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UVODEM
Vazeni piatelé,

v letosnim roce jsme vstoupili jiz do 26. roku plso-
beni nasi spole¢nosti a timto ¢islem zahajujeme i 26.
ro¢nik naseho bulletinu Bioprospect. Doufame, zZe ten-
to nas casopis nas bude i nadale vhodné informovat
o zajimavych oblastech biotechnologii a pfiblizi nam
i ty oblasti, v nichz sami aktivné nepracujeme. Uvitdme
Vase pfispévky i navrhy, o jaka témata byste méli zajem.

Ve volbach do nové Rady nasi spole¢nosti vsichni
hlasujici ¢lenové podpofili navrzenou kandidatku. Cle-
nové zvoleni do Rady Vam dékuji za projevenou dlivéru
a vynasnaZi se, aby nase spole¢nost byla nejméné tak
Gspésna jako dosud. Jak vite, kazdé 3 roky pofadame
ve spolupraci s VSCHT Praha a nasimi Svycarskymi
partnery mezinarodni biotechnologické symposium.
Po dohodé s nimi se bude tato akce konat pfisti rok opét
v Narodni technické knihovné v Praze-Dejvicich pod
nazvem ,BioTech 2017 & 7" Czech-Swiss Symposium”,
a to v terminu 13. - 17. ¢ervna 2017. Pfedpokladéme,
ze symposium probéhne v podobném tematickém
zaméfeni a rozsahu jako symposium, které se konalo
v roce 2014. Podrobné informace o programu a pfilezi-
tostech pro sponzory a vystavovatele jsou k disposici
na webovych strankdch http://www.biotech2017.cz.
Informace o pfedchozim ro¢niku konference véetné
kompletni ,Book of Abstracts” jsou stéle k disposici na
adrese http://www.biotech2014.cz. Vzhledem k tomu,
Ze nase spole¢nost nepofadé pravidelné sjezdy jak je
béiné u vétsiny spole¢nosti, byli bychom velmi radi,
kdyby tato mezinarodni akce je mohla do urcité miry
nahradit. Uvitali bychom, kdyby vétSina nasich ¢lent se
této akce zGcastnila. Snazime se i napi. velmi nizkym
konferen¢nim poplatkem, ktery je prakticky polovi¢ni
vzhledem k podobnym akcim, tuto ucast umoznit.
Tésime se, Ze ndm pomdUzZete i s propagaci symposia
doma i v zahrani¢i a s vyhledavanim sponzord. Vsem
dobrovolnym spolupracovnikim poskytneme, po vza-

jemné dohodé, benefity ve snizeni ¢i odpusténi kon-
gresového poplatku.

Podrobnéjsi informace o programu, registraci,
poplatcich a sponzorskych pfilezitostech naleznete
na http://www.biotech2017.cz.

V letosnim roce probihd celd fada zajimavych bio-
technologickych akci. Informace o mnohych z nich
naleznete na webovych strankdch EFB (European
Federation of Biotechnology) www.efb-central.org.
Chtéli bychom Vam zejména pfipomenout, ze v dobé
od 3. do 6. Cervence 2016 se bude konat v polském
Krakové 17* European Congress on Biotechnology
(ECB 2016). Na programu je 25 symposii, ktera prak-
ticky pokryvaji ,vSechny barvy biotechnologii”.

Jisté jste jiz vSichni slySeli, ze se dnes hovofi o tom,
Ze jsme na prahu ¢tvrté primyslové revoluce. Priimysl
a ekonomika prochézeji rozsahlymi zménami vyvo-
lanymi zavadénim informacnich technologii a systému
umélé inteligence do vyroby, sluzeb a dalSich odvét-
vi hospodafstvi. Na tyto trendy ma v ¢eském prostiedi
reagovat ,Narodni inciativa PrGmysl| 4.0” pfedstavena
ministerstvem prdmyslu a obchodu v r. 2015 a navazu-
jici na dokument némecké spolkové vlady (2013),
ktery vychazel z konceptu pfedstaveného na hanover-
ském veletrhuvr. 2011 (viz Technicky tydenik z 1. 3. 2016).
V této Ctvrté praimyslové revoluci maji hrat vyznamnou
Ulohu i biotechnologie. Proto mezi ,kli¢covymi techno-
logiemi” (KETs ¢i Key Enabling Technogies) jsou mezi
projekty financovanych EU v programu Horizont 2020
i biotechnologickd témata (http://bitly/1mCRO2X,
www.czelo.cz)

Pfejeme Vam piijemné pocteni ¢lankd, které jsme
pro Vas v tomto cisle vybrali.

Se srde¢nymi pozdravy
Vasi

Jan K&s a Petra Lipovova
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Cilem ¢&innosti Biotechnologického Ustavu AV CR, v. v. i. je zakladni vyzkum v oblasti
molekularné biologickych véd na 3Spictkové Urovni a vyhledové pievod biotechnologic-
kych metod a molekulérnich nastroji k diagnostice a 1é¢bé patologického stavu bunky
do humanni a veterinarni mediciny, pfipadné dalSich dtleZitych oblasti lidské ¢innosti.

Pro rozvoj Ustavu je dulezité jeho zapojeni do projek-
tu BIOCEV (www.biocev.eu), spole¢ného projektu Sesti
dstavi Akademie véd CR (Ustav molekularni genetiky,
Biotechnologicky Ustav, Mikrobiologicky ustav, Fyziolo-
gicky ustav, Ustav experimentalni mediciny a Ustav
makromolekularni chemie) a dvou fakult Univerzity
Karlovy v Praze (Pfirodovédecka fakulta a 1. Lékarska
fakulta), jehoz cilem je realizace védeckého centra
excelence v oblastech biotechnologii a biomediciny.

Finance byly poskytnuty z Evropského fondu regional-
niho rozvoje, prostiednictvim Opera¢niho programu
Vyzkum a vyvoj pro inovace.

Ustav se podilel na pfipravé projektu, ktery byl v rea-
liza¢ni ¢asti ukoncen ke konci roku 2015.

V lednu 2016 se ustav piestéhoval do nové budovy
centra BIOCEV ve Vestci a je zapojen do dvou z péti
vyzkumnych program( centra. Chceme plné vyuzit tuto
prilezitost k produkci Spi¢kovych védeckych vysledki,
které budou pfevedeny do klinické praxe.

Vyzkumny program 3: Strukturni
biologie a proteinové inZenyrstvi
Cilem programu 3 je vyzkum no-
vych, biotechnologicky, diagnos-
ticky a medicinsky zajimavych bio-
molekul, proteinG a nukleovych
kyselin, které mohou byt pfipra-
veny metodami molekularni biolo-
gie a proteinového inZenyrstvi.

Pochopeni struktur studovanych molekul a jejich vza-
jemna interakce mize pomoci v modifikaci jejich bio-

logickych aktivit a mdze byt pouZita v diagnostice,
jako léc¢ivo nebo jiné materialy.

Vyzkumny program 5: Vy-
voj lécebnych a diagnos-
tickych postupii.
Sjednocujicimi  prvky vy-
zkumného programu 5 jsou
studium patologickych stavd bunky, identifikace pficin
téchto stavi, zmény expresniho profilu studovanych
gen(, detekce zmén v lokalizaci a modifikaci urcitych
proteint a identifikace dalSich molekul ve vztahu k in-
dukci patologie.

Cilem programu je vyvoj postupl pro prevenci
onemocnéni, pfiprava novych metod pro monito-
rovani a diagnostiku onemocnéni a vyvoj nastrojd pro
molekularni terapii doprovodnych patologickych stav(.
Ustav dale v centru BIOCEV odpovida za dvé servisni
pracovisté — Centrum molekularni struktury a Kvantita-
tivni a digitalni PCR.

Centrum molekularni struktury poskytuje kom-
plexni pfistup ke studiu prostorové struktury, funkce
a biofyzikélnich vlastnosti biologickych molekul.

Kvantitativni a digitalni PCR se specializuje na posky-
tovani PCR v realném case (RT-qPCR) a dalSich sluzeb
a organizuje kurzy s touto tématikou.

Vice informaci (www.ibt.cas.cz)

Jana Pé&knicova, unor, 2016
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ODBORNE PRISPEVKY

FOSFATIDYLINOSITOL-4-FOSFAT: REGULACE TRANSPORTU

V BUNCE

Anna Dubankova, Evien Boufa

Ustav organické chemie a biochemie AV CR, v.v.i; dubankova@uochb.cas.cz, boura@uochb.cas.cz

Uvod
Diilezita tloha fosfatidylinositolu

Fosfatidylinositol (na obr. 1) je glycerofosfolipid plas-
matickych membran eukaryotnich bunék. Fosfatidyli-
nositoly maji na tfetim uhliku pfes fosfatovou skupinu
navazany cyklicky alkohol inositol. Na zadkladé fosfory-
lace hydroxylovych skupin inositolového kruhu dokaze
bunka rozlisit jednotlivé typy membran. Na cytosolové
strané membrany je produkovéno sedm riiznych fosfoi-
nositidd, jejichZ mnozstvi a presna lokalizace je urcena
aktivitou fosfatidylinositol kinas a fosfatas. Fosfatidyli-
nositoly hraji také vyznamnou roli v signalni transdukci,
ale i vesikularnim transportu'.

OH
HO OH

Obr. 1: Fosfatidylinositol: R, — stearoyl, R, — arachidonyl

Vesikularni transport

Vesikularnim transportem chapejme piepravu z endo-
plazmatického retikula do Golgiho aparatu a z Golgiho
aparatu do dalSich oddilt endomembréanové soustavy.
Vesikularni transport je zprostfedkovan nepietrzitym
pucenim a fazi transportnich vacka tzv. vesikuld.

Kdyz transportni vacek dorazi ke své cilové organ-
ele (prostou difusi ale pfedevsim pomoci motorovych
proteinl), musi ji rozpoznat a navazat se na ni.
K tomu dochazi pfedeviim pomoci tzv. SNARE pro-
teinG2. SNARE proteiny jsou pomérné malé proteiny
(10 — 30 kDa) s evolu¢né konzervovanou SNARE do-
ménou, ktera umoziiuje protein — proteinovou interak-
ci®. Vétsina téchto protein ma hydrofobni C — konec,
ktery slouzi jako membranova kotva. SNARE proteiny,
které nemaji hydrofobni C - konec, se upevnuji k mem-
brané skrze prenyl, nebo palmitoylaci cysteint“.

SNARE proteiny na povrchu vackd (v — SNARE,
z angl. ,vesicle) jsou specificky rozpoznavany komple-
mentarnimi SNARE proteiny na povrchu cilovych mem-
bran (t - SNARE, z angl. ,target”). Nasledné tyto SNARE
proteiny vytvoii komplex, ktery katalyzuje fazi vackd.
Obvykle mezi jednim v — SNARE a tfemi t — SNARE
motivy se vytvofi pevna interakce alfa helixd. Proteiny
pfitthnou membrany do tésné blizkosti a umozni tak
fazi vatku s membranou?.

Energie uvolnéna pfi tvorbé SNARE komplexu pie-
kona energeticky odpor membrany tvoreny pfedevsim
zapornym nabojem hydrofilni ¢asti membranové dvoj-
vrstvy. Po fizi membrén piejde trans — SNARE do cis
— SNARE konformace k jejiz regeneraci je nutné do-
dat energii v podobé ATP. K fuzi membran je obvykle
zapotiebi kromé SNARE komplext i dalSich protein,
které pomahaji fizi a uruji ¢as a misto kde probéhne
splynuti membréan“.

VAMP3

Do SNARE proteind spadaji proteiny vesikularni
membréany (VAMP, z angl. ,Vesicle-associated mem-
brane protein”).

VAMP3 neboli cellubrevin je protein patfici do skupiny
v — SNARE proteind. VAMP3 je pfitomen v migrujici
endosomech a v endosomalnich vesikulech, kde zpro-
stfedkovava jejich fuzi s plasmatickou membranou®®.

Regulace

Fosfatidylinositoly jsou synthetisovany v endoplas-
matickém retikulu, odkud jsou transportovény fadou
transportnich proteind v ramci vesikularniho trans-
portu. Pficemz smér cesty a misto fuze vesikulu je
pravdépodobné mimo jiné determinované fosforylaci
hydroxylu inositolového kruhu fosfoinositold.

Soustiedme se nyni na fosfatidylinositol-4-fosfat,
ten se nachazi na membrané vackd pucicich z trans-
-siti Golgiho aparatu. Fosfatidylinositol-4-fosfat vznika
kinasovou aktivitou fosfatidylinositol-4-kinas (P14K, EC
2.7.1.67). Existuji 4 typy P14K: P14K Il alfa, PI4K Il beta,
P14K Il alfa a P14K Il beta. Cislovéni zagina od Il, jelikoz
kinasa diive zndma jako P14K |, jak bylo pozdéji zjisté-
no, je ve skutecnosti fosfatidylinositol-3 kinasa’.

Fosfatidylinositol-4-fosfat kinasa Il alfa

P14K 1l alfa je pfevainé asociovana s trans-siti Golgi-
ho aparétu, kde se zprostiedkované ucastni regulace
aktivity klathrinovych adaptint®. Déle se také PI4K Il
alfa nachazi v endosomech a v mensi mife v endo-
plasmatickém retikulu, na jehoz membréané katalyzu-
je tvorbu fosfatidylisitolu-4-fosfatu, ktery je nezbytnym
elementem pfi vybéru a transportu latek do pozdnich
endosom / lysosom{®.
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V katalytické doméné PI4K Il alfa je pfitomen mo-
tiv bohaty na cystein (motiv CCPCC), ktery je post-
-transla¢né modifikovan palmitoylaci. To umoziiuje
ukotveni enzymu k membrané, kde se nachazi jeho
substrat, fosfatidylinositol™.

Fosfatidylinositol-4-kinasa Il beta

PI4 Il beta je strukturné velmi podobna PI4K Il alfa,
liSi se od ni ale rozdilnou lokalizaci v burice (je pfitom-
na v endosomu'?) a asociaci s transportnimi vesikuly™.

Fosfatidylinositol-4-kinasa Il alfa

PI4K 111 alfa je lokalizovana pfedevsim na plasmatické
membrané, ale také v endoplazmatickém retikuly,
v ¢asnych cis-Golgi kompartmentech a v jadie buriky®.
V bunkéch savcl ma hlavni funkci v udrzovani protei-
nového a lipidového slozeni plasmatické membrany.
Dale pak bylo zjisténo, Ze hraje kli¢ovou roli v replikaci
viru hepatitidy C’.

Fosfatidylinositol-4-kinasa Il beta

PI4K 11l beta je fyziologickym substratem protein ki-
nasy D, patfici do rodiny serin / threonin proteinovych
kinas. Hlavni funkce PI4K Il beta nespociva v tvorbé
fosfatidylinositolu-4-fosfatu v plasmatické membréané
na rozdil od PI4K 1ll alfa, ale ve struktufe a funkci Gol-
giho aparatu °. Viry z ¢eledi Piconaviridae vyuzivaji P14K
Il beta pro svou replikaci”.

Fosfatidylinositol kinasy, tedy fosforyluji fosfatidy-
linositol na membrané vesikulu a tim ur¢i jeho dalsi
osud. Ale jak kinasa rozezna spravny vesikul, kde ma
fosforylovat inositol? Jednim z potencialnich mecha-
nismd je interakce fosfatidylinositol kinasy se SNARE
proteinem. V nasi laboratofi se zabyvame vSNARE pro-
teinem VAMP3 jakozto interak¢énim partnerem PI4K I
alfa. Bylo zjisténo, ze ,knockdown” PI4K Il alfa ma vliv
na transport proteinu VAMP3®. Pochopeni interakce
VAMP3 proteinu s PI4K Il alfa mlze byt klicové pro
studium nékterych zéavainych lidskych onemocnéni,
viz niZe.

Vliv fosfatidylinositol kinas
na lidskeé zdravi

Studium molekularniho mechanismu funkce PI14K
Il alfa mGze pfinést dulezité informace vedouci k po-
chopeni vzniku nékterych lidskych onemocnéni.

¢ Gaucherova choroba

Gaucherova choroba je geneticka porucha zpuso-
benéd mutaci lysosomalniho enzymu beta — glukocere-
brosidasy. Nedostatek tohoto enzymu vede k akumu-
laci glukocerebrosidi v lysosomech makrofagti zejména
ve sleziné a jatrech™.

Beta — glukocerebosidasa doséhne lysosomalni mem-
brany skrze jeji receptor: lysosomalni integralni
membranovy protein 2 (LIMP2). Bylo zjisténo, Ze pro-
tein P14K 11 alfa prostfednictvim vesikularného transpor-
tu ovliviiuje akumulaci proteinu LIMP2 a tim reguluje
transport beta — glukocerebrosidasy. Proto je Pl4K II
alfa kinasa potencialni terapeuticky cil Gaucherovy cho-
roby™®.

¢ Plus RNA-viry

Vétsina virovych patogenl uvniti hostitelské bunky
potiebuje co nejrychleji iniciovat svoji replikaci. Néko-
lik prvnich syntetizovanych virovych proteini se musi
vzdjemné vyhledat, aby mohly vytvorit replika¢ni kom-
plex, ktery umozni replikaci virového genomu. Mno-
ho typt plus RNA-vir(l fesi tento problém umisténim
svych replika¢nich mechanism@ na cytosolovou stra-
nu hostitelské intracelularni organelové membrany.
Navéazanim replika¢nich enzymd na membranu vzroste
pravdépodobnost, Ze se replika¢ni komponenty setka-
ji a zéroven dojde k zvySeni jejich citlivosti a rychlosti
odpovédi na zménu koncentrace enzymu nebo sub-
stratu.

Membrana, kterou takto vyuZivaji plus RNA-viry, je
obvykle z endoplazmatického retikula, trans - siti Golgi-
ho aparatu, endosomu nebo mitochondrie. Fosfatidyli-
nositol na cytosolové strané membrany je potiebny pro
replikaci mnohych plus RNA-vir( jako jsou Picornaviri-
dae (poliovirus, coxsackie virus, aichi virus, enterovirus
71) a Flaviviridae (virus hepatitidy C)’.

« Rakovinné bujeni

Vysledky ziskané vyzkumem lidskych né&dorovych
tkani ukazaly, Ze exprese P14K Il alfa u nékolika typ( ra-
kovinného bujeni (fibrosarkom, rakovina prsu, rakovina
mocového méchyfe a papildrni karcinom Stitné zlazy)
vyznamné stoupd ve srovnani s normalnimi tkanémi'.
Potlacenim exprese PI4K Il alfa dochazi ke zpomaleni
rGstu nadord u mysi, omezenim tubulogenese v nado-
rovych endotelialnich burikach a méa za nasledek snize-
nou angiogenesi®. P14K Il alfa je potencialni cil pro te-
rapii nadorového onemocnéni.

PI4K Ill alfa je zodpovédné za chemorezistenci
nadord, které odolavaji indukované apoptose. Také ex-
prese P14 1ll beta ma anti-apoptotické tcinky na buriky
rakoviny prsu.

Na rozdil od ostatnich PI4K m& PI4K Il beta anti-
-metastasickou funkci a to zejména u hepatocelularnich
karcinomd, u nichZ byla objevena. ZvySeni exprese
tohoto enzymu bylo zaznamenano i na dalSich karci-
nomech, ale jeho Gcinky uz byly méné prokazatelné™.

¢ Neurologické poruchy

SniZeni exprese Pl4K je spojeno s neuronalni disfunk-
ci, zejména narusenim délky Zivota specifickych bunék
v centralni nervové soustave.

U geneticky modifikovanych mysi, které neexprimuji
PI4K 1l alfa, dochazi ke glioze mozecku a ztraté Pur-
kynovych bunék. Mize dojit i k axonalni degrada-
ci vzestupnych i sestupnych drah v mise". Tento fakt
poukazuje na vyznam PI4K Il alfa jako na neurologicky
dualezity enzym.

Déle bylo zjisténo, ze pfi chronické zavislosti
na spotiebé ethanolu, dochéazi u hlodavcl k redukci
exprese PI4K 1l beta'.

Zaver

Intracelularni transport je velmi aktudlni téma,
v roce 2013 byla udélena Nobelova cena za fyziologii
a medicinu Jamesi Rothmanovi, Randy Schekmanovi
a Tomasi Sudhofovi za objevy tykajici se vesikularniho
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transportu. Navzdory tomu dosud neni mechanismus
intracelularniho transportu zcela objasnén.

Zjisténi moznosti vazby VAMP3 proteinu na Pl4K Il
alfa miZe napomoci pochopeni vesikularniho transpor-
tu na molekularni trovni. Mimo to je PI4K Il alfa enzym
s dulezitou signélni funkci, ktera vyznamné ovliviiuje
metabolismus. Zjisténi mechanismu jeji regulace muze
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Dubankova A., Boufa E.: Fosfatidylinositol-4-fosfat: Regulace transportu v buiice

Fosfatidylinositoly jsou vyznamné signélni molekuly, spole¢né se SNARE proteiny hraji dileZitou roli ve vesikularnim transportu. V tomto
textu se snazime zddraznit vzajemnou soucinnost SNARE protein( a fosfatidylinositolovych kinas. Vesikularni transport je velmi kom-
plikovany dynamicky proces, ktery neni doposud pIné prostudovan. Jeho pochopeni muze byt klicové pro 1é¢bu zavaznych lidskych
nemocnéni jako je napfiklad Gaucherova choroba, rakovina prsu, rakovina mo¢ového méchyfte, papilarni karcinom stitné zlazy a dalsi.
Klicova slova: fosfatidylinositol, fosfatidylinositol-4-kinasa, SNARE, VAMP3, vesikularni transport

Summary

Dubankova A., Boufa E.: Phosfatidylinositol-4-phosphate: Regulaion of transpotr in the cell

Phosphatidylinositols ale important signal molecules, and together with SNARE proteins play important role in vesicular transport; a pro-
cess that is still not fully understood. In this paper, we try to underline the interaction of SNARE proteins and phosphatidylinositol kinases.
Vesicular transport is very complicated dynamic process. The understanding can be crucial for treatment of several human diseases such

as Gaucher disease, breast cancer, bladder cancer, papillary thyroid carcinoma, and others.
Keywords: phosphatidylinositol, phosphatidylinositol-4 kinase, SNARE, VAMP3, vesicular transport
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Uvod

Tuberkuléza (TB), jejiz kofeny sahaji hluboko do an-
tickych dob, stéle zdstava jednou z hlavnich pfic¢in amrti
navzdory uc¢innym a cenové dostupnym chemotera-
peutikim, zndmym vice nez 50 let. Patogen zpisobu-
jici TB je bakterie Mycobacterium tuberculosis (MTb),
jejimz jedinym znamym hostitelem a reservoarem
jsou lidé. Dle Svétové zdravotnické organizace (WHO)
v roce 2014 onemocnélo TB 9,6 mil. lidi (z toho 1 mil.
déti) a 1,5 mil. osob (z toho 140 tisic déti) v souvislosti
s tuberkul6zou zemfelo'. Pfedpoklada se, ze az jedna
tietina svétové populace je nakazena tzv. latentni for-
mou MTb infekce, ktera probihd bez pfiznaki nemoci.

Piblizné u 10 % takto nakazenych dojde k propuknuti
akutni tuberkulézy. Jednd se predeviim o osoby
s oslabenym imunitnim systémem, jako jsou déti a stafi
lidé nebo osoby trpici podvyZivou, dalsimi nemocemi,
psychickym ¢i fyzickym stresem.

Za poslednich nékolik desitek let doslo k vyraznému
poklesu vyskytu TB v tzv. vyspélych statech, ale v ze-
mich s vysokym vyskytem HIV, rozsifenou podvyzivou,
v prelidnénych oblastech nebo v oblastech s nedosta-
te¢nou zdravotni infrastrukturou kontroly tuberkulézy,
je pocet onemocnélych stale vysoky. Situaci navic vy-
znamné ovliviiuje i vyskyt multirezistentnich kment
MTb, které jsou mélo nebo zcela necitlivé k fadé
dostupnych antituberkulotik?.
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Imunitni odpovéd na infekci MTb

K prenosu infekce MTb dochazi piedeviim in-
halaci aerosolovych kapének obsahujicich bakterie,
vykaslavanych osobou s akutni formou TB. MTb je
intracelularni patogen, jehoz primarnim cilem jsou alve-
olarni makrofagy. V plicnich sklipcich jsou bakterie roz-
poznany a pohlceny alveolarnimi makrofagy za vzniku
tzv. fagosomd. Uvniti fagosom jsou bakterie vystaveny
nedostatku Zivin, uc¢ink@im kyselého prostiedi, lytickych
enzymd, kyslikovych a dusikovych radikald, které vedou
k poskozeni DNA, ¢i bunééné stény?. MTb se v pribéhu
infekce dokéaze adaptovat na prostiedi, kterému je
vystavena, napf. efektivné brani dozravéni fagosomu
(splynuti s lysozomem), redukuje kyselost fagosomal-
niho prostiedi, produkuje proteiny na opravu DNA,
remodelaci bunéc¢né stény a enzymy degradujici mast-
né kyseliny, které jsou tak zdrojem Zivin3. V imunitni
odpovédi proti vzniku TB hraji vyznamnou roli CD4*
a CD8* T-lymfocyty, stejné jako Th1 cytokiny (TNF-a
a IFN-y). IFN-y je produkovén Sirokou skalou lymfocytd
a podporuje jak aktivaci makrofagt, tak se podili na
tvorbé granuloma*>. Tvorba granulom je typicka pro
infekci MTb a je to jeden ze zplsobt regulace infekce
MTb. Granulom je kulovitd buné¢na struktura tvofena
infikovanymi makrofagy ve svém stfedu, obklopena
epiteloidnimi a Langhansovymi burnkami a nakonec
fadou lymfocytd (CD4+, CD8*, y/& T-lymfocyty). Uvniti
granulomi MTb muzZe pfezivat fadu let. Toto stadium je
povazovano za latentni infekci. Cely mechanismus in-
fekce MTb a nasledna odpovéd imunitniho systému je
velmi slozity proces, ktery je podrobovan intenzivnimu
vyzkumu pfedevsim z pohledu hledéani novych antitu-
berkulotik a vakcin proti akutni i latentni formé infekce.
PIné funkéni lidsky imunitni systém vystaveny infek-
ci MTb je schopen zabrénit propuknuti akutni formy
TB uplnym zni¢enim bakterii nebo jejich utlumenim
do podoby latentni infekce. Akutni forma TB propukne
obvykle za stavu snizené imunitni obrany zplsobené
napf. diabetem mellitus, HIV infekci, rakovinou aj.

Tuberkuldza a podvyziva

Problém podvyzZivy se v soucasnosti tyka pfevainé
rozvojovych zemi, kde podvyZiva zvySuje nachylnost
predevsim k infekcim HIV/AIDS, tuberkulézy a malarie.
Lidsky organismus se v pfipadé infekce brani pomoci
svého vrozeného imunitniho systému. Cely proces
obrany zahrnuje aktivaci a mnozeni imunitnich bunék,
syntézu celé fady molekul vyzadujici replikaci DNA, RNA
expresi, syntézu bilkovin a jejich sekreci, tedy celou fadu
procest spotfebovavajicich energii. Pokusy na zvifecich
modelech potvrdily skodlivy vliv podvyzivy na obrany-
schopnost proti MTb. B€hem téchto pokust byla zjisté-
na snizena stimulace lymfocytd, stejné tak jako pokles
vylucovani Th1 cytokin@ IL-2, IFN-y a TNF-a, které jsou
soucasti obrany proti MTbS’. Evropa se potykala s epi-
demiemi tuberkul6zy zplisobené podvyZivou pfedevsim
v obdobi prvni a druhé svétové valky.

Tuberkuloza a diabetes mellitus

Diabetes mellitus (DM) je hormonalné regulované
onemocnéni, které vyrazné ovlivituje fungovani imu-

nitniho systému pfi infekcich. Pacienti s diabetem jsou
tak vice nachylni k onemocnénim zptsobenych MTb
¢i Staphylococcus aureus a vykazuji vyssi procento
mortality a morbidity u infekci S. pneumoniae a vi-
rem chiipky®®. Jak jiz bylo zminéno, nejdulezitéjsimi
burikami podilejicimi se na odstranéni MTb z orga-
nismu jsou fagocyty (pfedevsim alveolarni makrofagy
a jejich prekurzory monocyty) a lymfocyty. V pfipadé
pacientl s diabetem je fada funkci fagocyt(, jako napf.
chemotaxe, fagocytodza, aktivace, produkce ROS (reak-
tivni formy kysliku, véetné H,0,) a prezentace antigend,
negativné ovlivnéna, ¢imz je sniZena ucinnost odpovédi
imunitniho systému na pfitomnost MTb v organismu.
Diabetes také nepfiznivé ovliviuje rist, funkci a proli-
feraci T-lymfocytd, stejné tak jako produkci interfero-
nu-y (IFN-y), ktery zvySuje smrtici u¢inek makrofagt po-
moci NO.

V pfipadé nékterych infekci, véetné MTb, ¢asto dochazi
ke zhorsené kontrole glykémie u diabetickych pacientd,
coz mlzZe mit za nasledek zhorseni prabéhu infekce.
Nékteré studie se dokonce zabyvaji myslenkou, zda dia-
betes nem{ze byt vyvolan TB. Pro stanoveni tolerance
ke glukose se obvykle u TB pacientd pouziva oralni
glukosovy toleran¢ni test (OGT). Pfi porovnani toler-
ance na glukosu u pacientl s TB a pacient s pneu-
monii, 10 % z TB pacientl bylo intolerantni ke glukose
a 9 % meélo diabetes. U pacientd s pneumonii 17 %
mélo diabetes, ale Zadny glukosovou intoleranci. Vsich-
ni pacienti z této studie méli po 3 mésicich lé¢by TB/
pneumonie i béhem nasledujicich 2 let zcela normalni
OGT. Na zakladé téchto a dalsich studii Ize pfedpokladat,
Ze vratna glukosova intolerance je nasledkem infekce,
nemusi se vSak nutné jednat jen o infekci MTb™-'2,

Vzajemny vztah mezi diabetes mellitus a infekci
MTb je podrobovén intenzivhimu vyzkumu, zkouma
se predevsim, zda DM vede ke zvySeni citlivosti pfi
primarni infekci MTb nebo spiSe napomaha reaktivaci
latentni infekce a rozvoji TB.

Tuberkuloza a rakovina

Rakovina kazdoro¢né usmrti pfiblizné 7 miliona lidi
po celém svété. Spole¢ny vyskyt TB a predevsim rako-
viny plic pfinasi fadu problému pfi urcovani spravné
diagndzy (TB ¢i rakoviny) a zahajeni odpovidajici 1é¢-
by. Zanét a zjizveni tkané pfi chronické TB maze vyustit
v metaplasii, dysplasii a rakovinu. Dvoji roli v tomto pro-
cesu hraje TNF-a (Tumor necrosis factor; nador nekro-
tizujici faktor). Na jedné strané je TNF-a nezbytny v boji
proti rozvijeni infekce MTb, protoze podporuje vznik
granulomd, do kterych je MTb zachytavan a pfispiva
ke vzniku latentni infekce, na druhé strané TNF-a pod-
poruje rozvoj nador(™, chronickych zanétd, autoimu-
nitnich onemocnéni, stimuluje produkci genotoxickych
molekul, jako jsou NO a ROS, které vedou k poskozeni
DNA a mutacim v epitelidlnich burikach plic'*'. Diky
zdlouhavému nastupu symptom TB dochazi k produk-
ci TNF-a po velmi dlouhou dobu, nez je TB diagnos-
tikovana. Tvorba granulom vytvéfi specifické prostiedi,
které cini okolni tkané nachylné k maligni transforma-
ci. DalSim negativnim faktorem spojenym s rakovinou
a zaroven podporujici vznik TB je samotna lé¢ba. Diky
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agresivni chemoterapii, radioterapii, imunomodula¢ni
lécbé ¢i nedostatecné vyzivé mize dochézet u pacientd
s rakovinou k reaktivaci latentni infekce MTb v akutni
TB, stejné jako k primarni infekci MTb.

Tuberkuloza a HIV/AIDS

Infekce HIV je nejvyznamnéjsi znamy rizikovy fak-
tor pro rozvoj aktivni TB u pacientd infikovanych MTb.
U HIV negativnich osob infikovanych MTb se TB rozvine
jen u desetiny piipadd a u malé ¢asti infikovanych lidi
se TB rozvine az po 2 letech, dochazi tedy k tzv. post-
-primarni infekci (reaktivaci). U HIV pozitivnich osob je
toto riziko zvySené na 5 — 15% kazdy rok". Reaktivace
latentni MTb infekce je az 20 krat vy3si u HIV pozitivnich
lidi. Dle WHO v roce 2014 aZ jedna tfetina pacientd
s HIV byla infikovana MTb a jeden ze tii HIV pozitivnich
pacient(i zemfel ve spojitosti s TB. V roce 2014 bylo zaz-
namenano 1,2 mil. novych pfipad( TB u HIV pozitivnich
(74 % v oblasti Afriky) a pfiblizné 0,4 mil. lidi zemfelo
na TB spojenou s HIV>. Koinfekce HIV — TB piedstavu-
je velkou vyzvu pro zdravotnicky systém pFedevsim
v Africe a Asii, tedy v zemich s nejvétsim vyskytem obou
infekci. Vzéjemna koinfekce téchto patogent urychluje
zhorseni imunologickych funkci organismu a v pfipadé
chybéjici [é¢by vede k predc¢asné smrti nakazeného'.

Hlavnim rysem HIV infekce je ubytek CD4* T-lymfo-
cytli, coz zvySuje citlivost k primarni infekci MTb a vel-
mi zvySuje riziko reaktivace latentni MTb. HIV infekce
méa dopad na fadu dalSich mechanismi usnadiiujicich
infekci MTb a vznik TB. HIV napf. ovliviiuje baktericid-
ni drahy makrofagli, dereguluje chemotaxi, narusuje
TNF-a fizenou apoptotickou odpovéd makrofagt k MTb.
CD4* T- lymofycyty a TNF-a jsou ddlezité faktory pro
tvorbu granulomd. U HIV pacientd s oslabenym imu-
nitnim systémem dochazi k selhani tvorby granulom
a existuji dokonce hypotézy, Ze HIV zvySuje patologii
TB pomoci manipulace s granulomy®™. Podobné jako
u rakoviny, pfirozena obrana proti MTb v podobé tvorby
TNF-a mé negativni vliv na potlac¢eni HIV infekce, resp.
podporuje replikaci HIV v makrofazich".

Spole¢nd infekce HIV a MTb ma i nékolik specific-
kych Gcinkd na lidsky organismus. Napfiklad zatimco
u vétsiny dospélych HIV negativnich pacient je TB loka-
lizovéna do oblasti plic, u pacient s HIV byly jiz popsany
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vSechny formy extrapulmonarni (mimoplicni) formy
TB a u nékterych HIV pozitivnich pacientl se TB stava
systémovou chorobou zahrnujici nékolik organa".
Dale se u pacientt infikovanych HIV i MTb projevuje
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ciovany s TB (TB-IRIS = tuberculosis associated — im-
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Zavér
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Souhrn

Machova I, Pichova.: Tuberkuldza v roli spolupachatele

Mycobacterium tuberculosis (MTb) je lidsky intracelularni patogen, jehoz flexibilni metabolismus mu umoznuje pfeZivat v hostiteli
ve formé tzv. latentni infekce bez symptomi onemocnéni po dlouhé obdobi. K reaktivaci MTb s naslednym rozvojem akutni tuberkuldzy
muze dojit kdykoliv. Vice ohroZeni jsou pfedevsim lidé s oslabenym imunitnim systémem, jako jsou HIV pozitivni pacienti, lidé trpici
podvyzivou, postizeni diabetem nebo rakovinou.

Klicova slova: Mycobacterium tuberculosis, tuberkuléza, diabetes mellitus, HIV, rakovina

Summary

Machova I, Pichova I.: Tuberculosis as an accomplice

Mycobacterium tuberculosis (MTb) is a human intracellular pathogen, which can survive in the host due to its flexible metabolism in
a form of latent infection without any symptoms of illness for a long period. Reactivating tuberculosis (post-primarily) can occur any time.
Especially people with compromised immune systems, such as people living with HIV, malnutrition, diabetes or cancer, have a much

higher risk of falling ill with MTb or reactivation of latent infection into acute tuberculosis.
Keywords: Mycobacterium tuberculosis, tuberculosis, diabetes mellitus, HIV, cancer

SEKRETOVANE ASPARTATOVE PROTEASY A JEJICH ULOHA
V PATOGENITE KVASINEK RODU Candida
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Uvod

Vyznam patogennich kvasinek rodu Candida z hle-
diska humanni mediciny stoupa spolu se stoupajicim
poc¢tem imunosuprimovanych pacientd. PiestoZe jsme
v soucasnosti schopni diky Sirokému spektru antibio-
tik zvlddnout bakterialni infekce, v pfipadé mykotickych
infekci jsou nase moznosti lécby znacné omezené.
Duasledkem této situace je, Ze mira mortality u imu-
nosuprimovanych pacientl je v pfipadé sekundarnich
mykotickych infekci pomérné vysoka.

V klinické praxi mezi nej¢astéjsi plvodce zavaznych
mykotickych infekci, a to jak povrchovych, tak i sys-
témovych, fadime zastupce rodu Candida a Asper-
gillus. Podobné jako ostatni patogenni kvasinky maji
zéstupci rodu Candida tadu vlastnosti, které vyznamné
prispivaji k jeho patogenité. Mezi hlavni virulentni fak-
tory podilejici se na rozvoji mykotické infekce u kandid
fadime schopnost adheze na povrch hostitele, tvorbu
biofilm@, zménu fenotypu a produkci hydrolytickych
enzym@ u nékterych druhd kandid. Virulentni faktory
se mohou lisit u jednotlivych druhd. Hlubsi pochopeni
role jednotlivych virulentnich faktor( je komplikovéno
polymorfismem kandid a sloZitosti vztaht mezi patoge-
nem a hostitelem (napi. neni dosud jasné, jak a pro¢
dochazi k preméné plvodné komensalniho mikroor-
ganismu na patogenni mikroorganismus).

Sekretované aspartatové proteasy
Candida spp.

Mnoho pfirodnich procest je tGzce spojeno s akti-
vitou proteas. Jejich zakladni role spociva v hydrolyze
peptidovych vazeb pfi degradaci proteind a peptidd.

Tato ocividné jednoducha funkce je nezbytna pro mno-
ho procest souvisejicich s lidskou fyziologii. Proteasy
jsou vsak dulezité i pro zivotni cyklus mnoha patogent.
U retrovirl napf. aspartatova proteasa sehrava kritickou
roli ve zrani virovych ¢astic a je klicova pro jejich infek-
tivitu'. Kvasinky rodu Candida sekretuji do svého okoli
také aspartatové proteasy (Secreted aspartic protea-
ses; Saps; EC 3. 4. 23.24), které pfispivajici k jejich vi-
rulenci. Extracelularni proteolyticka aktivita byla poprvé
popsana v poloviné Sedesatych let dvacatého stoleti
u C. albicans?**, ale az rozvoj molekularné biologickych
metod pfinesl nové informace o Uloze téchto enzym
u patogennich druhG kandid. Genomy C. albicans,
C. tropicalis, C. dubliniensis a C. parapsilosis>=° obsahu-
ji vice gent SAP, které kdduiji rGzné izoenzymy, ale pou-
ze nékteré z nich byly doposud charakterizovany'-'2
Napiiklad u nejznaméjsiho a nejfrekventovanéjsiho
zéstupce C. albicans se v genomu nachéazi 9 genl
kédujicich Saps izoenzymy. Do okoli je béhem infekce
sekretovan v nejvétsi koncentraci izoenzym Sap2p’.
I. Sekretované aspartatové proteasy stépi Siroké

spektrum substratu

Sekretované aspartatové proteasy mohou hydrolyzo-
vat velké spektrum proteint v Sirokém rozmezi rdiznych
biologickych podminek (pf. pH 2,0-7,0). Roli Saps neni
pouze poskytnuti vyuZitelného zdroje dusiku kvasince,
ale také zvyseni uspésnosti kolonizace a penetrace hos-
titelské tkané degradaci hostitelskych bariér. Napfiklad
Sap2p z C. albicans je schopna degradovat molekuly
extracelularniho matrixu jako je keratin, kolagen a vi-
mentin*'. Navic dokaze hydrolyzovat v lidské plazmé se
vyskytujici pfirodni inhibitor proteas o,-makroglobulin,
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dale pak cystatin A a inhibitory cysteinovych proteas,
nachazejici se v epidermélnich tkanich'*®. Saps de-
graduji i IgA, ktery je zna¢né rezistentni vici proteolyze.

Il. Vztah mezi produkci sekretovanych
aspartatovych proteas a virulenci kandid

Rada studii prokazala, Ze pouze virulentng&jsi druhy
jako jsou C. albicans, C. parapsilosis a C. tropicalis jsou
schopné vyrazné produkce extracelulérnich proteoly-
tickych enzymd in vitro. Naopak méné klinicky vy-
znamné druhy jako napi. C. kefyr, C. guilliermondii tuto
schopnost nemaji™™". Vyjimku zde tvofi C. glabrata,
u které nebyla pozorovana proteolyticka aktivita a pfes-
to zaujima v klinické praxi pfedni misto®. Dalsi stu-
die zaméfené prevainé na C. albicans demonstrovaly,
ze klinické izolaty C. albicans z pacient( s pfiznaky rlizné
rozvinutych kandidéz vykazovaly vétsi proteolytickou ak-
tivitu nez izolaty z pacient( bez klinickych pfiznakd™-2'.

Rada studii poskytla jasny dikaz o produkci Saps
in vivo. Napfiklad pouzitim nepfimé imunofluorescenc¢-
ni mikroskopie byla pfitomnost Saps stanovena uvnitt
bunécné stény C. albicans ve vsech organech imuno-
suprimovanych pacient(, ktefi podlehli systémovym
infekcim?2. Souc¢asné byla pfitomnost Saps prokazana
v pribéhu fagocytozy C. albicans leukocyty. Macdonald
a Odds prokazali, Ze zvySena rezistence C. albicans vici
fagocytoze je spjata pravé s produkci Saps. Mutanty
s odstranénymi geny pro SAP4-SAP6 snadnéji podléha-
ly fagocytdze v porovnani s kontrolnim kmenem?. Dale
bylo prokazano, ze v séru pacientl se systémovou in-
fekci je zvy3ena hladina specifickych protilatek IgG proti
Saps v porovnani se zdravymi jedinci'#?2.

Produkce Saps je ovlivnéna i morfologii a fenotypovou
variabilitou kandid. Bylo prokazano, Ze u kvasinkovych
bunék dochazelo k transkripci genli SAPI-SAP3,
naopak geny SAP4-SAP6 byly transkribovany u bu-
nék vytvarejicich hyfy?*. V pfipadé fenotypové variabi-
lity byla pozorovéna rozdilna exprese genti SAPT a SAP3
v pribéhu fenotypové zmény. Vedle toho napfiklad tran-
skripce SAP8 byla in vitro silné indukovana pfi teploté
30 °C, zatimco pfi vys$si teploté (37 °C) transkripce SAP8
klesala. To naznacuje, Ze tento gen je pfednostné tran-
skribovan béhem povrchovych infekci*.

I11. Vztah produkce sekretovanych aspartato-
vych proteas a dalSich virulentnich faktori
u C. albicans

Prvni experimenty sledovaly vztah mezi produkci
Saps a schopnosti adherence u C. albicans za riiznych
kultiva¢nich podminek. Ukazalo se, Ze silné proteoly-
tické kmeny C. albicans adherovaly jednoznacné silnéji
na ustni epitelidlni bunky nez kmeny se slabsi produkci
proteas?®.

Nepohlavni zplisob rozmnozZovani a diploidni pova-
ha C. albicans jsou dlivody, pro¢ bylo obtizné po fadu
let pfipravit mutanty pouzitelné pro studium virulent-
nich vlastnosti kandid. Pfed pfichodem modernich
molekularné biologickych metod byla role Saps v pato-
genezi studovana na mutantech pfipravenych chemic-
kou nebo UV mutagenezi. U mysich experimentalnich
kandidéz byly takto pfipravené neproteolytické kmeny
jednoznacné méné virulentni nez proteolytické kontrol-

ni kmeny?. Avsak pfi interpretaci ziskanych vysledkd
bylo potfeba mit na zieteli, Ze takto pfipravené mutanty
obsahovaly i nespecifické mutace, které se mohly pro-
jevit na rdstu a virulenci. Teprve az rozvoj molekularnich
metod cilené mutageneze (pf. Ura-mutanty) dovolil
hlubsi analyzu podilu jednotlivych Saps na patogenité
C. albicans. U povrchovych infekci (mysi, krysi model)
SAPI1, SAP2, SAP3 deficientnimi mutanty vykazovaly
vyrazné mensi schopnost adherence na epitelialni
bunky. V piipadé systémovych infekci (mysi, krysi mo-
del) nebyl pozorovén vliv delece SAP1, SAP2, SAP3
na endotelidlni bunky. U mutantl SAP4-SAP6 vsak
dochazelo k poklesu schopnosti poskozovat a pronikat
peritonedlni tkani?’?%. Vedle toho uloha Sap7-Sap10
ve virulenci C. albicans neni prozatim ziejma. Souhrnné
tedy exprese SAP genl a jejich regulace zavisi na typu
a stadiu infekce, podminkach a dostupnosti substratu
v daném prostiedi.

IV. Zména virulence v pfipadé inhibice sekreto-
vanych aspartatovych proteas pepstatinem

Dalsi podplrné dikazy o roli Saps jako jednoho
z virulentnich faktor(i pfinesly prace, které sledovaly
vliv pepstatinu na patogenezi C. albicans. Pepstatin
je obecny a velmi Gcinny inhibitor aspartatovych pro-
teas pepsinového typu'. Redukujici schopnost pep-
statinu byla prokézéna napfiklad v pfipadé degradace
proteind extracelularniho matrixu lidskych endothe-
lidlnich bunék pomoci Saps* nebo v modelu vyuzi-
vajicim in vitro lidské epidermalni bunky?®. Pfestoze
v tomto pfipadé pfitomnost pepstatinu byla schopna
redukovat poskozeni tkani, nezabréanila degradaci epi-
telarnich tkani v pozdnim stadiu infekce. To naznacuje,
ze bud nejsou vsechny izoenzymy Saps u C. albicans
efektivné blokovany, nebo se na tomto procesu podile-
ji dalsi proteasy. Ochranny ucinek pepstatinu byl také
prokazén in vivo na mysim modelu vaginalni infekce,
kde postinfekéni [é¢ba pepstatinem (1 mg/ml) vedla
k vyraznému potlaceni infekce?*?'. Tyto studie naznacily,
ze inhibice pepstatinem vyznamné redukuje schopnost
C. albicans kolonizovat a penetrovat hostitelské tkané.
Zéroven ukazaly potencidlni moznost vyuZiti pepsta-
tinu jako léciva. Na druhou stranu také odhalily i jeho
nizkou selektivitu a ¢aste¢nou toxicitu.

Zaver

Z vyse uvedenych informaci vyplyva, ze sekretované
aspartatové proteasy jsou v piipadé C. albicans ucin-
nym virulentnim faktorem a mohou hrat pfi infekci hos-
titele zasadni roli. Toto zjiSténi spole¢né se vzristajicim
vyskytem rezistentnich kment kandid vici klasickym
antimykotik@im je podnétem pro vyvoj novych léciv. Jed-
nim z moznych feseni tohoto problému by mohly byt
pravé inhibitory sekretovanych aspartatovych proteas,
které by byly pouzity jako Gi¢inna antimykotika funguijici
na odlisném principu nez doposud pouzivana. Hlubsi
studium téchto enzym@ by také mohlo vyiesit problém
mykotickych infekci vyvolanych proteolytickymi druhy
kvasinek rodu Candida.

Podékovani: Financovano z projektu LO 1302 od
MSMT.
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Dostal J., Pichova I.: Sekretované aspartatové proteasy a jejich tiloha v patogenité kvasinek rodu Candida

Sekretované aspartatové proteasy (Saps) jsou povaZovany za jeden z virulentnich faktorll oportunné patogennich druhl kvasinek rodu
Candida. Diky své Siroké substratové specifité jsou schopny hydrolyzovat Siroké spektrum hostitelskych protein( a pfispivaji tak ke kolo-
nizaci hostitelskych tkani a umoziuji vyuzivat hostitelské proteiny jako zdroj Zivin. Rostouci vyskyt mykotickych infekci a vyskyt rezistent-
nich kmen( jsou hlavni ddvody pro vyzkum zaméteny na vyvoj novych antimykotickych slou¢enin. Inhibice sekretovanych aspartatovych
proteas patogennich kvasinek rodu Candida se zda byt potencialnim cilem pro vyvoj novych léciv.

Klicova slova: sekretované aspartatové proteasy, Candida, Sap, Candida albicans

Summa

Dostal .I.,rlyichové I.: Secreted aspartic proteases and their role in the pathogenicity of Candida spp.

Secreted aspartic proteinases (Saps) produced by opportunistic fungal pathogens of the genus Candida are considered to act as viru-
lence factors. Due to their broad substrate specificity they can degrade a wide variety of host protein substrates and facilitate the patho-
gen invasion of the host cells, but also allow microorganisms to utilize host cell macromolecules as a source of nutrients. The increasing
frequency of infections and occurrence of drug resistant strains are the main reasons for research focused on novel antimycotic com-
pounds. Inhibition of secreted aspartic proteases of pathogenic Candida spp. appears to be a potential target of therapeutic intervention.
Keywords: secreted aspartic proteases, Candida, Sap, Candida albicans

HIV/AIDS A ANTIRETROVIROVA TERAPIE

RuZena Pichalova, Pavel Ulbrich
Ustav biochemie a mikrobiologie, VSCHT v Praze; pichalor@vscht.cz

Uvod
Virus lidské imunodeficience (HIV) je obaleny RNA

zatelné pfipady AIDS jsou tak datovany aZ na pocatek
80-tych let minulého stoleti. Ke konci roku 1986, poté,

virus z ¢eledi Retroviridae, ktery zplisobuje onemocnéni
nazvané syndrom ziskané imunitni nedostatecnosti, tzv.
AIDS. HIV napada buriky imunitniho systému, zejmé-
na T-lymfocyty nesouci CD4 receptory. Klesne-li pocet
CD4+ T-lymfocytG pod urcitou hladinu, stava se na-
padeny organismus nachylny k fadé infek¢nich a nado-
rovych onemocnéni'.

Pfedpoklada se, ze HIV byl pfenesen okolo roku 1920
z opic na lidi v Demokratické republice Kongo?. Az do
80-tych let se nevi, kolik pfipadt AIDS se kde objevilo
a kolik bylo kde HIV infikovanych osob. Prvni proka-

co se jako plvodce AIDS skutec¢né potvrdil virus HIV
a byly vyvinuty i komer¢ni soupravy na testovani HIV
pozitivnich lidi, bylo zjisténo, Zze se HIV rozsiiil do 85
zemi celého svéta, kde infikoval pfes 38000 jedincd?
Jiz v bfeznu r. 1987 bylo pro lé¢bu AIDS schvéleno
prvni antiretrovirotikum, Zidovudin?, na druhou stranu
ale odhadovany pocet infikovanych vzrostl na 5-10 mi-
lion2. Prestoze Zidovudin, spadajici do skupiny nuk-
leosidovych inhibitor( reversni transkriptasy (viz Obr. 1,
Tab. 1), nebyl v monoterapii pfili§ t¢inny*>¢, vyznamné
piispél k poklesu neonatalniho pfenosu HIV". V kvétnu
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r. 1995 byl na trh uveden prvni inhibitor virové prote-
asy (viz Obr. 1, Tab. I), Saquinavir, ktery zapocal éru tzv.
vysoce ucinné antiretrovirové terapie (HAART)S, ktera
spocivd v kombinaci vice antiretrovirotik podavanych
najednou. | pfes neustaly vyvoj novych tGcinnych antiret-
rovirotik, kterych je v dnesni dobé k pouziti v mediciné
oficialné schvéleno vice nez 20, pocty HIV pozitivnich
lidi neustéle nar(staji vysokym tempem. V soucasnosti
je na celém svété téméf 40 miliond HIV pozitivnich je-
dincl, z toho 2 miliony lidi se kazdoro¢né virem HIV
nové nakazi a vice nez 1,5 milionu lidi v souvislosti
s AIDS zemte®. V CR bylo ke 30. 11. 2015 hlaseno
celkem 2596 HIV pozitivnich ob¢and, z toho pies 230
bylo v roce 2015 nové infikovanych. Celkové se jiz
u 455 obé&anti CR projevilo onemocnéni AIDS, na je-
hoz nasledky 234 lidi zemfelo™. Z téchto dat je tedy
ziejmé, Ze pro potlaceni a eradikaci této celosvétové
smrtelné infekce nestaci pouze vyvijet nové antiret-
rovirotika nebo hledat kvalitni vakcinu, ale ze spolu
s Gc¢innou prevenci je nezbytné kombinovat vice
pfistupl vedoucich k inhibici retrovirli a zastaveni Siteni
HIV infekce, navic u HIV pozitivnich jedincl je nutné
i eliminovat jiz infikované buriky.

Prevence

Chceme-li zabranit dalSimu Sifeni HIV v populaci, je
dalezité si uvédomit, jakym zplsobem se tento virus
pfendsi. HIV je u infikované osoby pfitomen v télnich
tekutinach, tj. v krvi, spermatu, vagindlnim sekretu
a v matefském mléku. Proto mezi mozné zplsoby jeho
pfenosu patfi nechranény sex, sdileni pouzité jehly
(aplikace drog a piercingu, tetovani), krevni transfize
a transplantace organt (HIV pozitivni donor) a pfenos
z HIV pozitivni matky na dit¢é v pribéhu porodu
a nasledné i kojenim™.

Historicky byla prevence proti pfenosu HIV zamérena
pfevazné na HIV negativni ¢i netestované jedince, kdy
byl kladen diiraz pfedevsim na osvétu, pouzivani kon-
domu, vérnost sexudlnich partnerd a vyvoj levné a vSem
pfistupné HIV diagnostiky. Teprve s rozvojem a dostup-
nosti antiretrovirové terapie bylo nutné se zaméfit i na
HIV pozitivni jedince™>®, ktefi se diky svym zvySujicim se
poctiim a terapii prodlouzenému piefziti stali zavaznym
zdrojem nakazy a sou¢asné mohli pfispivat i ke vzniku
a Sifeni subtyp( HIV rezistentnich k lé¢bé™ ™.

Jednim z intenzivné zkoumanych pienost HIV je
pfenos sexualni. Studiemi provedenymi v jizni Africe’®,
Keni'” a Ugandé' sice bylo zjisténo, ze lékaisky pro-
vedend obfizka u muzd vede ke snizeni pfenosu HIV
0 57 %, presto vSak poptavka po novych ochrannych
pomuickach proti HIV zlstavala i nadale velmi aktualni.

Jako vhodny kandidat se jevily rGzné mikrobicidni
gely, jejichz aplikace do vaginy ¢i kone¢niku by zabranila
pfenosu sexualné pfenosnych onemocnéni véetné HIV.
V r. 2010 byly zvetejnény vysledky II. faze klinickych
testl, které zkoumaly Gcinnost a bezpecnost tenofo-
virového vaginélniho gelu'2°. Tenofovir je antiretrovi-
rotikum patfici do skupiny nukleosidovych inhibitord
reversni transkriptasy (viz Obr. 1, Tab. I) a jeho derivat
(tenofovir disoproxyl fumarat) je pod nazvem Viread
béiné pouzivan pfi [é¢bé AIDS?. Bylo sice zjisténo, Ze

tenofovirovy vaginalni gel u Zen sniZoval riziko pfenosu
HIV o 39 % a genitalnich herpes virli o 51 %, avsak
1. faze klinickych testd, publikovana v r. 2015, G¢innost
tenofovirového gelu jako prevenci proti pfenosu HIV
u zen nepotvrdila®?2, Jednim z hlavnich nedostatk
gelu byla jeho nizké pfilnavost. Mezi dalsi antiretrovi-
rotika, jejichz Gc¢innost byla ve formé vaginalniho gelu
studovana, patfi napf. inhibitor vstupu HIV do buriky,
Maraviroc (viz Obr. 1, Tab. 1)?*?* a nenukleosidovy inhi-
bitor reversni transkriptasy Dapivirin (viz Obr. 1, Tab. 1),

Daldi moznosti, bréanici sexudlnimu pfenosu HIV
u Zen, jsou intravaginalni krouzky (IVR) obsahujici jed-
nu ¢i vice mikrobicidnich latek, které se z krouzku kon-
tinualné uvoliuji ve vysokych koncentracich do vaginy
a odtud se dale vstiebavaji pfimo do tkani a jednot-
livych bunék?5*°. Kombinace dvou a vice mikrobicid-
nich latek v IVR zarucuje inhibici HIV v rGznych fazich
jeho Zivotniho cyklu, ¢imz zvySuje uc¢innost daného IVR
a soucasné sniZuje pravdépodobnost nakazy k lécbé
rezistentnim typem HIV?7282°_ Typicka Zivotnost IVR byva
30 — 365 dni?. V soucasnosti se v 1. fazi klinickych test
nachazi IVR obsahujici Dapivirin v kombinaci s Maravi-
rocem?'. Ve . fazi klinickych test se pak nachazi IVR
obsahujici pouze Dapivirin®?33. Viysledky téchto studii
budou znamy v pribéhu r. 2016. DalSim smérem, kterym
by se vyzkum IVR mohl v nasledujicich letech ubirat,
je vyvoj IVR kombinujicich antiretrovirotika s antikon-
cepci*#*3¢, ktery by mél vyznam predevsim pro Zeny
v sub-saharské Africe?’, kde je virem HIV infikovano
nejvice lidi (v r. 2015 to bylo pfes 26 milion{)°. V souvis-
losti s IVR kombinujicimi antiretrovirotika s antikoncep-
ci v3ak vyvstavaji otazky, zda je tato kombinace opravdu
vhodnéd a zda pfitomnost hormonalni antikoncepce
v IVR naopak nezvySuje nachylnost zen k infekci HIV
a dalSim pohlavné pfenosnym chorobam diky zménam
ve vaginalnim prostiedi”38394°,

Novéjsim zplsobem ochrany je preventivni podani
antiretrovirotik dosud HIV negativnim osobam, u nichz
hrozi vysoké riziko nakazy, tzv. PrP (z angl. ,pre-exposure
chemoprophylaxis”)*'. Pro dosazeni maximalni ochrany
by PrP méla byt kombinovana s dalSimi zptGsoby pre-
vence pfenosu HIV, jako je pouzivani kondomu, pravi-
delné HIV testy a diagnostika a lé¢ba dalSich sexualné
pfenosnych onemocnéni. Soucasné by osoba, které je
PrP podavana, méla byt kontinualné pozorovana kvd-
li moznym vedlejsim G¢inkGm PrB vzniku rezistenci
na podéavané léky a také pfipadné zméné sexuélniho
chovani. Hrozi totiZ nebezpedi, ze podani PrP by mohlo
vést k rizikovému sexualnimu chovani téchto jedincd.
V r. 2015 byla na toto téma publikovana studie, ktera
zjistila, Ze pfestoZe po zavedeni PrP do praxe nebyl mezi
uzivateli PrP zaznamenan zadny pfipad nové nakazy
HIV, zvysil se mezi nimi pocet infikovanych pohlavné
pfenosnymi chorobami a sniZilo se i pouZivani kon-
dom0*2. Idealnimi kandidaty pro PrP jsou levné a bez-
pecné latky s dlouhym biologickym poloc¢asem, které
v _monocytech, makrofazich a genitalnich sekretech
dosahuji vysokych koncentraci#. Zatim jedinym dos-
tupnym antiretrovirotikem pro PrP je lé¢ivo Truvada
(kombinace Tenofoviru a Emtricitabinu)#'42, které bylo
FDA pro tyto Gcely schvéleno v ¢ervnu r. 20124,
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Vakcinace

Vysoce ucinna vakcina proti HIV by méla byt schopna
navodit trvalou imunitu proti HIV a soucasné by méla
zabranit i prenosu infekce a/nebo u jiz infikovanych
osob sniZit replikaci a transmisi viru a zpomalit vyvoj
a postup onemocnéni®. | pfes intenzivni a dlouhodoby
vyzkum HIV/AIDS vsak stale neni jasné, které specifické
¢asti imunitniho systému by méla vakcina cilit. Tyto
zékladni piekazky ve vyvoji vakciny jsou zplsobeny
nejen tim, Ze stale neexistuje ucinna lécba AIDS, ale
i vysokou komplexnosti a rozmanitosti samotného HIV.
Nedéavné studie vsak napovidaji, Ze mezi dilezité fak-
tory ochranné imunity proti HIV-1 se fadi odolna
slizni¢ni imunita, vysoka avidita polyfunkénich T-lymfo-
cytl a tzv. bNAbs (z angl. ,broadly neutralizing HIV-1
antibodies”)*, coz jsou neutraliza¢ni protilatky, které
jsou specifické k vice subtyplm HIV-1.

Od r. 1987 bylo vyvinuto mnozstvi potencialnich vak-
cin proti HIV-1, které pfi studiu na primatech vykazovaly
rGzny stupef imunitni odpovédi“’“®¢ a mnohé z nich
poté vstoupily do klinickych studii*>**>'. \lyvoj podjed-
notkové vakciny zalozené na obalovém glykoproteinu
gp120 byl v3ak zastaven ve Il. fazi klinickych test(, pro-
toZe nebylo dosazeno Zadné imunitni ochrany>>%, Ve II.
fazi klinickych testt byl v r. 2007 pro jeji slabou ucinnost
zastaven i vyzkum Zivé rekombinantni vakciny odvozené
od adenovirového vektoru typu-5 (Ad5), ktery nesl HIV
geny gag, pol a nef**. Dalsim potencialnim kandidatem
byla tzv. ,prime-boost” kombinace dvou vakcin (klinicky
test byl nazvan RV144): ,prime” Zivé rekombinant-
ni vakciny zaloZené na poxvirovém vektoru nesoucim
HIV gen env (nédzev vakciny byl ALVAC-HIV vCP1521),
popfipadé geny gag, pol a env (ALVAC-HIV vCP205)
a ,boost” podjednotkové vakciny, zaloZzené pfimo na
proteinu gp120 (nazev vakciny AIDSVAX B/E)>. Tato
kombinovana vakcina sice vykazala 31% snizeni pie-
nosu HIV-1, ale neovlivnila stupei virémie ani pocet
CD4+ T-lymfocytd u subjektl, u kterych byla nakaza
HIV-1 posléze diagnostikovana®. Védecka komunita se
proto v soucasné dobé zaméfila na snahu porozumét
tomu, jakym zplsobem vakcina poskytla alespori mir-
nou imunitni ochranu proti HIV-1 a na zékladé téch-

to zjisténi se pokusit tuto kombinovanou vakcinu bud

zdokonalit anebo vyvinout zcela novou vakcinu®,

Inhibice Zivotniho cyklu HIV pomoci
HAART

Zavedenim tzv. vysoce Ucinné antiretrovirové terapie
(HAART) doslo k vyznamné zméné klinického pribéhu
infekce HIV a osudu HIV pozitivnich jedincd. Dfive fatal-
ni onemocnéni AIDS se u pacientd, ktefi maji pfistup
k HAART a u kterych doslo k udrzitelné supresi HIV
virémie, zménilo v onemocnéni ,pouze” chronické®.
HAART je zaloZena na kombinaci nékolika antiretroviro-
tik>?, které inhibuji HIV v rGznych fazich jeho Zivotniho
cyklu (viz Obr. 1) a tim bréni jeho dal3imu Sifeni a vyvoji
AIDS. Kombinaci spravné vybranych antiretrovirotik je
dosazeno vys$si ucinnosti HAART a jeji lepsi tolerance
a zaroven je sniZeno i riziko vzniku rezistentnich forem
HIV38. Je doporuceno pouzivat nejméné tii antiretrovi-
rotika z alespoii dvou rtiznych tfid (viz Tab. )8,

V soucasné dobé existuje Sest skupin antiretrovirotik
v zavislosti na misté jejich plsobeni®’®': nukleosidové
(NRTIs) a nenukleosidové (NNRTIs) inhibitory rever-
sni transkriptasy, inhibitory proteasy (Pls), integrasy
(INSTIs), inhibitory fuze (Fls) a antagonisté chemoki-
novychreceptor(i (CCR5 antagonisté).VSechnadostupna
a schvalena léciva pro HAART jsou uvedena v Tab. I.
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ST, %P
& “ W RNA
> e Virové "core"
! i = Reversni
\‘4 e @(\I transkriptasa hibi £
' D’ interakce |ln ibitory uzel
[ s hostitelskou burkou
Integrasa
Antagonisté
chemokinovéh

receptoru

: ; =
CD4 receptor a I

CXCR4 nebo CCRS /ozpad
S~ R “core"
koreceptor o

”
4 8 o
/ Reversni
transkripce

Inhibitory |

integrasy DA & Inhibitory
/ o = reversni
/[ &D | transkritasy

‘/' / Integrace Q
/ f NN,
[ Transkripce

\/

— —

\\ CD4+ \ &

sﬁ‘&) — &
\ St ot
Q

Y:mnm

“_ Polypeptidovy
prskurzor M Tvorb
: vorba
Inhibitory \| Proteolytické $tépeni virové
proteasy prekurzoru pomoci Eastice
HIV proteasy-

-

‘%ﬁﬁ’
a»

= ﬁué@nl

"R?
].J\_)
Obr. 1: Zivotni cyklus HIV a jeho inhibitory pouZivané v ramci
HAART®®,
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Tabulka I.: Antiretrovirova léciva pouzivana pfi lécbé infekce HIV/AIDS

Nukleosidové inhibitory reversni

Nenukleosidové inhibitory reversni

Inhibitory fize (Fls)

transkriptasy (NRTIs)

Abacavir (Ziagen)

nazev Emtricitabine (Emtriva)
(komer¢ni Lamivudine (Epivir)
nazev) Tenofovir disoproxyl fumarat (Viread)

Zidovudine (Retrovir)

Inhibitory HIV proteasy (Pls)

Atazanavir (Reyataz)
Darunavir (Prezista)

nazev Fosamprenavir (Lexiva)
(komer¢ni Nelfinavir (Viracept)
nazev) Ritonavir (Norvir)

Saquinavir (Invirase)
Tipranavir (Aptivus)

nazev
(komer¢ni
nazev)

Kombinovana antiretrovirotika

Abacavir/Dolutegravir/Lamivudine (Triumeq)
Efavirenz/Emtricitabine/Tenofovir (Atripla)
Elvitegravir/Cobicistat/Emtricitabine/Tenofovir (Stribild)
Emtricitabine/Rilpivirine/Tenofovir (Complera)
Abacavir/Lamivudine (Epzicom)
Abacavir/Lamivudine/Zidovudine (Trizivir)
Atazanavir/Cobicistat (Evotaz)
Darunavir/Cobicistat (Prezcobix)
Emtricitabine/Tenofovir (Truvada)
Lamivudine/Zidovudine (Combivir)
Lopinavir/Ritonavir (Kaletra)

transkriptasy (NNRTIs)

Efavirenz (Sustiva)
Etravirine (Intelence)
Nevirapine (Viramune)
Rilpivirine (Edurant)

Enfuvirtide (Fuzeon)

Inhibitory integrasy (INSTIs) CCR5 antagonisté

Dolutegravir (Tivicay)
Elvitegravir (Vitekta)
Raltegravir (Isentress)

Maraviroc (Selzentry)

NRTIs patfi mezi prvni dostupna léciva pro HIV terapii
a ackoliv jsou méné ucinné nez antiretrovirotika jinych
tfid, tak v HAART stéle maji své pevné a opodstatnéné
misto. Jejich vyhodou je, Ze jsou ucinné jak proti HIV-1,
tak i HIV-2%. NRTIs jsou strukturni analoga DNA nuk-
leosidd, a proto je mechanismem jejich Gcinku kompe-
titivni inhibice reversni transkriptasy (RT) a nasledna
terminace syntézy provirové DNA>’. Rezistence viru
k NRTIs vznikaji dvéma zpGsoby: bud jejich chybnou
inkorporaci do provirové DNA nebo jejich odstranénim
z provirové DNA®. Nékolik mutaci spojenych se vzni-
kem téchto rezistenci jiz bylo identifikovano®“.

NNRTIs jsou G¢inné proti HIV-1 a jsou doporucenou
soucasti pocate¢ni HAART®2. NNRTIs jsou nekompe-
titivni inhibitory RT®. RT vytvéfi heterodimer, ktery se
sklada ze dvou podjednotek (p66 a p51). NNRTIs se
na podjednotce p66 vazi do hydrofobni kapsy vzdalené
od aktivniho mista enzymu a nasledna konformacni
zména v RT, vyvolana vazbou NNRTIs, méni strukturu
aktivniho mista enzymu a tim RT inhibuje®. Vznik rezis-
tenci umoznuji mutace v RT, které pozméniuji strukturu
tohoto enzymu a soucasné tim ovliviuji i vazbu NNRTIs
na RT®e.

Pls jsou nedilnou soucasti HAART®? a funguji jako
kompetitivni inhibitory HIV proteasy, na kterou se pfi-
mo vézi a tim brani Stépeni virovych polyproteinovych
prekurzord a naslednému zrani viru®’. Vznik rezistenci
k Pls je spojen s mutacemi jak v aktivnim misté HIV
proteasy, tak i mimo néj. Bylo zjisténo, Ze prvotni hlavni
mutace, kterd zplsobi konformaéni zménu ve vazeb-
ném misté pro Pls, je ¢asto nasledovana dal$imi mu-
tacemi, které zvysi enzymovou aktivitu HIV proteasy
a v nékterych pftipadech i tzv. ,fitness” viru®e.

INSTIs (z angl. ,integrase strand-transfer inhibitors")
jsou inhibitory HIV integrasy, ktera je zodpovédna

za transport provirové DNA do jadra a jeji zabudovani
do chromozomu hostitelské buriky. Integrace proviru
probiha ve dvou reakcich katalyzovanych HIV integra-
sou: nejdfive je v cytoplasmé hostitelské buriky upra-
ven 3’-konec provirové DNA tak, aby bylo mozné vlakno
proviru uchytit, a nasledné je takto upravené vlakno
pfeneseno a kovalentné piipojeno k buné¢né DNA%.
INSTIs kompetitivné inhibuji reakci pfenosu vlakna tim,
Ze vazou ionty kov( v aktivnim misté HIV integrasy®°.

Fls jsou prvnimi antiretrovirotiky inhibujicimi Zivotni
cyklus HIV extracelularné a jejich unikatni mechanis-
mus Ucinku tedy nabizi dalS$i mozZnost pro pacienty
s virem vysoce rezistentnim k bézné HAART>. Jak jiz
sdm nazev napovida, Fls brani extracelularni fazi HIV
s hostitelskou bunkou a to tak, ze vazi HR1 oblast HIV
obalového glykoproteinu gp41, jehoz tkolem je pe-
netrovat do cytoplasmatické membrany a tim pfiblizit
HIV membranu k membrané buné¢né a umoznit tak je-
jich fuzi. Vazbou Fls na HR1 oblast proteinu gp41 je za-
branéno konformacni zméné gp41 nutné pro fuzi mem-
bran a cely proces je takto zablokovan. Viznik rezistenci
k FlIs je velmi dobfe popsan a je zplGsoben mutacemi
v oblasti HR1.

Posledni skupina, antagonisté chemokinového recep-
toru, je nejnovéjsi skupinou antiretrovirotik a také se
fadi mezi Fls. Vazba HIV na CD4+ hostitelské buriky
probiha v nékolika krocich. Nejprve se virovy obalovy
glykoprotein gp120 navaze na bunéc¢ny chemokinovy
receptor CD4. Tim dojde ke konformaéni zméné gp120,
ktera odhali V3 smy¢ku tohoto proteinu. V3 smycka poté
interaguje s chemokinovym koreceptorem (CCR5 nebo
CXCR4) a tato interakce umozni zanofeni virového pro-
teinu gp41 do buné¢né membrany, coz indukuje fuzi
HIV s hostitelskou bufikou. U¢inek antagonistti chemo-
kinového receptoru je tedy zaloZen na selektivni a silné
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vazbé koreceptoru CCR5, ktera brani jeho interakci s V3
smyckou a nasledné tak i fizi membran?.

Budoucnost - lécba HIV/AIDS

Zavedeni HAART v lécbé HIV/AIDS je bezpochyby
velkym Uspéchem moderni mediciny, avSak ne do-
state¢nym. HAART neodstrani provirovou DNA ani virus
HIV, ale pouze inhibuje Zivotni cyklus viru v infikovanych
bunkéach. Urcitd cast infikovanych bunék tedy déle
preZiva a vytvafi tzv. latentni rezervoar bunék, které maji
provirovou DNA integrovanou do své bunécné DNA.
Uplna lé¢ba infekce HIV/AIDS proto musi byt zaloZe-
na na likvidaci téchto rezervoart. Teprve poté muze byt
dosazeno celkového vyléceni jedince a HAART bude
mozno prerusit. Jednou z hlavnich prekazek je vsak
skute¢nost, Ze u HIV pozitivniho jedince je tifeba pou-
ze jedna bunka z milionu CD4+ T-lymfocytl latentné
infikovana, tedy je velmi obtizné tyto infikované buriky
cilit. Navic HIV latentni rezervodr mizie obsahovat
i buniky v takovych ¢astech téla, do kterych je velmi ob-
tizné dopravit terapeuticky u¢inné molekuly, napfiklad
velké proteinové komplexy (buriky CNS nebo genital-
niho traktu)”.

Aby bunky infikované HIV mohly byt cilené likvi-
dovany, je potieba, aby na svém povrchu signalizovaly,
ze obsahuji virus, tj. aby na svém povrchu prezen-
tovaly virové antigeny. Pro latentné infikované buriky
to znamen4, Ze je nutné virus uvniti nich reaktivovat,
aby se zacal opét aktivné replikovat. Pro tyto Gcely jiz
bylo testovdano mnozstvi Ié¢iv véetné inhibitord histon-
-deacetylasy, které by mély indukovat transkripci virové
RNA. PrestoZe tato léciva v bunkach virovou transkrip-
ci reaktivovala, tak tyto burnky nebyly imunitnim sys-
témem nésledné rozpoznany a Gcinné zniceny’.

Dalsim pfistupem likvidace latentnich rezervoar HIV
je poutziti tzv. bi-specifickych protilatek. Ty jsou navrzeny
tak, Ze jejich jedna cast se vaze k Sirokému spektru
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Souhrn

Pichalova R., Ulbrich P. : HIV/AIDS a antiretrovirova terapie

HIV je celosvétoveé rozsifeny retrovirus, jehoz infekce vede k vdznému potlaceni imunity a nasledné nachylnosti k fadé infekénich a nador-
ovych onemocnéni, tzv. AIDS. Tento souhrnny ¢lanek popisuje soucasné pfistupy k potla¢eni HIV infekce véetné prevence, antiretrovirové
terapie, vyvoje vakciny a ucinné lé¢by AIDS.

Klicova slova: HIV, AIDS, HAART, lé¢ba AIDS, vakcinace proti HIV

Summary

Pichalova R., Ulbrich P. : HIV/AIDS and antiretroviral therapy

HIV is a worldwide spreaded retrovirus, whose infection leads to severe immunodeficiency followed by the susceptibility to various in-
fectious diseases and cancer, overall called AIDS. This review describes current approaches to inhibit HIV infection, including prevention,
antiretroviral therapy, vaccine development and efficient cure of AIDS.

Keywords: HIV, AIDS, HAART, AIDS cure, HIV vaccination
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