Retroviry

ve sluzbach clovéka

Filip Senigl

Jiz v pocatcich genového inzenyrstvi se uvazovalo, zda by nebylo mozné vyuzit
nékterych vlastnosti virti pro efektivni prenos genetické informace do bunky.
Viry se jevi byt pfimo idedlnimi prenaseci — vektory — cizorodych geni. Jsou
velmi dobre adaptovany pro prenos své genetické informace do bunky a zaroven
jsou jednoduché a pristupné pro genové manipulace.

Zdaleka ne vSechny viry jsou vSak vhodné
k tomu, aby je genovi inzenyfi vyuzili. Nut-
nou podminkou je schopnost stabilné zacle-
nit (integrovat) svou genetickou informaci
do genomu hostitelské bunky a stit se jeho
soucasti. Tuto podminku spliuji predevsim
zastupci Celedi Herpesviridae, Adenoviri-
dae a Retroviridae. Tyto tii Celedi se nejvice
pouzivaji pro pfipravu virovych vektort
urcenych pro prenos gent (genovy transfer)
a posledni dobou se stale cCastéji ocitaji
v rukou védct zabyvajicich se genovou tera-
pii. Snad nejvétsi zajem vzbudila posledné
jmenovana skupina — retroviry.

Od retroviru k retrovirovému
vektoru

Retroviry jsou jednoduché RNA viry s ge-
netickou informaci ulozenou na jedné mole-
kule RNA o délce priblizné 10 kilobazi (kb),
ktera je v kazdé virové Castici pfitomna ve
dvou kopiich (blize také Ziva 2000, 6: 245
-248). Svou RNA jsou schopny prepsat do
dvouretézcové DNA a tu zaclenit do geno-
mu v jadre hostitelské bunky. Tato integrova-
na forma retroviru se nazyva provirus.
Expresi celého virového genomu fidi pouze
jediny promotor (isek na pociatku genu,
ktery urcuje, kdy a v jakém mnozstvi bude
vyrabéna pfislusna bilkovina), ktery muze
byt rozmanitym zpusobem modifikovan.

Dal$i vyznamnou vyhodou retroviri je
fakt, ze cely mechanismus praniku viru do
buriky, prepsani genomu do DNA, jeho za-
clenéni do genomu hostitele i nasledna
exprese nevyzaduji pfitomnost zidného
virového genu v cilové buiice. VSechny po-
tfebné proteiny si retroviry nesou s sebou
primo uvnitf virové c¢astice (partikule). Diky
tomu mize byt cely retrovirovy genom,
samoziejmé s vyjimkou sekvenci fidicich
replikacni cyklus retroviru, nahrazen gene-
tickou informaci, kterou chceme pfenést.
Takovy upraveny retrovirus jiZ neni schopen
se dale replikovat a produkovat nové virové
Castice. To je vSak v genové terapii spiSe
vyhodou nez nevyhodou, jelikoZ se tim sni-
Zuje riziko mutaci a selekce nebezpec¢nych
mutantd a to prispiva ke zvySeni bezpecnos-
ti retrovirovych vektort.

ZKkusenosti s 1é¢bou pomoci
retrovirovych vektoru

Rozsahlé laboratorni pokusy poskytly
slibné vysledky, a tak se modifikované retro-
viry zacCaly pouzivat pro terapii nékterych
vaznych a jinymi zptsoby tézko 1écitelnych
chorob. Asi nejznaméj$im pfipadem je
1écba syndromu SCID (Severe Combined
Immunodeficiency Disease). Jde o velmi
vaznou genetickou poruchu, kterd ma za
nasledek nefunkc¢nost lymfocytti nezbyt-
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nych pro obranyschopnost organismu, v pfi-
padé silného postizeni nemocny obvykle
umira béhem prvnich let zivota. Dfive byla
pro nemocné jedinou nad¢ji transplantace
kostni dfené od zdravého darce. Najit vhod-
ného darce je ovsem velmi obtizné a pokud
se i najde, ziistava transplantace stale velmi
riskantnim zakrokem. Retrovirové vektory
nabizeji moznost, jak se transplantaci vy-
hnout — jejich pomoci je mozné poskozené
lymfocyty opravit.

Choroba SCID muze byt zpusobena mu-
taci rtznych gend. Nejznaméjsi jsou dva
typy SCID. Prvnim je SCID-X1 zptisobeny
mutaci tzv. béZzného fetézce cytokinovych
receptora y (bilkoviny na povrchu bunék
imunitniho systému, které prijimaji signaly
pro vyvoj a funkci téchto bunék). Tato mu-
tace zpusobuje blok v diferenciaci (zrani)
T lymfocyta a tzv. pfirozenych zabiject
(Natural Killers — NK bunék) a neschop-
nost B lymfocytii produkovat protilatky.
Druhym typem je ADA-SCID zptisobeny
mutaci genu pro enzym adenosindeaminazu,
coZz ma mimo jiné za nasledek chyby ve
vyvoji a funkci vsech lymfocyti. U obou
variant SCID maji nemocni z vétsi casti
nefunkéni imunitni  systém. Vzhledem
k tomu, Ze jde o chorobu zptisobenou poru-
chou jediného genu, nabizi se 1é¢ba pomoci
retrovirovych vektord. Prvni pokusy s timto
zpusobem lécby se uskutecnily uz v r. 1990.
Z krve nemocnych s ADA-SCID byly izolo-
vany T-lymfocyty a do nich byla pomoci
retrovirového vektoru prenesena funkcéni
kopie genu pro adenosindeaminizu. Takto
geneticky modifikované T-lymfocyty byly
pacientovi vraceny a vysledkem toho bylo
vyrazné zlepseni funkce imunitniho systé-
mu. Tento postup je vSak velmi nevyhodny.
Ani pfi vysoké koncentraci viru (vektoru)
neni mozné infikovat vSechny bufiky, proto
jsou opraveny pouze nckteré krevni bunky
a navic je nutné postup po Case opakovat,
protoze modifikované lymfocyty postupné
mizi a jsou nahrazovany novymi, které jsou
opét nefunkcni.

S nartstem poznatkd o kmenovych bun-
kach a zejména s rozvojem metod jejich izo-
lace a kultivace se objevila moZnost opravit
uz kmenové buiiky, které by pak davaly
vznik ,zdravym“ bunkam imunitniho systé-
mu. Jako prvni se takto lécila varianta po-
ruchy SCID-X1. Byly izolovany kmenové
bunky z kostni dfené pacienta, v laboratofi
infikovany retrovirovym vektorem nesou-
cim funkéni gen pro fetézec cytokinovych
receptoru a takto opravené vriceny zpét
nemocnému. Vysledky byly velmi povzbudi-
vé. U pacientd byly po 10 mésicich nalezeny
funkéni T lymfocyty a NK bunky. Pocet
a funkc¢nost T a B lymfocytti a NK bunék

Replikacni cyklus retrovirii. Virovd Cidstice
pomoct receptorem zprostiedkované endocytdzy
pronikne do cytoplazmy buiiky, kde se virovd
RNA aktivitou enzymu reverzni transkriptdzy
preptse do DNA. Tato DNA putuje spolu s dal-
Stm enzymem — integrdzou do jddra a tam je
integrovana do DNA hostitelské busiky. Inte-
grovand forma retroviru se nazyvd provirus.
V hostitelské buiice jsou geny proviru prepsdany
do RNA. Cist RNA je preloZena (translatovd-
na) a ddvd vznik virovym proteiniim, Cdst je do
téchto proteinii zabalena. Komplex virové RNA
a proteinii virové matrix vytvori nukleokapsi-
du, kterd svilj obal ziskd pucenim na cytoplaz-
matické membrdné, do které se zallenily obalo-
vé proteiny viru, a opousti buiiku za vzniku
novych virovyjch dstic
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byla srovnatelna s tirovni béznou u zdravych
jedincu.

NadsSeni z vyteCnych vysledkti bohuzel
netrvalo dlouho. V jednom klinickém testu
se postupem casu u tii z 11 pacientt vyvi-
nula T bunécna leukémie (zhoubné pre-
mnozeni T lymfocyt). Tyto problémy vedly
na urcitou dobu k zastaveni klinickych zkou-
ku leukémie u takto 1écenych lidi. Pro geno-
vou terapii byly v tomto pfipadé pouzity
vektory na bazi viru mysi leukémie. Tento
virus byl objektem intenzivniho vyzkumu
a retrovirové vektory z néj pochazejici byly
povazovany za relativné bezpecné. Vzdyt
byly odstranény vsechny virové geny. Ukaza-
lo se vsak, ze vznik T bunécné leukémie
nijak nesouvisel s geny viru. Retroviry pred
integraci svého genomu do DNA hostitelské
bunky zdvojuji sviij promotor. Prvni z nich
fidi virové geny (v pfipadé retrovirového
vektoru terapeuticky gen), zatimco druhy
(umistény na konci virového genomu) je
tam jakoby navic a mtze aktivovat gen nebo
geny, které se nachazeji za mistem, kam se
retrovirus integroval. A to byl pravé piipad
tfi pacientd, kterym se retrovirovy vektor
u né¢kolika malo bunék (nebo mozni jen
u jediné) zaclenil pred bunécny protoonko-
gen, ktery aktivoval a zptsobil tak nekontro-
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Nahote: Priprava retrovirového vektoru a infek-
ce cllovych bunék. Do bunék, které v sobé maji
stabilné integroviny geny viru, z néhoz je odvo-
zen vektor — tzv. balict busiky (z angl. packaging
cells) — je vnesena DNA obsahujici kompletni
sekvenci vektoru. Tato DNA je v buiikdch pre-
psdna (transkribovdna) a velkd Cdst vznikajic
RNA je zabalena do proteinii kédovanych viro-
vymi geny. Komplex téchto proteinii s RNA
vytvort virové Listice, které se z buiiky uvoliiugji.
Vzniklé viriony slouzi k infekci cilovych bunék
a tedy pro prenos terapeutického genu. Po infekci
cilovych bunék je RNA vektoru prepsina do
DNA a ta je integrovina do DNA buiiky.
K tomu potiebné enzymy, reverzni transkriptdzu
a integrdzu, si virovd Cdstice nese s sebou z bali-
cich bunék. Terapeuticky gen je v cilovych busi-

kdch prepsdn a divd vznik prislusnému proteinu

lované mnozeni takové bunky a nasledny
vznik leukémie.

Védci zabyvajici se retrovirovymi vektory
si uz dfive byli rizika vzniku zhoubného
bujeni (malignity) védomi, nebot virus mysi
leukémie, z néhoz vyse zminény vektor po-
chazi, je chronicky transformujici (tzn., Ze
nepfenasi sviij vlastni onkogen, ale muize
vyvolat zhoubné bujeni ovlivnénim bunéc-
ného protoonkogenu). Avsak pravdépodob-
nost takové udalosti byla u replikacné defekt-
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Dole: Ovlivnéni bunélnych protoonkogenii re-
trovirovymi vektory. Klasické vektory maji plné
funkéni LTR sekvenci (virovy promotor). Pokud
se vektor zallent do bunéiné DNA pred proto-
onkogen, miize svym pravym LTR ovlivnit jeho
expresi. To miiZe ndsledné vést k nekontrolova-
nému déleni busiky. SIN (self-inactivating)
vektory nemaji virovy promotor funkini (pro-
motor je v LTR odstranén delect) a expresi tera-
peutického genu 7idi vnitini promotor. Proto
nehrozi nebezpelt, Ze by mobly prevzit kontrolu
nad bunélnym protoonkogenem a ¥idit jeho
expresi ze svého promotoru

nich vektord povazovana za velmi malou.
Vypocty vychazejici z nahodné integrace
neukazovaly na velké nebezpeci. Jak se
pozdéji ukazalo, problém byl v tom, Ze se
virus mysi leukémie neintegruje do genomu
nahodné, ale prednostné na zacatek gent
a tim se vyrazné zvySuje riziko, Ze se aktivu-
je bunécny protoonkogen a zpisobi zhoub-
né bujeni. Dfive velmi oblibeny virus mysi
leukémie se tak ukdzal jako velmi nevhodny.
Zacalo proto velké patrani po vhodnéjsich
vektorech a po zputsobech, jak zvysit bez-
pecnost retrovirovych vektoru.

Jako nejvhodnéjsi se v soucasné dobé
ukazuji byt lentiviry, podskupina retroviru,
kam patfi napf. dobfe znamy virus HIV-1
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(viz Ziva 2003, 3: 98). Ty se sice také inte-
gruji do gend, ale prednostné do kodujici
sekvence nez na zacatek genu. Tim mohou
prislusny gen poskodit, ale diky tomu, Ze
mame od vétsiny gent dvé funkcni kopie,
neni riziko vyrazeni systému kontrolujiciho
bunécné délent prilis velké. Vznik zhoubné-
ho bujeni je tak méné pravdépodobny.
Kromé mensi rizikovosti maji lentiviry
oproti viru mysi leukémie dalsi vyhodu.
Spociva v jejich schopnosti uc¢inné zaclenit
svou genetickou informaci do nedé¢licich se
bunék. Virus mysi leukémie vyzaduje pro
prenos genetické informace délici se bunky.

Retrovirové vektory na cesté
k dokonalosti

Vybérem vhodnéjsiho retroviru zvysova-
ni bezpecnosti virovych vektorti zdaleka
nekonci. Mnoho prace bylo udélano také
na modifikacich vektora, které dale snizuji
jejich rizikovost. V soucasné dobé jsou asi
nejpouzivanéjsi tzv. self-inactivating (SIN)
vektory, které se samy inaktivuji ztratou
virového promotoru (viz obr.). Tyto vekto-
ry maji odstranény virovy promotor a tera-
peuticky gen je fizen tzv. vnitfnim promo-
torem. Proto pfi procesu, ktery predchazi
zaClenéni do bunéc¢ného genomu, nemuze
dojit ke zdvojeni promotoru a integrovany
retrovirus nema na svém konci promotor,
ktery by mohl aktivovat prilehlé geny. Rizi-
ko vzniku zhoubného bujeni po terapii SIN
lentivirovymi vektory je tak snizeno na
minimum.

Pouziti vnitfniho promotoru pro fizeni
terapeutického genu ma jesté dalsi vyhodu.
Vzhledem k tomu, Ze tento promotor muize
byt témér libovolny, Ize k pripravé vektoru
pro pfislusnou terapii pouzit tkanové spe-
cificky promotor, ktery zajisti, Ze terapeu-
ticky gen bude funkcni pouze v té tkani, ve
které je funkce zadouci. Virové promotory
jsou obvykle aktivni ve vSech tkanich, coz
v nékterych pfipadech muaze vést ke zdra-
votnim komplikacim.

Modifikované SIN lentivirové vektory
slouzi jako ucinni a relativné bezpecni pre-
naseci genu. Kromé modifikace genomu
vektoru, zajiStujici bezpecnost a pripadné
také tkanovou specifitu, je vSak nutné jesté
pozménit obalku (kapsidu) virové castice,
ktera tento genom prenasi. U dfive pouziva-
nych vektori odvozenych z viru mysi leu-
kémie bylo ¢asto mozné vyuzit obalovy pro-
tein ptivodniho viru. Tento obal byl obvykle
schopen zajistit infekci Sirokého spektra
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raznych bunék. Avsak lentiviry mivaji velmi
specificky obal a v mnoha pfipadech jsou
schopné prenést genetickou informaci
pouze do urcitych bunék. Napf. obalovy
protein viru HIV-1 dokaze zajistit (s vyjim-
kou vzacnéjsich mutant) infekci pouze
jedné podskupiny T lymfocyta. Tento pro-
blém je nastésti snadno resitelny. Pfi vyrobé
virovych partikuli obsahujicich genom vek-
toru v tzv. balicich buiikach (tyto bunky
maji v sobé stabilné zaclenény geny viru, ze
kterého je vektor odvozen) lze nahradit
obalovy protein puvodniho viru proteinem
pochazejicim z jiného, Casto pribuzensky
velmi vzdaleného viru. V tomto sméru je asi
nejznaméjsi a nejpouzivanéjsi G protein
virového zanétu ustni dutiny (vesikularni
stomatitidy, VSV-G). Virové partikule, které
nesou na svém povrchu VSV-G, jsou schop-
né infikovat nejen buiiky lidské, ale dokon-
ce i bunky ptakd nebo hmyzu.

Dalsim virovym proteinem, o kterém se
uvazuje jako o nahradni obdlce pro retrovi-
rové vektory, je obalovy glykoprotein zair-
ského kmene viru Ebola (EboZ). Ten se uka-
zal byt velmi uc¢inny pfi prenosu vektort do
bunék plicniho epitelu. Je zde vyrazné ucin-
néjsi nez vyse zminovany VSV-G. EboZ obal
by nasSel vyuziti zejména v pripadé genové
terapie cystické fibrozy. Cysticka fibroza je
vazna choroba zpusobena mutaci v genu
kodujicim chloridovy kanal v plicnim epite-
lu (Ziva 2000, 5: 199-200). Uc¢inny pienos
funk¢niho genu do téchto bun€k by zname-
nal bud uplné vyléceni, nebo vyrazné zlep-
Seni zdravotniho stavu nemocného.

Lentivirové vektory obalené proteinem
VSV-G nebo EboZ plati jiz za ucinné a rela-
tivné bezpecné prenasece genu. To ale zda-
leka neznamena, Zze uz neni co zlepSovat.
V soucasné dobé se vyviji zna¢né usili na
zvy$eni ucinnosti prenosu genetické infor-
mace do kmenovych bunék a jeji nasledné
funkce. Moderni vektory dokazi s velkou
efektivitou proniknout do kmenovych
bunék a integrovat genetickou informaci
do jejich genomu. To ale jesté nemusi zna-
menat uspéch. V kmenovych bunkach
dochazi totiz s velmi vysokou frekvenci
k umlcovani cizorodych gent. Prenaseny
terapeuticky gen se tak sice stane soucasti
genetické informace cilovych bunék, ale
pomoci epigenetickych mechanismu, jako
je metylace DNA a modifikace chromatinu,
je umlcen a jeho pfitomnost se neprojevi.
K umlcovani nastésti nedochazi se stopro-
centni ucinnosti. Genova terapie kmeno-
vych bunék musi ale zatim spoléhat na to,
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Buiiky produkujici virové &istice vektoru. Do
bunéle GP293 byla vnesena plazmidovd DNA
obsahujici kompletni sekvenci vektoru a zdrover
plazmid, ktery zajistuje produkci obalového
proteinu viru vesikuldrni stomatitidy (VSV-G,
blize v textu). Tyto buiiky ndsledné uvoliiuji do
média virové Cistice obsabujici genom vektoru
ve formé RNA a majict obal tvoreny proteinem
VSV=G. Produkce proteinu VSV-G a jeho in-
tegrace do plazmatické membrdiny téchto bunéck
zprisobuje splyvdni membrin sousedicich bunélk
a charakterickou tvorbu syncytii (soubuni, viz

Sipka). Foto a orig. F. gem'gla

Ze mala populace bunék, ve kterych vektor
unikne umlceni, bude dostate¢na pro
uspéch 1écby. I v této oblasti byly ucinény
vyznamné pokroky. Dnes je jiz mozné do
vektoru umistit elementy, které ho do znac-
né miry ochrani pred uml¢enim. Prikladem
je tzv. chromatinovy izolator (cHS4) pocha-
zejici z kufeciho genu pro f-globin. Umis-
téni tohoto elementu na oba konce vektoru
vyznamné zvySuje pravdépodobnost, Ze
tento vektor nebude umlcen. Tim se stava
prenos genu daleko efektivnéjsim.

Po vsech vySe zminénych modifikacich
mame k dispozici ucinny a relativné bez-
pecny retrovirovy vektor schopny ,,opravo-
vat® i kmenové bunky. Predchozi Spatné
zkuSenosti z terapie SCID vedou k otazce,
zda by nebylo mozné vybavit vektor nécim,
co by umoznilo ucinny zasah proti infiko-
vanym bunkam v pfipadé, ze by u pacientt
doslo k nezadoucimu efektu vyvolanému
terapii. Touto ,pojistkou by mohl byt jaky-
si sebevrazedny gen, ktery by bylo v pripa-
dé potieby mozné aktivovat a zajistit tak
zniCeni vektorem pozménénych bunék.
Jednim z kandidata pro tento sebevrazedny
gen by mohl byt pro podobné ucely vyuzi-
vany gen pro enzym thymidinkinazu viru
Herpes Simplex. Gen pro thymidinkinazu
by se umistil do vektoru za konstitutivni
promotor (ktery je trvale aktivni ve vSech
bunkach a organech) spolecné s terapeu-
tickym genem. Pokud by po terapii doslo
napft. k rozvoji leukémie, stacilo by podat
nemocnému preparat gancyklovir a leuke-
mické bunky by zahynuly. Thymidinkinaza,
ktera by byla v téchto bunkach pfitomna,
by zajistila pfeménu gancykloviru na toxic-
ky produkt likvidujici zejména rychle se
mnozici bunky.

Z predchoziho textu vyplyva, Ze retrovi-
rové vektory prodélaly dlouhy vyvoj. Dnes-
ni generace vektori nema s témi prvnimi
uz mnoho spolec¢ného. Diky moznosti po-
uzit pro obal vektoru obalové proteiny
jinych virti bylo vyznamné rozsireno spekt-
rum bunék, které lze geneticky modifiko-
vat. Nejvétsi pokrok byl vsak ucinén ve
zvySovani bezpecnosti vektori. Dnes pou-
zivané SIN lentivirové vektory neznamena-
ji pro pacienta velké riziko a neoplazie zpt-
sobené terapii se uz nevyskytuji. Nicméné
stale je co zdokonalovat. Zejména v ucin-
nosti genového prenosu jsou velké rezervy.
Vyse zminény chromatinovy izolator cHS4
ma omezenou ucinnost, a tak se patra po
efektivnéjsim zpuisobu, jak ochranit vektor
pred umlc¢enim. Stejné tak je zapotrebi zvy-
§it ucinnost vlastni infekce in vivo. Moz-
nym feSenim je kombinace retrovirovych
vektort s adenovirovymi, které by v misté
aplikace zajistily produkci vektoru a zvysily
tak lokdlné koncentraci viru. Retrovirové
vektory v sobé skryvaji velky terapeuticky
potencial a budoucnost ukaze, nakolik ho
budeme schopni vyuZit.
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