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Model HIV-a u makaka ubrzao je pojavu rij etkih
sirokih protutijela — trag za cjepivo, ne cjepivo

Studija u Scienceu konstruirala je SHIV model koji je V3-glikanski epitop HIV-a izloZio u dva koraka:
najprije izazivajuci protutijela na izmijenjenu petlju V1, zatim selekcijom varijanti bijega koje su
otvorile metu prekursorima Siroko neutralizirajucih protutijela. U makaka je konstruirani virus
unutar godine izazvao snazna V3-glikanska Siroko neutralizirajuca protutijela u 14 od 22 Zivot-
inje, prema nijednoj od 14 koje su primile roditeljski virus. Rezultat je koristan nacrt za dizajn
imunogena, ne dokaz da cjepivo protiv HIV-a djeluje u ljudi.
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cjepiva protiv HIV-a

Koristan rezultat nije “Cj epivo protiv HIV-a”

Istrazivanje cjepiva protiv HIV-a skriva tezak problem iza jednostavne fraze: Siroko neutralizirajuéa
protutijela.

Ta protutijela, obi¢no skradena kao bNAbs, mogu prepoznati mnogo razli¢itih sojeva HIV-a, umjesto
samo jedne uske virusne varijante. Zato su vazna. Studije pasivnog prijenosa pokazuju da davanje
pravih bNAD protutijela moze zastititi makake od SHIV izazova, a u ljudi je protutijelo VRCO1 stitilo
od osjetljivih virusnih sojeva. Ali navesti tijelo da takva protutijela proizvede cijepljenjem mnogo je
teZe.

Razlog nije samo to §to HIV mutira. Najtezi dio jest Sto najbolja bNAD protutijela obi¢no ne nastaju u
jednom skoku.

Cesto nastaju kroz dugu evolucijsku razmjenu izmedu virusa i imunoloskog sustava. Najprije
imunoloskom sustavu treba rijetka pocCetna stanica: prekursorska B-stanica ¢iji je receptor dovoljno
blizu tome da prepozna pravi virusni oblik. Zatim se virus mijenja kako bi izbjegao protutijela koja se
pojavljuju. Loza B-stanica koje proizvode protutijela mijenja se kao odgovor. Krug za krugom virus i

protutijelo guraju jedno drugo kroz mutaciju i selekciju.

U prirodnoj infekciji to moZe trajati mjesecima ili godinama, a samo manjina ljudi razvije veliku
Sirinu odgovora - protutijela koja neutraliziraju mnogo razli¢itih varijanti HIV-a, ne samo onu koja
je pokrenula odgovor.

Novi rad u Scienceu Ashwina Skellyja, Harryja Gristicka, Hui Lija, Edema Gavora i suradnika ne
rjeSava taj problem u ljudi. Radi nesto uZe, ali i dalje vazno: stvara SHIV model u makaka u kojem se
jedna obedavajuca klasa bNAbD protutijela pojavljuje mnogo cesce i brze nego inace te rekonstruira
dvokoracni put kojim se to dogodilo.

Cista verzija nije “imamo cjepivo protiv HIV-a”. Ona glasi: autori su izgradili model koji rijedak put
razvoja protutijela ¢ini dovoljno vidljivim da se mozZe proucavati i mozda oponasati.
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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.

Dvokoracni put: izmijenjena petlja V1 izaziva rana protutijela, virus izmice skracivanjem V1, a tako izlozeno
mjesto V3-glikana zatim primira prekursore Siroko neutraliziraju¢ih protutijela — u SHIV modelu makaka, ne u
odobrenom cjepivu protiv HIV-a.
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Sto su autori promijenili

Meta je V3-glikanski dio ovojnog proteina HIV-a.

Ta fraza sazima nekoliko ideja. HIV je obavijen ovojnim proteinom, Cesto zvanim Env, koji virus
koristi za ulazak u stanice. Jedan dio Env-a je petlja V3. Blizu baze te petlje nalazi se ranjivo podrucje
ukraseno glikanima - Seéernim skupinama vezanima za protein. Dva vazna glikana u toj regiji zovu
se N332 i N301, prema polozajima na Env-u na kojima se ti Seceri nalaze.

Neka ljudska bNAD protutijela mogu prepoznati taj V3-glikanski dio i vrlo snazno neutralizirati HIV.
Autori napominju i da su V3-glikanska bNAD protutijela strukturno i geneticki raznolika u usporedbi
s nekim drugim klasama bNAb-a. Ta raznolikost dobra je vijest za dizajn cjepiva: ako mnogo razlicitih
prekursorskih B-stanica moze dosegnuti metu, dizajneri nisu prisiljeni pogoditi samo jednu vrlo
rijetku geneticku pocetnu tocku.

Autori su radili u modelu majmunsko-ljudskog virusa imunodeficijencije, odnosno SHIV-u. SHIV nije
sam HIV; to je himerni virus koji se koristi u makaka kako bi se u zivotinjskom modelu proucavali
imunoloski odgovori na ovojnicu HIV-a.

Konstruirali su virus nazvan SHIV.5MUT. Naziv je tehnicki, ali ideja jednostavna: poceti sa SHIV-om
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koji nosi HIV-ovu ovojnicu, a zatim promijeniti mali dio te ovojnice kako bi skrivena V3-glikanska
meta bila pristupaénija protutijelima.

Klju¢na promjena bila je u petlji V1 HIV-ove ovojnice. Ostatak je jedan polozaj aminokiseline u
proteinu. U usporedbi s roditeljskom ovojnicom SHIV.BG505.N332, SMUT se razlikuje na Cetiri
ostatka petlje V1: V134Y, N136P, I1138L i D140N. Svaka oznaka znaci da je jedna aminokiselina na
odredenom numeriranom poloZaju zamijenjena drugom. Te Cetiri zamjene ucinile su V3-glikanski
epitop - povrSinu mete koju protutijelo prepoznaje - pristupacnijim poznatim V3-glikanskim
protutijelima.

Pokus na Zivotinjama zatim je usporedio tri situacije.

Neki makaki najprije su imunizirani ranije konstruiranim Env imunogenima, a zatim zaraZeni
SHIV.5MUT-om. Drugim rijecima, njihov je imunoloski sustav ve¢ bio izloZen dizajniranim Env
proteinima prije nego §to je stigao konstruirani virus.

Druga skupina nije prethodno imunizirana i izravno je zarazena SHIV.5MUT-om.

Kontrolna skupina zaraZzena je roditeljskim SHIV.BG505.N332, usporednim virusom koji nije nosio
iste SMUT promjene petlje V1.

Taj je dizajn vaZan jer upecatljiv rezultat nije jednostavno ovisio o pocetnom cijepljenju. Autori su
pronasli da je konstruirani virus, ili derivat koji se iz njega razvio, vjerojatno bio glavni dogadaj
primiranja bNAD loza.

Sto su pronasli

Studija je pocela s 42 zarazena makaka u Cetiri skupine. Produktivna infekcija dogodila se u svih 42,
$to znadi da se izazovni virus doista primio. Sest Zivotinja potom je iskljueno iz glavne jednogodi$nje
analize: pet sa stalno visokim virusnim opterecenjem koje su brzo napredovale prema AIDS-uijedna
koja je kontrolirala infekciju uz vrlo malo virusa u krvi i bez mjerljive autologne neutralizacije -
bez mjerljive neutralizacije samog virusa kojim je Zivotinja zaraZena. Ostala su 22 makaka zarazena
SHIV.SMUT-om i 14 kontrola s roditeljskim SHIV-om.

Autori su odgovor bNAbD protutijela u plazmi definirali kao neutralizaciju najmanje tri od osam het-
erolognih virusa unutar 48 tjedana od infekcije. “Heterologni” ovdje znaci virusi razliéiti od onoga
kojim je Zivotinja zaraZena, pa se testom pita dosezu li protutijela dalje od izvornog soja.

Prema toj definiciji, 14 od 22 makaka zarazena SHIV.5MUT-om razvila su bNADb odgovor. U kontrolnoj
skupini s roditeljskim SHIV.BG505.N332 odgovor je razvilo 0 od 14. Razlika je u testu autora bila vrlo
znacajna (P < 0.0001, Fisherov egzaktni test).

Osam zivotinja sa SHIV.5SMUT-om neutraliziralo je najmanje Sest od osam heterolognih virusa u pro-
birnom panelu, s ID50 titrima Cesto iznad 1:1000. ID50 je mjera razrjedenja: ako se neutralizacija i
dalje moze otkriti nakon Sto se plazma razrijedi viSe od tisu¢u puta, odgovor nije tek jedva prisutan.
Cijela Sirina neutralizacije plazme mapirala se na V3-glikanski epitop.
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Autori su zatim izolirali loze protutijela iz Zivotinja s najSirim odgovorom plazme. Pregledali su 238
monoklonskih protutijela koja predstavljaju 106 loza i pronasli 12 V3-glikanskih bNAb loza iz osam
makaka.

Na veéem globalnom panelu od 130 virusa ta su se protutijela znatno razlikovala. Sirina neutral-
izacije kretala se od 6% do 68%. Sirina je udio testnih virusa koje protutijelo moZe neutralizirati.
Geometrijske srednje vrijednosti IC50 kretale su se od 0.06 do 2.80 mikrograma po mililitru; IC50
je koncentracija protutijela potrebna da u testu prepolovi infekciju, pa nize vrijednosti obi¢no znace
snazniju neutralizaciju.

Najbolja protutijela dosegla su Sirinu sli¢nu snaznim V3-glikanskim bNAD protutijelima dobivenima
iz ljudi, ali raspon je vazan: nije svako protutijelo bilo Siroko neutralizirajude.

Loze protutijela takoder su bile raznolike. Rad ovdje gleda arhitekturu protutijela: koje su varijabilne
segmente gena teSkog lanca koristila, koliko je duga klju¢na vezna petlja i koliko su geni protutijela
mutirali tijekom sazrijevanja. Loze su koristile viSe segmenata genskih porodica VH3 i VH4, imale
CDRHS3 petlje duljine od 14 do 25 aminokiselina te u prosjeku 8.4% somatskih mutacija VH na razini
nukleotida. Autori to tumace kao ohrabrujuce: jednom primirane, te loze mozda ne trebaju ekstre-
man teret mutacija viden kod nekih drugih HIV bNAb-a.

Dvokoracni mehanizam

Zanimljiv dio rada nije samo to da su se protutijela pojavila. Vazno je kako.
Model autora jest mehanizam u dva koraka.

Prvo SHIV.5MUT izlaZe izmijenjeno podrudéje petlje V1. Rani odgovor protutijela cilja to podruéje V1.
Virus zatim izmice skrac¢ivanjem petlje V1i promjenom njezine glikozilacije - obrasca Secera vezanih
za nju.

Drugo, te varijante bijega sa skracenom V1 jasnije izlazu V3-glikanski epitop ispod nje. To prekur-
sorskim B-stanicama V3-glikanskih bNAD protutijela daje priliku da se ukljuce. Nakon njihova ukljuci-
vanja virus i protutijelo nastavljaju koevoluirati, a neke loze sazrijevaju prema Siroj neutralizaciji.

To je pravi trag za dizajn cjepiva. Autori ne prijavljuju samo imunoloski odgovor; mapiraju slijed do-
gadaja koji bi dizajneri mozda mogli reproducirati bez potrebe za infekcijom replicirajuéim virusom.

Rad navodi i da bi ljudi vjerojatno trebali imati usporedivu pocetnu geneticku osnovu za taj put.
VH genski segmenti koje koriste prekursori bNAb protutijela u makaka medu Cestim su alelima i
u bazama imunoglobulina rezus-makaka i ljudi. To ne dokazuje da ce isti put djelovati u ljudi. Ali ¢ini
ga relevantnijim od zanimljivosti ogranicene na makake.
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Sto ovo ne dokazuje

Ne pokazuje da je napravljeno cjepivo protiv HIV-a.

Ne pokazuje zastitu ljudi od infekcije HIV-om.

Ne pokazuje da samo cijepljenje mozZe reproducirati ovaj put.

Ne pokazuje da bi ¢ovjek sigurno ili pouzdano proizveo ista protutijela.

Ne dokazuje da je konstruirani SHIV sam po sebi platforma za cjepivo.

Ne uklanja potrebu za klini¢kim ispitivanjima, provjerom sigurnosti, strategijom doziranja i diza-
jnom imunogena.

Ne znaci da su sve V3-glikanske loze protutijela jednako korisne; izolirana protutijela kretala su
se od uskih do Siroko neutralizirajucih.

Najvaznija granica jest model infekcije. SHIV.5MUT djelovao je kao “evoluirajuc¢i imunogen” zato Sto
se replicirao i mijenjao pod imunoloskim pritiskom. To je znanstveno korisno, ali nije nacin na koji
se moze jednostavno dati profilakticko cjepivo ¢ovjeku.

Translacijski je zadatak tezi: osmisliti imunogene koji oponaSaju koristan slijed izlaganja bez
koriStenja nekontrolirane infekcije kao pogona.

Koliko su dokazi jaki?

Za tvrdnju koju rad doista iznosi dokazi su jaki.

Glavna usporedba je jasna: 14 od 22 prema 0 od 14 unutar istog razdoblja od 48 tjedana. Autori
povezuju i neutralizaciju plazme, izolaciju monoklonskih protutijela, strukturnu analizu, sekven-
ciranje receptora B-stanica i longitudinalno sekvenciranje virusa. Ta je kombinacija uvjerljivija od
jednog ocditanja neutralizacije.

Mehanisticku je pricu takoder neobicno lako pratiti. Autori mogu vidjeti ranu selekciju V1, zakljuciti
o bNADb prekursorima, izolirati zrela protutijela, mapirati njihove epitope, usporediti strukture i
pratiti promjene virusne sekvence kroz vrijeme. Upravo je zato Zivotinjski model ovdje koristan: daje
longitudinalni pristup kakav studije ljudske infekcije rijetko pruzaju tako cisto.

Ogranicenja su takoder stvarna. Model koristi makake, ne ljude. SHIV je zamjenski sustav. Put
ukljuéuje infekciju konstruiranim virusom, ne dovrSen raspored cijepljenja. I premda je odgovor
protutijela bio ¢est u odnosu na kontrole, 8 od 22 Zivotinje sa SHIV.5MUT-om ipak nije zadovoljilo
definiciju bNAb odgovora.

Dakle, dokazi su jaki za model i mehanizam. Za cjepivo je joS rano.
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7.a8to je vazno

Dizajn cjepiva protiv HIV-a Cesto je morao raditi unatrag od rijetkih uspjesnih protutijela: pronadi
zrelo bNAD protutijelo, zakljuditi kakav mu je bio predak, a zatim pokusati dizajnirati imunogene
koji ée lozu B-stanica voditi istim putem.

Ovaj rad nudi druk¢iju vrstu karte. Pokazuje ponovljiv put u kojem jedno konstruirano stanje ovojnice
potice virusni bijeg, a taj bijeg izlaze sljede¢u metu. Imunoloskom sustavu ne pokazuje se samo
zavrsni epitop; prema njemu ga vodi antigen koji se mijenja.

Ako dizajneri cjepiva uspiju dio s replicirajuéim virusom zamijeniti kontroliranim slijedom imuno-
gena, rezultat bi mogao pomodi s jednim od najtezih dijelova razvoja cjepiva protiv HIV-a: primi-
ranjem pravih prekursorskih stanica i njihovim sazrijevanjem bez skretanja odgovora na pogresnu
metu.

To je stvaran napredak. I upravo je vrsta napretka koju treba opisivati pazljivo. Rad daje bolji nacrt za
dizajn cjepiva. Ne isporucuje zgradu.

Sazetak bez prenaglasavanija

Skelly, Gristick, Li, Gavor i suradnici konstruirali su SHIV model u kojem su se V3-glikanska Siroko
neutralizirajuéa protutijela u makaka pojavljivala mnogo dosljednije nego uz roditeljski kontrolni
virus. Unutar 48 tjedana 14 od 22 makaka zarazena SHIV.5SMUT-om razvila su bNADb odgovor u plazmi,
prema 0 od 14 zaraZenih roditeljskim SHIV.BG505.N332. Autori su izolirali 12 V3-glikanskih bNAbloza
i pratili dvokora¢ni mehanizam: rana protutijela na izmijenjenu petlju V1 odabrala su varijante bijega
sa skracenom V1, koje su izloZzile V3-glikanski epitop i primirale bNAb prekursore. Rezultat je vazan
model i trag za dizajn imunogena protiv HIV-a. Nije rezultat cjepiva u ljudi.

Provjera bez ulj epéavanj a

Sto rad pokazuje: Konstruirani SHIV model u makaka naveo je jednu klasu $iroko neutralizirajué¢ih
protutijela protiv HIV-a da se pojavi mnogo ¢esce nego roditeljski kontrolni virus, a autori su mogli
pratiti uvjerljiv dvokorac¢ni put njihova nastanka.

Sto je mogude, ali nije dokazano: Da ée dizajneri cjepiva moéi oponasati taj put kontroliranim sli-
jedom imunogena. To je translacijska nada, ali rad je ne pokazuje u ljudi i ne daje gotov raspored
cijepljenja.

Sto ne pokazuje: Ne pokazuje cjepivo protiv HIV-a, zastitu ljudi od HIV-a ni siguran naéin uporabe
replicirajuceg konstruiranog virusa kao cjepiva. Ne pokazuje ni da ¢e svaka V3-glikanska loza protu-
tijela biti Siroka ili korisna.
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Glavno ogranicenje za opceg Citatelja: Koristan mehanizam dogodio se unutar modela infekcije.
SHIV.5MUT se replicirao, izbjegavao imunoloski pritisak i tijekom promjena izlagao sljede¢u metu.
Profilakticko cijepljenje ljudi ne moZe jednostavno kopirati taj nekontrolirani proces; trebali bi diza-
jnirani imunogeni koji sigurno reproduciraju koristan slijed.

Koliko povjerenja treba imati op¢i ¢itatelj? Visoko da su model i mehanizam u makaka stvarni
unutar eksperimenta. Mnogo nize da to izravno predvida ljudsko cjepivo. Posten zakljucak je bolji
nacrt za dizajn HIV imunogena, ne proboj u cjepivu.
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