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Bevezetés

Az elmult immar tobb, mint 30 év egyik legpusztitobb jarvanyat okozo HIV a
becslések szerint napjainkig koriilbeliil 39 millié ember halalat okozta. Evente kozel 3
millié uj fertézést regisztralnak. Az AIDS a HIV (human immunodeficiency virus) altal
kivaltott tlinetegytittes.

1983-ban, két évvel az AIDS leirasat kovetden citopatids hatast kivalto
retrovirust izolaltak a betegekbdl, valamint kronikus limfadenopatidban szenveddktol
szatmazd mintakbol. 1984 juniusdban Robert Gallo és Luc Montagnier egy kozos
konferencian egyetértettek, hogy Dr. Gallo altal felfedezett HTLV-III és Dr. Montagnier
altal megismert LAV egyezdek ¢€s valoszintsithetd, hogy az AIDS koérokozoi. Az
International Commitee on the Taxonomy of Viruses 1986 mdajusédban hivatalosan is
elfogadta, hogy a virus, ami az AIDS-et okozza a HIV. Az antiretrovirdlis terapia
megjelenésével a HIV fertdzottek varhato ¢élettartama napjainkban szinte megegyezik a
nem fertézottekével, mégis elengedhetetlen a virus folyton véltozd természetének
pontosabb megismerése. A virus nagyon gyors replikidcids dinamizmussal bir,
generacios ideje koriilbeliil 2,5 nap, naponta 10'°-10" @j virion képzSdésére van
lehetdség. A nagyfoku valtozékonysag leginkabb a hipervariabilis régiokban, legfOképp
a burokproteineket kodold env génben figyelhetd meg. Az egyik legfontosabb,
replikacioért felelds enzim, a revez transzkriptdz koriilbeliil 2000 bazisparonként
eléforduld, replikacios hibat kovet el szaporodasi ciklusonként. Antigén csuszamlas, az
ugynevezett "genetic shift" is bekovetkezhet a gazdasejten beliili szaporodasi
folyamatok soran. A tovabbi hibalehetdségek a gazdasejt eredeti RNS polimerdz 11
altali transzkripciés folyamatokndl torténhetnek meg. A genetikai diverzitas ¢és
rezisztencia kialakuldsaban a terjedési modok - vertikalis, parenteralis €s szexudlis -
nagy jelentdséggel birnak. Migraciok, a globalis prostiticio, a szexturizmus, az
orszagok, ahol a parenteralis és szexudlis atvitel - a droghasznalat vagy prostitucio -
l1étének tagadasaval, vagy diszkriminalasaval, stigmatizalassal nehezitik a terjedés
kontrolljat, eldsegitve az epidemioldgiai heterogenitas kialakulasat.

A genotipizald assay segitségével konnyen kimutathatok a pol és pr génben

eléforduld mutaciok. A megndvekedett szamu mutaciok ellendllova tehetik a virust a



kombinacios terapiaval szemben, eldsegitve az AIDS gyorsabb kialakuldsat klinikai és
kozegeészségiigyi kovetkezményeket vonva maga utan.

Ahhoz, hogy a HIV bejusson a gazdasejtbe, a sejtfelszini CD4 receptor mellett
sziikkség van kofaktorokra. Azok a HIV izolatumok, amelyek a makrofdg/monocita
kultardkban szaporithatok jol, az igynevezett monocitotrop (M-trop) HIV izolatumok.
Az M-trép virusok esetében a kérdéseses koreceptor a CCRS. A CXCR4-es koreceptor
nagy jelentdséggel bir a T-sejt kulturakban jol szaporodd (T-trop) HIV izolatumok korai
replikacios folyamataiban. A CCRS és CXCR4 kemokin receptorok mellett egyes HIV
torzsek a sejtbe vald bejutdshoz burokproteinjeik szerkezeti valtozasaval egyéb
koreceptorokat is képesek hasznalni. Ilyenek lehetnek a CCR2, CCR3, CCRS8, CCR9Y,
STRL (Bonzo), Gpr 15 (Bob), Gpr 1, APJ és ChemR23.

A HIV-1 fertézés in vitro és in vivo 1is sejtprolifercidos hatassal van a T-
limfocitakra. Sejtes elemek, igy a sejtmembranban levd lipid raftok is bonyolult kaszkad
folyamatok altal befolyasolt valtozdsokon mennek kersztiil. A sejtfelszini lipid
raftokban  Ossszegyllt fehérje molekulakban, 1igy bizonyos receptorokban,
koreceptorokban is megnovekedett mértékben lesznek jelen a stabilizald -SH csoportok.
A sejtfelszini -SH antioxidans hatassal birhat, sejtnovekedést serkentd szignal
transzdukcios folyamatokban €s az apoptozis folyamataiban is szerepet jatszhat. A HIV
a célsejtbe jutdskor és a bimbozaskor a lipid raftokban gazdag régioknal létesithet
membrankapcsolatot a  gazdasejttel. A kisérleteinkben  hasznalt  politiolalt
oligonukleotidok nemcsak redox folyamatokat befolyasold hatassal vannak a sejtekre,
igy interakciokat létesitenek a sejtfelszini -SH (tiol) csopotokkal is, hanem a HIV
burkan 1év6 gp120 molekulaban levd -SH csoportokra is hatnak.

A Kkisérleti vegyiileteink a sejtfelszini -SH csoportok diszulfid kotésekkel
interferald hatasa a HIV gazdasejtbe jutasat gatlo folyamatok egyike lehet. A tioredoxin
¢s a PDI gatlasaval a CD4 receptor, valamint a gp120 molekula redox folyamatainak
befolyasolasaval fejtik ki hatdsukat. A kisérleteink soran vizsgalt politiolalt
oligonukleotidok tovabbi fejlesztések, kutatasok utan a jovoben alapjat képezhetik HIV
ellenes terdpids szereknek, a bejutast gatlo, ugynevezett "entry inhibitor"-ok

alapvegyiiletei lehetnek.



Célkitiuzeés

Célkitlizeéstink a HIV fertdzés korai replikacios ciklusédnak cellularis szinten

torténd molekularis elemzése soran olyan folyamatok atfogobb megismerése volt,

amelyek szelektiven befolyasoljak a kiilonb6z6 tropizmussal rendelkezd virusok

gazdasejtbe torténd bejutasanak 1épéseit, a fertézoképesség hatékonysagat.

K/
L X4

Munkénk soran ismereteink bovitése a kdvetkezdkre terjedt ki:

HIV fert6zést reprodukald, inhibicids kisérletekben a koreceptor preferencian
alapulé lentivirus vektorokkal végzett infektivitasi kisérletek informécidval
szolgéalo, kvantitativ eredményeket biztositanak-e antiretroviradlis hatast
vegyiiletek vizsgéalataban? HIV produktiv fertdzéshez sziikséges kemokin
receptorok funkcidjanak vizsgélata.

Uj, alternativ mechanizmusok vizsgalata, amely eredményeként a sejtfelszini
fehérjék diszulfid kotéseinek moddosulasa altal befolyasolt redox folyamatok
megvaltoztatjadk a HIV korai replikacids folyamatat, az Env-medialt fuziot.
Szintetikus uton eldéallitott politiolalt oligonukleotidok HIV gazdasejtbe jutasat
gatlo, antiretroviralis hatdsanak vizsgalata. A magas mutacios rataval rendelkezd
human retrovirusok konnyen alakitanak ki rezisztencidt a jelenlegi terapiak
soran alkalmazott enzim inhibitorokkal szemben (NNRTI, NRTI, PI). Vajon a
JOVO terapids szerei a virus gazdasejtbe vald bejutasat gatld "entry inhibitor"
mechanizmusu vegyiiletek lehetnek?

Miképp befolyasolja a fertdzés iranti fogékonysagot, ezaltal az antiretroviralis
terapiat a HIV korai replikdcidos folyamataiban szerepet jatszo receptorok
funkcionalis épsége, a kodold gén mutéacidja?

Magyarorszag Eurdpa kozepén levé migracios pontban helyezkedik el. Az egyes
foldrajzi teriiletekre jellemz6é cirkulaldo HIV  altipusok eléfordulnak-e

magyarorszagi terapia-naive HIV fert6zottekben?



Modszerek

Alkalmazott sejtvonalak

A Kkisérleteink soran hasznalt sejtek CD4 receptort kifejez6, huméan H9 T-
sejtvonal, MT-2 T-sejtvonal; a transzfektalt monolayer sejtvonalak koziil a HEK 293T
human embriondlis vesesejtekbdl szdrmazo sejtvonal, valamint HeLaCD4-LTR-(B-gal
immortalizalt sejtvonal, eredetiik a NIH AIDS Research and Reference Reagent
Program (Bethesda, MD). A P4-CCRS5 transzfektalt HeLaCD4-LTR-p-gal sejt eredettl,
a sejtek felsziniikkon hordozzak a CCRS koreceptort, valamint genomjukban LTR
szekvenciak kozott a lacZ gént. A 3T3.T4.CCRS ¢s 3T3.T4.CXCR4 egér fibroblaszt és
a P4-CCRS5 transzfektdlt human fibroblaszt sejtvonalakat Dr Christian Jassoy
bocsajtotta rendelkezésiinkre (Institute of Virology, University of Leipzig, Faculty of
Medicine, Leipzig, Germany). A sejtvonalakat DMEM, 10% FCS (fetal calf serum),
0,1% Penicillin/Streptomycin Gsszetételii tapfolyadékban tartottuk fenn (Sigma-
Aldrich). H9 és MT-2 sejtek fenntartdsara és szaporitasira RPMI-1640 tapfolyadékot
hasznaltunk, 10% FCS, 0,1% Penicillin/Streptomycin hozzaadasaval, valamint 2 mM L-

glutaminnal kiegészitve (Sigma-Aldrich).

HIV-1ip virustorzs

A kisérleteink soran hasznalt HIV-1ys torzs (R. Weiss, London University)
felszaporitasa H9 permanens T limfocita sejtvonalon tortént (NIH AIDS Research and
Reference Reagent Program, Bethesda, MD). Az infekcios titer meghatdrozdsa MT-2
human T-sejtvonalat hasznaltunk. A 2,1 x 10° IU/ml felilaszot 0,45 pm porusatmérdii

sziirén sziirtiik (Merck Millipore).
HIV pszeudovirionok eléallitasa
A kiméra vektorok a pcDNA3.1 (Addgene) plazmid moddositasaval lettek

létrehozva. A HIV burok proteineket kodold géneket hordozd plazmidok klinikai

1zolatumokbdl, illetve laboratériumi torzsekbdl szarmazod HIV env géneket hordoznak.



Ezaltal pEnvM-ad, CCRS-trop burok glikoproteint kodolo gént, pEnvHXB2 CXCR4-
trop burok glikoproteint kodolo gént €¢s pEnvM-ad/HXB2 dual-trop burok glikoproteint
kodolod gént tartalmazo plazmidok lettek kialakitva.

A HIV gag-pol géneket hordozd plazmidok a HIV gének mellett antibiotikum
rezisztencia marker gént €s riporter géneket is tartalmaznak, melyek LTR szekvenciak
kozé vannak €kelve. A riporter gének alapjan megkiilonboztethetjiik a pGJ3-luciferaz
plazmidot, amely luciferdz enzim génjét, a pGJ3-eGFP (enhanced greeen fluorescent
protein) plazmidot, ami a z6ld fluorescens protein génjét €s a pGJ3-lacZ plazmidot, ami
az E. coli lacZ génjét hordozza. (A plazmidok eredete: Institute of Virology, University
of Leipzig, Faculty of Medicine, Leipzig, Germany)

A vektor konstrukciok ampicillin rezisztencia szelekcids marker génjének
jelentésége a plazmidok kompetens DHSa E. coli sejtekben torténd felszaporitdsanal
van. A plazmidok izolalasat protokoll szerint a Qiagen Plasmid Midi Kit (Qiagen)
segitségével végeztiik. Ezt kovetden HEK293T sejteket transzfektaltunk HIV gag-pol és
riporter géneket tartalmazd, valamint env gént hordoz6 plazmid péarokkal. A virionok
Osszeépiilésiik utan megjelentek a feliiliszoban. Mivel az env gének nincsenek LTR
szekvenciak kozott és hidnyoznak a HIV jarulékos gének is, ezért a 1étrejott HIV
pszeudovirionok replikacid inkompetensek. A kisérletekben hasznalva fertéznek, de
szaporodasra nem képesek. A fertdzés kvantitativ mérése a riporter gének alapjan keriilt

kivalasztasra.

Sejtvonalak HIV-1yyp virustorzzsel és HIV pszeudovirionokkal torténé fert6zése

A sejtek kiiiltetése 24 lyuku tenyésztd lemezen sejttipustol fiiggden 50 000 - 80
000 sejt/lyuk, 1 ml végtérfogata tdpfolyadékban; illetve 96 lyuka lemezen 30 000 - 50
000 sejt/lyuk, 125 upl végtérfogatua tapfolyadékban tortént. 24 ora elteltével a
tapfolyadékot eltavolitottuk, majd 24 lyukd tenyésztétalcadknal 150 pl, 96 lyuku
tenyésztotalcaknal 25 pl, friss tapfolyadékkal kiegészitett térfogatban megtortént a
sejtek HIV-1yp virus torzzsel, vagy HIV pszeudovirionokkal valo fertdézése (5-20 pl).
20 pg/ml DEAE-dextran medialta virus infekcio 2 o6ras 37 °C-os inkubalasa utan 24

lyukl tenyésztotalcaknal 1 ml, 96 lyukt tenyésztétalcaknal 125 pl végtérfogatra



egeészitettiik ki tapfolydékkal a tenyésztdtalcan a lyukakat. 48 dra tovabbi inkubdaciot
kovetden vizsgalhattuk a virus infektivitasanak mértékeét.

Kisérleteinkben politiolalt oligonukleidok virusfertdzést gatld hatasat vizsgaltuk.
Alkalmazasuk fél oraval a virusinfekciot megelézden, vagy a fertdzéssel egyiddben,
illetve mas kisérletekben a fertézést koveté 30 perc mulva tortént, 0,5-40 pg/ml

koncentracidban.

Politiolalt oligonukleotidok antiretroviralis hatasanak vizsgalata

A kisérleteink soran alkalmazott kvantitativ, sejt-virus alapti biologiai
modszerek, mint a Szincicium indukcids és inhibicios assay, a Kvantitativ p24 antigén
assay, a MAGI assay (multinuclear activation of galactosidase inhibition), a kvantitativ
Luciferaz assay segitségével valdsultak meg. A vegyiiletek citotoxicitdsanak mérése a

XTT assay szolgalt.

A Kkisérleteinkben alkalmazott tiolalt pirimidin vegyiiletek, mint HIV entry

inhibitorok

A 4-tio-uridilat (UD29 fantazia nevi vegylilet) a citidin 5'-monofoszfat H,S
kezelésével lett eldallitva. Az alapvegyiilet tovabbi kémiai modositasaval kapott jabb
hat oligonukleotid (UD29-new, UD30, UD30-new, UD31, MOD-94 ¢és MOD-2012
néven jelolt) HIV fert6zést gatldé hatdsat, valamint citotoxicitasat vizsgaltuk. A
vegyiiletek redox modifikaciot idézhetnek eld -SH csoportokat tartalmazo
molekuldkban, gatolva a HIV gazdasejtbe jutasat. A tiolalt oligonukleotidokat Dr. Aradi

Janos (Debreceni Egyetem) bocsajtotta rendelkezésiinkre.

Szincicium indukcids és inhibicids assay

A sokmagvu oriasssejtek sejtfuziok altal jonnek 1étre, ami a sejtek pusztuldsahoz
vezethet. A HIV-1 korai replikéacids ciklusanak ¢€s a szincicium formécidonak szamos
kozos pontja fedezhetd fel. Bioldgiailag aktiv HIV-1ys és HIV pszeudovirionok

szincicium formalo képességét vizsgaltuk H9 és MT-2 human T-sejt vonalon.



A politiolalt-oligonukleotidok szincicium inhibicidés hatdsanak vizsgalata a
vegyiilet kiilonb6zé koncentracidinak (0,5-40 pg/ml) alkalmazéisa utan tortént. A
kisérleteinkben a vegyiileteket virusinfekciot megel6z6 30 perccel, a virussal tortént
fertdzéssel egyiddben, illetve azt kovetd 30 perc mulva adtuk a sejtekhez. Kontrollként
fertdzés nélkiili kezelt és kezeletlen sejteket hasznaltunk. 100x nagyitissal, inverz

mikroszkop segitségével vizsgaltuk a hatast (Motic AE31).

Kvantitativ p24 antigén assay

A p24 antigén a HIV gag altal kodolt protein. A p24 antigén teszt egy modositott
ELISA technologia, amely a szendvics modszert egy végsd fluorescens detektalassal

kombinalja. A fluoreszcencia intenzitdsa ardnyos a mintaban levé p24 antigén

crer

crer

kinyomtatja az eredményeket (VIDAS® HIV p24 II (p24), BioMérieux). HIV-1y5 p24
protein jelenlétét a fertdzott H9 és MT-2 sejtek feliilusz6ibol mutattuk ki.

Riporter gének kvantitativ mérése

A B-galaktozidaz, a luciferaz vagy az enhanced green fluorescent protein (eGFP)
génjének, mint riporter géneknek expresszaldodasa kvantitativ médon detektalhato. P4-
CCRS5 ¢s HeLaCD4-LTR-Bgal fertdzést kovetéen a [-galaktoziddz enzim gén
aktivitasdnak mérése a MAGI assay (Multinuclear activation of galactosidase
inhibition) segitségével valosulhat meg. A transzfekciot kovetd 24 és 48 ora mulva
vizsgalhatjuk a fert6zott sejtek jelenlétét, aranyat. A luciferaz aktivitds relativ
fluorescenciat mérve, luminométerrel torténhet (Victor 3 Multilabel plate reader, Perkin
Elmer) 3T3.T4.CCRS, 3T3.T4.CXCR4 ¢és P4-CCRS setvonalakon. Az eGFP, mint

riporter gén alkalmazasakor a fert6z6dott sejtek zolden fluoreszkaltak az UV hatasara.



B-galaktozidaz enzimaktivitas indukcios és gatlasi vizsgalata sejttenyészeten -

MAGI assay

A protokoll alapjan virust titralhatunk HeLaCD4-LTR-Bgal sejteken. A
virusfertézott sejtek ¢€s szinciciumok magja kékre festddik, kvantitativ mddon
vizsgalhato inverz mikroszkop segitségével. A HIV Tat proteinje altal a transzfektalt
HeLaCD4-LTR-Bgal sejtek B-galaktozidaz enzimet kodold génje aktivalodik, az 5-
bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galactopyranoside (X-gal) hatdsara a sejt kék szinti lesz.
A festés utdn inverz mikroszkoppal vizsgalhattuk a kékre szinezddott sejteket. A MAGI
assay egy érzékeny, végpont titrald6 modszer, amely alkalmas egyarant HIV-1 és HIV-2
izolatumok vizsgalatdra. A szédzalékos fertozottséget a festddott sejtek kvantitativ
értekébdl szamitottuk ki a Hill analizis alapjan.

A politiolalt oligonukleotidok vizsgalata sordn a sejtek virussal tortént fertézése
elott, vagy egy iddben, illetve 30 perccel utana kiilonb6zé koncentracioban (0,5-40
ng/ml) adtuk a vegyiileteket a sejtekhez. ICsy és I1Cyo értékeket a Hill analizis szerint

szamoltuk ki.

Kvantitativ Luciferaz assay

A kisérlethez a 3T3.T4.CCRS ¢és 3T3.T4.CXCR4 sejtvonalak mellett a P4-CCRS
sejtvonalat hasznaltuk. A sejtvonalak fenntartdsdhoz a Luciferaz assay soran a
tapfolyadék DMEM, 10% FCS, 0,1% Penicillin/Streptomycin (Sigma-Aldrich). A
sejtek kitiltetését kovetden, 24 6ra mulva a sejteket CCRS-, CXCR4- €s dual trop tipusu
HIV pszeudovirionokkal fertéztiik (5-10-20 pl). A protokoll szerinti Luciferdaz assay
eredmények mérése luminométer segitségével tortént (Victor3, Perkin Elmer).

A politiolalt oligonukleotidok elemzése soran a sejtek pszeudovirionokkal
tortént fertézése elott 30 perccel, vagy a fertézéssel egyidében, illetve 30 perccel a
fertézést kovetden 0,5-40 pg/ml koncentracioban adtuk a vegyiileteket a sejtekhez.
Kontrollként politiolalt oligonukleotidok nélkiili, kiilonb6zd dilucidban alkalmazott
pszeudovirionokkal fert6zott sejteket hasznaltunk. RLU (relative luminescence unit)

mérése a protokoll szerint tortént.



Citotoxicitas mérése XTT assay segitségével

Az XTT in vitro Toxicology Assay Kit (Sigma-Aldrich) segitségével az élo
sejtek mitokondridlis dehidrogendz aktivitasat spektofotométerrel mérhettiik. P4-CCRS,
HeLaCD4-LTR-Bgal, MT-2, H9 sejtvonalakon vizsgéltuk a vegyiileteink citotoxikus
hatasat HIV-1ys virussal, illetve M-ad, HXB2/M-ad, valamint HXB2 tipusa HIV
pszeudovirionokkal (5-10-20 pl) fertézott és fertdzetlen sejteken. Kontrollként
politiolalt oligonukleotid kezelés nélkiili, fertdzott és fertdzetlen sejteket hasznaltunk.

Spektrofotométer segitségével az abszorbancia mérése 450 €s 690 nanométeren
tortéent. Az ¢€l6 sejtek mitokondridlis dehidrogenaza redukalja az XTT reagens
tetrazolium  gytrjét  (2,3-bis/2-Mthoxy-4-nitroS-sulphophenyl/-2H-terazolium-5-
carboxyanilide inner salt), sarga szinreakcio kiséretében egy formazan szarmazék alakul
ki. ICsg és 1Cq értékeket a Hill analizis alapjan szamoltuk ki. A tovabbi biostatisztikai

analiziseket a Student féle t-proba szerint értékeltiik.

Antiretroviralis rezisztencia terapia-naive magyarorszagi HIV-1 izolatumokban

Munkéank soran a HIV-1 pol génben olyan muticidkat kerestiink, amelyek
kapcsolatba hozhatok az antiretrovirdlis terapia rezisztenciaval terapia-naive HIV
fertozottekben. A vizsgalati mintdk magyarorszagi paciensektdl szarmaznak, akik

fertdzéstiket afrikai, 4zsiai €s mas eurdpai orszagbeli partnereiktdl kaptak.

Fertozottek szérum mintai

A HIV-1 teljes genotipizalasat olyan paciensek mintdin végeztiik, akik
fertdzésiiket kiilfoldi partnereiktdl kaphattdk. A paciensek szlrése eldszor ELISA és
egy¢éb immunkémiai modszerrel (Uniform HIV-1 Ag/Ab, Vidas HIV-1 Ag/Ab, Capillus
Trinity HIV1/2) tortént. A pozitiv eredmények konfirmalasa Western blot segitségével
valosult meg (HIV-1 Diagnostic Biotechnology). A szeropozitiv paciensek plazméja
14.300-1.630.000 HIV kopia/ml volt. Meghatarozasa a Roche Amplicor HIV-1 Monitor
Assay segitségével tortént.

A genom RT ¢és PR kodolo régidinak analizise a Trugene HIV-1 Genotyping Kit

¢s OpenGene DNA Sequencing System (Siemens) alkalmazédsaval tortént. Az



antiretroviralis rezisztencia okai azokban a nyilt leolvasasi keretekben 1étrejott

mutaciok, amelyek a terapias célpontu fehérjéketet kodoljak.

Trugene HIV-1 Genotyping Kit alkalmazasa

A Trugene HIV-1 Genotyping Kit a HIV-1 protedz (kodon 4-99) ¢és reverz
transzkriptaz (kodon 38-248) enzimeket kodolo szekvenciakat elemzi. A plazma virus
tartalmabol (> 1000 kopia) viralis RNS lett kivonva, amibdl a reverz transzkriptaz PCR
segitségével amplifikaltuk a cDNS-t. A CLIP szekvencia termékek detektalasa 6%-os
poliakrilamid-urea-Tris-borate-EDTA gél elektroforézist (MicroCel™, Long-Reader
Tower) kdvetden 50 percig, 2 000 V-on val6 futtatds utdn UV fény segitségével tortént.

Szekvencia elemzés

OpenGene DNA Sequencing System a kapott szekvencia adatokat valos idében
értékeli. A kijelzett elektroferogram mintazat lehetdséget teremt az értékelesre.

Az algoritmikus szoftver segitségével a klinikai jelentdséggel bir6é HIV
mutaciokat ismerhetjiik fel a protedz ¢€s reverz transzkriptdz enzimeket kodold
régiokban. Meghatarozhatova valik az adott mintadban levd virustorzsek specifikus

antiretroviralis szerekkel val6 rezisztenciaja.

HIV-1 szubtipus meghatarozas

Az izolatumok szubtipizalasa a Stanford HIV Drug Resistance Database

(http://hivdb.stanford.edu) referencia szekvencidkkal valo 6sszehasonlitassal tortént.
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Eredmények

Plazmid vektorok detektalasa

A kompetens DHa E.coli baktérium sejtekben felszaporitott plazmid vektorokat
a protokoll szerint Qiagen Plasmid Midi Kit segitségével izolaltuk.
A plazmidok gélelektroforézis elemzéséhez az emésztés BamHI és EcoRI

restrikcids enzimekkel tortént.

HIV pszeudovirionok eléallitasa és kimutatasa

A HEK293T sejtvonalba integralddott, viralis szekvencidk segitik a plazmid
vektorok expresszalddasat, ezaltal a HIV pszeudovirionok osszeéptilését. A HEK293T
sejtek feliiluszojaban jelen vannak a HIV pszeudovirionok. Relevans koreceptort
hordoz6 sejtvonalak HIV pszeudovirionokkal tortént fertézése utan az integralodott és
expresszalodott pszeudovirus mennyiségének kvantitativ meghatarozasukra a luciferaz
aktivitds mérésénél luminométert, eGFP esetén UV mikroszkopot, alkalmazhattuk. Az
abran jol megfigyelhetd a kiilonb6zd tropizmussal rendelkezé6 HIV pszeudovirionok
aranyosan megjelend infektivitasi mértéke a fert6zés utan 48 oraval. A mérés a luciferaz

assay eredményét mutatja (1. abra).

Relativ fluorescencia

50000
40000 - H Kontroll
30000 -
50 pl/ml
20000 - Hl/ml
pszeudovirion
10000 +—
I 100 pl/ml
- pszeudovirion
> o\\
K\ \@ Qﬂb 0\\6 ®200 pl/ml
& pszeudovirion

Q\*‘r

1. &bra. Luciferaz assay eredménye. A P4-CCRS5 sejtek CCRS5 koreceptort hordozé
sejtek, melyekbe az M-ad tipust, R5-trop pszeudovirionok jutottak be legnagyobb

szamban.
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A kisérleteinkben alkalmazott tiolalt pirimidin vegyiiletek antiretroviralis hatasa

A legmegtelelobb eredményeket a fertdzést 30 perccel megel6zd kezelések
adtak. Ezek a vegyiiletek a sejtek HIV-1ys és a HIV pszeudovirionokkal torténd
fertézését, a bejutashoz sziikséges redox lépésekkel interferalva gatoljak. Ugynevezett

"entry inhibitor"-ként funkcionalnak.

Szincicium inhibicios assay és kvantitativ p24 antigén assay vizsgalat eredménye

MT-2 és H9 sejteken

HIV-1ys és HIV pszeudovirionokkal fertézott H9 és MT-2 humén T-sejt
vonalakon politiolalt oligonukleotid vegyiiletek kiilonb6z6 koncentracidnak szincicium
kialakulast gatlo hatisat vizsgaltuk. 30 perccel fertézést megelézden a politiolalt
oligonukleotidokkal vald kezelés hatasara az H9 és MT-2 sejteken a szinciciumok
kialakulasanak gatldsa jelentds volt. A HIV-1yp fertézott sejtek feliilluszoibol a HIV
p24 antigén mennyiségét kvantitativ modon detektalhattuk a HIV-1 p24 core antigén
ELISA segitségével (MiniVIDAS®, BioMérieux, France).

B-galaktozidaz enzimaktivitas vizsgalata sejttenyészeten - a MAGI assay

eredményei

Standard sejtalapt metodika, a MAGI assay segitségével a politiolalt
oligonukleotidjaink HIV-1ys antivirdlis aktivitasat vizsgaltuk HeLaCD4-LTR-Bgal, P4-
CCRS5 sejtvonalakon. A gatlasi ICs €s ICyo értékeket a Hill analizis alapjan szamoltuk
ki. Az eredmények dozisfiiggdek voltak (1. tablazat, 2. tdblazat).

1. tablazat. UD29 politiolalt oligonukleotid antiviralis aktivitasa

ICs)” 1Cs,} T
Sejt fuizid 11,7 ug/ml >200 >]7
Virus infekcio’d 4,75 ug/ml >200 >42 n/a

50% HIV infekciod gatlas
°50% sejtek életképessége
“In vitro terapias index
YMAGI assay eredménye
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2. tablazat. UD29 politiolalt oligonukleotid antiviralis aktivitaisa MAGI assay
eredmények alapjan

UD29 koncentracio %-os gatlas

ug/ml -30 perc virusfertozéskor +30 perc

1 2 2 <]

2,5 40 19 2

5 46 26 5

10 81 32 7

20 85 39 8

40 91 48 9
ICsy 4,75 ug/ml >40 ug/ml >40 ug/ml
1Cyy 39,7 ug/ml >40 ug/ml >40 ug/ml

A sejteket a virusfertézést megel6z6 30 perccel kezeltiik az UD29 jeli politiolalt
oligonukleotiddal (1-40 pg/ml). A kékre festddott sejtek szazalékos értéke jelzi a HIV
fertdzott sejtek titerét (2. abra).

AR e | BT
feo S © ¥
. 1 9 | .
: ‘; <
P
P
- i P
R T A
-, » s

a.) b b.) Bl

2. abra. Multinuclear activation of galactosidase inhibition (MAGI) assay
HeLaCD4-LTR-pgal sejtvonalon

a.) HIV-1yp fertézott sejtek HeLaCD4-LTR-Pgal sejtvonalon. b.) HIV-1yp fertézott
sejtek hatasa 48 6ra mulva HeLaCD4-LTR-Bgal sejtvonalon a fertdzést megel6zé 30

perccel vald 5 pg/ml UD29 politiolalt oligonukleotiddal valo kezelést kdvetden.
Kvantitativ Luciferaz assay eredménye
A luciferdz assay egy nagy érzékenységli, gyors, kemiluminescencids mérési

modszer. A moddszer relativ fluorescencia értékei alapjan kvantitativ. mddon

elemezhetjiik a kisérleteink eredményeit.
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Az eredményeink igazoltdk a szincicium inhibicids assay, a p24 antigén assay,
valamint a MAGI assay eredményeit. A legjobb eredmények szintén az 5 pg/ml-es
dozisndl jelentkeztek. Ez az érték megfigyelhetd volt mind az UD29, mindpedig a

vegyiilet modositott valtozatainak hatasaként (3. ébra).

Relativ fluorescencia

1800
1600
1400
1200
1000
800 H Kontroll
600
400
200
0 —

W5 pg/ml

N R 40 pg/ml

M-ad 30 ul (™=~
UD29
UD30 =
UD31

M-ad 90 ul |

3. 4bra. UD29, UD30 és UD31 politiolalt oligonukleotidok HIV pszeudovirion
ellenes hatasanak vizsgalata

Politiolalt vegyiilet: 5 pg/ml, 40 pg/ml; Human sejtvonal: P4-CCRS; Kiiiltetett sejtek
szama: 7x10% sejt/well - fertdzéskor 80%-os konfluens sejttenyészet; HIV

pszeudovirion: HXB2/M-ad (20 pul pszeudovirionnal fertdztiik).

A legtjabban kifejlesztett UD29 szarmazék, az UD30-new gatlod hatasa mar 1,87

uM/ml koncentracidban érvényesiilt.

XTT assay eredménye

A legmegfeleldbb koncentracionak bizonyult 5 pg/ml mennyiségben az UD29,
UD30, UD31 vegyiiletek fert6zott H9 sejtekre gyakorolt hatasa kis mértékben mutatott
toxikus hatast a 24, illetve 48 oOras mérési eredményekben. A tovabbi moddositott
valtozatok, mint az UD29-new ¢és MOD2012 24 6ras mérési eredményeiben 30%-0s
mitokondridlis dehidrogenaz aktivitds csokkenést vettiink észre. MOD-94 24 oras
mérési eredménye nem mutatott toxikus értéket. UD30-new egyaltalan nem mutatott

toxikus hatast a vizsgalt sejtvonalakon. A UD30-new kezeléskor a fertézott H9 sejteken
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a kontroll sejtekhez képest magasabb mitokondrialis dehidrogendz aktivitasi értékeket
figyelhettiink meg mindegyik a 24, illetve 48 6rds mérési eredményekben egyarant. A
vegyliletek toxikus hatasa a fert6zés nélkiili kisérletekben a T-sejtvonalakon jobban
érvényesiilt, mint a monolayer HeLaCD4-LTR-Bgal és P4-CCRS5 sejteken.

A politiolalt oligonukleotidok fertdzott sejtvonalakon mért toxicitds mértéke

virus koncentracio- és dozis-fiiggd volt.

Magyarorszagi terapia-naive HIV-1 izolatumok antiretroviralis rezisztencia

vizsgalatai

Magyar nemzetiséglick bizonyitottan kiilfoldi partnereiktdl kapott, primer HIV
CRF atvitelét vizsgaltuk in situ DNS hibridizaciot hasznalé Line Probe Assay (Inno-
LiPA) és a Standford AIDS adatbazis hasznalataval a Trugene HIV-1 Genotyping Kit és
OpenGene Sequencing System (Siemens) segitségével.

Az eléforduld HIV-1 szubtipusok az A, B (25%), C (10.7%), F1 (7.2%), G
(3.6%), J és K (3.6%) voltak. A dominans rekombinansok: CRF02 AG (28.5%),
CRFO06 _cpx (17.8%) és CRF11 _cpx (3.6%).

72 kodon, koziilik 64 specifikus rezisztencia kodon vizsgaltat végeztiik.
Multidrog rezisztens mutdnsok jelenléte is detektalhaté volt. A leggyakoribb atviteli
mod a heteroszexudlisok kozotti 67,8% volt. Az MSM populéacioban 21,4%-ot az IDU
(intravénas droghaszndlok) 7,2% és a nozokomidlis fertdzés 3,6% kovette. Az Osszes
vizsgélt minta 15%-a valamelyik hatdsmechanizmust antiretrovirdlis terapias szerre
rezisztenciat mutatott. Multidrog rezisztens torzsek nagy szazalékban voltak jelen. A
virusok 11%-a kétféle inhibitorra, 7% haromfélére is rezisztens volt. A vizsgalt mintak

koziil az egyik paciensé 14 féle antiretroviralis dgensre is rezisztenciat mutatott.
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Kovetkeztetések

Kutatdsaink célja a HIV korai replikdciés mechanizmusanak molekularis

vizsgélata volt. A célkitlizéseknek megfelelden, a legfontosabb 1) megallapitasok és

eredmények a kdvetkezdek:

Limfocitak ¢és transzfektalt sejtvonalak segitségével olyan sejtmodell
metodikdkat alkalmaztunk, amelyek lehetdvé tették HIV-1 korai replikacios
ciklusanak in vitro tanulmanyozasat.

Plazmidok segitségével replikacid defektiv HIV pszeudovirionokat hoztunk
létre, amelyek bejutottak a relevans koreceptort hordoz6 sejtekbe. Az
infektivitdas mértéke riporter gének 4ltal kvantitative médon mérhetd volt,
valamint a  produktiv  fertdzéshez sziikséges koreceptor hasznalat
jellegzetességeit is tanulméanyozhattuk.

A human immundeficiencia virus korai replikdcios ciklusanak molekularis
elemzése soran 1j adatokat nyertiink a primer HIV fertézésben alapvetd szerepet
jatszo sejtfelszini thio-redox folyamatok részleteirdl politiolalt oligonukleotidok
in vitro alkalmazasaval.

A kisérleteinkben alkalmazott politiolalt oligonukleotidok maximalis gatld
hatdsqukat a virusfretézést megelézden adva fejtették ki. Hatdsuk jelentdsen
csokkent a sejtek fert6zését kovetd kezelésekkor.

A kisérletek soran hasznalt virus fertézést gatlo politiolalt oligonukleotidok 1d6-
¢és dozisfliggden, koncentracioitdl, valamint a felhasznalt sejtvonalak passzazs
szamatol befolyasoltan csokkentették a HIV-1yp klinikai izolatumok, valamint
modellezésiikre hasznalt HIV pszeudovirionok sejtbe jutésat.

Az alkalmazott politiolalt oligonukleotidok a hatasukat a viralis és sejtfelszini
funkciot betoltve.

A sejtproliferacid soran lényegesen megemelkedik a sejtfelszini -SH csoportok

crcr

A kisérleti vegyiiletek a sejtfelszni diszulfid kotésekkel interferald hatdsa - igy a
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CD4 receptorban, valamint a pgl20 molekuldban a redox folyamatok
befolyésolasa - a HIV gazdasejtbe jutasat gatlo folyamatok egyik formdja lehet.
A kisérletek soran a vegyiiletek szelektiv citotoxikus hatasat is megfigyelhettiik,
ami a fert6zés nélkiili sejteken jobban érvényesiilt, mint a fert6zott sejteken.
Dozis fliggd hatast detektaltunk, valamint a viruskoncentracio is befolyasota a
citotoxicitas mertékét.

Bizonyitottuk a kisérleteinkben hasznalt, hazai fejlesztésli ¢€s eldallitast
politiolalt oligonukleotidoknak a hatékony HIV ellenes antivirdlis hatasat. Az
eddigi - csak a mar virussal megfert6zott sejtekben intracelluldrisan aktiv -
terapias szerekkel szemben mar a HIV fertdzés elsddleges fazisdban meggatolja
a virusfertézést (emtry inhibitor). Ez az 1) hatdsmechanizmuson alapulo
vegyiiletcsalad eredményeink alapjan perspektivikusan tovabb fejleszthetd az
AIDS még haté¢konyabb kezelése céljabol.

Eredményeink segitségével behatobb ismereteket szereztiink a HIV gazdasejtbe
jutasanak molekularis mechanizmusarol.

Ko6zép-Eurdpaban az E-D és K-NY irdnyd migraciés keresztpontjaban
helyezkedik el Magyarorszag. Korabbi vizsgalatok folytatasaként terapia naive,
primer HIV izoldtumok antiretroviralis rezisztenciajat genotipizaltuk. Kiilfoldi
partnerektdl szerzett fertézések HIV izolatumaibdl a rezisztens mutans torzseket
vizsgéalva megerdsithetjiik a nem-B szubtipusok, CRF és multirezisztens torzsek
megjelenését Magyarorszagon, mely eléforduldsa mintainkban tobb, mint 71%-
os értéket mutatott. Az adatok komoly klinikai ¢és kozegészségiigyi

kovetkezmények kialakuldsara hivjak fel a figyelmet.
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