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

Model HIV pri makakih je redka siroko delujoca
protitelesa sprozil hitreje — namig za cepivo, ne se

Cepivo

Studija v reviji Science je zasnovala model SHIV, ki je epitop V3-glikana virusa HIV razkril v dveh
korakih: najprej je sprozil protitelesa proti spremenjeni zanki V1, nato pa so izbrane ubezne razlicice
odprle tarco za predhodnike Siroko nevtralizirajocih protiteles. Pri makakih je spremenjeni virus v
enem letu sprozZil mocna Siroko nevtralizirajoca protitelesa proti V3-glikanu pri 14 od 22 Zivali,
medtem ko jih pri nobeni od 14 Zivali s starsevskim virusom ni. Rezultat je uporaben nacrt za
oblikovanje imunogenov, ne dokaz, da cepivo proti HIV deluje pri ljudeh.
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cepiva proti HIV

Uporaben rezultat ni »cepivo proti HIV«

Razvoj cepiva proti HIV skriva teZaven problem za preprostim izrazom: Siroko nevtralizirajoca pro-
titelesa.

Ta protitelesa, navadno okrajsana kot bNAb, lahko prepoznajo veliko razliénih razli¢ic HIV, ne le ene
ozke virusne variante. Zato so pomembna. Poskusi pasivnega prenosa kaZejo, da lahko prava bNAb

zascCitijo makake pred izzivom s SHIV, pri ljudeh pa je protitelo VRCO01 zas¢itilo pred obcutljivimi sevi
virusa. Veliko teZje pa je telo s cepljenjem pripraviti do tega, da takSna protitelesa izdela samo.

TeZava ni le v tem, da HIV mutira. NajboljSa bNAD se navadno ne pojavijo v enem samem koraku.

Pogosto nastanejo skozi dolgo evolucijsko izmenjavo med virusom in imunskim sistemom. Najprej
je potrebna redka zacetna celica: predhodna celica B z receptorjem, ki je dovolj podoben, da pre-
pozna pravo virusno obliko. Nato se virus spremeni in uide nastajajo¢im protitelesom. V odgovor se
spreminja tudi linija celic B, ki proizvaja protitelesa. Krog za krogom virus in protitelesa drug drugega
potiskajo skozi mutacije in selekcijo.

Pri naravni okuzbi lahko to traja mesece ali leta, mocno Sirino — torej protitelesa, ki nevtralizirajo
Stevilne razli¢ice HIV in ne le prvotne variante — pa razvije le manjsina ljudi.

Novi ¢lanek v reviji Science, ki so ga objavili Ashwin Skelly, Harry Gristick, Hui Li, Edem Gavor in
sodelavci, tega problema pri ljudeh ne resSuje. Naredi nekaj oZjega, a Se vedno pomembnega: ustvari
model SHIV pri makakih, v katerem se en obetaven razred bNAbD pojavi bistveno pogosteje in hitreje
kot obicajno, ter rekonstruira dvostopenjsko pot, po kateri je do tega prislo.

Cista razli¢ica zgodbe ni »imamo cepivo proti HIV«. Je: avtorji so zgradili model, v katerem je redka
razvojna pot protiteles dovolj vidna, da jo je mogoce preucevati in morda posnemati.
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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.

Dvostopenjska pot: spremenjena zanka V1 najprej sprozi zgodnja protitelesa, virus nato uide tako, da V1 skrajsa,
razkrita povrsina V3-glikana pa omogoci aktivacijo predhodnikov Siroko nevtralizirajoCih protiteles — v modelu
SHIV pri makakih, ne v odobrenem cepivu proti HIV.
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Kaj SO avtorji spremenili

Tarca je podrocje V3-glikana na ovojnem proteinu HIV.

V tem izrazu je zdruzZenih ve¢ pojmov. HIV obdaja ovojni protein, pogosto imenovan Env, ki ga virus
uporablja za vstop v celice. Del Env je zanka V3. Ob njenem dnu je ranljivo obmodje, prekrito z
glikani — sladkornimi skupinami, vezanimi na protein. Dva pomembna glikana na tem obmocju se
imenujeta N332 in N301; imeni oznacujeta mesti, kjer sta sladkorja pritrjena na Env.

Nekatera ¢loveska bNAb prepoznajo to podrocje V3-glikana in zelo ucinkovito nevtralizirajo HIV.
Avtorji poudarjajo tudi, da so bNAD proti V3-glikanu strukturno in genetsko raznolikejsa od nekaterih
drugih razredov bNAb. Za razvoj cepiva je to dobra novica: ¢e lahko do tarce pride ve¢ razlicnih
predhodnih celic B, ni treba zadeti ene same zelo redke genetske zacetne tocke.

Avtorji so delali z modelom opiéje-¢loveskega virusa imunske pomanjkljivosti oziroma SHIV. SHIV
ni sam HIV; je himerni virus, ki se uporablja pri makakih, da lahko raziskovalci v Zivalskem modelu
preucujejo imunske odzive na ovojnico HIV.

Zasnovali so virus SHIV.5MUT. Ime je tehni¢no, zamisel pa preprosta: zaénes$ s SHIV, ki nosi ovo-
jnico HIV, nato pa majhen del ovojnice spremenis tako, da skrito taro V3-glikana protitelesa lazje
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doseZejo.

Klju¢na sprememba je bila v zanki V1 ovojnice HIV. Ostankom pravimo posamezna aminokislinska
mesta v proteinu. V primerjavi z ovojnico starSevskega virusa SHIV.BG505.N332 se 5SMUT razlikuje na
Stirih mestih zanke V1: V134Y, N136P, I138L in D140N. Vsaka oznaka pomeni, da je bila na dolo¢enem
ostevilcenem mestu ena aminokislina zamenjana z drugo. Te §tiri zamenjave so epitop V3-glikana —
povrsino, ki jo prepoznajo protitelesa — naredile dostopnejsi znanim protitelesom proti V3-glikanu.

Poskus na Zivalih je nato primerjal tri okolisCine.

Nekatere makake so najprej imunizirali s prejsnjimi naértovanimi imunogeni Env in jih nato okuzili
s SHIV.5MUT. Njihov imunski sistem je bil torej Ze izpostavljen nacrtovanim proteinom Env, preden
je priSel spremenjeni virus.

Druga skupina predhodne imunizacije ni dobila in je bila neposredno okuZena s SHIV.5SMUT.

Kontrolna skupina je bila okuZena s starSevskim SHIV.BG505.N332, primerjalnim virusom brez
enakih sprememb 5MUT v zanki V1.

Ta zasnova je pomembna, ker osupljivi rezultat ni bil zgolj posledica zaCetnega cepljenja. Avtorji
so ugotovili, da je bil za linije bNADb najverjetnejsi glavni zacetni drazljaj sam spremenjeni virus ali
njegova pozneje nastala razlicica.

Kaj so ugotovili

Studija se je zacela z 42 okuZenimi makaki v $tirih skupinah. Produktivna okuZba se je razvila pri vseh
42, kar pomeni, da se je izzivni virus dejansko vzpostavil. Iz glavne enoletne analize so nato izkljucili
Sest Zivali: pet z vztrajno visoko virusno obremenitvijo in hitrim napredovanjem v AIDS ter eno, ki
je okuzbo nadzorovala z zelo malo virusa v krvi in brez zaznavne avtologne nevtralizacije — torej
brez zaznavnih protiteles, ki bi nevtralizirala virus, s katerim je bila okuZena. Ostalo je 22 makakov,
okuzenih s SHIV.5MUT, in 14 kontrolnih zivali s starSevskim SHIV.

Avtorji so plazemski odziv bNAD opredelili kot nevtralizacijo vsaj treh od osmih heterolognih virusov
v 48 tednih po okuZzbi. »Heterologni« tukaj pomeni viruse, ki se razlikujejo od okuZevalnega virusa,
zato test preverja, ali protitelesa delujejo tudi zunaj prvotnega seva.

Po tej definiciji je odziv bNAb razvilo 14 od 22 makakov, okuzenih s SHIV.5MUT. V kontrolni skupini,
okuZeni s starSevskim SHIV.BG505.N332, ga ni razvila nobena od 14 Zivali. Razlika je bila v testu
avtorjev zelo statisticno znacilna (P < 0,0001, Fisherjev eksaktni test).

Osem zivali s SHIV.5MUT je nevtraliziralo vsaj Sest od osmih heterolognih virusov v presejalnem pan-
elu, titri ID50 pa so bili pogosto nad 1: 1000. ID50 meri razredcitev: e je nevtralizacija Se zaznavna, ko
je plazma razredcena vec kot tisockrat, odziv ni zgolj na meji zaznave. Vsa Sirina plazemskega odziva
se je preslikala na epitop V3-glikana.

.....

monoklonskih protiteles, ki so predstavljala 106 linij, in pri osmih makakih nasli 12 linij bNAb proti
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V3-glikanu.

Pri vedjem globalnem panelu 130 virusov so se ta protitelesa precej razlikovala. Sirina nevtralizacije
je segla od 6 % do 68 %. Sirina pomeni deleZ testnih virusov, ki jih protitelo lahko nevtralizira. Ge-
ometri¢ne sredine IC50 so bile med 0,06 in 2,80 mikrograma na mililiter; IC50 je koncentracija pro-
titelesa, potrebna za 50-odstotno zmanjsSanje okuzbe v testu, zato nizja vrednost praviloma pomeni
mocnejSo nevtralizacijo.

Najboljsa protitelesa so dosegla Sirino, primerljivo z moc¢nimi ¢loveskimi bNADb proti V3-glikanu,
vendar je razpon pomemben: niso bila vsa protitelesa Siroko delujoca.

Raznolike so bile tudi same linije protiteles. Clanek tu analizira arhitekturo protiteles: katere genske
segmente variabilne tezke verige uporabljajo, kako dolga je kljuéna vezavna zanka in koliko so geni
protiteles med zorenjem mutirali. Linije so uporabljale ve¢ segmentov genskih druzin VH3 in VH4,
zanke CDRH3 so bile dolge od 14 do 25 aminokislin, povpreéna somatska mutacija VH na ravni
nukleotidov pa je znasala 8,4 %. Avtorji to razumejo kot spodbudno: ko so te linije enkrat sproZene,
morda ne potrebujejo tako skrajne mutacijske obremenitve kot nekatera druga bNAb proti HIV.

Dvostopen; ski mehanizem

Zanimivo ni le, da so se protitelesa pojavila, ampak kako.
Model avtorjev predlaga dvostopenjski mehanizem.

Najprej SHIV.5SMUT izpostavi spremenjeno obmocje zanke V1. Zgodnji protitelesni odziv je usmerjen
proti temu obmocju. Virus nato uide tako, da skrajSa zanko V1 in spremeni njeno glikozilacijo —
vzorec sladkornih skupin, pritrjenih nanjo.

V drugem koraku te ubezne razli¢ice s skrajsano V1 jasneje razkrijejo spodaj lezeéi epitop V3-glikana.
Tako dobijo predhodne celice B za bNAD proti V3-glikanu mozZnost, da se veZejo in aktivirajo. Ko
se to zgodi, virus in protitelesa nadaljujeta koevolucijo, nekatere linije pa dozorevajo proti SirSemu
nevtralizacijskemu delovanju.

Prav to je bistveni namig za nacrtovanje cepiv. Avtorji ne porocajo le o imunskem odzivu; zarisujejo
zaporedje dogodkov, ki bi ga oblikovalci cepiv morda lahko posnemali brez okuZzbe z virusom, ki se
razmnozuje.

Clanek poroca tudi, da bi ljudje lahko imeli primerljivo zadetno biolosko osnovo za to pot. Segmenti
genov VH, ki so jih uporabljali makakovi predhodniki bNAD, sodijo med pogoste alele tako v bazah
imunoglobulinov rezusnih makakov kot ljudi. To ne dokazuje, da bo enaka pot delovala pri ljudeh.
Pomeni pa, da ni nujno le posebnost makakov.
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Cesa to ne dokazuje

Ne kaZe, da je bilo izdelano cepivo proti HIV.

Ne kaZe zasc¢ite ljudi pred okuzbo s HIV.

Ne kaZe, da lahko samo cepljenje ponovi to razvojno pot.

Ne kaze, da bi ¢lovek varno in zanesljivo ustvaril ista protitelesa.

Ne dokazuje, da je sam spremenjeni SHIV platforma za cepivo.

Ne odpravlja potrebe po klini¢nih preskusanjih, preverjanju varnosti, strategiji odmerjanja in
nacértovanju imunogenov.

Ne pomeni, da so vse linije protiteles proti V3-glikanu enako uporabne; izolirana protitelesa so
segala od ozko do Siroko delujocih.

Najpomembnejsa meja je model okuzbe. SHIV.5MUT je deloval kot »razvijajoCi se imunogen, ker
se je razmnoZeval in spreminjal pod imunskim pritiskom. To je znanstveno uporabno, vendar ni
postopek, ki bi ga lahko preprosto uporabili kot preventivno cepivo pri ljudeh.

Prevod v prakso je tezji: oblikovati je treba imunogene, ki posnemajo koristno zaporedje izpostavitev,
ne da bi kot gonilo uporabljali nenadzorovano okuzbo.

Kako moc¢ni so dokazi?

Za trditev, ki jo ¢lanek dejansko postavlja, so dokazi mocni.

Glavna primerjava je jasna: 14 od 22 proti 0 od 14 v istem 48-tedenskem obdobju. Avtorji poleg tega
poveZejo plazemsko nevtralizacijo, izolacijo monoklonskih protiteles, strukturno analizo, sekvenci-
ranje receptorjev celic B in vzdolzno sekvenciranje virusa. Ta kombinacija je prepricljivejSa od enega
samega rezultata nevtralizacijskega testa.

Tudi mehanisti¢na zgodba je nenavadno dobro sledljiva. Avtorji vidijo zgodnjo selekcijo V1, sklepajo
na predhodnike bNAD; izolirajo zrela protitelesa, preslikajo njihove epitope, primerjajo strukture in
skozi ¢as sledijo spremembam virusnega zaporedja. Prav zato je Zivalski model tu koristen: omogoca
vzdolzni dostop, ki ga je pri ¢loveskih okuzbah redko mogoce dobiti tako éisto.

Omejitve pa so resni¢ne. Model uporablja makake, ne ljudi. SHIV je nadomestni sistem. Pot vkljuéuje
okuZbo s spremenjenim virusom, ne dokonéanega cepilnega rezima. Ceprav je bil protitelesni odziv
v primerjavi s kontrolo pogost, 8 od 22 Zivali s SHIV.5SMUT Se vedno ni doseglo definicije odziva bNAb.

Dokazi so torej moéni za model in mehanizem. Za cepivo smo Se zgodaj.
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Zakaj je pomembno

Razvoj cepiv proti HIV je moral pogosto delati vzvratno od redkih uspesnih protiteles: najti zrelo
bNAD, sklepati na njegovega prednika in nato oblikovati imunogene, ki bi linijo celic B vodili po
podobni poti.

Ta clanek ponuja drugacno vrsto zemljevida. PokaZe ponovljivo pot, v kateri eno naértovano stanje
ovojnice sprozi virusni pobeg, ta pobeg pa razkrije naslednjo tarco. Imunski sistem ne vidi le
koncnega epitopa; spreminjajoci se antigen ga postopoma vodi proti njemu.

Ce bodo oblikovalci cepiv lahko del z razmnoZujo¢im se virusom nadomestili z nadzorovanim
zaporedjem imunogenov, bi to lahko pomagalo pri enem najtezjih delov razvoja cepiva proti HIV:
sproziti prave predhodne celice in jih voditi do zorenja, ne da bi odziv zasel na napaéno tarco.

To je resni¢en napredek. Je pa prav tak napredek, ki ga je treba opisovati natanéno. Clanek daje
oblikovanju cepiv boljsi naért. Ne daje dokonéane stavbe.

Kratek povzetek

Skelly, Gristick, Li, Gavor in sodelavci so zasnovali model SHIV, v katerem so se Siroko nevtralizira-
joca protitelesa proti V3-glikanu pri makakih pojavila bistveno bolj dosledno kot pri starSevskem
kontrolnem virusu. V 48 tednih je plazemski odziv bNADb razvilo 14 od 22 makakov, okuZenih s
SHIV.5MUT, v primerjavi z 0 od 14 zivali, okuzenih s starSevskim SHIV.BG505.N332. Avtorji so
izolirali 12 linij bNAD proti V3-glikanu in sledili dvostopenjskemu mehanizmu: zgodnja protitelesa
proti spremenjeni zanki V1 so izbrala ubezne razli¢ice s skrajsano V1, te pa so razkrile epitop V3-
glikana in sprozile predhodnike bNAb. Rezultat je pomemben model in namig za razvoj imunogenov
proti HIV. Ni rezultat cloveskega cepiva.

Preverj anj e brez olepéevanj a

Kaj ¢lanek pokazZe: Spremenjeni model SHIV pri makakih je en razred Siroko nevtralizirajoéih pro-
titeles proti HIV sprozil bistveno pogosteje kot starSevski kontrolni virus, avtorji pa so lahko sledili
verjetni dvostopenjski poti njihovega nastanka.

Kaj je verjetno, vendar ne dokazano: Da bi oblikovalci cepiv lahko to pot posnemali z nadzorovanim
zaporedjem imunogenov. To je translacijsko upanje, vendar ¢lanek tega ne pokaze pri ljudeh in ne
ponuja dokoncanega rezima cepljenja.

Cesa ne pokaze: Ne pokaZe cepiva proti HIV, zas¢ite ljudi pred HIV ali varnega nadina, kako bi razm-
nozujoci se spremenjeni virus uporabili kot cepivo. Prav tako ne kaZe, da bo vsaka linija protiteles
proti V3-glikanu Siroko delujoca ali uporabna.
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Glavna omejitev za sploSnega bralca: Koristni mehanizem je nastal znotraj modela okuzbe.
SHIV.5MUT se je razmnozeval, pod imunskim pritiskom uhajal in med spreminjanjem razkrival
naslednjo tarco. Preventivno cepljenje ljudi tega nenadzorovanega procesa ne more preprosto
kopirati; potrebovalo bi nacrtovane imunogene, ki bi varno ponovili koristno zaporedje.

Koliko zaupanja naj ima splosni bralec? Visoko, da sta model in mehanizem pri makakih resni¢na
znotraj tega poskusa. Bistveno niZje, da rezultat neposredno napoveduje uspesno clovesko cepivo.
Posten sklep je boljsi nacrt za razvoj imunogenov proti HIV, ne preboj v obliki kon¢nega cepiva.
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