- %6 [,
CLEAN PAPER

/_Q!;\

WHAT THE PAPER SAYS - WHAT IT DOESN'T - WHY IT MATTERS

Makakien HIV-malli sai harvinaiset laaj asti
neutraloivat vasta-aineet ilmaantumaan nopeammin

— vihje rokotesuunnitteluun, ei vieli rokote

Science-tutkimuksessa rakennettiin SHIV-malli, joka paljasti HIV:n V3-glykaaniepitoopin kahdessa
vaiheessa: ensin se herdtti vasta-aineita muokattua VI1-silmukkaa vastaan, minkd jdlkeen
immuunipaine valitsi pakovariantteja, jotka avasivat kohteen laajasti neutraloivien vasta-
aineiden esiasteille. Makakeilla muokattu virus synnytti voimakkaita V3-glykaaniin kohdistuvia
laajasti neutraloivia vasta-aineita vuoden sisalld 14 elaimelle 22:sta, kun emoviruksen saaneista
14 elaimestd yhdellekdan ei kehittynyt niitd. Tulos on hyodyllinen suunnitelma immunogeenien
kehittamiseen, ei todiste toimivasta HIV-rokotteesta ithmisilld.
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HIV-rokotteet

Hyédyllinen tulos ei ole "HIV-rokote”

HIV-rokotetutkimuksessa yksinkertaisen ilmauksen sisalla piilee vaikea ongelma: laajasti neutraloi-
vat vasta-aineet.

Nditd vasta-aineita kutsutaan yleensa lyhenteelld bNADb. Ne pystyvat tunnistamaan monia eri HIV-
kantoja vain yhden kapean virusvariantin sijaan. Siksi niilli on merkitysta. Passiivisen siirron
tutkimukset osoittavat, ettd oikeiden bNAb-vasta-aineiden antaminen voi suojata makakeja SHIV-
altistukselta, ja ihmisilla VRCO01-vasta-aine suojasi sille herkilta viruskannoilta. Elimiston saaminen
tuottamaan téllaisia vasta-aineita rokotuksella on kuitenkin ollut paljon vaikeampaa.

Syy ei ole vain HIV:n mutatoituminen. Vaikeinta on, etteivdt parhaat bNAb-vasta-aineet yleensa
synny yhdelld hypylla.

Ne syntyvat usein pitkdssa evolutiivisessa keskustelussa viruksen ja immuunijirjestelman valilla.
Ensin immuunijarjestelma tarvitsee harvinaisen lahtosolun: B-solun esiasteen, jonka reseptori on ri-
ittavan ldhella tunnistamaan oikean virusmuodon. Sitten virus muuttuu paetakseen syntyneita vasta-
aineita. Vasta-aineita tuottava B-solulinja muuttuu vastauksena. Kierros kierrokselta virus ja vasta-
aine tyontdvat toisiaan mutaation ja valinnan lapi.

Luonnollisessa infektiossa tdma voi vieda kuukausia tai vuosia, ja vain vihemmistolle ihmisista ke-
hittyy vahva laajuus — eli vasta-aineita, jotka neutraloivat monia eri HIV-variantteja eivatka vain
alkuperdistd vastetta kdynnistanytta varianttia.

Ashwin Skellyn, Harry Gristickin, Hui Lin, Edem Gavorin ja kollegoiden uusi Science-paperi ei
ratkaise tata ongelmaa ihmisilla. Se tekee jotain rajatumpaa mutta silti tairkeaa: rakentaa makakien
SHIV-mallin, jossa yksi lupaava bNAb-luokka ilmaantuu paljon tavallista useammin ja nopeammin,
ja rekonstruoi kaksivaiheisen reitin, jolla ndin tapahtuu.

Tasmallinen versio ei ole "meilld on HIV-rokote”. Se on: kirjoittajat rakensivat mallin, joka tekee harv-
inaisen vasta-ainekehityksen reitin riittavan nakyvaksi tutkittavaksi ja mahdollisesti jaljiteltavaksi.


https://doi.org/10.1126/science.aec6396

THE CLEAN PAPER HIV-rokotteet

A two-step route to expose a hidden HIV target

The model uses viral escape to open the V3-glycan epitope; it is not a licensed vaccine.
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Boundary: macaque SHIV model, not a licensed HIV vaccine.

Kaksivaiheinen reitti: muokattu V1-silmukka houkuttelee varhaisia vasta-aineita, virus pakenee lyhentamalla
V1:ta, ja paljastunut V3-glykaanialue aktivoi sitten laajasti neutraloivien vasta-aineiden esiasteita — makakien
SHIV-mallissa, ei hyvaksytyssa HIV-rokotteessa.

Original diagram — The Clean Paper CC BY 4.0

Miti kirjoittaj at muuttivat

Kohteena on HIV:n vaippaproteiinin V3-glykaanialue.

Ilmaus pakkaa monta ajatusta yhteen. HIV:td ympardi vaippaproteiini, jota kutsutaan usein Env:ksi
ja jota virus kayttda paastidkseen soluihin. Yksi Envin osa on V3-silmukka. Sen tyven lahelld on
haavoittuva alue, jota koristavat glykaanit — proteiiniin liittyneet sokeriryhmait. Kaksi tirkeda
glykaania talla alueella ovat N332 ja N301, nimet jotka kertovat, missd kohdissa Env-proteiinia
sokerit sijaitsevat.

Jotkin ihmisten bNAb-vasta-aineet tunnistavat timan V3-glykaanialueen ja neutraloivat HIV:td
erittain tehokkaasti. Kirjoittajat huomauttavat myos, etta V3-glykaaniin kohdistuvat bNAb-vasta-
aineet ovat rakenteellisesti ja geneettisesti monimuotoisia verrattuna joihinkin muihin bNAb-
luokkiin. Monimuotoisuus on rokotesuunnittelulle hyva uutinen: jos monet erilaiset B-solujen
esiasteet voivat saavuttaa kohteen, suunnittelijoiden ei tarvitse osua yhteen erittdin harvinaiseen
geneettiseen lahtopisteeseen.

Kirjoittajat tyoskentelivat apina-ihminen-immunokatovirusmallilla eli SHIV:114. SHIV ei ole HIV itse;
se on makakeilla kiytettdvd kimeerinen virus, jonka avulla voidaan tutkia HIV:n vaippaproteiiniin
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kohdistuvia immuunivasteita eldinmallissa.

He rakensivat viruksen nimelta SHIV.5MUT. Nimi on tekninen, mutta ajatus yksinkertainen: aloite-
taan HIV:n vaippaproteiinia kantavasta SHIV:std ja muutetaan pieni osa vaippaproteiinista niin, etta
piilossa oleva V3-glykaanikohde on helpommin vasta-aineiden saavutettavissa.

Keskeinen muutos tehtiin HIV:n vaipan V1-silmukkaan. Residue tarkoittaa yhta aminohappokohtaa
proteiinissa. Emoviruksen SHIV.BG505.N332 vaippaan verrattuna 5SMUT eroaa neljdssa V1-silmukan
kohdassa: V134Y, N136P, I138L ja D140N. Kukin koodi tarkoittaa, ettd yksi aminohappo tietyssa nu-
meroidussa kohdassa korvattiin toisella. Nima nelja vaihtoa tekivat V3-glykaaniepitoopista — vasta-
aineen tunnistamasta kohdepinnasta — helpommin tunnettujen V3-glykaanivasta-aineiden saavutet-
tavan.

Eldinkoe vertasi sitten kolmea tilannetta.

Osa makakeista immunisoitiin ensin aiemmilla muokatuilla Env-immunogeeneilld ja infektoitiin sen
jalkeen SHIV.5MUT:lla. Toisin sanoen niiden immuunijarjestelma oli jo altistunut suunnitelluille
Env-proteiineille ennen muokatun viruksen saapumista.

Toista ryhmia ei immunisoitu ensin, vaan se infektoitiin suoraan SHIV.5MUT:1la.

Kontrolliryhma infektoitiin emoviruksella SHIV.BG505.N332, joka ei sisdltanyt samoja 5SMUT:n V1-
silmukan muutoksia.

Asetelma on tirked, koska nayttava tulos ei yksinkertaisesti riippunut alkuperiisestd rokotuksesta.
Kirjoittajat havaitsivat, ettd muokattu virus tai siitd kehittynyt johdannainen naytti olevan bNAb-
linjojen tarkein priming-tapahtuma.

Miti he léysivéit

Tutkimus alkoi 42 infektoidulla makakilla neljassd ryhmassa. Tuottava infektio syntyi kaikille 42
elaimelle, eli altistusvirus todella sai tartunnan aikaan. Kuusi eldintd jatettiin sitten pois vuoden
padanalyysista: viidella oli jatkuvasti korkea viruskuorma ja nopeasti eteneva AIDS, ja yksi hallitsi
infektiota niin, ettd veressd oli hyvin vdhan virusta eikd havaittavaa autologista neutralointia —
ei havaittavaa vasta-aineneutralointia juuri infektoivaa virusta vastaan. Jaljelle jdi 22 SHIV.5MUT-
infektoitua makakia ja 14 emoviruksen saanutta kontrollia.

Kirjoittajat maarittelivat plasman bNAb-vasteeksi vahintaan kolmen neutraloinnin kahdeksasta het-
erologisesta viruksesta 48 viikon kuluessa infektiosta. "Heterologinen” tarkoittaa tassa infektoivasta
viruksesta poikkeavia viruksia, joten testilld kysytdan, ulottuvatko vasta-aineet alkuperdisen kannan
ulkopuolelle.

Talla maaritelmalla 14 makakia 22:sta SHIV.5MUT-infektoidusta kehitti bNAb-vasteen. Emoviruksen
SHIV.BG505.N332 kontrolliryhmassa tulos oli 0 eldinta 14:std. Ero oli kirjoittajien testissa erittain
merkitseva (P < 0.0001, Fisher’s exact test).

Kahdeksan SHIV.5MUT-elédinta neutraloi vahintdan kuusi kahdeksasta seulontapaneelin heterologis-
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esta viruksesta, ja ID50-titterit olivat usein yli 1:1000. ID50 on laimennusmitta: jos neutralointi nakyy
vield plasman yli tuhatkertaisen laimennuksen jilkeen, vaste ei ole juuri ja juuri lasna. Kaikki plas-
man neutralointilaajuus paikantui V3-glykaaniepitooppiin.

Kirjoittajat eristivat sitten vasta-ainelinjoja eldimista, joilla plasman laajuus oli voimakkain. He seulo-
vat 238 monoklonaalista vasta-ainetta, jotka edustivat 106 linjaa, ja 10ysivat 12 V3-glykaani-bNAb-
linjaa kahdeksasta makakista.

Suuremmassa 130 viruksen globaalissa paneelissa vasta-aineet vaihtelivat paljon. Neutraloin-
tilaajuus oli 6%-68%. Laajuus tarkoittaa niiden testivirusten osuutta, jotka vasta-aine pystyy
neutraloimaan. Geometrisen keskiarvon IC50-arvot olivat 0.06-2.80 mikrogrammaa millilitraa
kohti; IC50 on vasta-ainepitoisuus, joka puolittaa infektion kokeessa, joten pienempi arvo tarkoittaa
yleensa voimakkaampaa neutralointia.

Parhaiden vasta-aineiden laajuus oli verrattavissa vahvoihin ihmisperdisiin V3-glykaani-bNAb-vasta-
aineisiin, mutta vaihteluvili on tarkea: kaikki vasta-aineet eivit olleet laajoja.

My®6s vasta-ainelinjat olivat monimuotoisia. Tassd paperi tarkastelee vasta-aineiden arkkitehtuuria:
mitd vaihtelevan raskaan ketjun geenisegmentteja ne kayttivat, kuinka pitka keskeinen sitoutumis-
silmukka oli ja kuinka paljon vasta-ainegeenit olivat mutatoituneet kypsymisen aikana. Linjat kayt-
tivat useita VH3- ja VH4-geeniperheiden segmentteja, CDRH3-silmukoiden pituudet vaihtelivat 14—
25 aminohappoon ja VH:n somaattisen mutaation keskiarvo nukleotiditasolla oli 8.4%. Kirjoittajat
pitavat tata rohkaisevana: kun linja on saatu kdyntiin, se ei ehka tarvitse yhta darimmaista mutaatio-
taakkaa kuin jotkin muut HIV-bNAb-vasta-aineet.

Kaksivaiheinen mekanismi

Paperin kiinnostava osa ei ole vain se, ettd vasta-aineita ilmaantui. Olennaista on miten.
Kirjoittajien malli on kaksivaiheinen mekanismi.

Ensimmaiseksi SHIV.5SMUT paljastaa muokatun V1-silmukan alueen. Varhainen vasta-ainevaste ko-
hdistuu tdhdn V1-alueeseen. Virus pakenee sitten lyhentamailla V1-silmukkaa ja muuttamalla sen
glykosylaatiota — siihen liittyneiden sokerien kuviota.

Toiseksi nama V1-lyhentyneet pakovariantit paljastavat alla olevan V3-glykaaniepitoopin selvemmin.
Tama antaa V3-glykaani-bNAb-vasta-aineiden esiaste-B-soluille mahdollisuuden sitoutua. Kun esias-
teet ovat aktivoituneet, virus ja vasta-aine jatkavat koevoluutiota, ja osa linjoista kypsyy kohti laajaa
neutralointia.

Tassa on todellinen vihje rokotesuunnitteluun. Kirjoittajat eivat vain raportoi immuunivastetta; he
kartoittavat tapahtumaketjun, jota suunnittelijat voivat yrittaa jaljitelld ilman infektiota replikoivalla
viruksella.

Paperi raportoi myos, ettd ihmisilla pitaisi uskottavasti olla vastaavaa raaka-ainetta talle reitille.
Makakien bNAb-esiasteiden kayttimat VH-geenisegmentit kuuluvat yleisiin alleeleihin seka
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reesusmakakien ettd ihmisten immunoglobuliinitietokannoissa. Tama ei osoita saman reitin
toimivan ihmisilld. Se tekee siitd kuitenkin merkityksellisemman kuin vain makakeihin rajoittuvan
kuriositeetin.

Mita tama ei osoita

Se ei osoita, ettd HIV-rokote olisi tehty.

Se ei osoita suojaa HIV-infektiolta ihmisilla.

Se ei osoita, ettd pelkka rokotus voisi toistaa timan reitin.

Se ei osoita, ettd ihminen tuottaisi turvallisesti tai luotettavasti samat vasta-aineet.

Se ei osoita, ettd muokattu SHIV olisi itsessddn rokotealusta.

Se ei poista Kkliinisten tutkimusten, turvallisuustestauksen, annostusstrategian ja immuno-
geenisuunnittelun tarvetta.

Se ei tarkoita, ettd kaikki V3-glykaani-vasta-ainelinjat olisivat yhtd hyodyllisii; eristettyjen vasta-
aineiden laajuus vaihteli kapeasta laajaan.

Tarkein raja on infektiomalli. SHIV.5MUT toimi "evolvoivana immunogeenina”, koska se replikoi-
tui ja muuttui immuunipaineessa. Se on tieteellisesti hyodyllista, mutta ihmisen ennaltaehkiisevaa
rokotetta ei voida noin vain antaa talla tavalla.

Translaatiotehtdvi on vaikeampi: tdytyy suunnitella immunogeenejd, jotka jdljittelevat hyodyllista
altistusjdrjestystd ilman hallitsematonta infektiota moottorina.

Kuinka vahvaa niytt6 on?

Paperin todelliselle vaitteelle ndyttd on vahvaa.

Paavertailu on selked: 14/22 vastaan 0/14 saman 48 viikon ikkunan aikana. Kirjoittajat yhdistavat
myos plasman neutraloinnin, monoklonaalisten vasta-aineiden eristyksen, rakenneanalyysin, B-
solureseptorien sekvensoinnin ja pitkittdisen virussekvensoinnin. Yhdistelmd on vakuuttavampi
kuin yksi neutralointimittaus.

Myo6s mekanistinen tarina on poikkeuksellisen jaljitettava. Kirjoittajat nakevit varhaisen V1-
valinnan, paitteleviat bNAb-esiasteet, eristdvit kypsdt vasta-aineet, kartoittavat niiden epitoopit,
vertaavat rakenteita ja seuraavat virussekvenssien muutoksia ajan myo6td. Juuri taman vuoksi
eldinmalli on tdssd hyodyllinen: se antaa pitkittdisen nidkyvyyden, jota ihmisten infektiotutkimukset
tarjoavat harvoin nain kattavasti.

Rajoitukset ovat silti todellisia. Mallissa kaytetdan makakeja, ei ihmisid. SHIV on sijaisjarjestelma.
Reitti sisdltdad infektion muokatulla viruksella, ei valmista rokotusohjelmaa. Ja vaikka vasta-ainevaste
oli kontrolleihin nidhden yleinen, 8 SHIV.5MUT-eldintd 22:sta ei silti tidyttinyt bNAb-vasteen
maaritelmaa.
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Naytto on siis vahvaa mallista ja mekanismista. Rokotteesta on vield varhaista puhua.

Miksi timi on tirkedi

HIV-rokotteiden suunnittelussa on usein jouduttu tyoskenteleméain taaksepdin harvinaisista onnis-
tuneista vasta-aineista: 1oydetdan kypsa bNAb, paatelldan sen esi-isd ja yritetdan sitten suunnitella
immunogeenejd, jotka ohjaavat B-solulinjaa samaa reittia.

Tama paperi tarjoaa toisenlaisen kartan. Se ndyttaa toistettavan reitin, jossa yksi muokattu vaippapro-
teiinin tila ajaa viruksen pakoon ja tama pako paljastaa seuraavan kohteen. Immuunijarjestelmalle
ei vain naytetd lopullista epitooppia; muuttuva antigeeni ohjaa sita sita kohti.

Jos rokotesuunnittelijat pystyvat korvaamaan replikoituvan viruksen osuuden hallitulla immunogee-
nien sarjalla, tulos voisi auttaa yhdessa HIV-rokotetutkimuksen vaikeimmista tehtavista: oikeiden
esiaste-B-solujen primingissa ja niiden kypsyttimisessd menettamattd vastetta sivukohteisiin.

Se on aito edistysaskel. Ja juuri siksi se kannattaa kuvata tarkasti. Paperi antaa rokotesuunnittelulle
paremman rakennuspiirustuksen. Se ei toimita rakennusta.

Tiivistelma

Skelly, Gristick, Li, Gavor ja kollegat rakensivat SHIV-mallin, jossa V3-glykaaniin kohdistuvia laa-
jasti neutraloivia vasta-aineita kehittyi makakeille paljon johdonmukaisemmin kuin emoviruksen
kontrollissa. 48 viikon kuluessa 14 SHIV.5MUT-infektoidusta makakista 22:sta kehitti plasman bNAb-
vasteen, kun emoviruksella SHIV.BG505.N332 infektoiduista tulos oli 0 eldintd 14:std. Kirjoittajat
eristivat 12 V3-glykaani-bNAb-linjaa ja jaljittivat kaksivaiheisen mekanismin: varhaiset muokattuun
V1-silmukkaan kohdistuneet vasta-aineet valitsivat V1-lyhentyneita pakovariantteja, jotka paljastivat
V3-glykaaniepitoopin ja aktivoivat bNAb-esiasteita. Tulos on tdarked malli ja suunnitteluvihje HIV-
immunogeenien kehittamiseen. Se ei ole ihmisilld saatu rokotetulos.

Realistinen arvio

Mitd paperi osoittaa: Muokattu makakien SHIV-malli sai yhden HIV:n laajasti neutraloivien vasta-
aineiden luokan ilmaantumaan paljon useammin kuin emoviruksen kontrolli, ja kirjoittajat pystyivat
jaljittamaan uskottavan kaksivaiheisen reitin, jolla vasta-aineet syntyivat.

ulla immunogeenien sarjalla. Se on translaatiotoive, mutta paperi ei osoita sitd ihmisilla eika tarjoa
valmista rokotusohjelmaa.
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Miti se ei osoita: HIV-rokotetta, suojaa HIV:Ita ihmisilla tai turvallista tapaa kayttaa replikoituvaa
muokattua virusta rokotteena. Se ei myoskaan osoita, ettad jokainen V3-glykaani-vasta-ainelinja olisi
laaja tai hyodyllinen.

Tirkein rajoitus tavalliselle lukijalle: Hyodyllinen mekanismi tapahtui infektiomallin sisélla.
SHIV.5MUT replikoitui, pakeni immuunipainetta ja paljasti seuraavan kohteen muuttuessaan.
Thmisen ennaltaehkaiseva rokotus ei voi yksinkertaisesti kopioida tata hallitsematonta prosessia; se
tarvitsee suunniteltuja immunogeeneja, jotka toistavat hyodyllisen jarjestyksen turvallisesti.

Kuinka paljon luottamusta tavallisella lukijalla pitdisi olla? Paljon siihen, ettd makakimalli ja
mekanismi ovat todellisia kokeen sisdlld. Paljon vihemman siihen, ettd tima ennustaa suoraan
ihmisrokotetta. Rehellinen johtopditds on vahvempi rakennuspiirustus HIV-immunogeenien
suunnitteluun, ei rokotelapimurto.
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