HIV-AIDS a nadejna liecba

Infekcia HIV (virus I'udskej imunodeficiencie) spdsobuje ochorenie imunitného systému, ktoré
postupne eliminuje biele krvinky a tym efektivne znizuje obranyschopnost’ 'udského organizmu
voci inym baktériam/virusom a infekciam/chorobam. HIV sa prenasa cez telesné tekutiny ako
krv, materské mlieko ¢i semeno. Sliny, pot a mo¢ nie su prenasace. Infekcia HIV pozostava z
troch §tadii: akutnej infekcie, chronickej infekcie a AIDS (Syndréom ziskanej imunodeficiencie).
AIDS reprezentuje najzavaznejSie Stadium infekcie HIV, kedy vznikaji oportunistické infekcie a
pocet CD4 T-lymfocytov (typ bielych krviniek) v krvi klesa pod 200 na mm®. Bez liecby sa
malokto s AIDS dozije viac ako tri roky. Adekvétnou lie¢bou sa da Zivot predizit, ¢i predist
progresii ochorenia do AIDS. Antiretroviralna liecba (ART) je najCastejSie aplikovana forma
liecby pri pacientoch s AIDS. Zabraiiuje replikacii virusu, ¢im dava imunitnému systému
prilezitost’ na obnovu. Lenze kvoli vysokému poctu aktivnych kopii HIV v I'udskom tele, casto
dochadza k nadobudnutiu rezistencie voci liecbe, ktoru ¢lovek kazdodenne podstupuje. V takych
pripadoch sa pouziva vysokoaktivna antiretrovirdlna lieCba (HAART), ktord kombinuje viaceré
antiretroviralne lieky, a tak znizuje Sancu nadobudnutia rezistencie voci liecbe. Velky pocet
infikovanych CD4 buniek v tele taktiez znamend, Ze po pozastaveni liecby sa virus v tele za¢ne
replikovat. V dneSnej dobe nedokdZeme AIDS vyliecit, iba kontrolovat’ a zmiernit’ jeho
dosledky. Zacinaji sa ¢rtat’ mozZnosti v ramci experimentalnej liecby, a to najméd v oblasti
kmenovych buniek a CRISPR/CAS9 technoldgie. Oba spdsoby su pre liecbu HIV/AIDS velmi

relevantné, aj ked’ kontroverzné.

Pluripotentné kmenové bunky st nediferencované, preto sa moézu stat’ akymikol'vek bunkami, aj
T-lymfocytmi, ktorych maju HIV-pozitivni 'udia nedostatok. Ich potencialne vyuzitie spociva v
tvorbe novych buniek s genetickymi modifikdciami a ich naslednou transplantaciou do l'udského
organizmu. Hiitterov vyskum sustredeny na liecbu HIV/AIDS transplantaciou vybranych alebo
transgénnych krvotvornych kmeiiovych buniek skimal role receptorov chemokinov (CCRS) v

HIV-1 ochoreni. CCRS5 su receptory cytokinov, molekul zodpovednych za prenos informacii



medzi bunkami. Cudia s CCR5-delta32 deléciou, ti bez CCRS receptoru, st ovel’'a odolnejsi voci
HIV-1, pretoze infekcia HIV zavisi na pritomnosti CCRS receptoru. CCR5-delta32 mutécia sa
nachadza naj¢astejSie v kaukazskej populacii v severovychodnych Castiach Europy. CCRS je pre
HIV dolezity, kedZze vd’aka nemu dokazu antigény na kapside (proteinovom obale) HIV
interagovat’ s hostitel'skou CD4 bunkou, respektive s ko-receptormi na nej, z ktorych velku cast’
tvoria CCRS. Zabranenie interakcie HIV-1 s CCRS pomocou mensich molekul (antagonistov) sa
ukazalo byt efektivne pri potlacani replikdcie HIV-1 najmi u pacientov s multi-rezistenciou na
liecbu. Pri prvej uspesnej transplantacii krvotvornych (hematopoetickych) alogénnych
kmenovych buniek homozygotnych (alloHSCT) pre alelu CCRS5-delta32, sa stal HIV-1 opéat’
detekovate'nym (koncentracia CD4 buniek v krvi klesla pod 200 na mm?®) az po 27 mesiacoch

bez ART.

Existuju dva spdsoby transplanticii kmenovych buniek. VysSie opisany, alogénny, vyzaduje
darcu kompatibilného v l'udskom leukocytovom antigéne (HLA) ako aj v piatich lokusoch génu
(10 alel). Odporucana zhoda pre darcov je 9/10 charakteristik HLA. Pri vyuziti kmenovych
buniek z pupocnikovej krvi staci zhoda 4/6. Pre CCR5-negativnu alloHSCT liecbu bude preto
obmedzenim dostupnost’ darcov so zhodnym HLA. Pupocénikova krv sa pravdepodobne stane
dolezitym zdrojom kmenovych buniek, pre uspeSnost’ transplantdcii aj pri vdcSom nesulade

medzi darcom a prijemcom.

Druhy typ transplantacie, autologny, vyuziva pacientove vlastné kmenové bunky. Pre liecbu
AIDS by nebol tento spdsob efektivny, ked’Ze pacient s HIV ochorenim vo vécSine pripadov
nema homozygotnost’ CCR5-delta32, ktora replikaciu HIV-1 potlaca. Autologna transplantacia
by bola moznostou len pri genetickej uprave darcovych kmenovych buniek pred transplantaciou
povedzme vloZenim transgénov vyvolavajlcich rezistenciu na HIV. Transgénne bunky musia
byt schopné cez selektivnu vyhodu nahradit’ tie bunky transplantatu, do ktorych sa prenos
rezistentnych transgénov neuskutocnil, a su citlivé na virusy. Najsl'ubnejSou metddou liecby
AIDS hematopoetickymi kmetilovymi bunkami (HSC) s transgénmi sa zda byt intervencia do

zivotného cyklu virusu inhibiciou jeho vstupu do bunky a integracie do DNA. Velkou vyhodou



vyuzitia hematopoetickych buniek je ich schopnost samoobnovy, mnozenia, a hlavne
diferencidcie na imunitné¢ bunky. Preto by mali byt HSC s upravenym gendémom braniacim
replikacii HIV schopné poskytovat’ a tvorit’ imunitné bunky rovnako rezistentné na HIV infekciu
do konca zivota pacienta. V §tudii, ktoru predstavil B Fehse je pouzity transgén zodpovedny za
koédovanie peptidu C46, ktory zabraniuje fuzii virusovej a bunkovej membrany. AutoHSCT
(autologna transplantacia hematopoetickych kmeniovych buniek) bude v tomto pripade vyuzita

na vlozenie novej genetickej informécie (C46) do kmenovych buniek.

Dalsia $tadia zamerana na vyuZitie pacientskych indukovanych pluripotentnych kmetiovych
buniek (iPSC) naznacila nové moznosti liecby HIV-1 formou autolognej transplantacie linii
iPSC bez pouzitia transgénov. Vedci v ramci Studie pozmenili mononuklearne bunky periférne;j
krvi (PBMC) pacienta pomocou virusovych vektorov, aby docielili neintegrujicu sa generaciu
1PSC s rezistenciou na HIV-1 infekcie po diferenciacii na lymfocyty. Vysledné iPSC linie, ani
linie modifikované pomocou CRISPR/Cas9 technoldgie nevykazovali zndmky integracie HIV-1,
ani pozmeneny karyotyp. Studia preukéazala, moznost vytvorenia linii terapeutickych iPSC z

buniek HIV-pozitivnych pacientov.

Na zistenie infek¢nosti imunitnych buniek odvodenych z génu CCRS, teda modifikovanych iPSC
z PBMC u HIV-infikovanych pacientov, sluzila Studia, poc€as ktorej boli porovnavané vzorky
PBMC siestich pacientov. U vsetkych pacientov pretrvavalo HIV ochorenie viac ako 20 rokov a
podstupovali ART 1 az 12 rokov pred zacatim Stadie. Pocas Studie boli ziskané PBMC
derivované do 1PSC a nasledne upravené endonukledzami (Stiepiacimi enzymami) s TALEN
alebo CRISPR/Cas9. Spolu s technoldgiou PiggyBac tak vytvorili prirodzene vyskytujlice sa
delécie 32 bp (bazovych parov) v CCRS5 géne. Nasledne boli tieto bunky diferencované na
$pecifické imunitné bunky, makrofagy a vystavené infekcidm rdéznych kmenov HIV. Vysledky
preukdzali, ze iPSC upravené v géne CCRS v porovnani s neupravenymi iPSC boli po
diferencidcii a napadnuti HIV-1 rezistentné na CCRS-tropné a cCiastoCne rezistentné na
CCR5/CXCR4 duélno-tropné HIV-1 infekcie. HIV sa dokaze naviazat’ na viaceré ko-receptory
na CD4 bunkach, ako napriklad CXCR4, nielen na CCRS, ktoré ale tvoria vel'kt Cast’. Niektoré

virusy sa dokdzu naviazat' na oba typy (dudlno-tropné), preto delécia 32 bp do istej miery



ovplyviiuje aj tento typ virusu. Bolo preukdzané, Ze rozne génovo modifikované imunitné bunky

z 1PSC st odolné voci Specifickym odliSnym kmeniom HIV-1.

Vyuzitie kmeniovych buniek s CCR5-delta32 deléciami bude skiimané v nasledujucich pokusoch
aj na liecbu HIV-1-pozitivnych pacientov s malignitami s cielom reprodukovat’ sl'ubné vysledky
Hiittera vo véacSom rozsahu. Potvrdenie vysledkov Hiittera by malo obrovsky prinos pre
HIV-infikovanych pacientov s malignymi ochoreniami, kvoli nasledne zvySenej intenzite
skriningov ich potencionalnych darcov CCR5-delta32. Vyskum sa pravdepodobne zameria aj na
druhy ko-receptor CXCR4 pre dosiahnutie rezistencie voci viacerym kmetiom HIV vratane
dualno-tropnych typov. Dalej sa bude patrat’ aj po postupoch liegby pre HIV-pozitivnych
pacientov bez vhodného darcu s CCR5-delta deléciou. Jedna z moznosti je rozvoj vyskumu pre
zlepSenie HIV-1 lie¢by interferujiicej so vstupnym mechanizmom virusu. Dal$ou alternativou je
vytvorenie databazy vhodnych darcov s CXCR4-delta deléciou po vyskume zameranom na
CXCR4 ko-receptor. Momentalne si autoHSCT vyzaduji laboratorne podmienky s vel'mi
vysokou uroviiou bezpecnosti na prenos génov, Co transplanticie komplikuje. Buducnost
génovej terapie je aj v alogénnych transplantatoch, ktorych zdmerom bude zjednodusit’ pristup k
transplantaciam, ako aj vyuzit’ Step-versus-tumor efekt na boj proti rakovine, ktory vznika pocas
alloHSCT u pacientov s malignitami, kedy darcove bunky napadaju pozostalé rakovinové bunky.
Vyuzivanie transgénov rezistencie na HIV v transplantacii kmeniovych buniek by ul'ah¢ilo zivot
Pudom, zavislym na ART/HAART ako aj prediZilo tym, ktori st vo¢i formam ART rezistentni.
Prinos by bol najmd pre pacientov s multi-rezistentnou infekciou, u ktorych HIV ochorenie
postupuje rychlejsie. Naklady na ART/HAART su tiez vysoké, ¢im by terapie ako
CCRS5-negativna transplantacia kmenovych buniek ¢i transgénne pristupy prispeli k lepSiemu

vyuZitiu zdrojov zdravotnictva.

Emma Zobokova
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