obstacles substantially complicate the search for more
effective and safer vaccine, but with the development of new technologies and research of

immune pathways, that search should be facilitated.
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