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1. Roviditések jegyzéke
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2. Bevezetés

"Weaving together differing genders, races, ethnicities and generations,

ALTERNATE ENDINGS depicts a fresh perspective on the ongoing HIV/AIDS crisis.

One that is not only focused on preserving, remembering and honoring the past losses from HIV/AIDS,
but also imagines a glimpse at the future."

— Emily Colucci, review of Alternate Endings produced by Visual AIDS

for the 25th Anniversary of Day With(out) Art

2.1. A HIV és az AIDS 30 éve

3£ ZYears of HIV/AIDS

Az elmult immar t6bb, mint 30 év egyik legpusztitobb jarvanyat okozo HIV a
becslések szerint napjainkig koriilbeliil 39 milli6 ember haldlat okozta. Az AIDS
(Acquired Immunodeficiency Syndrome) a HIV (human immunodeficiency virus) altal
kivaltott tlinetegyiittes. A HIV pandémia kezdete 6ta a vilagon eddig 78 milli6 embert
fert6zott meg [Joint UNAIDS 2013].

A HIV egy retrovirus, amely elsésorban az immunrendszer sejtjeit tamadja,
ezaltal az nem tud hatékonyan fellépni a fertdzésekkel, daganatos megbetegedésekkel
szemben. A virus miikddésképtelenné teszi az immunsejteket, a fertdzottek
immundeficiens allapotba keriilnek. Az AIDS-nek szamos klinikai megnyilvanulési
formaja lehet, kezdédden a kiilonféle mikrobidlis eredetli megbetegedéstdl egészen a
tumorokig. A kezdeti influenza szerti tiinetek kozott van a fejfdjas, izom- és iziileti
fajdalmak, torokfajas, laz. Gyakori a kiilitések megjelenése. Idovel a paciens
immunrendszere egyre gyengiil, a nyirokcsomok megnagyobbodnak, testsulyvesztés,
hasmenés, kohogés jelentkezik. Akut tuberkulozis, Cryptococcus okozta meningitis,
Pneumocystis pneumonia vagy akar Kaposi-szarkoma is kialakulhat. Az egyre
elérehaladottabb stddiumban a szervezet védekezd rendszere gyengébb lesz, a csokkent
immunvalaszu fertézottek fogékonyabba véalnak az opportunista patogénekkel és
szamos betegséggel szemben, ami az egészséges populdcidoban esetleg nem okoz
tiineteket. A mikrobialis korokozok szerepe nagy jelentOsséggel bir a kialakulo

opportunista fertézésekben. A HIV fertdzés legeldrehaladottabb stadiumdban jelenik
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meg az AIDS. Az id6tartam individuumtol fiiggden par évtdl akar masfel évtizedig is
eltarthat, ami antiretroviralis terapiaval ndvelhetd. A HIV fert6zottek leginkabb a
fertdzésiiket kovetd elsé par honapban adjak tovabb a virust, mivel nincsenek tisztdban
a ténnyel, hogy hordozdk [Brooks et al. 2009, Cohen et al. 2011].

1981 junius 5-én a CDC kozzétett egy cikket a Morbidity and Mortality Weekly
Report (MMWR) ciml folyoiratban. A tanulmany 5 fiatal, korelézménnyel nem
rendelkezd, homoszexudlis férfi esetét irja le Los Angelesbdl, akiket szokatlan
megbetegedésekkel diagnosztizaltak, amely immunrendszerik nem megfeleld
miikodésére hivta fel a figyelmet. Koziiliikk ketten meghaltak, mire a cikk megjelent
[CDC 1981]. Szinte azonos idoben, 1981-ben New Yorkban és Californidban
egészségesnek latszo homoszexualis férfiakon ritka betegségek ujfajta megjelenési
formait vették észre az orvosok. Ezek voltak a Cryptococcus neoformans okozta
meningitis, Pneumocystis carinii pneumonia (PCP) ¢és egyfajta daganatos
megbetegedés, amely Kaposi-sarcoma néven ismert. Kaposi Mér (Kaposvar 1837-Bécs
1902) a korképet ismeretlen eredetli multiplex pigmentalt szarkoma (idiopathic multiple
pigmented sarcoma of the skin) néven irta le, melyet késébb rola neveztek el [Kaposi
1872].

1981 decemberére az MMWR mar tobb, mint 22, csecsemokben elofordult,
ismeretlen eredetli immundeficiens €s opportunista fertdzéses esetet kozolt, koztiik egy
vératomlesztéssel  fertozodottét is [CDC  1982]. Hemofilidsok, intravénas
kabitoszerezok,  vératomlesztésben  részesiiltek, szexmunkasok, homo- ¢és
heteroszexualisok ¢és szexpartnereik fert6zOdése hivta fel a figyelmet arra, hogy
mikrobialis koérokozo lehet az elsddleges oka az immunrendszer nem megfeleld
mukodésének, defektusanak. A HIV atvitelének modja lehet a védekezés nélkiili szex,
koz0os tli haszndlata, anyardl magzatra torténd atvitel, fert6zott vérrel tortént transzfzio,
fertdzott szervekkel, szovetekkel tortént transzplantacié [Marcus et al. 1989].

Két évvel az AIDS leirdsat kovetden citopatids hatast kivaltd retrovirust
izolaltak a betegekbdl, valamint kronikus limfadenopatiaban szenveddktdl szarmazo
mintakbol. Luc Montagnier parizsi kutatocsoportjatol fényképes illusztracio is
megjelent a "Lymphadenopathy Associated Virus" (LAV) éaltal okozott
megbetegedésrdl. Igazolodott a virus AIDS-el vald kapcsolata [Barré-Sinoussi et al.

1983]. A kovetkezd évben az Egyesiilt Allamokbol, Robert Gallo kutatocsoportja

10
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meggy0z6 bizonyitékkal szolgalt arrdl, hogy egy retrovirus, a HTLV-III az AIDS
korokozdja [Gallo et al. 1984]. 1984 juniusdban Gallo és Montagnier egy kozos
konferencian egyetértettek, hogy az altaluk felfedezett HTLV-III és LAV egyezdek és
valoszintisithetd, hogy az AIDS-et okozzak.

Emberjogi szempontbol nagy jelentdségii eset 1983-ban tértént Amerikdban. Az
elsé olyan birosagi pert, ami egy HIV fertézottet is éErintett egy orvos, Joseph
Sonnabend nyerte. Bérlo1 meg akarték tiltani praxisanak folytatasat az épiiletben, ahol
AIDS-es betegeket kezelt. A per eredményeként torvényellenes cselekedetté valt AIDS
betegek, HIV fertdzottek negativ diszkrimindcioja, az itélet a fertézotteket személyiségi
jogaik érvényesitésében is segitette a késobbiekben. Az orvosnak nem kellett elhagynia
az épiiletet, ahol gyogyito tevékenységét tovabb folytathatta [Lambda Legal 1984].

1985-ben megjelentek az els6 HIV-ELISA tesztek, a Pentagon pedig elrendelte
az ujonc katondk szlirOvizsgalatdit. Ugyanebben az évben Atlanta, Georgia volt a
szinhelye az els6 Nemzetk6zi AIDS konferencianak (1. abra).

James W. Bunn és Thomas Netter a WHO genfi székhelyének munkatérsai
1987-ben felterjesztették az AIDS vilagnap oOtletét igazgatojuk Dr. Mann féle. A
gondolat elismerést és elfogadast nyert. Azért lett december 1. a kivalasztott nap, mert
ez az idOpont a valasztasi kampanyoktdl mar elég tdvol esett és karacsony még arrébb

volt. 1988 december 1. az elsé AIDS vilagnap datuma [W3].

e

oo USY

s

b

SUENCE=DEAT M

a.)
1. dbra. Az els0 ¢s legutobbi Nemzetkozi AIDS Konferencia

a.) Az elsé Nemzetkozi AIDS Konferencia 1985-ben az Egyesiilt Allamokbeli Atlantiban, Georgia
allamban keriilt megrendezésre a CDC, a WHO ¢és az Emory Egyetem kozos megrendezésében.

b.) 2014, Melbourne, Ausztralia. 20. Nemzetkozi AISD Konferencia résztvevdinek felvonulasa [W11,
W8]

Az International Commitee on the Taxonomy of Viruses 1986 méajusaban

hivatalosan is elfogadta, hogy a virus, ami az AIDS-et okozza a HIV [Case 1986]. Egy

11
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évvel késobb a WHO megkezdte figyelemfelhivo kampanyat, amely tényeken alapuld
iranyelveket fogalmazott meg. Technikai, pénziigyi hattérbazist biztositva orszagoknak
tamogatta a szocialis, tarsas viselkedési és orvostudomanyal kapcsolatos kutatdsokat.
Segitette a nem korményzati szervezetek miikddését, valamint a HIV fertdzottek
személyiségi jogainak érvényesitését.

1991-ben Freddy Mercury meghalt AIDS-ben, Earvi "Magic" Johnson pedig
bejelentette, hogy HIV fert6zott. Az ezredfordulo eldtt tiz évvel mar majdnem kétszer
annyi amerikai vesztette é€letét AIDS-ben, mint ahanyan a vietndmi habortban
meghaltak. A WHO becslései szerint a vildgon ekkor mar tobb, mint 10 millié volt a
HIV fert6zottek szama. A probléma megolddsa egyre siirgetobbé valt. A kérdés egyre
jobban a figyelem kozpontjaba keriilt, tobbek kozott azzal is, hogy a média altal is egyre
nagyobb publicitast kapott. Patric O'Connel a Visual AIDS Artist's Caucus kreativ
vezetdje, aki maga is AIDS beteg volt elinditotta a "The Red Ribbon Projet" kampanyt.
Szimbodluma egy 6 hiivelyk hosszl, visszahajtott, kozepén tiz6tt piros szalag, ami az
obolhabort emlékére hordott sarga szalag analdgjara késziilt, és mint annak is tobbféle
jelentés tulajdonithatd. A piros szalag is szamos eszme hirdetdje lett. "Kapcsolatot a
vérrel €és a szenvedéllyel, nemcsak a gyiildletet, de a szeretetet is jelenti..." 1991-es
Tony-dij 4taddjan a Broadway-en Jeremy Irons viselte nyilvanosan eldszor, kamerak
eldtt, ezzel szinte lavinat inditva el. A vilagon mindeniitt ismertté valt, mint az AIDS-
ellenes kiizdelem jelképe [W14].

Az ezredfordulora a UNAIDS adatai szerint az AIDS lett a haldlozasok elsd
szdmu okozoja Afrikdban, mig a vildgon a negyedik helyen allt. Az afrikai orszagokban
a halalozasok miatt az atlagéletkor drasztikusan lecsokkent. Mivel a szokasok szerint az
arva gyerekeket rokon csalddok nevelték, a nagymértékli népességcsokkenés miatt ez
mar nem valosulhatott meg. Egyre megszaporodtak az addig még sok helyen ismeretlen
intézmények, az arvahazak. Az afrikai arvak szdma elérte a 12 millliot. A Szaharatol
délre esd afrikai orszdgokban az egyre ndovekvd haldlozasi arany miatt az atlagéletkor
67 ¢évrdl 47 éves korra csokkent. Vilagviszonylatban ezek az adatok szintén
elkeseritdek, 2000-re 34,3 milli6é volt a HIV/AIDS betegek szdma [UNAIDS 2000].

A HIV felfedezése 6ta évente tobb milli6 megbetegedés ¢s haldleset torténik. A

vildgméretii epidemiolégiai probléma egyre csak novekszik. Evente kozel 3 millio j
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fertézést regisztralnak. A legutobbi idSben Kelet-Eurdpa és Azsia orszagaiban egyre

novekvo epidemioldgiai probléma hivta fel magara a figyelmet (2. ébra).

2013 global and regional statistics *

People living with HIV 2013 New HIV infections

24.7 million 2.9 million 1.5 million 210 000 1.1 million

AIDS-related
deaths 2013
(total)

[23.5 million— [2.6 million— [1.3 million- | [180 000- [1.0 million—
26.1 million] 3.2 million] 1.6 million] 250 000] 1.3 million)
4.8 million 210 000 350 000 22 000 250 000
[4.1 million- [190 000- [250 000- [18 000- [210 000-
5.5 million] 270 000) 510 000] 32 000) 290 000]
1.6 million 35 000 94 000 1800 47 000
[1.4 million- [27 000- [71 000- [<1000- (39 000-
2.1 million] 54 000] 170 000] 7400) 75 000)
2.3 million 2800 88 000 <500 27 000
[2.0 million- [2300- [44 000- [<200 [23 000-
3.0 million) 3600) 160 000] <500) 34 000)
1.1 million 14 000 110 000 <1000 53 000
[980 000- [13 000- [86 000- [<1000- [43 000
1.3 million] 14 000] 130 000) 1200] 69 000]
250 000 17 000 12 000 <1000 11 000
[230 000- [14 000. [9400- [<500- [8300-

280 000) 20 000] 14 000] <1000] 14 000)
230 000 16 000 25 000 2300 15 000
[160 000- [11 000- [14 000- [1500- [10 000-
330 000] 22 000) 41 000] 3400] 21 000]
35 million 3.2 million 2.1 million 240 000 1.5 million
[33.2 million [2.9 million- [1.9 million- | [210 000- [1.4 million-
37.2 million] 3.5 million) 2.4 million) 280 000] 1.7 million]

*Some numbers may not add up due to rounding

2. abra. AIDS epidemiologiai adatok a UNAISD 2013. globalis és regionalis statisztikak
[W13]

A kezdeti idészakban tijabb és tjabb esetismertetések lattak napvilagot. Sokszor
azonos diagnosztikus 1épéseket hasznaltak, ezzel mintegy megadva a lehetdséget, hogy
nem mindig keriiltek felismerésre a tiinetek. Mindezek mellett sok orszag adoptalta a
kiilonboz6 stratégiai 1épéseket a populacids prevalencia monitorozasara.

Az elmult években a kutatok figyelemremélto felfedezéseket tettek annak
iranyaban, hogy a HIV miképp hat az immunrendszerre, hogyan befolydsolja annak
muikodését. A sz6 szoros értelmében kimeriti azzal, hogy folyamatos késziiltségben
tartja. Nem mindenki szervezete reagal egyforman a fertézésre, mas €s mas lehet egyes
emberek immunreakcidja, még akkor is, ha az els6dleges fert6zés forrasa azonos [Liu et
al. 1997].

A kutatok egyre kozelebb keriilnek a megoldashoz. Egyre nagyobb lehetdség
van arra, hogy lassan, de biztosan létrehozzanak egy olyan antitestet, ami neutralizalja a
virust, vagy létrehozzanak egy preventiv véddoltast, ami megvéd a HIV fert6zéssel

szemben. Sok Otlet egészen valtozatos forrasokbol szarmazhat, kezdve az Oserdei
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majmoktol az afrikai szexmunkdsokon at a hemofilidsokig a vilag barmely orszagaban.
Az antiretroviralis terdpia megjelenésével a HIV fertdzottek varhato élettartama
napjainkban szinte megegyezik a nem fertdzottekével, mégis elengedhetetlen a virus
folyton valtoz6 természetének pontosabb megismerése. Erre nemcsak a megfeleld
antiretroviralis szerek kombindcidinak alkalmazéasa miatt van sziikség, hanem azért is,
hogy tudjuk mikor kezdjiik el a terapiat.

Elérkezett az 1d6, hogy visszatekintsiink a multba, tanuljunk a tényekbdl €s ujult
szemlélettel hatarozzuk el, hogy véget vetiink a HIV/AIDS epidémianak. Kreativ
gondolkodasmoddal, multidiszciplinaris szemlélettel a megfeleld iranyba kell hogy

haladjunk, folytatnunk kell 6sszefogva (1.abra).

2.1.1. A HIV eredete

Vérmintdk szerologiai vizsgalataval kimutattdk, hogy a HIV a mult szdzad
masodik felében mar jelen volt az afrikai kontinensen (1959 Zaire, 1972 Uganda, 1974
Malawi). Utaldsok sziilettek arra is, hogy a virus valdésziniileg mar valamikor 1884
kortil ott lehetett a populacioban. Az AIDS pandémia eldtti mintak HIV-1 filogenetikai
analizisét kovetden nagyfoku kiilonbozdséget figyelhettek meg. Az eredmények az M
fécsoporton beliil a B és D szubtipusokhoz mutattak leginkabb hasonlosagot (3. abra).
A HIV-1 szubtipusok (A-K) genetikai allomanyéaban nagyfoku eltérések vannak.

1959-ben egy matr6z Manchesterben AIDS-szerli tiinetekkel halalozott el. A
eset fertdzeéses eredetét azonban nem konfirmaltdk. Ezt kovetden, egy norvég csaladtol
1971-bdl szarmazo mintabol egy tjabb HIV-1 csoportba tartoz6 virust izolaltak. Ez egy
outlier (O) fécsoportba tartozo virus volt. Ennek megjelenése napjainkban is leginkabb
Nyugat-Afrikéra jellemz0 [Zhu et al. 1998, Lemey et al. 2003, Worobey et al. 2008].

HIV-2 fert6zéssel kapcsolatos elsd bizonyitott, huméan esetek 1963-1974-re
nyulnak vissza. HIV-2 fert6zott, portugal héboras veterdnokban taldltak ugyanazon
tipust virusokat, amik fertdzéseket okoztak €s okoznak az akkor még portugal gyarmati
Nyugat-afrikai orszdgokban. Sokan koziiliikk vératomlesztéssel, vagy helyi lakosokkal
l1étesitett szexudlis kontaktus, valmint prostituadltak Utjan fertézédtek [Lemey et al.

2003].
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3. abra. HIV szubtipusok konzervativ szekvencia analizise, 2009-es adatok alapjan

A dendogram horizontalis tengelye az egyes szekvenciak filogenetikai tavolsagat jeloli. Az abran jeldlve
vannak az egyes szubtipusok a foldrajzi el6fordulas és koreceptor megjelenités szerint [Lopez et al.
2012].

Az AIDS koérokoz6i a HIV-1 és a HIV-2. A HIV-1-et 1983-ban, mig a HIV-2-t
1986-ban irtak le eldszor [Barré-Sinoussi et al. 1983, Clavel et al. 1986]. A HIV-2
kevésbe keriilt a figyelem kozpontjaba, mint a HIV-1. Talan azért is, mert mig a
vilagjarvanyokat inkabb a HIV-1 kiilonb6z6 csoportjai és azok szubtipusai okozzak, a
HIV-2 elterjedése leginkabb Nyugat-Afrikara jellemzd. A fertdzés zoonotikus atvitele a
HIV-1 és a HIV-2 esetében a kezdetekben azonos modon torténhetett. Ezt szdmos
tanulmany is alatdmasztja.

Az els6 két HIV fertdzott hazai esetet a paciensek savojaban levd ellenanyagok
segitségével sikeriilt kimutatni 1985 oktoberében indirekt immunfluorescens eljaras

segitségével. A HIV termeld H9 sejtek Robert Gallo laboratoriumabol szarmaztak. A
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legels6 magyarorszagi HIV-1 izolalasok 1988 marciusaban harom AIDS és harom
ARC-es férfi beteg limfocitaibol torténtek [Nagy et al. 1988, Nagy et al. 1990, Albert et
al. 1990].

2.1.2. A HIV taxonomiai elhelyezkedése és evolucioja

Taxondmiailag a HIV, amelynek két véltozata van a HIV-1 és a HIV-2 a
Retroviridae csalddba tartozik. A virusokat az altaluk alkalmazott kiilonb6zd
replikacios, transzkripcios és transzlacios stratégidk jellegzetességei €s nukleinsav
szerkezetik szerint a Baltimore-féle (David Baltimore 1971) genetikai rendszer
csoportositja. A Retroviridae csaldd a rendszerezés VI. csoportjdnak tagja. A név arra
utal, hogy ezek a virusok egy olyan replikaciés enzimet, reverz transzkriptazt
hordoznak, amely képes RNS-r6l DNS-t szintetizalni. Az enzim neve leforditva annyit
jelent "visszafelé atir6" [Adams et al. 2013]. A Retroviridae csaladba két alcsalad, az
Orthoretrovirinae €s a Spumavirinae tartozik. Az alcsalddokon beliil 6sszesen 7 genus
van. Az Orthoretrovirinae alcsaladba tartozik a Lentivirus genus, ahova a HIV-1 és
HIV-2 taxonomiailag sorolando.

A HIV-1 virusok tobbsége az M (Major) focsoportba tartozik, ezen beliil
altipusok (A-K) ismertek. Emellett megkiilonboztethetjiik az N (Non pathogenic — nem
erdsen patogén) €s O (Outliner — az el6bbiekbe nem sorolhato) fdcsoportokat is. A HIV-
2 nyolc alcsoportra oszthat6 (3. 4bra, 4. abra, 5. ébra).

A lentiviralis infekciok kronikus lefolydsuak, hossza klinikai latenciaido,
perzisztens virusreplikacio és a kozponti idegrendszer érintettsége jellemzi. Lentiviralis
fertdzés tipikus példdja a macskafélék immundeficienciat okoz6 virusa (FIV),
szarvasmarhak immundeficiencia virus fertézése (BIV), majmok immundeficiencia
virusdnak fertézése (SIV), kecskék artritis/encephalitis virus fertdzése (CAEV), lovak
kevésveriségét okozo virus (EIAV) éa a Visna/Maedi virus okozta fertézések is.

Genetikai vizsgalatok szerint a HIV-1 és HIV-2 majmokbol, gazdafaj valtassal
keriilt az emberre. A HIV-1 és HIV-2 bar elektronmikroszkopos vizsgalattal nagy
hasonlésagot mutat, azonban fehérjéik molekulasulyaban és genomjaikban taldlhato

kiegészitd génjeikben kiilonboznek egymastol. A csimpanz (Pan troglodytes és a Pan
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troglodytes schweinfurthii), az afrikai zoldmajom (Chlorocebus aethiops, kozonséges
nevén Vervet Monkey) €s a kormos mangabe (Cercocebus atys lunulatus) virusanak
hosszura nyuld evolucios torténelme van gazdafajaval, amely sordn a majmok
adaptalddhattak virusukhoz vagy a virusok a majmokhoz. A virus nagy szamban lehet
jelen vériikben, de mindazonaltal csak enyhe immunreakciot valt ki. Nem jonnek létre
naluk az AIDS-hez hasonl6 immunhidnyos tiinetek, valamint nem is torténik benniik
olyan nagymértékli mutacio, mint az a HIV fert6zott embereknél megfigyelhetd. A
HIV-1 evolucids tekintetben a csimpanz SIVcpz-re emlékeztetd genetikai szerkezetii,
mig a HIV-2 eredete leginkabb a kormos mangéabé SIVsm-el mutat hasonldsagot (4.
abra).

A csimpanz SIV (SIVcpz) filogenetikai vizsgalatok kimutattak, hogy a virus ugy
150-200 évvel ezel6tt keriilt a csimpanzokba, majd genetikai modosulasuk utdn a
human populacidra. Mivel a csimpanzok nem adaptalodtak még az 0 virusukhoz, igy
ezek esetében AIDS-szerti tiinetek fejlodnek ki. A HIV-2 genomja egy cerk6f majmokat
fert6z6 virus a SIVsm genomjdhoz all a legkozelebb [Sharp et al. 1999, Marx 2005,
Keele et al. 2009].
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4. dbra. Féeml0s lentivirusok evollcios kapcsolatai

HIV-1 és HIV-2 szarmazasa SIV-bdl. Fiiggyetlen keresztez6dések altali evolucios vonalak figyelhetok
meg, amely altal 1étrejottek az M, N, O fécsoportok. A filogenetikai dendrogram a "Maximum likelyhood
method" (maximalis valdszinliség modszere) segitségével késziilt, 0sszehasonlitva a GeneBank-ban
megtalalhato, random kivalasztott 34 viralis pol gén nukleotid szekvenciajat [Rambaut et al. 2004].

2.1.3. A HIV genetikai diverzitasanak oka

A HIV-1 és HIV-2 eldfordulasa foldrajzilag is elkiilonithetd, mindamellett
hasonlo klinikai megjelenési format hoznak létre fertézottekben. A virus felfedezése
utdn hamar fény deriilt arra is, hogy szoros rokonsagi kapcsolatba hozhatok kiilonféle
féemlds immundeficiencia virusokkal, tehat evolucios szempontbol hasonld eredetiiek.

A virus kialakulasa a rekombinacios események eredményeként jott 1étre. Molekularis
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filogenetikai vizsgalatokkal is bizonyitottdk az 0j torzsek kialakuldsat. HIV-1 a
csimpanzok immundeficiencia virusahoz (SIVcpz) all genetikailag a legkdzelebb. A
HIV-1 genetikai diverzitasa Afrikdban figyelhetd meg legjobban. A HIV-2 leginkabb a
kormos mangabe immundeficiencia virusaval hozhat6 evolicids rokonsagba. Genetikai
vizsgalatokkal bizonyitottak HIV-2 és SIV rekombinécids virusmegjelenést is human
esetekbdl. A mintak vizsgalata arra pontosan nem adott eredményt, hogy hanyféle virus
keresztezOdhetett, de a HIV-2 esetében eddig legalabb négy bizonyitott [Chen et al.
1996].

A lentivirusok rendkiviil magas genetikai variabilitassal rendelkezd virusok. Ez
a nagyfoka valtozékonysag leginkdbb a hipervariabilis régidkban, legfOképp a
burokproteineket kodold env génben figyelheté meg. A mutacionak a rekombinacios
eseményeken kivill még szdmos mdas oka is lehet. A valaszt a virus szaporodasi
folyamatdban kereshetjiik. Az egyik legfontosabb, replikacioért felelés enzim a reverz
transzkriptaz koriilbeliill 2000 bazisparonként el6fordulo, replikacids hibat kovet el
szaporodasi ciklusonként. A tovabbi hibalehetéségek a DNS transzkripcios
folyamatainal torténhetnek meg a gazdasejt eredeti RNS polimeraz II altal. A virus
nagyon gyors replikacids dinamizmussal bir, generacios ideje 2,5 nap koriil van, amikor
is naponta 10'°-10"2 4j virion képz&désére van lehetéség.

Antigén csuszamlds, az ugynevezett "genetic shift" is bekovetkezhet a
gazdasejten beliili szaporodasi folyamatok soran. Ekkor az elényos tulajdonsdgokra
szert tett 1j virionok, a pozitiv evolicids eredményeket kihasznalva 0j virus populaciot
alakitanak ki [Perelson et al. 1996, Frost et al. 2001].

Nemcsak gazdaszervezeten beliili evoltcids, mutacids hatdsokrdl beszélhetiink.
In vitro kutatdsi eredmények bizonyitottdk, hogy példaul a "C" szubtipus
sejttenyészeteken mutatott viralis fitness tulajdonsagai sokkal gyengébbek voltak, mint
a "B" szubtipusé. Mégis Afrikdban a "C" szubtipus jobban elterjedt, melynek
kovetkezménye az adott kontinensen ebben a szubtipusban megfigyelheté nagymértékii

mutacios rata. Az ok a kontinensen jellemz6 szexualis szokdsokban keresendod.
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5. abra. A HIV genetikai diverzitdsa, szubtipusok foldrészek szerinti eléfordulasa

Az amerikai kontinensen és Eurdpaban a "B" szubtipus, Dél-Amerikaban leginkdbb a "B" és "F" és
rekombinansaik megjelenése jellemz6. Kelet-Eurépaban az "A", "B" és "AB" rekombinansok
dominancidja figyelheté meg. Azsidban a "C", "B" és "BC" a leggyakoribb. Ausztralidban a "B"
szubtipus dominal. A vilagossziirke régidk az adatok hidnyossaga miatt nem értékelhetdek. Ide tartoznak
az ugynevezett MENA orszagok is, ahol politikai, ideoldgiai okokbdl a fert6zés tényét nem publikaljak
[W12].

A genetikai diverzitas és rezisztencia kialakulasaban a terjedési modok -
vertikalis, parenteralis és szexualis - nagy jelentdséggel birnak. Migraciok, a globalis
prostitucio, a szexturizmus, az orszadgok, ahol a parenteradlis és szexualis atvitel a -
droghasznalat vagy prostitacio - I1étének tagaddsaval, vagy diszkriminalasaval,
stigmatizalassal nehezitik a terjedés kontrolljat, eldsegitve az epidemiologiai
heterogenitas kialakuldsat.

Természetesen nemcsak pozitiv szelekcidos mutaciok alakulhatnak ki, hanem
olyanok is, amelyek nem kedveznek a virus szaporodasanak [Marcus et al. 1989, Ball et

al. 2003].

2.2. A HIV szerkezete
A lipoprotein burokba csomagolt, néhany leiras szerint pleomorf, mas leiras

szerint ikozahedralis alaki tulajdonsaggal bir6 HIV virusrészecskék 80-120 nm

atmérojiek. Méretiik a vorosvértestek 60-ad részét teszi ki. Minden virusrészecske 72
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glikoprotein komplexet tartalmaz, melyek a lipidmembrannak az integralt részei. A
lipidmembran gazdasejt eredetli lipid kettds réteg, kiils6 feliiletén glikozilalt viralis
proteinekkel. HIV-1 ¢és HIV-2 a bimbdzds sordn tesznek szert a specifikus
lipidkomponensekre. A gp120 és gp41 is a viralis glikoproteinek kozé tartozik. Ezek
egymassal és a burokkal létesitett kotése viszonylag laza szerkezetli, ezért a gpl120
konnyen levalhat. HIV fertézottekben a szérumban, valamint szovetekben a jelenléte
kimutathatd. A virus gazdasejtbdl tortént kiszabadulasat kovetden a virusburok sejtes
eredetit HLA-I és HLA-II osztalyt fehérjéket és mas, tigynevezett adhézios fehérjéket,
mint pl. az ICAM-1 tartalmazhat, ezek segitségével a késdbbiekben ujabb sejteket
fertdzhet. A virus burkan beliil talalhat6 a matrix réteg, amely a nukleokapszidon kiviil
helyezkedik el. A kapszidon beliil van a diploid +ssRNS tartalmu virusgenom [Aiola et
al.1993, Weiss 2001, McGovern et al. 2002].

A HIV virusnak 9 génje van. A 2n, diploid genom két, egyszali +ssRNS-t
hordoz (9 181 bp). A retrovirusok mindegyikében megtalalhat6 a kovetkez6 harom gén:
(1) A gag gén (group specific antigen) a virus fehérje-alapallomanyat (matrix, kapszid -
MA, CA) ¢és az RNS szalat védo fehérjéket (p17, p24, pl5, p7, p9) kodolja.

(2) A pol gén (polymerase, polimeraz) harom funkcionalis enzim gént kodol: az RT-
enzim génjét (reverz transzkriptdz; RNS-fiiggé DNS polimerdz: RdDpol) (p65 és p51),
a protedz enzim (pl0) génjét, amely feldarabolja a Gag nyers fehérjét a harom
funkciondlis egységre, valamint az integraz enzim (p32) génjét. Ez utdbbi segitségével
¢épiil be a gazdaszervezet DNS-¢ébe a teljes virus genom cDNS.

(3) Az env gén (envelop, lipid burokbdl kitiiremkedd GP-ek), két feliileti glikoproteint
kodol, amely a gpl20 (SU) felszini glikoprotein és a gp41l (TM) transzmembran
poliprotein.

A tobbi virdlis szabalyzo proteint kddold gén, mint a fat egy RNS-hez kotd
fehérjét a transzaktivator proteint kodolja, a rev altal kodolt fehérje eldsegiti az
egyszeresen vagott és vagatlan mRNS-ek kijutdsat a sejtmagbol a citoplazméba, a vif
megvédi a virust a sejten belil az APOBEC3G-nek a cDNS degradaciot és
hipermutaciot okozo hatasatol. A nef egy olyan aktivator faktor, amely hatasara csokken
a fertdzott gazdasejt felszinén az MHC-I és a CD4 receptor kifejezddése. Eldsegiti a

crer

fertdzddni. A vpr a viralis replikdciohoz nélkiilozhetetlen. A kialakult integracios
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komplex nukleocitoplazmds transzportjaban jatszik szerepet, valamint befolyasolni
tudja a gazdasejt osztddasi folyamatait. A vpu a HIV-1-nél vagy a HIV-2 esetében a
vpx géneken kodolt fehérjék a virus fertdzott gazdasejtbdl valod kijutdsat, a kész virionok

levalasat segiti [Oberlin et al. 1996, Peter 1998, Pion et al. 2006] (6. abra, 7. abra).
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6. abra. HIV virus géntérképe

LTR (Long terminal repeat — hosszii végismétlodés), a gag, pol, env, valamint a tat (transactivator
protein), a rev (regulator of expression of virus protein), a vif (virus infectivity factor), nef (numerous
effector functions), a vpr (virus protein R) és a vpu (virus protein U). gének elhelyezkedése a HIV
géntérképén [W10].
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7. ébra. A HIV virus felépitése

(Roviditések: A gag (Group-specific Antigen - csoport specifikkus antigén), a virus burokfehérjéit kodolo
gén. A virus sajat protedza harom fehérjére (doménre) hasitja: matrix (MA), kapszid (CA) és
nukleokapszid (NC). Az env (envelop — burok). A virus eredetii burokfehérje felelds a virusnak a
sejtfelszinhez vald kotodéséért. Két doménje a SU (surface - felszini) és a TM (transmembrane -
membranon atnyuld). INT (integrase) a retrovirusnak a genomba torténd visszaépiiléséhez sziikséges,
(PRotease), aszparaginsavban gazdag, az expresszalt fehérjét funkcionalis egységekre hasitdé enzim. RH,
(Ribonukleaz-H, RN4z-H) RNS-bontd enzim amely elhidrolizalja az elkésziilt cDNS-r8l a minta RNS-t.
RT (Reverz transzkriptaz) egy RNS-fliggd DNS-polimerdz, amelyik RNS szekvenciar6l szintetizal
egyszalas cDNS-t (= RdDp = RdDpol). Tovabbi magyarazat a szovegben [W2].
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2.3. A HIV replikacios ciklusa

A lentivirusok replikécios ciklusa rendkiviil Osszetett. A gazdasejt és a virus
kozott szamos komplex kolcsonhatds jon 1étre. A fertézés a virion sejtbe jutdsaval
kezdddik. Ez egy tobb 1épcsés folyamat, ami a HIV burokproteinjei és a gazdasejt
membranjan taldlhaté specifikus receptorok kapcsolodasaval torténik. A virion a
felszini glikoprotein receptorokhoz eldszor reverzibilisen, majd irreverzibilisen
kapcsolodik, majd megtorténik a fuzid a gazdasejt membrannal. Ezt kdvetden a viralis
nukleokapszid bejut a sejtbe és a virus két kopiaban jelen levo, diploid +ssRNS
genomja kiszabadul. A virus reverz transzkriptdz enzimje révén a viralis genom dupla
szalu, dsDNS formatumma irodik at. Tovabbi viradlis eredetli enzimek altal a virus
beépiil a gazdasejt magjaba, ahol gazdasejt eredetli enzimek segitik a provirus
transzkripcidés folyamatait. A kialakult mRNS sejtes eredeti enzimek révén
transzlaloédik. A 1étrejott virus proteinek pedig a viralis enzimek révén hasitodnak. A
virus 0sszeépiilése utdn bimbozassal szabadul ki a gazdasejtbdl. A kiszabadult, érett
virion pedig 1j sejteket fertézhet (8. abra).
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8. abra. A HIV replikacids ciklusa [W1]
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2.3.1. HIV gp120, a CD4 receptor liganduma

CD4, mint a HIV-1, a HIV-2 elsddleges receptora mar 1984-ben megismerésre
keriilt. A HIV célsejtjet a CD4 receptorral rendelkezd T-limfocitdk, monocitak és
makrofagok [Dalglelish et al. 1984].

A lentivirusok burkan glikoprotein ligandumok talalhatok, amik a virion és a
gazdasejt kapcsolddasaban jatszanak nagy szerepet. A sejtfelszini CD4 molekula a
virdlis gpl20 elsddleges receptora. A cellularis receptorok €és a gpl20 interakcidja
napjainkra egyre nagyobb részletességgel valt ismertté. A virdlis gp120 a CD4 receptor
specifikus epitdpjaihoz kapcsolodva konformacio valtozast eredményez, mialtal gp120
V1/V2 és V3 hurok ¢és a relevans koreceptor aktivitasa megnyilvanulhat. Ahhoz, hogy a
virion bejusson a sejtbe, a gp41 ¢és a cellularis koreceptorok kdlcsonhatasanak is létre
kell jonni. A gp41 a virus felszinén taldlhaté transzmembran fehérje. A gp120-al egyfitt
része a gpl60-as komplexnek. A konformécid valtozas eredményeként gp41 inszertalja
NH, terminalisat a gazdasejt membranjaba, létrejon a koreceptor kolcsonhatds és

megtorténik a membranfiizioé [Nagy et al. 1996, Chan et al. 1997].

2.3.2. HIV gp41 és a koreceptorok

Sejttenyészetekben a HIV fert6zottekbdl izoladlt CD8+ T sejtek olyan anyagot
termelnek, amelyek képesek negativan befolyasolni a HIV szaporodasat. Ezek a HIV
szuppressziv elemek a sejttenyészetek feliiluszojabol nyerhetdk ki. Olyan humoralis
faktorokrol van szd, amelyek az immunvalasz szabalyozasdban jatszanak szerepet, a
sejtek citokin-receptoraihoz kapcsolddva fejtik ki hatasukat. A kemotaktikus citokinek
aktivaljdk az immunoldgiailag kompetens sejteket, szabdlyozzdk az immunvalaszt,
befolyéasoljak a termel6dd ellenanyagok mennyiségét, izotipusat és mas citokinek
miikodését. A sejttenyészetekbdl izolalt kemokinek csokkentik a HIV replikacios
keépességét [Nagy et al. 1983, Albert et al. 1990, Cocchi et al. 1995].

Ahhoz, hogy a lentivirusok, igy a HIV is bejussanak a gazdasejtbe, a sejtfelszini
CD4 receptor mellett sziikségiik van egy kofaktorra. Azok a HIV izolatumok, amelyek a

makrofdg/monocita kultirakban szaporithatok jol, az Ggynevezett monocitotrop (M-
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trop) HIV 1zolatumok. Az M-trop virusok esetében a kérdéseses koreceptor a CCRS. A
CCRS5 receptor természetes ligandumai a B-kemokinek csoportjaba tartoz6 RANTES,
MIP-1a és a MIP-1p.

A CXCR4-es koreceptor nagy jelentdséggel bir a T-sejt kultrdkban jol
szaporodo (T-trop) HIV izolatumok korai replikacios folyamataiban. Bizonyitast nyert,
hogy az a-kemokinek csoportjaba tartoz6 SDF-1 (cell derived factor-1), amely a
CXCR4 receptor természetes liganduma egy rendkiviil hatékony kemoattraktans.

A kemokinek ¢és receptoraik 1étezését mar korabban ismerték. Szerepiik a
leukocitak aktivalasaban €s migracids folyamataiban volt bizonyitott. A kemokinek
négy csoportba oszthatok. Ezek a CXC (a-kemokinek), a CC (B-kemokinek), a CX3C
(0-kemokinek), mint a Fkn (fractalkine) és az XC kemokinek. Receptoraik a G-protein-
kapcsolt, heptahelikalis (7-transzmembran) receptorok csoportjdba tartoznak [Deng et
al. 1996].

A T-trép, HIV-izoldtumok a LESTR/fusin (CXCR4) kemokin receptorokat
részesitik eldnyben, mig az M-trop izolatumok féleg a CC (B-kemokinek) csoportba
tartozo CCRS, CCR3 receptorokat. A CCRS5 és CXCR4 kemokin receptorok mellett
egyes HIV torzsek a sejtbe vald bejutdshoz burokproteinjeik szerkezeti valtozasaval
egyéb koreceptorokat is képesek hasznalni. Ilyenek lehetnek a CCR2, CCR8, CCRO,
STRL33 (Bonzo), Gprl5 (Bob), Gprl, APJ és ChemR23 (9. abra) [Bleul et al. 1996,
Feng et al. 1996, Deng et al. 1997].

A fertdzés kezdeti szakaszaban leginkabb az M-trop izolatumok jelenlétére
szamithatunk, filiggetleniil attdl, hogy a fert6zd forrasban jelen voltak-e a T-trop
virusok. Tanulmanyok bizonyitjak, hogy az M-trop virusok hamarabb ¢€s jobban el
tudnak rejt6zni intracellularisan a makrofagokban az immunrendszer valaszreakcioitol.
A HIV fertézés elérehaladtaval, amint a CD4 sejtszam egyre jobban csokken, a primer
fertézésben leggyakoribb CCRS koreceptort hasznald virusokat egyre inkabb felvaltja a
CXCR4 koreceptort preferald virion populacid. A CCRS megjelenése az effektor és
memoria sejteken gyakoribb, a CXCR4 leginkabb a T-sejtek felszinén jellemzd
[Simmons et al. 1997].

25



DOI:10.14753/SE.2016.1891

AR

Activation

9. abra. HIV-gazdasejt interakciok

HIV gazdasejtbe torténd bejutdsahoz a gpl120 és CD4 receptor kolcsonhatasa utan gpl120 egy olyan
konformacié valtozason megy at, amely altal gp41l hozza tud kapcsolddni a virus tropizmusanak
megfeleld, specifikus koreceptorokhoz. CXCR4 és CCRS5 koreceptoroknak természetes ligandjai is
vannak. Ezek az a-kemokinekhez tartozdo SDF-1, a f-kemokinek csoportjadban levé MIP-1a, MIP-18,
RANTES, valamint a -kemokinekhez tartoz6 Fkn (fractalkine). Ez utobbi a neuronokkal és mikrogliaval
val6 kolcsonhatasokért felelds. A viralis gp120 kapcsolodasa egy p38 MAPK medialta kaszkadrendszert
indit el a sejtben [Kaul et al. 2001].

A CCRS5 egy dominans sejtfelszini koreceptor, ami jelentds szerepet jatszik a
primer HIV fertdzésekben. Azok a genetikai mutacidval rendelkez6 egyének, akiknél a
CCRS koreceptor nem fejezodik ki limfocitak felszinén, rezisztensek az M-trop virus
fertdzésre. A T-trop HIV fertézéseknél ez a genetikai mutacié nem befolyasolo tényezo.
Az ok 32 bazisparnyi génkieséssel magyarazhatd. A delécidé homozigbta €s heterozigota
formaban is jelen lehet. A A32 géndelécios valtozat leggyakoribb az Eszak-eurdpai
populécidoban. Amennyiben a 32 bazisparnyi géndelécid heterozigdta formaban van
jelen, a CCRS kifejezddése jelentdsen csokkent mértékil lesz, a fertézés progresszioja
lényegesen lassibb. Homozigéta CCRS5-A32 mutacidét hordozdk szubpopuléacidjdban
egy esetleges M-trop HIV fertdzés nem torténik meg, a paciens az antiretroviralis

terapiara jobban reagal (10. abra) [Winkler et al. 1998].
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10. abra. A CCRS koreceptor kifejezddéséért felelos A32 allél gyakorisdga Eurdpaban
[Adler et al. 2014]

A CCRS receptort kodold lokusz A32 mutacidja az ember természetes
szelekcidjanak vizsgalataban széleskorlien tanulméanyozott kérdés. A mutacid leginkdbb
Eszak-Eurdpa, Nyugat-Azsia orszagaiban, valamint a Volga-Ural régioban igen
gyakori. Szamos elméleti tanulmény irja le az elényos tulajdonsagokat kodolod allélek
populécion beliili elé6fordulasat, de kevés olyan kutatdsi eredmény all rendelkezésiinkre
amelyben emberekben vizsgaltdk a bizonyos szempontbol kedvezd tulajdonsagokat
hordoz6 allélnek a geografiai eléfordulasat. A CCRS receptort kodoldo gén A32
mutacioja jo példa a foldrajzi megjelenés valtozo eloszlasira [Novembre et al. 2005].

Magyarorszagon ennek a genetikai markernek a vizsgélata eldszor egészséges
populacidban, valamint HIV fertdzottek és szeronegativ szexualis partnereik
vérmintaibdl tortént. A mintdkbdl szeparalt limfocitdk DNS-ének izolalasa utan kapott
vizsgélati eredmények szerint hazdnk ezen genetikai marker alapjdn is a Kozép -
Eurdpaban eléforduld allél varidnsok eloszlasanak gyakorisagaval jellemezhetd. A
vizsgalt HIV fert6zott populécido még két tovabbi csoportra oszthato, a HIV progresszor
¢s HIV nonprogresszor csoportra. A vizsgalatok kimutattdk, hogy a nonprogresszorok
gyakorisdga, mint a standard betegség progresszidjuaknal. Ez utalhat arra is, hogy ez a
mutacié segitheti a tiinetmentes idészak meghosszabbodésat [Kemény et al. 1998,
Kemény et al. 2000]. Tovabbi genetikai vizsgalatok eredményeként képet kaphattunk a
magyarorszagi legnagyobb kisebbség, a olah cigany populacié6 CCRS receptort kodolo
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génjérdl, valamint a CCR2-641 ¢és SDF1-3'A kodolo allélok eloszlasardl. A vizsgalt
magasabb volt a magyar populdcioval Osszehasonlitva, valamint tizszer nagyobb
eléfordulasi gyakorisdgot mutatott az Eszak-Nyugat-Indidban é16knél eléforduld allél
gyakorisaggal. A feltételezések szerint az eurdpai cigdny populacié foldrajzi eredete az
¢szak-indiai  foldrész, a népvandorlasuk soran alakulhatott ki benniik az
allélpolimorfizmus. A CCR2-64I kodold gének polimorfizmusa szintén magas eltérést
mutatott, mig az SDF1-3'A kodolo régiok sokkal kisebb szamban mutatkoztak meg a
magyar ¢s indiai populaciohoz képest [Juhasz et al. 2012].

A CCRS receptort kodold gén A32 mutacionak az eredete még a HIV fertdzés
elotti idOkre nyulik vissza. Ezt az iddszakot valahol 700-2900 évvel ezeldttire becsiilik.

A torténelem folyamén a fekete himld lehetett, ami Eurépdban nagy szerepet
jatszott ennek a mutans allélnek az elterjedésében. Ez a feltételezés széleskoriien
elfogadott lett a populacid genetikdval foglalkozok korében is. Vannak mas
feltételezések, miszerint az allél varians kialakuldsa a bubdpestis genetikai szelekcids
hatasanak tulajdonithatd [Stephens et al. 1998]. A fekete himldt virus, a Variola major
okozza, mig a pestist a Yersinia pestis nevli baktérium. Mindkét mikroorganizmus
hasznalja a CCRS receptort a sejtbe valod bejutdshoz [Galvani et al. 2003, Elvin et al.
2004, Cohn et al. 2006].

Létezik egy tigynevezett "Viking hipotézis" is a mutans allél létrejottérdl. Ez
egészen a VIIIL.-X. szazadig vezet minket vissza. A A32 eléfordulasi gyakorisdga észak-
dél irdnyu gradienst mutat Eurdopdban. Magas el6forduldsi gyakorisaggal bir a
skandindv, izlandi, mordvinf6ldi, valamint spanyol populdcidoban. Valdsziniileg itt is a
szelekcidos tényezd valamely jarvanyos megbetegedés lehetett. Az allél gyakori
megjelenését a Viking hoditok utvonalaival is kapcsolatba hoztak. A A32 elterjedésének
okaként megjeldlt "Viking elmélet" jol alatamaszthato torténelmi és foldrajzi adatokkal.
A Viking korban Skandinavia és Eszak-Eurdpa nagy részét a viking hoditok uralték.
Portyaik, hodit6 hadjarataik sordn eljutottak a Balti régio kiilonbozo teriileteire, igy a
mai Svédorszadgba, Finnorszagba, Fehéroroszorszagba, Litvaniaba, Esztorszégba,
Franciaorszag ¢északi részeire, Danidba, Oroszorszdg szamos részére, valamint

Spanyolorszagba. Ha ez a szelekciés mutacido mar tobb szaz évvel ezeldtt megjelent,
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akkor valosziniisithetd, hogy valamely més patogén is haszndlja/hasznéalta a CCRS
koreceptort a gazdasejtbe valo bejutashoz [Lucotte et al. 1998, Novembre et al. 2005].

Az Eszak-eurépai, Ashkenazi zsido populacioban is magas a A32 eléfordulési
gyakorisdga. Naluk inkabb hagyomanyokra alapulé magyarézat a valoszinlibb, mint
mas populacioban az el6forduld szorddas [Lucotte et al. 2003]. Ugyanakkor mas
tanulmanyok bizonyitottak, hogy CCRS szerepet jatszik a reuma kialakuldsa, valamint a
Nyugat-nilusi virus elleni védekezésben, ami arra enged kovetkeztetni, hogy a CCRS
nem minden funkcidja kompenzalhaté mas sejtfelszini molekuldk altal [Glass et al.
2006].

A természetes rezisztencia egy madsik forméja afrikai prostitualtak esetében
dokumentalt. Eveken at, naponta t5bbszor is kiilonféle HIV kladok fertézésének vannak
kitéve és annak ellenére, hogy HIV-specifikus immunvalasz megfigyelhetd naluk, - igy
a Th-1 helper sejtek, citotoxikus T limfocitdk (CTL), mukozalis IgA valaszreakcio, -
mégis szeronegativok maradnak, valamint a HIV RNS sem mutathat6 ki a szérumban.
A kialakulas sem viselkedésbeli, sem pedig demografiai faktorokal nem magyarazhato,
hanem leginkabb egyes HLA haplotipusokkal hozhaté Osszefiiggésbe. A
tanulmanyokban HLA-A*6802 és HLA-B18 kapcsolata meriilt fel a rezisztenciaval.
Ennek ismerete a terapids szerek, vakcindk kutatdsanal fontos kiinduld alap lehet

[Mazzoli et al. 1997, Rowland-Jones et al. 1998].

2.3.3. Posztfuzios események

A replikacidés folyamatok korai- €s késdi fazisra oszthatok. A korai fazis
receptor medialt endocitozissal kezdddik, amely soran a HIV burka membranfazidval
egyesill a gazdasejt membranjaval. A nukleokapszid bejut a citoplazmaba ¢és
megtorténik a dekapszidacido. Ezt Osszetett folyamatok kovetik, aminek az
eredményeként a viralis cDNS integralodik a gazdasejt genomjaba.

A kés6i fazis a wvirdlis gének transzkripcigjaval, a transzkriptumok
transzlalodasaval, struktar proteinek kialakulasaval, viruséréssel és a virus bimbdzas

utjan torténd kiszabaduldsaval megy végbe.
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TIRMSa egy féemldsokben is kimutatott, faj-specifikus blokkold faktor, ami
képes gatolni a lentivirusok korai replikacidos folyamatait. TRIMSa a természetes
immunrendszer fajspecifikus mediatora, amely szerepe dekapszidacio gatlasaban van. A
sejten beliili antigénfelismerésben €s a természetes immunreakcid aktivalasdban vesz
részt. Pontos miikodése még nem tisztazott [ Stremlau et al. 2004].

A dekapszidacio utdn a két kopidban jelen levd, virdlis +ssRNS egy virdlis
enzim, a reverz transzkriptaz altal kertl atirasra. El0szor erre a templatra egy negativ
iranyultsagu DNS szintetizalodik a virusgenom 5' végéig, egy gazdasejt eredetii tRNS,
mint indité szekvencia segitségével, ami egy specifikus kétohelyhez kapcsolodik. A
virdlis LTR, mint prométer jatszik szerepet a folyamatban. A kovetkezd 1épésben a
reverz transzkriptdz aktivitdsa altal a primerként funkcionaléo RNS szakasz lebomlik,
majd a viralis templatot hasznalva, a DNS szal 3' irdnyban kiegészitddik. A reverz
transzkriptaz ribonukleaz H aktivitdsa révén a templat RNS és a kialakult DNS szél
elvalik egymastol egy kis szakasz kivételével, ami primerként szolgal a komplementer
DNS szal kialakuldsdhoz. A reverz transzkripcid6 eredményeként kialakul egy
duplaszala DNS molekula, mindkét végén LTR szekvencidkkal [Baltimore 1970, Temin
et Mizutani 1970].

A reverz transzkripci6 az integraciés komplexben megy végbe, aminek részei a
a virdlis nukleinsav, a reverz transzkriptdz és az integrdz enzim, a proviralis DNS
széllitdsaban szerepet jatsz6 pl7 matrix protein és tobbek kozott a proviralis DNS
nukleo-citoplazmas szallitasaért felelds vpr regulator fehérje. A gazdasejt genomjaba az
integraz enzim segitségével beékelddott viralis cDNS a provirus [Brown et al. 1989,
Piller et al. 2003]. A viralis DNS beépiiléséért sejtes eredetli faktorok is feleldsek. A
virus burkédn levé gpl120 egy kaszkadrendszer altal szintén aktivalhatja a sejtet, hogy
1étrejojjon az integracid [Bukrinsky et al. 1991].

A proviralis DNS transzkripcigjat a sejt eredetli RNS-polimeraz II enzim végzi.
A transzkripcios folyamatok inicidcidjaban az LTR szekvencianak nagy szerepe van. Az
LTR TATA-box régidja koti meg a cellularis eredetli RNS polimeraz I1-t. Ide kotédnek
még a TATA binding proteinek is. HIV-1 LTR szamos kotOhellyel rendelkezik a
cellularis transzkripciods aktivator faktorok SP-1-ek szdmadra [Rittner et al. 1995]. A core
promoter régiod transzkripciot szabalyozo, NF-kB kotOhelyekkel is rendelkezik [Nabel et

al. 1987]. A transzkripcid sordn eldszor rovid, tobbszordsen vagott mRNS-ek
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képzddnek, amik a viralis Tat €s Rev, Nef reguldcios proteineket kodold gének
transzkriptjei. Késobb megjelennek a nagyobb méretli, részlegesen hasitott mRNS-ek is.
Ezek az Env, a Vif, a Vpr és Vpu proteineket kodolo transzkriptek. Szintén kialakul egy
nagyobb méretli, vagatlan transzkript, ami a viralis RNS genomot, valamint a Gag ¢és
Pol fehérjék transzkriptjeit foglalja magaba. A Tat egy viralis transzaktivator, ami a
TAR-on (transactivation response region) keresztiil szabalyozza a transzkripciot. Tat
specifikusan tud kotédni TAR régidhoz az RNS megfelelé konformacids valtozasa utan
[Aboul-ela et al.1995, Peter 1998]. A Tat aktivitasat bizonyos cellularis faktorok CDK 9
¢s a ciklin T is befolyasoljak, stabil komplexet hozva létre a TAR régioval.
Kisérletekkel bizonyitottak, hogy Tat hianyaban egy cellularis faktor a NELF (negative
elongation factor) kapcsolodik az RNS TAR részéhez, ezzel gatolva a transzkripcios
elongaciot.

Ahhoz, hogy a HIV proteinek transzlacigjdhoz sziikséges mRNS-ek
1étrejojjenek, Osszetett splicing folyamatok sorozatdra van sziikség. Eredményeként
tobb, mint 40 féle, virus proteineket kodold6 mRNS lesz jelen a fert6zott sejtben. Rev a
keletkezett transzkriptumok nukleocitoplazmas transzportjaban jatszik szerepet. Tat és
Rev egyarant elengedhetetlen elemei a virdlis replikdcionak, valamint annak, hogy a
latens virus aktivalddjon [Narita et al. 2003].

A hatékony viralis replikdcioban a Vif proteineknek is jelentds szerepiik van.
Kivédik a gazdasejt eredeti APOBEC3G okozta hipermutaciokat. A pol gén termékei a
reverz transzkriptdz, a protedz €és az integraz enzimek jelentds szerepet jatszanak a
virusrepikacios folyamatokban.

A Vpr az integracids komplex transzportjan kiviil képes gatolni bizonyos
mitotikus folyamatokat, a G2 fazisban tartva a sejtet azzal, hogy gatolja a G2/M
fazisvaltashoz sziikséges érést eldsegitd faktorokat, valamint azok aktivalo
kaszkadrendszerét. igy CDC2 kinaz megfelelé funkcionalis miikodésének hianyaban
nem Iép be a sejt az M fazisba [Jowett et al.1995].

A Nef ¢és Vpu proteinek szdmos gazdasejt eredetli faktor gatlasaval érik el, hogy
a HIV fertdzott sejt elkeriilje az immunrendszer valaszreakcioit. Hatasukra csokken a
fertozott sejtek felszinén a CD4 receptor kifejezddése is. Vpu intracellularis
aktivitasaval a CD4 molekula degradécigjat idézi eld. Nef és Vpu a HIV fert6zott CD4
T-sejteket az antitest-fliggd sejt-kozvetitette sejtlizistél (ADCC) megvédik, ami az
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egyik legfébb védekez6 mechanizmusa a szervezetnek a HIV fertdzéssel szemben
[Pham et al. 2014].

A virus kiszabaduldsaban a vpu-nak van nagy szerepe. A bimbo6zas utan a viralis
burok sejtes eredeti fehérjéket, szénhidratokat, foszfolipideket, valamint koleszterolt
tartalmazhat. A T-sejtekben torténd virusreplikdcod eredményeként a virionok a szovetek
kozti térbe keriilnek, mig makrofag/monocita fertézésekkor a keletkezett virionok

cellularis vakuolumokban halmozddhatnak fel.

2.4. A HIV és az immunrendszer

A sejtrdl lefliz6dd virionok a gazdasejt membranjdnak egyes molekulait is
magukkal vihetik (pl.: HLA, CD4, CD44, LFA-1, ICAM-1, CD55, CD59), majd ijabb
sejteket fertdzhetnek. Azaltal, hogy gazdasejt eredetli Osszetevoket hordoznak
védelemre tehetnek szert az immunrendszer valaszreakcidival szemben.

HIV fert6zésben a CD4 T-sejtek szamanak csokkenése nagyrészt a programozott
sejthalal miatt torténik. Az apoptdzis 1étrejotte Osszetett folyamatok kdvetkezménye. A
virus mennyisége nem all ardnyban a sejthalal mértékével. Ennek oka lehet az is, hogy
nem minden CD4 T-sejt apoptdzisat az aktiv virus replikacio valtja ki, vagy, hogy a
keringd CD4 sejtek szaméanak meghatarozdsa - bar ez kétség kiviil egyszeriien
kivitelezhetd - nem biztos, hogy fizioldgiasan relevans ahhoz, hogy megbecsiiljik a
funkciondlis CD4 sejtek veszteségét [Banda et al. 1992, Finkel et al. 1995, Jiao et al.
2009].

Az apoptozisnak szamos induktora lehet, igy példaul 1étrejohet stressz, toxinok,
novekedési faktorok, FasL, TRAIL vagy TNF hatdsara is. A periférids keringésben ¢€s a
nyirokcsomokban, a CD4 ¢és CD8+ T-sejtekben, B-sejtekben, monocitdkban,
makrofagokban, NK sejteken magas Fas szint mérhetd. A membrankotott és szolubilis
Fas és FasL novekedett szintet mutat HIV paciensekben ¢és a fertdzés eldrehaladtaval
egyenes aranyban novekszik [Mitra et al. 1996].

Kisérletekben bizonyitottak, hogy a viralis Tat proteinek képesek fokozni a
sejtek altal termelt TRAIL mennyiségét, amik aztan a szomszédos, nem fert6zott T-

sejtekben indukélhatnak sejthaldlt. TRAIL a TNF csalad tagja és a HIV fert6zott CD4
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sejtekben a DR4 és DRS receptorokhoz valo kapcsolddasa altal indukal apoptozist. A
sejtfelszinen megndvekedett mennyiségli receptor-ligand komplex figyelhetd meg
[Herbeuval et al. 2005].

Ahogy a HIV fertézottekben a CD4 T-sejtek szama Fas-fliggd és fliggetlen
mehanizmusok altal csokken, ugy valtozik a CD8+ T-sejtek és a monocitdk aranya. HIV
fertézottekben a megnovekedett aktivacio indukalta sejthalal nem csak a CD4, hanem a
CD8+ T-sejtek kimeriilését is eredményezi [ Yang et al. 2003].

A HIV proteinek is szerepet jatszanak a fertdzott sejtek pusztulasaban. A Tat,
Nef, Vpr, Vpu/Vpx, gpl120 szerepelnek ezek kozott. Kaszkadrendszer indukalasaval a
gpl20 képes sejthalalt indukalni mas sejttipusokban is, igy az idegsejtekben, erek
endoteliumaban, szivizomsejtekben, a proximalis vesetubulusokban, majsejtekben, tiido
endotelialis sejtjeiben, csontokban, stb.

A korai virusreplikacios folyamatok egyik elsd génterméke a Nef fehérje, ami
tobbek kozott a CD4 receptorok és az MHC-I molekulak kifejezddésének gatlasaban
jatszik szerepet, valamint eldsegiti a virus szaporodasat. Hatasara Fas/FasLL mennyisége
novekszik €s a lizoszomak permeabilitasat okozva cahtepsin-D aramlik a sejtplazmaba,
mitokondrialis membrankarosodast okozva [Zauli et al. 1999].

A Vpr egy olyan HIV protein, amely szdmos funkcidval rendelkezik, tobbek
kozott az NF-kB-fliggd proinflammatorikus citokin termelés, valamint Bax gatlasaval
fejti ki hatasat, ugyanakkor Bcl-2 termelddését segiti. Osszességében elmondhatd, hogy
az alacsony szintli, intracelllularis Vpr protein jelenléte gatolja a T limfocitak
sejtosztodasi folyamatait €és segiti a HIV fennmaradésat €s replikacios 1épéseit [Conti et
al. 1998]. A citotoxikus T-sejtek (CTL) képesek felismerni a virussal fertdzott sejtet,
majd megsemmisitik azokat. A HIV Nef proteinje hatdsara a fertdzott sejt felszinén
csokken a HLA-I mennyisége, igy nehezebbé valik a CTL-nak ezeknek a sejteknek az
eliminaldsa. Ennek ellenére HIV fertézottekben nagymértékiit CTL aktivitas mérhetd.
Ugyanakkor kimutattdk, hogy a HIV-specifikus CTL tevékenysége kapcsolatba hozhato
az interferon-y és TNFa termeléssel [Lichterfeld et al. 2004].

Az immunrendszer elemei altal termel6dd citokin mintdzat hatasara kialakulnak
a Tyl és Ty2 sejtek. Az eldbbiek leginkabb IL2-t és interferonokat termelnek, amelyek
stimuldlhatjak az immunrendszer sejtjeit, igy a CTL-kat, NK-sejteket, makrofagokat. A
Ty2 sejtekre leginkabb az IL4, ILS, IL6, IL10, IL12 termelése jellemzd, amik inkdbb a
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humoralis immunvalaszt stimulaljak [Clapham et al. 1983, Maggi et al. 1987, Clerici et
al. 1992]. HIV fertdzésnél jelen vannak neutralizal6 antitestek is, amelyek szamos
viralis komponenssel szemben alakulhatnak ki. Gyakran mire az antitestek kifejlodnek
mar mutalddott, 4j tipust virusok cirkuldlnak a plazmaban. Az immunhianyos allapot
kialakulasakor egyre nagyobb titerben van jelen a p24 antigén [Gray et al. 2007].
Amint a CD4 T-sejtek szama egyre csokken a virus mennyisége a plazmaban

egyre novekszik.

2.5. Akut HIV infekcio

A HIV terjedése parenteralis, szexudlis és vertikalis Uton torténhet. HIV
fertdzést kovetd inkubacids 1d6 par naptdl par hétig tarthat. A fertdz€és utan gyors virus
szaporodas ¢és a CD4 T-sejtek szamanak csokkenése figyelhetdé meg, megndvekedett
CD8 szint és a CD4/CD8 arany csokkenése jellemzi a fertdzést.

A megnyilvanul6 klinikai tlinetek leginkabb mononukleozisra emlékeztetnek. A
fertézésnek ez a stadiuma addig tart, amig antitestek ki nem fejlddnek. Sokszor a
kezdeti tlinetek alapjan nem gondolnak HIV fertdzés lehetOségére. Az esetek
tobbségében viralis eredetli 1€éguti megbetegségekkel téveszthetd dssze a klinikai kép, de
egyéntdl fiiggden szamos tiinet eléfordulhat. A magas 14z az esetek tobbségében jelen
van, altalaban 2-3 nappal a 1az kezdete utan eléfordulhatnak kititések. Ezek koriilbeliil
egy hétig vannak jelen. A szijban €s a genitalidkon fekélyek jelentkezhetnek, valamint
gyakran izom- €s iziileti panaszok, levertség, torokfajas, izzadas, testsulyvesztés tartozik
a leggyakoribb tiinetek kozé [Cooper et al. 1985, Kahn et al. 1998]. A HIV fert6zés
helyes diagnézisa rendkiviil fontos, ugyanis a virus az esetek legnagyobb részében
ilyenkor adodik at. A magas rizikofaktora életvitelt indikald tényezdkeént kell

figyelembe venni a tlinetek megjelenésekor.
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2.6. Opportunista fert6zések

A fejlett orszagokban a korabban magas prevalencidju opportunista fertdzések
egyre kisebb szamban jelennek meg, mint a HAART-éra el6tti idében. Korabban az
AIDS-el diagnosztizaltak varhatd élettartama par év volt. Napjainkban a kombinalt
antiretroviralis terapidnak koszonhetden évtizedekre nytlhat ki ez az idészak.

A fertézottek nagy szédzalékéban, akikben mar kialakult az AIDS a sulyos
opportunista fertdzésekkel tal késon keriilnek orvoshoz, mert nincsenek tisztdban a
ténnyel, hogy fertdzottek. Az opportunista fertdzések megjelenése az
immunszuppresszio mértékétdl is fligg, aminek diagnosztikus mutatdi lehetnek a HIV-
RNS szint a plazmaban, valamint a CD4 T-sejtszdm. Ugyanakkor a HIV-RNS
mennyisége nehezebben hozhaté kapcsolatba bizonyos mikrobidlis fertdzések
megjelenésével, mint a CD4 T-sejtek szama. A HIV fert6zotteknél gyakran jelennek
meg nem-specifikus tiinetek, mint elesettség, izom- ¢és iziileti fajdalmak, testsuly
vesztés, ¢jszakai izzadas. Azonban ezeket a tiineteket bizonyos opportunista fertézések
is produkélhatjak [Mellors et al. 1996, Brooks et al. 2009].

CD4 T-sejtszamtol fliggetleniil a HIV fertdzotteknél also- és felsd léguti
megbetegedések, valamint a hajas sejtes leukoplakia, a Kaposi-szarkoma megjelenése

nagyon gyakori. Amint a CD4 T-sejtszam 500/mm’

ald esik, megnd a tuberkuldzis,
candidiasis, valamint herpeszvirusok okozta fertézések gyakorisiga. Amint az érték
200/mm’ alatt van a Pneumocystis carinii pneumonia (PCP), coccidiomycosis,
Bartonella henselae, Bartonella quintana, Molluscum contagiosum, Cryptococcus
neoformans okozta meningitis, Toxoplasma gondii, JC virus okozta PML,
Mycobacterium avium komplex és a non-Hodkin's lymphoma eléfordulasa is egyre
gyakoribb. CD4 T-sejt szam 50/mm’ ala siillyedésével Pseudomonas okozta
pneumonia, CMV retinitis, CNS Ilymphoma, aspergillosis ¢és histoplasmosis 1is
eléfordulhat. Természetesen ez alatt az érték alatt mar barmilyen mikrobidlis fert6zés
jelentkezhet [Stahl et al. 1982, Jung et al. 1998].

A CD4 sejtszam csokkenésével a vakcinak hatdsfoka is csokken, vagy az oltas
be sem adhat6. Egyre nagyobb a kockazata az utazasokkal kapcsolatos fertdzéseknek,
igy az endémids mikozisoknak, parazitds fertdzéseknek, STI-knek, enteralis

megbetegedéseknek. A malaria és HIV, valamint terapidjuk soran fellépd interakciok
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egyre nagyobb hangsulyt kapnak. HIV fertézottek malarids tiinetei gyakoribb
lazrohamokkal és stlyosabb tiinetekkel birnak. 200/mm’ alatti CD4 szamnal az
antimalarias szerek hatékonyséaga jelentdsen csokken. A proinflammatorikus citokinek
hatasara a HIV replikacid jelentdsen megndvekszik. Az antimalarias és HIV ellenes
terapias szerek farmakokinetikai kolcsonhatasai még nem teljes mértékben ismertek. A
mefloquin hatasat akar 30%-al is képes csokkenteni az ART. Sulyos malarias esetekben

a HIV terapiat akar meg is kell szakitani [Shah et al. 2006].

2.7. HIV fertozés kimutatasa

A HIV fertdzés kimutatisakor a viralis nukleinsav, vagy a virdlis proteinek
illetve az ellenanyagok kimutatisa a cél. Az akut HIV fertdzottek, akik nincsenek
tisztaban egészségligyi statuszukkal nagy eséllyel f6 forrasok a virus terjesztésében.

A fertdzés kimutatdsira a korabbiakban kifejlesztett tesztek csak a
szerokonverzid utan adtak lehet0séget. A harmadik generacios EIA tesztek a specifikus
IgM megjelenését mutatjak ki. Nagy elorelépés volt a negyedik generacids EIA tesztek
kifejlesztése, amely nemcsak a p24 antitestek, hanem kombinaltan, a p24 antigének
kimutatasaval lehetdséget teremtettek a virus szerokonverzid eldtti kimutatasara. Bar
ennek a modszernek nagy hibdja, hogy téves negativ eredményt ad, ha a p24 antigén és
a p24 antitest equivalencia zondban van. Pozitiv eredmény esetén mindenképpen
megerdsitd vizsgalatra van sziikség [Weber et al. 1998]. Amint az antitestek szintje
emelkedni kezd, egyre nehezebb kimutatni a p24 antigén jelenlétét egészen a fert6zés
elérehaladott stadiumaig. A kiilonféle ELISA modszerek segitségével szintén lehetdség
van a fertézés kimutatdsara, bar a kapott eredmény csak negativ esetben elfogadott.
Amennyiben pozitiv eredményt kapunk, azt Western-blot segitségével verifikalni kell.
A Western-blotnal is specifikusabb eljaras, a RIBA (rekombinans immunoblot assay)
segitségevel végezhetd el [Mas et al.1997].

Erzékenyebb modszerek kozé tartoznak azok a tesztek, amiket a viralis
nukleinsav kimutatasdra fejlesztettek ki. Az alkalmazott modszerek, igy mint a
"branched chain" DNS, NAT, PCR, RT-PCR ¢és GeneProbe technikak nagy

érzékenységgel birnak, mar a szerokonverzio eldtt alkalmasak a plazma virus RNS
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kimutatasdra, de az esetek nagyon kis szazal¢kdban itt is el6fordulhat al-reaktiv
eredmény. Egyes esetekben a kimutatast megismételve ugyanazzal a moddszerrel,
ugyanabbdl a mintabol mar negativ eredményt adhat. A duplikalt mérési eredmények

mar biztosabb informacioval szolgalnak (11. &bra).
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11. abra. HIV fert6zés kimutatési lehetdségei

A HIV fert6zést kdvetden a plazma virus RNS szintje egyre emelkedik. A csucsot a fert6zést kovetd 21-
28. napon éri el. Ezutdn enyhe csokkenés figyelheté meg. A paciensek kategorizalasa a Fiebing
osztalyozas alapjan, I-VI-ig torténhet, alapul véve a pozitiv diagnosztikus kimutaté modszereket. Ezek
lehetnek a HIV-RNS kimutatasa PCR segitségével, p24 és p31 viralis antigének és egyéb HIV-specifikus
antitestek kimutatasa ELISA hasznalataval, valamint HIV-1 specifikus antitestek jelenlétének vizsgalata
Western blottal. A primer fert6zést utan koriilbeliil 100 nappal a paciensek a Fiebig V. szintre keriilnek. A
plazma viriontartalma itt allandosult fazist ér el [McMichael et al. 2010].

Emlitést tehetlink még kiilonféle gyorstesztekrdl, amelyekkel vér- és nyalmintak
vizsgalhatok. Ezek viszonylag specifikusak, de gyakran adhatnak nem megbizhato
eredményt.

A UNAIDS ¢és a WHO altal kiadott etikai alapelvek szerint azoknak az
embereknek, akik reaktiv HIV teszt eredményt kapnak, biztositani kell az alapvetd
emberi jogokat, elkeriilve negativ megkiilonboztetésiiket, stigmatizacidjukat a

tarsadalomban.
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2.8. Terapia és a megelozés lehetoségei

El6szor, 1983-ban az Egyesiilt Allamok Kongresszusa 12 milli¢ dollart utalt ki
az Egyesiilt Allamok Egészségiigyi és Szocialis Minisztériuma részére, AIDS kutatasra.
1985-ben ez az G6sszeg még 70 millid dollarral emelkedett. Az elsd antiretroviralis
hatasu gyogyszer az AZT (ziduvudine, Retrovir®) 1986-ban jelent meg, amely nagy
attorés volt a HIV teripia terén. Azota kiilonféle eltérd hatdsmechanizmusu szer
kombinalt alkalmazasa valdsult meg. Az idedlis HIV ellenes vegyiilet azonban nem
csak megfékezné a virust, hanem megsziintetné jelenlétét a szervezeten beliil.

Bar kezdetben reménykedtek egy monoterapia sikerességében, de késdbb
kidertilt, hogy a kiilonboz6 tdmadaspontot alkalmaz6 antiretroviralis szerek
kombinacioja megoldas lehet a keresett kérdésre. 1996-ban eurdpai, ausztraliai és
amerikai kutatocsoportok arra az eredményre jutottak, hogy két nukleozid analog reverz
transzkriptaz gatldé (NRTI) kombinalt alkalmazisaval jobb eredményeket érnek el a
terdpia tekintetében, mint a monoterapiaval [Hammer et al. 1996].

A reverz transzkriptaz aktivitdsara hatd nukleozid analogok utan megjelentek a
HIV egy masik enzimjét, a protedzt gatlo (PI - protease inhibitor) szerek [Nagy et al.
1994]. Az elsd a saquinavir, ezt kovette a ritonavir, majd az indinavir kdvetkezett. 1996
Juniusdban Vancouverben megrendezett "World AIDS Conference" alkalmat adott,
hogy bemutassdk az "0j AIDS koktélt", ami mar az emlitett PI-t is tartalmazta a
kombinacios kezelés részeként. Ezzel kezdetét vette a HAART (highly active
antiretroviral therapy) éra.

1996 jiniusara megjelent az els0 nem-nukleozid analdg reverz transzkriptdz
gatld (NNRTI) a nevirapine. A nagy lelkesedést kezdte bearnyékolni a terapids szerek
mellékhatasainak megjelenése.

A CCRS antagonistak, mint a maraviroc, vagy az integraz inhibitor raltegravir,
egyéb fuzidos inhibitorok megjelenése egészen 1j alapokra helyezte az antiretroviralis
terapiat. Kisebb mellékhatassal rendelkeznek ¢€s alacsonyan képesek tartani a szérum
virus szintjét (12. abra).

Napjainkban alkalmazott ART-val normal élettartamra szamithat a paciens, bar
még mindig szamolnunk kell a mellékhatdsokkal, amely lehet gyodgyszer allergia,

mitokondridlis toxicitas altali hatasok, a maj, a vese, a sziv, a csontok, igy barmely
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szerv- €s szervrendszer érintettségével jard elvaltozasok. PI-nal hason felhalmoz6do
zsirlerakodasok alakulnak ki, valamint a nyaki tdjékon az ugynevezett "bolény pup"
jelent meg, ugyanakkor elvékonyodott végtagok és beesett arc jellemzi a tlineteket. Az
ART hatasara férfiakban csokken a libidoé, valamint a tesztoszteron termelés.
Szamolnunk kell egyéb gydgyszerekkel, taplalék kiegészitokkel, fogamzasgatlokkal
kialakitott farmakokinetikai kolcsonhatasokkal is. A fogamzasgétlok hatékonysagat az
antiretroviralis szerek jelentdsen csokkenthetik, valamint teratogének lehetnek. Terhes
ndk esetében az ART célja a virusszint maximalis szuppresszidja a terhesség alatt,
valamint a perinatdlis transzmisszi6 elkeriilése érdekében [Johnson 2008, Paredes
2010].

A kérdés, hogy mikor kezdjiik el a terapiat. Erre 1996-0s "Ev embere" David Ho
igy adta meg a valaszt: "Hit hard, hit early". A klinikai alkalmazasban, egyéntol
fliggben hatarozandé meg a HAART kezelés kezdete. Altalanossagban elmondhato,
hogy a HIV RNS 50 000 - 100 000 képia/ml, vagy <200 - 350/mm> CD4 limfocita szam

altalaban az iranyado.
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12. abra. Antiretroviralis szerek tamadaspontjai

A HIV replikéci6 soran a kiilonb6zd tamadaspontu antiretroviralis szerek a HIV korai és kés6i replikacios
ciklusat gatolhatjak. A flzids és entry inhibitorok a virus gazdasejtbe jutdsat gatolhatjdk meg. NRTI,
NNRTI a reverz transzkriptaz enzimre hat, PI a viralis protedzokat gatolja. Az integraz enzim gatlasaval a
provirus nem tud beépiilni a gazdasejt genomjaba [W7].

A széleskorti kutatasok ellenére még mindig nem 4ll rendelkezésre olyan

terapias szer, ami teljes mértékben elimindlja a virust a szervezetbdl.
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2.8.1. Pre- és posztexpozicios profilaxis

A HIV fertzés elleni vakcindk kutatasa rendkiviil 6sszetett folyamat, de nem
egyszerli az alternativ megel6z0 lehetdségek megtaldlasa sem. Az idealis preventiv
stratégidnak olcsonak, hatadkonynak és egyszerlinek kell lennie. A tlicsereprogram
sajnos nem minden orszagban alkalmazhat6 megoldas az intravénas droghasznalok
korében. Pedig szamuk egyre jobban terjed. A kabitoszerélvezdk inhaldcid helyett a
drogokat inkabb intravénasan alkalmazzak, igy olcsdbban jutnak hatasosabb adagokhoz.

Az oOvszer megfelelne ezeknek a kritériumoknak, azonban sok férfi nem
szivesen hasznalja. A 90-es évek elején a kutatok olyan stratégidkon kezdtek el
gondolkozni, amiket nék tudninak kontrollalni. Igéretes pre-klinikai eredmények
ellenére sajndlatos mdédon tobbféle mikrobicid hiivelyzselé nem bizonyult megfeleld
hatasfokunak. S6t voltak olyanok is, amelyek inkdbb megndvelték a HIV terjedésének
lehetdségét. 2010 elején megjelent a PRO2000 hiivelyzselé, amely igéretesnek
bizonyult. Az ujabb generacids mikrobicidek antiretrovirdlis szerekkel kombinaltak,
mint példaul a tenofovir. Probdlkoznak még az ugynevezett vaginalis gylri
hasznalataval, amely nemcsak fogamzasgéitld, hanem antiretroviralis hatdéanyagu
vegylileteket is folyamatosan bocsajt ki a szervezetbe [Saxena et al. 2009].

Héarom, egymastol fliggetlen klinikai vizsgalat eredménye szerint a férfiak
koriilmetélése 50%-al csokkenti a HIV fert6zés atviteli lehetdségét. 2007-t61 a WHO
HIV prevencios ajanldsai kozott szerepel a cirkumcizio. Kindban egy specidlis
szerkezet, a ShangRing segitségével mar 5 perc alatt el tudjdk végezni ezt a
beavatkozast, varratokra sincs sziikség, csak az eszkozt kell tiz napig hordani.

A legjelentdsebb HIV prevencios 1€pés, hogy megfeleld tdjékoztatast kapjanak
az emberek, megtanuljak elkeriilni azokat az élethelyzeteket, amelyek kockazatot
jelenthetnek szdmukra. Amennyiben valakinek akar egészségiigyi ellatisban szerzett
fertdz¢és, akar magas kockazati magatartds (intravénas droghasznalat, gyakori
szexpartner csere, vagy egyéb nem foglalkozas korében szerzett fertézés) miatt keriil a
virus a szervezetébe lehetdség van az tgynevezett PEP alkalmazasdra. A PEP (post
exposure prophylaxis) egy olyan megel6zés, amelyet a feltételezett fertdzést kovetd
legkésobb 72 6raig meg kell kezdeni. Az alkalmazott antiretroviralis szerek ugyanazok,

mint amiket egy adott fertdzés esetétn a HAART sordn hasznilndnak. A fertdzés
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forrdsanak ismeretében tisztdban lehetiink az adott HIV torzs antiretroviralis
rezisztenciajaval, igy a megfelel6 kombinacids terapia alkalmazhato. Ennek idétartama
28 nap.

A fertézés létrejotte szempontjabol, a magas kockdzatot jelentd tevékenység
elott alkalmazott kombinacids antiretrovirdlis szerek megel6z6 alkalmazasa a PrEP
(pre-exposure prophylaxis) is lehetdségkeént all fenn. Ugyanakkor szdmolnunk kell
ezeknek a lehetdségeknek a negativ oldalaval is. A magas kockazatu viselkedésmodok,
igy a vérrel, testnedvekkel terjedd korokozok, valamint szexudlis Uton, igy akar
inszertiv szexualis segédeszkozokkel is terjedd egyéb megbetegedések eldsegitdi
lehetnek [Krakower et al. 2015]. PrEP ¢és PEP negativ hatassal birhat
viselkedésmodokra, fennéll a veszélye, hogy ezzel megndhet a HIV fertdzottek szama.
A lehetdséggel ¢lve feleltlenebb viselkedés alakulhat ki az emberekben. Ezért
leginkabb az ¢életmodbeli valtoztatasokra, megel6z6 védekezésre kell forditani a
hangsulyt.

Jelenleg Magyarorszagon csak az egészségiigyi dolgozok részesiilhetnek szigoru

feltételek mellett PEP kezelésben.

2.8.2. Géninterferenciak

A géncsendesités RNS interferenciaval in vivo genetikai kisérletekben, T-
sejtkulturakon a virus replikacios folyamatait csak iddszakosan gétolta. Pontmutaciok
utdn a célszekvencidk mar nem voltak elérheték az siRNS-ek szdmara [Boden et al.
2003, Berkhout et al. 2012].

Szamos probalkozas volt a CCRS gén modositasara, ezzel gatolva a virus korai
replikacios fazisat. Az utdbbi idoben zink-finger nukledzok segitségével végeznek
génszerkesztést. A paciensbdl kinyert immunsejteket az enzimes kezelés utan
visszajuttatva a sajat szervezetbe a keringd, CCRS mutans allét hordozd sejtek
meggatoljak a virus tovabbi szaporodasat. A sejtek atalakitdsa azonban egyenlére csak
alacsony hatékonysaggal hajthatd végre, a genetikai allomanyukban modositott sejtek

fél-¢lettartama 48 hét [Tebas et al. 2014].
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2008-ban Berlinben egy 40 éves, akut mieloid leukémiaban szenvedd, HIV-1
fertdzottnél allogenikus Ossejt atiiltetést végeztek. A csontveld donor nem volt rokoni
kapcsolatban a recipienssel, a transzplantaitum HLA antigénjei megegyeztek a
betegével. A transzplantatum a teszt utdn homozigoétanak bizonyult CCRS A32
mutaciora. A transzplantacioé utan a recipiens periférias vérében megjelentek a CCRS
A32 allélre homozigbta genotipusti monocitak. A recipiens sajat CD4 T-sejtjei elttintek,
ami az immunszuppressziv terapidval magyardzhat6. Mivel a betegbdl X4 varians
virusok jelenléte is kimutathaté volt, ezért a HAART még 20 hoénapon keresztiil
folytatddott. HIV-1 ezek utan RNS és provirdlis DNS PCR-modszerekkel sem volt
kimutathaté a periférids vérbol, csontveldbdl és a rektalis mukdzardl sem. Az

antiretroviralis terapiat felfiiggesztettek [Hiitter et al. 2009].

2.8.3. HIV vakcinak

Szamos probalkozas tortént mar a HIV vakcinakutatds teriiletén. Az RV144
olyan kifejlesztett, HIV fertdzés megeldzésére hivatott oltdéanyag, amely
kapcsolddo IgG antitestek altal a fertdzés hatékonysaga csokken. Vizsgaltadk azt is, hogy
az immunglobulin indukcion alapuldé vakcina csak bizonyos torzsek megfékezésére
képes-e. I11. kisérleti fazisban levd, Thaif6ldon tesztelt vakcinardl bizonyitottak, hogy
az oltottak fertdzottségi aranya kevesebb volt a nem oltottakéhoz képest. A vakcina
hatdkonysaga el6szor magas volt, majd 12 honap utan nagymértékben csokkent. [Robb
et al. 2012] RV305-el ismétld oltassorozatot végeztek Thaifoldon, azokon az
onkénteseken, akik az RV 144 kisérletben is részt vettek. 2013-ban RV306 ismétlooltast
alkalmaztak 306 RV144 onkéntesen [Yates et al. 2014] (1. tablazat). Haté¢kony HIV

vakcina napjainkig nem all rendelkezésre.
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1.tablazat. Az AIDSVAX" program kisérleti stadiumai

AIDSVAX® B/E Clinical Trials

Study Study Clinical Trial _ .
Protocol Phase Location - Priming Vaccine Study Status
us Surgeon
. Sanofi Pasteur .
RV 305 | 2 Thailand General/Dept. of the ALVAC vCP1521 On-going
Army
usS Surgeon
. Sanofi Pasteur .
RV 306 | 2 Thailand General/Dept. of the ALVAC vCP1521 On-going
Army
us Surgeon
RV 328 |2 Thailand General/Dept. of the None AIDSVAX On-going
- alone
Army
Thailand /| US Surgeon Sanofi Pasteur Seeking
RV 403 | 2 Uganda /| General/Dept. of the Regulatory
. ALVAC vCP1521
Mozambique | Army Approval (1)
EuroVacc NYVAC
HVTN I Switzerland EuroVacc HIV-PT1, NYVAC On-goin
096 witzeria Foundation HIV-PT4, iPox DNA- -gomng
HIV-PT123
HVTN Republic of Sanofi Pasteur .
097 1b South Africa | H/NIAIDDAIDS | 1 yac vepis2l On-going
I{IO\;TN 1b USA NIH/NIAID/DAIDS | iPox DNA-HIV-PT123 | On-going
HVTN PaxVax Ad4 .
110 1 USA PaxVax i) On-going
Protocol
HVTN GeoVax
205 1 USA / Peru NIH/NIAID/DAIDS MV A/HIV62B ?]e)velopment
PXVX-
HIV- 1 USA PaxVax ;"‘x;/j‘é‘nv 150 B it
100-001 gag
EuroVacc . .
EVO06 1 Uganda Foundation iPox DNA-HIV-PT123 | On-going
(1) Scheduled to start 2nd half 2015

A téblazat a jelenleg is folyo, valamint tervezett HIV vakcinakrol ad tajékoztatast [W9].
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3. Célkitiizések

"Prevention is most certainly better than cure.

The best way to control HIV spread is to confront it, talk about it,
and adopt safe behaviour for prevention.

Youth participation will play a vital role in HIV prevention."

- Dr Nimal Hettiaratchy

UNICEF State Representative for Uttar Pradesh

Célkitlizésiink a HIV fertézés korai replikacios ciklusanak cellularis szinten

torténd molekularis elemzése soran olyan folyamatok atfogobb megismerése volt,

amelyek szelektiven befolydsoljak a kiilonb6z6 tropizmussal rendelkezd virusok

gazdasejtbe torténd bejutasanak 1épéseit, a fertdzoképesség hatékonysagat.

Munkénk sordn ismereteink bovitése a kovetkezdkre terjedt ki:

R/
L X4

HIV fertézést reprodukald, inhibicids kisérletekben a koreceptor preferencian
alapulé lentivirus vektorokkal végzett infektivitasi kisérletek informécioval
szolgéalo, kvantitativ eredményeket biztositanak-e antiretroviralis hatasu
vegyiiletek vizsgéalataban? HIV produktiv fertdzéshez sziikséges kemokin
receptorok funkcidjanak vizsgélata.

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

Miképp befolyasolja a fertdzés iranti fogékonysagot, ezaltal az antiretroviralis
terapiat a HIV korai replikdcios folyamataiban szerepet jatszd receptorok
funkcionalis épsége, a kodold gén mutacidja?

Magyarorszag Eurdpa kozepén levd migracios pontban helyezkedik el. Az egyes
foldrajzi teriiletekre jellemz6 cirkulaldé HIV altipusok el6fordulnak-e

magyarorszagi terapia-naive HIV fert6zottekben?
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4. Modszerek

"We have been climbing this epidemic one hill at a time.
Now we must finish our journey with a final climb,

and we cannot lose anyone along the way."

- Michel Sidibé

20th International AIDS Conference Opening Session,
2014. Melbourne, Australia

4.1. A kisérlet soran felhasznalt sejtvonalak, virustorzsek, virionok

A fertdzott sejtben interakcidk jatszodnak le a virus és a gazdasejt kozott, a
virusfertdzés altal kialakitott klinikai kép molekularis torténései itt zajlanak le, valamint
ez a prevencid ¢€s terapia helyszine. A fejezetben leirt, szigoruan steril koriilmények

kozott felszaporitott €s fenntartott, homogén sejtkulturainkon végeztiik kisérleteinket.

4.1.1. Alkalmazott sejtvonalak

A kisérleteink soran hasznalt sejtek CD4 receptort kifejez6, human H9 T-
sejtvonal, MT-2 T-sejtvonal; a transzfektalt monolayer sejtvonalak koziil a HEK 293T
human embriondlis vesesejtekbdl szarmazo sejtvonal, valamint HeLaCD4-LTR-p-gal
immortalizalt sejtvonal, melyek eredete a NIH AIDS Research and Reference Reagent
Program (Bethesda, MD).

A HEK 293T sejtek adenovirus, valamint SV40 virdlis promoterrel
transzfektaltak, ami biztositja az expresszids vektorok kifejezédését [Gillet et al. 2011].
A HeLaCD4-LTR-B-gal sejtvonal HeLa sejtek transzfekcigjaval kialakitott, monolayer
sejtvonal. A sejtek felsziniikon hordozzak a HIV kapcsoldodasahoz sziikseges CD4
receptort, valamint HIV LTR régiok kozott levd P-galaktoziddz enzim génjével is
transzfekaltak. Jol modellezhet6vé ¢€s kimutathatovd teszik a primer HIV fert6zés
folyamatat [Nagy et al. 1994]. A sejtvonalak fenntartasa DMEM (Dulbecco's Modified
Eagle Medium), 10% FCS (fetal calf serum) és 0,1% Penicillin/Streptomycin
Osszetételll tapfolyadékban tortént (Sigma-Aldrich).

H9 ¢és MT-2 limfocita sejtek fenntartdsara és szaporitdsira RPMI-1640
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tapfolyadékot hasznaltunk, 10% FCS (fetal calf serum), 0,1% Penicillin/Streptomycin
hozzaadasaval, valamint 2 mM L-glutaminnal kiegészitve (Sigma-Aldrich).

A 3T3.T4.CCRS5 ¢s 3T3.T4.CXCR4 egér fibroblaszt; P4-CCRS transzfektalt
humén fibroblaszt sejtvonalakat Dr Christian Jassoy bocsdjtotta rendelkezésiinkre
(Institute of Virology, University of Leipzig, Faculty of Medicine, Leipzig, Germany).
A sejteken jeldlésiiknek megfeleléen CCRS vagy CXCR4 koreceptorok fejezddnek ki,
melyek a virus-sejt kozotti kapcsolddasban, a virus korai replikacids ciklus
folyamatdban nagy szerepet jatszanak. A sejtvonalak fenntartisa DMEM, 10% FCS,
valamint 0,1% Penicillin/Streptomycin €s Osszetételli tapfolyadékban tortént. A P4-
CCRS5 sejtek tulajdonképpen transzfektalt HeLaCD4-LTR-B-gal sejt eredetiiek,
felszinlikon hordozzak a CCRS koreceptort, valamint genomjukban LTR szekvencidk

kozott a lacZ gént [WS].

4.1.2. HIV-1 g virustorzs

A kisérleteink sordn hasznalt HIV-1yp torzs (R. Weiss, London University)
felszaporitasa H9 permanens T limfocita sejtvonalon tortént (NIH AIDS Research and
Reference Reagent Program, Bethesda, MD). A felszaporitott humén periférias
mononukledris sejtek HIV-1yp virustorzzsel valo fertézése utan, a fertdzeést kovetd
negyedik, 6tddik és hatodik napon a sejttenyészet tapfolyadékat osszegylijtottiik. Ebben
voltak az Gjonnan szintetizalodott virionok. Az infekcios titer meghatdrozasa MT-2
human T-sejtvonalat hasznaltunk. A 2,1 x 10° IU/ml feliilaszot 0,45 pm porusatméréii

szron filtraltuk (Merck Millipore). A tarolas -80 °C-on tortént.

4.1.3. HIV pszeudovirionok

Plazmidok segitségével HIV pszeudovirionokat allitottunk eld. Fogékony
sejteket fertdzve a 1étrehozott pszeudovirionok bejutnak a gazdasejtbe, de replikaciora
nem lesznek képesek. A HIV pszeudovirionok riporter géneket tartalmaznak, igy

kvantitativan mérhetd a gazdasejtet fert6z6 virusok mennyisége. Az env gén nincs LTR
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régiok kozé ekelve, valamint az eltavolitott regulator és jarulékos HIV gének és a 3'U3
régio miatt a HIV pszeudovirionok szaporodasra képtelenek.

A rekombinans technikaval létrehozott, defektiv HIV konstrukciok kiillonbozo
tipusi glikoprotein molekulakat fejeznek ki felsziniikon, igy a kemokin receptor
preferencidjuk szerint lehetnek CCR5-trop, CXCR4-trop €s Dual-trop pszeudovirionok.
Ez utobbi be tud jutni mind a CCRS, mind pedig a CXCR4 tipust koreceptort hordozo
sejtekbe. A pszeudovirionok gazdasejtet fert6z0 képességét CD4 receptort, valamint
CCR5 vagy CXCR4 koreceptort kifejezd, transzfektalt human ¢és egér eredetli
sejtvonalakon vizsgaltuk. A fert6zés mértékét a riporter gének mérésével végezhettiik

[Jarmy et al. 2001].

4.1.3.1. HIV pszeudovirionok eldallitasa

Hat féle plazmid tipust alkalmaztunk a HIV pszeudovirionok eldallitdsdhoz. A
kiméra vektorok a pcDNA3.1 (Addgene) plazmid moédositasaval lettek létrehozva. A
virus 5' régidjandl a CMV eredetli promoter egy transzkripcids kezdépont mellé van
inszertdlva (13. abra) [W4]. Harom féle, burokfehérjét kddold génekkel inszertélt
plazmiddal; valamint harom féle, LTR szekvencidk kozott riporter gént és HIV gag-pol
géneket hordozé plazmiddal rendelkeztiink.

A HIV burok proteineket kodold géneket hordozd kiméra plazmidok klinikai
izolatumokbol, illetve laboratoriumi térzsekbdl szarmazo HIV  env  géneket
tartalmaznak. B szubtipusu, HIV-1 virustorzs géneknek RT-PCR (Stratagene)
amplifikécidja utan restrikcios endonukleazok segitségével tortént meg a bejuttatisa a
vektorba. Ezaltal a plazmidok pEnvM-ad, CCRS5-trép burok glikoproteint kodold gént,
pEnvHXB2 CXCR4-trop burok glikoproteint kodold gént és pEnvM-ad/HXB2 dual-
trop burok glikoproteineket kodolo gént tartalmaznak (14.4bra) [Jarmy et al. 2001].
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CMV_fwd_primer
T7_promoter

Balll (12) Nhel (895)
AmpR_promoter Nrul (208) Aflll (908)
ORF frame 2 CAG_enhancer ~ Hindlll (911)
Ampicillin Ndel (484) Kpnl (921)
CMV_immearly_promgia (@29)
EcoRI (952)
EcoRV (964)
Notl (979)
Xhol (985)
Xbal (991)
Apal (1001)

BGH_rev_primer
bGH_PA_terminator

f1_origin
pBABE_3_primer
SV40_enhancer
SV40_promoter
SV40_origin
SV40pro_F_primer

lac_promoter

M13_pUC_rev_primer Stul (2053)
M13_reverse_primer Xmal (2075)
EBV_rev_primer Smal (2077)
SV40_PA_terminator Narl (2264)
BstBl (2946) Mscl (2346)
ORF frame 3

13. abra. pcDNA3.1 plazmid

A kisérlet soran felhasznalt pGJ3 plazmid az abran lathatd6 pcDNA3.1 plazmid atalakitdsaval lett
létrehozva. Markerként antibiotikum rezisztencia géneket hordozo6, pGJ3 plazmid kiméra vektorként
szerepelt kisérleteinkben [W4].

Apall(6351) CMV i diat ly enh pr ter region

Ncol(514)

HindllI (749)

Pst1(831)

Amp-res Gen chimeric intron
T Aval{1059)
EcoRI(1064)
Apall(s105) ———___| T7 RNA Polymerase Promoter (-17 to +2)
. pEnvHXB2 T
Apall(1481)
6681 bp

Clal (4012)
SV40 late polyadenylation signal
Not1(3772) _‘,"“ [ “Hmdlll(3008)

Aval (3764)“‘ " \Aval {3260)

BamHl(3342)‘

14. abra. HIV burok glikoproteint kodol6 gént hordozo6 plazmid

Az abran lathaté plazmid a HIV burok glikoproteint kddolé gént tartalmazza. A plazmid konstrukcid
kiméra intronként HIV felszini glikoproteineket kodold géneket tartalmaz. Ezek a plazmidok CXCR4
koreceptort preferald, X4-tipusu, illetve CCRS koreceptort hasznald R5-tipust és X4/R5-tropitast (Dual-
trop) pszeudovirionok eldallitdsara alkalmasak.
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A kisérleteinkben hasznalt pGJ3 plazmid a pcDNA3.1 plazmid atalakitasaval
jott 1étre. A plazmidok a HIV gének mellett antibiotikum rezisztencia marker gént és
riporter géneket is tartalmaznak. A riporter gének alapjdn megkiilonboztethetjiik a
pGJ3-luciferaz plazmidot, amely luciferaz enzim génjét, a pGJ3-eGFP (enhanced
greeen fluorescent protein) plazmidot, ami a zold fluorescens protein génjét és a pGJ3-
lacZ plazmidot, ami az E. coli lacZ génjét hordozza. A pGJ3-luciferaz, pGJ3-eGFP ¢és a
pGlJ3-lacZ tipusu, riporter géneket tartalmazd bakterialis vektor konstrukciok LTR
szekvenciak kozott HIV gag-pol géneket is tartalmaznak (15. 4bra). (A plazmidok
eredete: Institute of Virology, University of Leipzig, Faculty of Medicine, Leipzig,

Germany.)

Apall(13255)
Amp-ns Gen
Apall (12009) ‘|
$V40 pA terminator
Apatt(s1025) | [

Zeores. | ‘
N

CMV immediate-early enhancer/promotor region

\
BGH pA terminatot |
Hndlll (9394)

Delta 3°LTI

15. abra. Riporter généket, valamint HIV env és pol géneket hordozo6 plazmid

Az abran lathaté plazmid a luciferdz enzim génjét tartalmazza, mint riporter gént. Kisérleteinkben
hasznalt riporter gén lehet még az eGFP (enhanced green fluorescent protein) vagy a [(-galaktozidaz
enzim génje is. A riporter gén és az inszertalt HIV gének LTR szekvencidk kdzott vannak.

A vektor konstrukciok marker génje, az ampicillin rezisztencia gén jelentdsége a
plazmidok kompetens DHSa E. coli sejtekben torténd felszaporitasdnal van. Szelekcios
markerként segit kivalasztani azokat a baktérium telepeket, amelyekben a plazmidok
felszaporodtak. A plazmidok izolalasat protokoll szerint a Qiagen Plasmid Midi Kit
(Qiagen) segitségével végztiik. A plazmidok tarolasa -20 °C-on torténik. Az izolalt,
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felszaporitott plazmidok koziil kivalasztottuk a tervezett kisérleteinkhez megfeleld
ligandumot kodold, env gént hordozd plazmidot, valamint a tervezett mérési
modszernek megfeleld riporter gént és HIV core géneket tartalmazod plazmidot. A
kivalasztott kétfele plazmid tipussal HEK293T sejteket transzfektaltunk kalcium-foszfat
protokoll szerint. 2-3 oraval a plazmid DNS hozzdadas utdn megkezdddik a HIV
pszeudovirionok 0Osszeépiilése. A 1étrejott kiméra konstrukcidkat a feliiluszo
Osszeglijtése utan -80 °C-on tarolhatjuk. Mivel az env gének nincsenek LTR
szekvencidk kozott €s hidnyoznak a HIV jarulékos gének is, ezért a 1étrejott HIV
pszeudovirionok replikacié inkompetensek. A kisérletekben hasznalva fertéznek, de
szaporodasra nem képesek. A fertdzés kvantitativ mérése a riporter gének alapjan kertil
megvalasztasra. A relevans koreceptort hordozd sejtek pGJ3-luciferaz plazmiddal
tortént fertdzéskor luminometrias mérési modszert alkalmazunk, a pGJ3-eGFP plazmid
esetében, ami a zold fluorescens protein génjét hordozza, UV mikroszkop segitségével
hatarozhatjuk meg a fertdzoképességet A pGJ3-lacZ plazmiddal torténd fertdézés
értékelése a B-galaktoziddz enzimaktivitas kimutatasat igényli. (A metodikdk részletes
ismertetése MSc diploma dolgozatomban olvashatdo "Lentivirus-konstrukciok a
géntechnologidban és a kutatasban" cimmel.) [Kanizsai 2012].

R5-tipusut  (CCRS5 koreceptort hasznalo), X4-tipust (CXCR4 koreceptort
hasznalo) és dual-trép (CCRS5/CXCR4 koreceptort hasznalo) HIV pszeudovirionokat
kiilonboztethetiink meg [Nagy et al. 1994].

4.1.4. Sejtvonalak HIV-1yyp virustorzzsel és HIV pszeudovirionokkal torténé

fertozése

A sejtek kaiiiltetése 24 lyuku tenyészté lemezen sejttipustdl fiiggden 50 000 - 80
000 sejt/lyuk, 1 ml végtérfogata tdpfolyadékban; illetve 96 lyuka lemezen 30 000 - 50
000 sejt/lyuk, 125 pl végtérfogata tapfolyadékban tortént. A kiiiltetett limfocitdk szama
volt a magasabb érték, mig a nagyobb méretli monolayer sejtek kisebb szdmban
keriiltek a tenyésztOtalcara. A sejtszam a sejttenyészet passzazs szamatdl is figgott. Az
alacsonyabb passzazs szamuakndl magasabb volt a kiiiltetett kezdd sejtszam érték a

lassabb szaporodasi ciklus miatt [ATTC 2010]. Tapfolyadék Osszetétele is sejttipus
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fliggd volt (lasd 4.1.3. fejezet). 24 ora elteltével a sejtstirliség elérte a 70-80%-ot
lyukanként. Tapfolyadék eltavolitdsa, majd 24 lyukl tenyésztétalcaknal 150 pl, 96
lyukt tenyésztétalcaknal 25 ul friss tapfolyadékkal kiegészitett térfogatra szdmolva
megtortént a sejtek HIV-1yyp virus torzzsel, vagy a fertézendd sejtvonal koreceptoraink
relevans ligandumokat hordozé HIV pszeudovirionokkal vald fertézése (5-10-20 pl).
Korabban nagyobb mennyiséggel is probalkoztunk, de a kisérletek értékelésénél az
eredmények konnyen interpretdlhatdak a kisebb mennyiséggel is. Kisérleteinkben
teszteltilk a sejtvonalak koreceptoraira nem relevans ligandumokat hordoz6é HIV
pszeudovirionokat is. 20 pg/ml DEAE-dextran medialta virus infekcio 2 o6ras 37 °C-os
inkubalasa utan 24 lyuku tenyésztétalcaknal 1 ml, 96 lyuku tenyésztotalcaknal 125 pl
végtérfogatra egészitettiik ki a lyukakat. 48 ora tovabbi inkubacio kovetkezett.

A politiolalt oligonukleotidok alkalmazasa fél oOraval a virusinfekciot
megeldzden, vagy a fertdzeéssel egyiddben, illetve mas kisérletekben a fert6zést kovetd
30 perc mulva tortént, 0,5, 1, 2, 3, 5, 7,5, 10, 20 és 40 ug/ml mennyiségben [Kanizsai et
al. 2012, Kanizsai et al. 2014].

4.2. Politiolalt oligonukleotidok antiretroviralis hatasanak vizsgalata

Politiolalt oligonukleotidok HIV-1g €s HIV pszeudovirionok korai replikacios
folyamatainak gatlasat vizsgaltuk. A kisérleteink soran alkalmazott kvantitativ, sejt-
virus alapt biologiai modszerek, mint a a Szincicium indukcids €s inhibicids assay, a
Kvantitativ p24 antigén assay, a MAGI assay (multinuclear activation of galactosidase
inhibition) és a kvantitativ Luciferdz assay segitségével torténtek. A vegylletek

citotoxicitasdnak mérése a XTT assay szolgalt.

4.2.1. A kisérleteinkben alkalmazott tiolalt pirimidin vegyiiletek, mint HIV entry
inhibitorok
Tiolalt pirimidin oligonukleotidok klinikai HIV izolatumok, valamint replikacio

inkompetens HIV pszeudovirionok korai replikacids ciklusaira kifejtett, antiretroviralis
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hatdsat tanulmanyoztuk kisérleteinkben. A kiinduldé vegyiilet egy 35-taga 4-
tiodezoxiuridilatbol 4ll6 dezoxioligonukleotid (s*dU)ss volt. A 4-tio-uridilat (UD29
fantdzia nevil) vegyiilet a citidin 5'-monofoszfat H,S kezelésével lett eldallitva [Horvath
et al. 2005]. Az alapvegyiilet tovabbi kémiai modositasaval, lanchossz véltoztatasaval
kapott Gjabb hat tiolalt oligonukleotid (UD29-new, UD30, UD30-new, UD31, MOD-94
¢s MOD-2012 néven jelolt) HIV fertdzést gatldo hatisat, valamint citotoxicitasat is
vizsgéltuk. UD29-new (4-thio-uradilicacid), Mw: 385; UD30: modositott UD29,
Mw:~390; UD31: modositott UD29, Mw:~395; MOD-94 specifikusan tiol
csoportokhoz  kapcsoldédik, Mw:~1000; MOD-2012 tiol-csoportokat oxidalo
tulajdonsagu dimer.

A liofilizalt vegyiiletek tapfolyadékban, illetve PBS-ben (phosphate-buffered
saline - foszfat-pufferes sooldat) oldodnak, tarolasuk -20 °C-on torténik. Felhasznalas
elétt a kivant koncentraciéra higithatéak. A  4-tio-dezoxiuridilat tautomer
atalakulasokon mehet keresztiil, ezaltal a Iétrejott tiol forma diszulfid-kotéseket
alakithat ki mas, -SH csoportokat tartalmaz6 molekulakkal, példaul ciszteint tartalmazo
fejerjékkel (16. dbra) [Beck et al. 2009].

A tiolalt oligonukleotidokat Dr. Aradi Janos (Debreceni Egyetem) bocsajtotta

rendelkezésuinkre.

16. abra. 4-tio-uridilat keto- €s enol-tautomerjei [Beck et al. 2009]
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4.3. HIV-1yy és HIV pszeudovirion infektivitasi vizsgalatok

4.3.1. Szincicium indukcids és inhibicios assay

Biologiailag aktiv HIV-1ys és HIV  pszeudovirionok szincicium formald
képességét vizsgaltuk H9 és MT-2 human T-sejt vonalakon. A sejtek fenntertdsahoz
RPMI-1640 tapfolyadékot hasznaltunk, 0,1% Penicillin/Streptomycin, 10% FCS
hozzaadasaval ¢és 2 mM L-glutaminnal kiegészitve (Sigma-Aldrich). Mindkét
sejttipusnal 8 x 10" sejtet iiltettiink ki 1ml tapfolyadékban, 24 lyuku tenyésztd talcéra,
majd 24 6tas inkubaciot kovetden 5, 10 és 20 ul virusszuszpenziodt adtunk a sejtekhez. A
20 pg/ml DEAE-dextran medialta virus infekcid utan 48 ora inkubaci6 kovetkezett.
Kontrollként fertézetlen sejteket hasznaltunk.

A politiolalt oligonukleotidok szincicium inhibiciés hatdsdnak vizsgéilata a
vegyiilet kiilonb6zé koncentracidinak (0,5, 1, 2, 3, 5, 7,5, 10, 20 és 40 pg/ml)
alkalmazasa utdn tortént. A virusinfekciot megelézéen 30 perccel, a virussal tortént
fertdzéssel egyiddben, illetve azt kovetd 30 perc mulva adtuk kisérleteinkben a
vegylileteket a sejtekhez. Kontrollként fert6zott, de nem kezelet, valamint fertdzeés
nélkiili kezeletlen sejteket haszndltunk. A fert6zést kovetd 48 ora 37 °C, 5% CO,
inkubaldsa utdn a szinciciumok szama informacidval szolgalt. A sejteket 100x
nagyitassal, inverz mikroszkop segitségével vizsgaltuk (Motic AE31) [Kanizsai et al.

2012, Kanizsai et al. 2014].

4.3.2. Kvantitativ p24 antigén assay

A HIV p24 antigén kvantitativ meghatarozdsa a lentiviralis infekcio
diagnosztikus 1épésének egyik alapmodszere. A VIDAS® HIV p24 antigén teszt egy
modositott ELISA technoldgia, amely a szendvics mddszert egy végsd fluorescens
detektalassal kombinalja. A tesztcsik els6 mélyedéseibe 200 pl minta kertilt bemérésre.
A tesztcsikot ezutdn a késziilékbe helyeztiik, ezt kovetden a minta tovabbi feldolgozasa,
analizise automata modszerrel tortént. A mintaban jelenlevd p24 antigén a tesztcsik

szilard fazis tartalyanak belsejét bevono anti-p24 monoklonalis (egér) ellenanyagokhoz
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kotddik, ezt a biotinnal jelolt anti-humén immunglobulunok ismerik fel. A le nem
kotoédott komponensek a mosas soran eltavolitodnak. A kialakult komplex jelolése
alkalikus foszfatazzal konjugalt streptavidinnel torténik. Ujabb mosas utdn a végsé
kimutatasi 1€épés sordn a késziilék a szubsztratot (4-metil-umbelliferil-foszfat) a mintara
juttatja. A konjugatum-enzim ennek a szubsztratnak fluoreszkald termékké (4metil-

umbilliferon) torténd hidrolizisét katalizalja (2. tablazat).

2. tablazat. A p24 tesztcsik tartalmanak leirasa

M¢élyedés Reagensek
1 Minta mélyedés
2 Konjugatum: biotinnal jeldlt anti-p24 ellenanyag (nyul) + TRIS puffer (100 mmol/l, pH

7,4) + Triton X 100 (2%) + fehérje- és kémiai stabilizalok + 0,2 g/l gentamicin-szulfat +
0,9 g/l natrium-azid (300 pl)

3-4-5-7-8-9 | Mos6 oldat: TRIS puffer (200 mmol/l, pH 7,8) + Tween 20 + 0,9 g/l natrium-azid (600
ul)

6 Nyomjelzd: alkalikus foszfatazzal jelolt streptavidin + TRIS puffer (100 mmol/l, pH
7,4) + szarvasmarha albumin + Triton X 100 (0,25%) + fehérje- és kémiai stabilizalok +
0,2 g/l gentamicin-szulfat + 0,9 g/l natrium-azid (400 pl)

10 Szubsztratot tartalmazo leolvasé kiivetta: 4-metil-umbelliferil-foszfat (0,6 mmol/l) +
dietanolamin (DEA) (0,62 mol/l vagy 6,6% pH9,2) + 1 g/l natrium-azid (300 pl)

A csik mélyedéseit vonalkoddal ellatott foliazar fedi. A mélyedések a vizsgalathoz sziikséges reagenseket
tartalmazzak.

A fluoreszcencia intenzitdsa aranyos a mintdban levd p24 antigén
koncentraciojaval, mérése 450 nanométeren torténik. A vizsgalat végén a késziilek a
memoridjaban tarolt kalibracidos gorbe alapjan automatikusan kiszamitja, majd
kinyomtatja az eredményeket (VIDAS® HIV p24 II (p24), BioMérieux).

HIV szeropozitiv egyének immunreakcidja soran jelentds mennyiségli p24
antigén specifikus antitest képzddik. A p24 teszt az alacsony érzékenységli modszerek
kozé tartozik, mivel a HIV fertdzottek szérumaban a p24 antigén antitestekhez
kapcsolddva lehet jelen €s a teszt az antigén-antitest komplexek kimutatisara nem
képes. Komplex disszociacids technikakkal is alacsony a hatékonysag [Ly et al. 2007].
Kisérletiinkben a vizsgalatnak ezekkel a hatranyaival nem kellett szamolnunk.

HIV-1i1s p24 protein jelenlétét H9 és MT-2 sejtek feliilisz6ibol mutattuk ki. H9
¢s MT2 sejtek fenntartdsara és szaporitdsira RPMI-1640 tapfolyadékot hasznaltunk,
0,1% Penicillin/Streptomycin, 10% FCS hozziadasaval, valamint 2 mM L-glutaminnal
kiegészitve (Sigma-Aldrich).

Mindkét sejttipusnal 8 x 10* sejtet iiltettink ki 24 lyuka lemezre, 24 6ra

elteltével politiolalt oligonukleotidokat adtunk a sejtekhez a kisérletnek megfelelden a
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virusfertézést 30 perccel megeldzden, vagy a virusfertézéssel egyiddben, illetve a
virusfert6zést kovetden 30 perc mulva, kiilonb6z6 koncentracidban (0,5, 1, 2, 3, 5, 7,5,
10, 20 és 40 pg/ml). A fertézéskor 5, 10 és 20 pl HIV-lyp virusszuszpenziot
alkalmaztunk. A 20 pg/ml DEAE-dextran medialta virus infekci6 utan 48 ora inkubacio
kovetkezett. Kontrollként fertozott és nem kezelet, valamint fertdzés nélkiili kezeletlen
sejteket hasznaltunk. A p24 antigén mennyiségét kvantitativ mdédon mérhettiik a HIV-1
p24 core antigén ELISA segitségével, a vizsgalati protokoll szerint (MiniVIDAS®,
BioM¢rieux, France) (17. abra) [Kanizsai et al. 2012]. A kapott eredményeket a gép
kinyomtatja. A Szincicium indukciés ¢és inhibicids vizsgéalatokhoz alkalmazott

sejttenyészetek feliiliszoibdl is elvégeztiik a p24 antigén assayt.

17. 4bra. HIV p24 antigén ELISA kvantitativ kimutatisra hasznalt késziilék
(MiniVIDAS®, BioMérieux, France)

4.3.3. Riporter gének kvantitativ mérése

A B-galaktoziddz enzim génjét, mint riporter gént hordoz6 HeLaCD4-LTR-Bgal
fertdzést kovetden a gén aktivitdsanak mérése a MAGI assay segitségével valosulhat
meg. A luciferdz, az eGFP, vagy a B-galaktoziddz enzim génjének, mint riporter
géneknek expresszaloddsa kvantitativan értékelhetd. A luciferaz aktivitds relativ
fluorescenciat mérve, luminométerrel torténhet. (Victor 3 Multilabel plate reader,
Perkin Elmer) Az eGFP a fert6zddott sejtekben zdlden fluoreszkal az UV hatdsara. A
transzfekciot kovetd 24 €s 48 ora mulva vizsgalhatjuk a fluoreszkald sejtek jelenlétét,

aranyat.
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4.3.3.1. pB-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
vizsgéalhato inverz mikroszkop segitségével. A HIV Tat proteinje altal a transzfektalt
HeLaCD4-LTR-Bgal sejtek B-galaktoziddz enzimet kodold génje aktivalodik, az 5-
bromo-4-chloro-3-indolyl--D-galactopyranoside (X-gal) hatidsara a sejtek magja kék
szinli lesz. A MAGI assay egy érzékeny, végpont titrald mddszer, amely alkalmas
egyarant HIV-1 és HIV-2 izolatumok vizsgélatara.

A virusfertézés el6tt 24 6raval 5 x 10* HeLaCD4-LTR-PBgal sejtet iiltettiink ki 24
lyukl tenyészté talcara. DMEM tapfolyadékot hasznaltunk, 10% FCS, 0,1%
Penicillin/Streptomycin, 0,1 mg/ml G418, 0,05 mg/ml hygromycin B-vel kiegészitve
(Sigma-Aldrich). A fertézés elott a sejtek 70%-os folytonossagot mutatnak lyukanként.

A sejtek fertdzése elott eltavolitottuk a tdpfolyadékot, majd friss tapfolyadékkal
150 pl térfogatra kiegészitve, 5-10-20 pl virust adtunk a sejtekhez (multiplicity of
infection - moi.: 0,2; 0,4). A virussal fertdzott sejtekhez lyukanként 20 pg/ml DEAE-
dextran adunk a fert6zés haté¢konysaganak novelésére.

A virust a fertézott sejtekkel ilyen médon 2 oran at, 37 °C-on, 5% CO;
koncentracioban inkubaltuk, kdzben negyed oranként kiss¢ megdontdgettiik a lemezeket
a fertézés hatékonysaganak novelése végett. Az adszorpcids 1dot kovetden 1 ml
végtérfogatra kiegészitve, friss tapfolyadékot adtunk a sejtekhez. A virusszuszpenzidt
nem tavolitottuk el. Ezt kovetden 48 6ra 37 °C-on, 5% CO, koncentracidban tovabbi
inkubalas kovetkezett. Az inkubécids 1d6 letelte utan a tapfolyadékot eltavolitottuk,
majd 1 ml fixal6 oldattal inkubaltuk a sejteket 5 percig, szoba hdOmérsékleten a
megfeleld B-galaktozidaz aktivitas elérése érdekében. A fixalod oldat 1% formaldehidet,
0,2% glutaraldehidet tartalmaz PBS-ben (phosphate-buffered saline - foszfat-pufferes
sooldatban) oldva. A fixalo oldat elavolitdsa utan a sejteket kétszer PBS-sel mostuk,
majd "staining solution" (festé oldat) keriilt ra 50 percig. Az oldat 10 ml-re 200 ul 0,2
M K-ferrocianidet, 200 pl 0,2 M K-ferricianatot, 10 pl 0,2 M Mg,Cl-ot és 100 ul oldott
X-gal-t tartalmaz, 9500 pl PBS-ben oldva. Az X-gal-t 40 mg/ml DMSO-ban oldottuk. A

festéket kétszeri PBS-ben torténd mosassal eltavolitottuk. A festés utan inverz
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mikroszkoppal vizsgalhattuk a kékre szinezddott sejteket. A festddés az S5-bromo-4-
chloro-3-indolyl-B-D-galactopyranoside (X-gal) hatasara lesz kék szinii [Nagy et al.
1994, W6].

A politiolalt oligonukleotidok elemzése soran kisérlettdl fliggden a sejtek
virussal tortént fertézése eldtt, vagy egy iddben, illetve 30 perccel utana kiilonb6zo
koncentracioban (0,5, 1, 2, 3, 5, 7,5, 10, 20 és 40 ug/ml) adtuk a vegyiileteket a
sejtekhez. Kontrollként fertdzés €s kezelés nélkiili sejteket, valamint fertézott, kezelés
nélkiili sejteket alkalmaztunk.

A szazalékos fert6zottséget a kékre festddott sejtek kvantitativ értékébdl kaptuk.
1Cso és 1Cq értékeket a Hill analizis szerint szamoltuk ki. A tovabbi biostatisztikai
analizisek a Student féle t-préba szerint értékeltiik [Kanizsai et al. 2012, Kanizsai et al.
2014].

A MAGI assay-hoz mas sejtvonalakat is haszndlhattunk, ahol a HIV-1yp
infektivitast €és a fertdzés gatlasat vizsgalhattuk. P4-CCRS sejtvonalnal DMEM, 10%
FCS, 0,1% Penicillin/Streptomycin (Sigma-Aldrich) tartalmi tapfolyadékot hasznaltunk
a MAGI assay-hoz eldirt tdpfolyadék Osszetétel helyett, ugyanis ezek a sejtvonalak
nagyfoku érzékenységet mutatnak a MAGI assay-ban hasznalt G418 és hygromycin B-

vel szemben.

4.3.3.2. Kvantitativ Luciferaz assay

A Luciferaz assay egy nagy érzékenységii, gyors, kemiluminescencias mérési
modszer. A luciferin oxidéacids folyamatai sordn képzddott kémiai energiabdl, elektron
atmenettel oxiluciferint képez. A luciferaz a luciferin oxidacids folyamatait katalizalja
ATP-Mg™" ko-szubsztrat segitségével. Az enzim és szubsztratja talalkozasakor
felvilland fény keletkezik. A relativ fluorescencia értékek alapjan elemezhetjiik a
kisérleteink kvantitativ eredményeit.

A Luciferaz assay-hoz a kisérletet 96 lyukt tenyésztd talcan készitettiik eld. A
mérési eredmények értékelése luminométer segitségével tortént (Victor3, Perkin
Elmer). A kiiiltetett sejtek mennyisége 3 x 10* sejt/lyuk. A kisérlethez a 3T3.T4.CCR5
¢s 3T3.T4.CXCR4 sejtvonalak mellett a P4-CCRS sejtvonalat hasznaltuk. A sejtvonalak
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fenntartdsahoz a Luciferaz assay sordn a tadpfolyadék DMEM volt, 10% FCS, 0,1%
Penicillin/Streptomycin-el kiegészitve (Sigma-Aldrich).

24 oraval a sejtek kitiltetését kovetden, a tapfolyadékot eltavolitottuk, majd friss
tapfolyadékkal 25 ul térfogatra kiegészitve 5-10-20 pl HIV pszeudoviriont adtunk a
sejtekhez. A felsorolt sejtvonalak mindegyikén alkalmaztuk az R5-trop M-ad, a Dual-
trop HXB2/M-ad és X4-trop HXB2 tipusu pszeudovirionokkal torténd fertézést. A
Luciferaz assay-hez hasznalt pszeudovirionok riportergénként a luciferaz enzim génjét
hordozzak. HIV-1yp virus ennél a kisérletnél nem alkalmazhato, mivel nincs riporter
gén, ezért nem tudunk relativ fluorescenciat mérni. A fert6zott sejtekhez lyukanként 20
ng/ml DEAE-dextrant adunk a fertdz¢és hatékonysaganak novelésére.

A fertozott sejteket ilyen médon 2 oran at, 37 °C, 5% CO, inkubaltuk, kdzben
negyed oOranként kiss€¢ megdontogettik a lemezeket a fertézés hatékonysaganak
novelése végett. Az adszorpcids 1d6t kovetden 125 pl végtérfogatra kiegészitve, friss
tapfolyadékot adtunk a sejtekhez, a virusszuszpenzidt nem tavolitottuk el. Ezt kovetden
48 ora 37 °C, 5% CO, inkubalas kovetkezett. Az inkubacios id6 letelte utan a
tapfolyadékot eltavolitottuk.

A politiolalt oligonukleotidok vizsgalata soran a sejtek virussal tortént fertozése
elétt 30 perccel, vagy a virusfert6zéssel egyiddben, illetve 30 perccel a fertdzést
kovetden 0,5 - 40 ug/ml koncentracidoban adtuk a vegyiileteket a sejtekhez. Kontrollként
politiolalt  oligonukleotidok  nélkiili,  kiilonb6z6  higitdsokban  alkalmazott
pszeudovirionokat hasznaltunk.

48 oraval a sejtek kezelését és fert6zését kdvetden a 96 lyuku tenyésztotalca
mélyedéseibdl eltavolitottuk a tapfolyadékot, majd a sejteket PBS-el mostuk. Ezt
kovetden a sejtekre 170 ul/lyuk lizis puffert mértiink, majd 30 percig inkubaltuk. A
homogén lizatum kialakulasat pipettazassal segitettiik elo.

A Luciferaz assay-hoz 96 lyuka OptiPlate-96-ot (Perkin Elmer) hasznaltunk. A
lemez specidlis anyagkivitele elOsegiti az vizsgalat érzékenységének optimalis
mukodeését. A 96 lyuku tenyésztd talcankrdl lyukanként atmériink a lizdtumbol 50-50 pl
mennyiséget. Mérési kontrollként 50 ul politiolalt oligonukleotidokkal nem kezelt,
pszeudovirionokkal nem fert6zott sejtlizatumot hasznaltunk.

A mérés eldtt 50 ul assay puffert mériink a lyukakba, majd a lemezt a

luminométerbe helyezziik. A késziilek (Victor3, Perkin Elmer) 100 pl luciferdzferin

58



DOI:10.14753/SE.2016.1891

oldatot cseppent a mélyedésekbe az RLU (relative luminescence unit) mérésekor a
protokoll szerint (18. abra) (3.tablazat). A késziilék az eredményeket exel tdblazatban
rogziti.

A mérés elve:

eluciferazferin + ATP — luciferazferyladenylat + PP;

*luciferazferyladenylat + O, — oxyluciferazferin + AMP + fény

% UD29, UD29-new, UD30, UD30-new, UD31, MOD-94 és MOD-2012

% 0,5-40 pg/ml
+¢ -30 perc, virus fertézéskor, +30 perc
I 3T3 CCR5/CXCR4
g ] W

Fert6z6, de replikal6dni
nem képes pszeudovirion.

Transzfekcio
&)

18. abra. Politiolalt oligonukleotidok antiviralis hatdsanak vizsgalata

00050
e%o00

HEK293T sejteket transzfektaltunk HIV gag-pol és riporter géneket tartalmazd, valamint env gént
hordozé plazmidokkal. A virionok 0sszeépiilésiik utdin megjelentek a feliiluszoban. Ezek a
pszeudovirionok fertézéképesek, de géndeléciok miatt replikdlodni nem tudnak. Riporter génként a
luciferaz enzim génjét hordozd pszeudovirionokat haszndltuk a Luciferdz assay-hoz. A relevans
koreceptorral rendelkez0 sejtvonalak fertézése el6tt, kiilonbdzé koncentracidoban  politiolalt
oligonukleotidokkal kezeltiik, majd R5-, Dual- és X4-trép pszeudovirionokkal fertdztiik a sejteket. A
sejtekbe bejutott pszeudovirionok mennyisége luminométer segitségével kvantitativ médon mérhetévé
valt.

3. tablazat. Protokoll beallitasa a luminométeren.

Protocol name HIV
Protocol number N/A
Name of the plate type Generic 8x12 size plate
Number of repeats 1
Delay between repeats 0s
Measurement height Default
Protocol notes -
Injector 1
Speed 3
Volume 100 uL
Increment 0 uL
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Replicate 1

Injection mode aspVol=syringeVol
Repeated operation Yes

Delay duration 0.2s

Repeated operation Yes

Kinetic repeats 3

Kinetic delay 0.1s

Name of the label mikrobiologia2
Label technology Luminometry
Emission filter name No filter
Emission filter slot A7
Measurement time 1.0s

Emission aperture Large

4.3.3.2.1. A Luciferaz assay-hez felhasznalt oldatok

Lizis puffer

1000 pl 1 M Tris/1 M MES (ceng = 100 mM)

10 ul 1 M DTT (Cepg = 1 mM)

100 pul 20% TritonX 100 (ceng= 0.2%)

Desztillalt vizben oldva, végtérfogat 10 ml, pH 7,8. Tarolasa -20 °C-on.

Assay puffer
1250 pl 1M Tris / IM MES (Ceng = 125 mM)

250 ul T M MgyOACc (Ceng = 25 mM)
500 pl 100 mM ATP (ceng = S mM) (ATP-dinatriumsé MW: 551.1 g/mol desztillalt
vizben feloldva -20 °C-on tarolhato)

Desztillalt vizben oldva, végtérfogat 10 ml, pH 7,8. Tarolasa -20 °C-on.

1 M Tris/MES

1 M Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (MW: 121.14 g/mol)
1 M MES-Monohydrate (MW: 213.25 g/mol)
Desztillalt vizben oldva, végtérfogat 10 ml, pH 7,8. Tarolasa -20 °C-on.

0.1 M K,HPO4/ KH,PO, térzsoldat
91,5 ml 0,2 M K,HPOj4 (0,3482/10 ml)
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8,5 ml 0,2 M KH;,PO4 (0,272g/10 ml)
Desztillalt vizben oldva, végtérfogat 200 ml, pH 7,8. A munkaoldat 5 mM-os, 1:20 kell

higitani a térzsoldatot.

25mM luciferazferin térzsoldat
Az 5 mg luciferazferint 625 pl 5 mM K,HPO4 KH,POj, oldatban oldjuk fel. A
vizsgélathoz a torzsoldatot 1:100 higitjuk 5 mM K,HPO4/ KH,PO4 oldatban.

4.4. Citotoxicitas mérése XTT assay segitségével

Az XTT in vitro Toxicology Assay Kit (Sigma-Aldrich) alkalmazaséaval képet
kaphatunk az egyes politiolalt oligonukleotid vegyiiletek kiilonb6zé koncentracidinak
citotoxikus hatdsardl. A vizsgélat soran, a teszt segitségével az €16 sejtek mitokondridlis
dehidrogenaz aktivitasat mérhetjiik spektofotométerrel. P4-CCRS, HeLaCD4-LTR-Bgal,
MT-2, H9 sejtvonalakon vizsgaltuk a vegylileteink citotoxikus hatasat HIV-1pp
virussal, illetve M-ad, HXB2/M-ad, illetve HXB2 tipust HIV pszeudovirionokkal
fertézott (5-10-20 pl) és fertézetlen sejteken. Kontrollként politiolalt oligonukleotid
kezelés nélkiili, fertdzott és fertdzetlen sejteket hasznaltunk.

Az XTT assay-hez 96 lyuka tenyésztd talcara 3-5 x 10* sejtet iltettiink ki
lyukanként. 24 ora elteltével a tapfolyadék eltavolitasa utdn, 30 perccel a fertdzést
megeldzden politiolalt oligonukleidok kiilonb6zd koncentracioval kezeltiik a sejteket. A
térfogat 25 ul volt, a sejteknek megfeleld, friss tdpfolyadékkal kiegészitve (H9 és MT-2
sejteknél RPMI-1640, 2 mM L-glutamin, 10%FCS, 0,1% Pen/Str; P4-CCRS ¢és
HeLaCD4-LTR-Bgal eset¢én DMEM, 10%FCS, 0,1% Pen/Str). A kezelést kovetd 30
perc mulva a sejteket HIV-1y5 virus (moi: 0,2; 0,4) vagy HIV pszeudovirion kiilonb6z6
koncentracioival (5-10-20 pl) fertéztiik. A fert6zott sejtekhez lyukanként 20 pg/ml
DEAE-dextran adunk a fertézés hatékonysaganak novelésére. 37 °C-on, 5% CO,
koncentracioban, 2 ora inkubacios 1d6 elteltével 125 pl végtérfogatra kiegészitve
tapfolyadékot adtunk a sejtekhez. Az eredmény leolvasasa 24 ora ¢és 48 ora mulva
tortént, addig a sejteket 37 °C-on, 5% CO, koncentracidban inkubaltuk. A leolvasas
eldtt a tapfolyadékot eltavolitottuk, majd 100 pul PBS-t és 20% XTT reagenst adtunk a
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sejtekhez. 2,5 d6ra inkubdcio utan spektrofotométer segitségével az abszorbancia mérése
450 és 690 nanométeren tortént. Az €16 sejtek mitokondriédlis dehidrogenaza redukalja
az XTT reagens tetrazolium gytrijét (2,3-bis/2-Methoxy-4-nitro5-sulphophenyl/-2H-
terazolium-5-carboxyanilide inner salt), sarga szinreakcid kiséretében egy formazéan
szarmazek alakul ki.

1Csy és ICy9 a Hill analizis szerint szamoltuk ki. A tovabbi biostatisztikai
analiziseket a Student féle t-proba szerint értékeltiik [Kanizsai et al. 2012, Kanizsai et

al. 2014].

4.5. Antiretroviralis rezisztencia terapia-naive magyarorszagi HIV-1

izolatumokban

Munkénk soran a HIV-1 pol és pr génben olyan mutacidkat kerestiink, amelyek
kapcsolatba hozhatok az antiretrovirdlis teradpia rezisztencidval terapia-naive HIV
fertézottekben. A vizsgadlt mintdk magyarorszagi paciensektdl szarmaznak, akik

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

4.5.1. Fertozottek szérum mintai

Az antiretroviralis rezisztencia egy rendkiviil jelentds faktor, ami meghatarozza
a terapia kimenetelét a HIV fert6zottekben.

56 tiinetmentes HIV-1 fertdzott egyén mintait vizsgaltuk. A HIV-1 teljes
genotipizalasat olyan pdciensek mintdin végeztik, akik fertézéstiket kiilfoldi
partnereiktdl kaphattak. A partnerek afrikai (60,5%), azsiai (3,5%) és valamely eurdpai
(36%) orszagbol szarmaztak. A paciensek szlrése eldszor ELISA mddszerrel €s egyéb
immunkémiai moddszerrel (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 mintavétel utani analizishez EDTA-
s vér lett feldolgozva. A szeropozitiv paciensek plazmajaban 14.300-1.630.000 HIV
kopia/ml volt. Meghatarozasa a Roche Amplicor HIV-1 Monitor Assay segitségével
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tortént. A plazmak tarolésa -80 °C.

200 pl koncentrélatlan plazmdbol a virdlis RNS Qiamp viral RNA Mini Kit
(Quiagen Inc.) segitségével lett kivonva. 17 pl RNS extraktum keriilt a reverz
transzkriptaz-PCR késziilékbe (ABI 9700 termocycler) RNaz inhibitor, Taq polimeraz,
szekvencia specifikus primerek, dATP, dCTP, dGTP, dTTP, magnézium dithiotreitol és
puffer hozzdadasaval. A szekvencia specifikus primerek segitségével amplifikaltuk a
proteaz és reverz transzkriptaz enzimeket kodolo szekvencidkat. A reverz transzkriptaz
reakcio elsd 1épése 90 °C-on 2 percig zajlott, amit 50 °C, 5 perc ikubacio kovetett. A
reverz transzkriptaz enzim a folyamathoz adasat kovetden, 55 perc inkubdcios id6 utan
94 °C-on 2 percig folytattuk a reakcidt. A kovetkezd Iépések eredménye a cDNS
amplifikacid. A tisztitatlan termékekbdl 5 pl-t hasznaltunk a szekvendlo reakciokhoz a
CLIP Sequencing, ABI 9700 termocycler segitségével 30 cikluson at, amit 70 °C-on
torténd termindlis extenzio kovetett. Az alkalmazott Cy5-jelolt primerek a protedz és
reverz transzkriptaz szekvencidkra voltak specifikusak. Elongacios terminatorként
ddATP-t, ddCTP-t, ddGTP-t és ddTTP-t hasznaltunk.

A CLIP (cross-linking and immunoprecipitation) szekvencia termékek
vizsgalata 6%-os poliakrilamid-urea-Tris-borate-EDTA gél elektroforézist kdvetden
(MicroCel™, Long-Reader Tower) 50 percig, 2 000 V-on valo futtatas utan UV fény

segitségével tortént.

4.5.1.1. Trugene HIV-1 Genotyping Kit alkalmazasa

A jelenleg forgalomban és terdpias hasznalatban levd antiretroviralis szerek
tamadaspontjai a viralis fehérjék, amik a virus nyilt leolvasasi fragmentumaiban
kodoltak. Ezekben a szekvencidkban bekovetkezett mutdciok drogrezisztenciat
eredményeznek a virusokban.

A Trugene HIV-1 Genotyping Kit egy zart rendszerben, félautomata technika
szerint miikodik. A célgén amplifikacidja mellett, DNS szekvenalast végez, valamint a
HIV-1 proteaz (kodon 4-99) és reverz transzkriptaz (kodon 38-248) enzimeket kodolo
gének szekvencidit a szoftver segitségével (OpenGene DNA Sequencing System),

elemzi. A plazma virus tartalmabol (= 1000 kopia) kivont virdlis RNS-bdl a rendszer
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reverz transzkriptaz PCR segitségével amplifikalja a ¢cDNS-t. A szekvencia analizis
modositott Sanger technikan alapul [Sanger et al. 1977]. A poliakrilamid gél
elektroforézist az adatok félautomata elemzése koveti, amibdl az eredmények
interpretalhatok.

A genom RT és PR kodolo régidinak analizise a Trugene HIV-1 Genotyping Kit
¢s OpenGene DNA Sequencing System (Siemens) alkalmazaséaval tortént. A modszer
naprakész adatokkal 1at el a mintak elemzése utan az adott paciens HIV-1 virusanak
antiretroviralis terdpiaval szemben fenndlld rezisztencidval. Az antiretroviralis
rezisztencia okai azokban a nyilt leolvasasi keretekben tortént mutaciok, amelyek a

terapias célpontt fehérjéketet kodoljak [Kanizsai et al. 2010].

4.5.1.2. Szekvencia elemzés

OpenGene DNA Sequencing System a kapott szekvencia adatokat valos idében
értekeli. A szekvencidk nukleinsav Osszetételet a szoftver adatbazisaban levo
génszakaszok ismeretében adjdk az eredményeket. A szoftver felismeri a virdlis
genotipus mellett a mutaciokat, valamint a polimorfizmus jelenlétét a mintdinkban.
Referencia szekvencidkat tartalmaz a "B" tipusa HIV-1 (HIV-1pa;) €és a gyakran
eléforduld, antiretroviralis drogrezisztens mutdsok fragmentumaibol.

A génszakaszok kapcsolodasa utan a kijelzett elektroferogram mintazat
lehetdséget teremt az értékelésre. Mivel a szoftver egyarant tartalmaz vad tipusa és
mutans referencia szekvencia adatokat, igy minimalisra csokken a félreértékelés esélye.
Automatikusan felismeri a helytelen bazisparosodast a mintank és a referencia adatok
kozott. Az algoritmikus szoftver segitségével a klinikai jelentdséggel bird HIV
mutaciokat ismerhetjiik fel a protedz ¢és reverz transzkriptaz enzimeket kodolo
régiokban. Meghatarozhatéva valik az adott mintdban levé virustdrzsek specifikus
antiretroviralis drogokkal szembeni rezisztencidja. A validalt algoritmus folyamatos
szoftverfrissités segitségével naprakész Osszehasonlitdo adatokkal biztositja a vizsgalat

eredményességét.
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4.5.1.3. HIV-1 szubtipus meghatarozas

A TRUGENE HIV-1 Genotyping Kit megmutatja, hogy melyik kulcsfontossagu
ismert és kozolt génmutaciokkal hozhatd hasonlosagi kapcsolatba a mintdban levd
genotipus vagy mutacio szekvencia.

OpenGene DNA Sequencing System olyan szekvenalod technoldgiat alkalmaz,
amely segitségével meghatarozhat6 a genotipus és az ismert mutacio.

Az izolatumok szubtipizaldsa a Stanford HIV Drug Resistance Database

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

"After climbing a great hill,
one only finds that there are many more hills to climb."
- Nelson Mandela

5.1. HIV pszeudovirionok

5.1.1. 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. 4 uL plazmid-DNS (50 ng/ul), 3 uL. Tango Buffer, 0,5
puL EcoRI (10 u/mikroliter), 0,5 pL BamHI 10 (u/mikrolliter) (Fermentas), 22 pL
DEPC-H,0O (diethil-pyrocarbonate-H,0O), 30 uL végtérfogatban lett Gsszemérve. 2,5
oraig 37 °C-on tortént inkubalds utdn az enzimeket 80°C-on, 20 perc behatasi iddvel
inaktivaltuk. Az emésztett plazmidokat 0,7% agar6z gélben 1 kb Iéptékii markert
hasznalva (10 mM Tris-HCI (pH 8.0), | mM EDTA) (Sigma-Aldrich) vizsgaltuk. A
marker 10000, 8000, 6000, 5000, 4000, 3500, 3000, 2500, 2000, 1500, 1000, 750, 500,
250 bp-os fragmentumokat tartalmaz (19. édbra) (4. tablazat).

4. tablazat. Hatféle plazmidtipus felszaporitasa utan a tdblazatban szereplé burokfehérjét

kodolo géneket, valamint harom féle riporter gént hordoz6 plazmiddal rendelkeztiink.

Envelope / Burok fehérje gag-pol + riporter gének
M-ad pGJ3 - Luciferaz
HXB2 pGlJ3 - eGFP
HXB2/M-ad pGlJ3 - LacZ

CCRS5 koreceptort igénylé M-ad, CXCR4 koreceptor specifikus HXB2 és dual-trop HXB2/M-ad
burokfehérjét kodold géneket hordozoé plazmid tipusokat figyelhetliink meg az elsé oszlopban. A masodik
oszlop a luciferaz, eGFP (z6ld fluorescens protein) és B-galaktozidaz aktivitasért felelds géneket hordozo
plazmidokat mutatja.
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19. abra. A plazmid izolalas gélelektroforetikus vizsgalata

Az M-ad plazmid (R5-tréop burok): EcoRI + BamHI emésztés utan a jel 3100 bp, 3700 bp. A
p2envHXB2/M-ad plazmid (dual-trép burok): EcoRI + BamHI emésztés utan a jel 1700 bp, 2300 bp,
3100 bp, 3600 bp. HXB2 plazmid (X4-trép burok): jel EcoRI + BamHI emésztés utan 677 bp, 2278 bp,
3726 bp. A pGJ3-lacZ plazmid (core + B-galaktoziddz gén): a jel EcoRI + BamHI emésztés utan kb.
9000bp, kb. 3000bp. pGJ3-luciferaz plazmid (core + luciferaz gén): EcoRI + BamHI emésztés utan a jel
1640 bp, 10530 bp. A pGJI3-eGFP plazmid (core + eGFP gén): EcoRI + BamHI emésztés utan a jel 820
bp, 1610 bp, 10100 bp.

”rr

5.1.2. HIV pszeudovirionok eldallitasa és kKimutatasa

A HEK293 sejt adenovirus eredeti promoterrel transzfektalt, aneuploid
sejtvonalat ad, melynek a tumorsejtekhez hasonloan a fenotipusos megjelenési forméaja
erésen eltér az eredeti sejtektol. A HEK293T sejtvonal a HEK293 sejtekbe stabilan
integralodott SV40 polyomavirus eredetli DNS-el is transzfektalt formaja [Gillet et al.
2011]. A sejtvonalba integralt, viralis szekvencidk segithetik a plazmid vektorok
expresszalodasat, ezaltal a HIV pszeudovirionok 0Osszeépiilését. Kisérleteink soran a
HEK293T sejteket transzfektaltuk az altalunk felszaporitott plazmidokkal. A kivant
HIV pszeudovirion tipus létrehozasakor a transzfekciohoz valamely tipusi burok
proteint kodold, valamint gag-pol és riporter géneket hordozd plazmid parokat
valasztottuk ki (4. tablazat). A HEK293T sejtek a lentiviralis géneket hordozé plazmid
parokkal, igy a burokfehérje géneket hordozo és a core + riporter géneket tartalmazo
plazmidokkal valé transzfekciot kovetéen a plazmid DNS-ek sejtekbe integralodasa

utan 2-3 oraval megkezdddott a HIV pszeudovirionok Osszeépiilése €s megjelenése a
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sejtvonal  feliiluszojdban. A 1étrejott HIV  pszeudovirionokbdl  funkciondlis
génszakaszok hianyoznak, a gag-pol gének ¢€s a riporter gén van csak LTR régiok kozt,
env gén nincs, ezért replikaciéra nem lesznek képesek. Hasonldéan a génterapidban
alkalmazott lentivirus vektorokhoz, itt is egy riporter gén keriilt a fertdzott
sejtvonalakba. A génterméknek megfelelden valaszhatjuk ki a kimutatasi modszert.

A HEK293T sejtek feliiluszdjaban jelen vannak a HIV pszeudovirionok.
Relevans koreceptort hordozé sejtvonalak HIV pszeudovirionnal tortént fertézése utan
az integralodott ¢&s expresszalddott pszeudovirus mennyiségének kvantitativ
meghatarozasdra a luciferdz aktivitdas mérésénél luminométert, eGFP esetén UV
mikroszkopot, alkalmazhattuk (20. abra, 21. dbra, 22. abra, 24. dbra). A B-galaktozidaz

aktivitds mérésére a MAGI assay-t lehet hasznalni (23. abra).

+
Core generic HIV (gag-pol) PHIVAEnY 3T3 CCR5/CXCR4
pGJ3-eGFP, -lacZ, -luciferaz, ‘ ]

Transzfekcio l
@ A

20.4bra. A pszeudovirionok fertézOképességének kvantitativ meghatarozasa

sl

0000
0%o00

Fert6z6, de replikdlédni
nem képes pszeudovirion.

A mérési modszerek koziil a leghatékonyabbnak a Luciferdz assay bizonyult.
3T3-CCRS, CCRS koreceptort kifejezd, valamint 3T3-CXCR4, CXCR4 koreceptort
kifejezd transzfektalt egér fibroblaszt sejtet iiltettiink ki 96 lyukt tenyésztotalcara. A
fertdzés luciferaz enzim génjét hordozo HIV pszeudovirionokkal tortént. A 21. abrén jol
megfigyelhetd a kiilonb6zd tropizmussal rendelkezd HIV pszeudovirionok ardnyosan
megjelend infektivitdsi mértéke a fertézés utan 48 oraval tortént méréskor. Mig a CCRS
koreceptort hordozo sejtekbe az M-ad tipusu, R5-trép pszeudovirionok jutottak be
legnagyobb szamban, addig a CXCR4 koreceptort hordozé sejtekbe a HXB2 tipusu,
X4-trop pszeudovirionok (21. dbra).
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21. abra. Luciferaz assay - HEK293T feliilisz6jabol 6sszegytijtott HIV pszeudovirionok
infektivitasi mértéke

HIV pszeudovirionok infektivitasi mértéke relevans koreceptorokat hordozé sejtvonalak fert6zését kdvetd
48 6ra mulva. A CCRS5 koreceptort hordozé sejtekbe az M-ad tipusu, R5-trop pszeudovirionok jutottak be
legnagyobb szamban, a CXCR4 koreceptort hordozoé sejtekbe a HXB2 tipusti, X4-trép pszeudovirionok.
Sejtvonalak: 3T3-CXCR4 (a) és 3T3-CCRS5 (b).

Magasabb relativ fluorescencia értéket kaptunk a P4-CCRS human eredetii
transzfektalt sejtvonalon. P4-CCRS, CCRS koreceptort kifejezd, human fibroblaszt
sejtet tltettiink ki 96 lyuku tenyésztOtalcara. A fert6zés szintén a luciferaz enzim génjét,
mint riporter gént hordozé HIV pszeudovirionnal tortént. Az dbran jol megfigyelhetd a

kiilonb6z6 tropizmussal rendelkez6 HIV pszeudovirionok infektivitasi mértéke a

fertdzés utan, 48 6ra mulva tortént méréskor (22. abra).
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22. abra. Luciferaz assay eredménye

HIV pszeudovirionok infektivitasi mértéke a fertdzést kovetd 48 6ra mulva. A P4-CCRS5 sejtek CCRS
koreceptort hordozé sejtek, melyekbe az M-ad tipusti, R5-trép pszeudovirionok jutottak be legnagyobb
szamban. Sejtvonal: P4-CCRS.
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A kimutatasi modszerek koziil sokszor probaltuk a p-galaktoziddz aktivitassal
rendelkez6 HIV pszeudovirionjainkkal a MAGI assay-t, de sajnos nem kaptunk
értékelhetd eredményeket. A HIV pszeudovirionok replikaciora nem képesek. Szamos
funkcionalis gén hianyzik beldliik, igy a Tat, a transz-aktivitasért felelos gén is. A
MAGI assay soran alkalmazott HeLaCD4-LTR-B-gal sejtek aktivalasa nem torténik
meg. Klinikai izolatumokkal folytatott kisérletekkel viszont megfelelé eredményeket
kaptunk. A HIV-1ys Tat a HeLaCD4-LTR-B-gal sejtekbe transzfektalt retroviralis
LTR-hez kotédve aktivalja a szomszédos B-galaktozidazt kddold gént, a sejtek magja
kék szini lesz a hozzaadott 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-pB-D-galactopyranoside (X-gal)
hatasara (23. abra).

23. abra. MAGI assay eredménye.

A klinikai HIV-1p izolatumokkal fert6zott HeLaCD4-LTR-B-gal sejtekben a B-galaktozidaz aktivitas
mérésére a MAGI assay-t alkalmaztuk. A fert6zott sejtek kék szintiek lettek. Konnyen megszamolhato,
igy kvantitativ modon értékelhetéek az eredmények.

Riporter génként eGFP-t tartalmaz6, HIV pszeudovirionnal tortént fert6zés utan
az integralédott ¢és expresszalddott pszeudovirus mennyiségének kvantitativ
meghatarozasara, az eGFP aktivitds mérésére UV mikroszkopot alkalmaztunk. A

fertdzott sejtek zold szintiek lettek (24. abra).
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24. abra. Az eGFP aktivitas mérése.

Az UV mikroszkop alatt a fertdzott sejtek z6ld fluorescenciat mutattak. Szadmolhato, igy kvantitativ
modon értékelhetéek az eredmények.

5.2. A Kkisérleteinkben alkalmazott tiolalt pirimidin vegyiiletek antiretroviralis

hatasa

Kisérleteink sordn nemcsak klinikai HIV-1yp izoldtumokat alkalmaztunk
kiilonb6z6 koncentracidban, hanem R5-trop, X4-trop €s dual-trop pszeudovirionokkal is
fertdztiik a sejteket. A fertdzést megel6zéen 30 perccel, vagy a fertdzéssel egyiddben,
illetve a fertdzést kovetéen a sejteket kiilonb6z0 koncentracidban politiolalt
oligonukleidokkal kezeltilk, amely vegyliletek antiretrovirdlis hatasat vizsgaltuk. A
legmegfelelobb eredményeket a fertdzést 30 perccel megeldzd kezelések adtak. Ezek a
vegyiiletek a sejtek HIV-1ys ¢s a HIV pszeudovirionokkal torténd fertézését a
bejutashoz sziikséges redox 1épések gatlasaval befolyadsoljak, mintegy "entry inhibitor"-
ok [Beck et al. 2009; Horvath et al. 2006]. Célunk a vegyliletek antiretroviralis

aktivitasnak, gatloszer koncentraciojatol fliggd vizsgalata volt.

5.2.1. Szincicium inhibiciés assay és kvantitativ p24 antigén assay vizsgalat

eredménye MT-2 és H9 sejteken

HIV-1ys és HIV 0Oszeudovirionok altal fertézott H9 és MT-2 huméan T-sejt

vonalakon politiolalt oligonukleotid vegyiiletek kiilonb6zd koncentracidonak szincicium
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kialakulast gatld hatasat vizsgaltuk. A legjobb eredményeket a fert6zés elott 30 perccel
adott vegyiiletek hatasanal figyelhettiik meg. Kontrollként fertézott, kezelés nélkiili és
fertdzetlen, inhibitorral nem kezelt sejteket hasznaltunk. A HIV-1jp fertdzott sejtek
feliiluszoibol a HIV p24 antigén mennyiségét kvantitativ modon mérhettiik a HIV-1 p24
antigén ELISA segitségével (MiniVIDAS®, BioMérieux, France) (25. abra, 26. 4bra)
[Kanizsai et al. 2012, Kanizsai et al. 2014].

c.) d.)
25.4abra. Szincicium inhibicids assay MT-2 és H9 sejteken.

a.) HIV-1yyp fertézést kdvetéen az MT-2 sejteken jelentds szincicium képzddés figyelheté meg.

b.) A képen 30 perccel HIV-1yp virusfertdzést megel6zden 5 pg/ml UD29 politiolalt oligonukleotiddal
valo kezelés hatdsara az MT-2 sejteken a szinciciumok kialakuldsanak gatlasa jelentds volt.

c.) HIV-1yyp fertézést kdvetéen az HY sejteken jelentds szincicium képzddés figyelheté meg.

d.) A képen 30 perccel HIV-1yp virusfert6zést megel6zéen 5 pg/ml UD29 politiolalt oligonukleotiddal
valo kezelés hatdsara a H9 sejteken a szinciciumok kialakulasanak gatlasa jelentds volt.
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26. abra. A p24 antigén assay eredménye

A sejtek feliiluszoibol a HIV p24 antigén mennyiségét kvantitativ modon értékelhettiik a HIV-1 p24
antigén ELISA segitségével (MiniVIDAS®, BioMérieux, France). A vegyiiletek antiretroviralis hatasa
jobb eredményeket mutatott, amikor a sejteket a fert6zés elétt 30 perccel kezeltiik a politiolalt
vegyliletekkel. Az abra az UD31 elnevezésii anyag hatasat mutatja. Jelentés gatld hatds mar 5 pg/ml
mennyiségnél megfigyelheto.

5.2.2. B-galaktozidaz enzimaktivitas vizsgalata sejttenyészeten - a MAGI assay

eredményei

Standard sejt alapi metodika, a MAGI assay segitségével a politiolalt
oligonukleotidjaink HIV-1yp antiviralis aktivitasat vizsgaltuk HeLaCD4-LTR-Bgal, P4-
CCRS5 sejtvonalakon. Fert6zés elott a sejteket UD29 jelli politiolalt oligonukleotiddal,
valamint abbol kifejlesztett szdrmazékokkal kezeltik (0,5-40 pg/ml). Az emlitett
sejtvonalak koziil a legmegfelelobbnek a HeLaCD4-LTR-Bgal sejtvonal bizonyult.
Ennek a sejtalapt metodikanak a segitségével jol megfigyelhetdveé valt a viralis fertézés
vegyiileteink altali inhibicioja. 40-48 oraval a virusinfekciot kovetden a fert6zott sejtek
magjai a hozzdadott 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galactopyranoside (X-gal)
hatasara kek szinliek lettek. A kékre festodott sejtek szdzalékos értéke jelzi a HIV
fertdzott sejtek titerét. A B-galaktozidaz enzim aktivitas kvantitativan mérhet6 volt (27.
abra). A gatlasi 1Csy és ICoy értekeket a Hill analizis alapjan szdmitottuk ki. A kapott
eredmények alapjan elmondhatd, hogy a legjobb hatasfokunak a MAGI assay alapjan is,
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hasonl6an a szincicium inhibiciés metodikak eredményéhez a fert6zés eldtt 30 perccel
adott politiolalt oligonukleotidok bizonyultak. A gatlasi ICsy és 1Cyy értékeket a Hill
analizis alapjan szamoltuk ki. Az eredmények dozisfiiggdek voltak (5. tablazat, 6.

tablazat) [Kanizsai et al. 2012].

5. tablazat. UD29 politiolalt oligonukleotid antiviralis aktivitasa

ICs* TCso’ TI®
Sejt fuzio 11,7 pg/ml >200 >17
Virus infekcio? 4,75 pg/ml >200 >42 n/a

?50% HIV infekcio gatlas
°50% sejtek életképessége
“In vitro terapias index

YMAGI assay eredménye
6. tablazat. UD29 politiolalt oligonukleotid antiviralis aktivitisa MAGI assay
eredmények alapjan
UD29 koncentracio %-o0s gatlas
pg/ml -30 perc virusfertdzéskor +30 perc
1 2 2 <1
2,5 40 19 2
5 46 26 5
10 81 32 7
20 85 39 8
40 91 48 9
1Csg 4,75 pg/ml >40 pg/ml >40 pg/ml
1Cyq 39,7 pg/ml >40 pg/ml >40 pg/ml

A sejteket 30 perccel a virusfert6zés eldtt, masik kisérletnél a virusfert6zéssel egyiddben, illetve a
virusfert6zést kovetden 30 perc mulva kezeltiik az UD29 jelii politiolalt oligonukleotiddal (1-40 pg/ml).
A kékre fest6dott sejtek szazalékos értéke jelzi a HIV fertdzott sejtek titerét. A [-galaktozidaz
enzimaktivitads kvantitativan mérhetd volt. A gatlasi értékeket - ICso, IC90 - a Hill analizis alapjan
szamoltuk ki.

27. abra. Multinuclear activation of galactosidase inhibition (MAGI) assay HeLaCD4-
LTR-Bgal sejtvonalon.
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a.) HIV-1yp fertézott sejtek HeLaCD4-LTR-Bgal sejtvonalon. b.) HIV-1yp fertdzott sejtek hatasa 48 ora
mulva HeLaCD4-LTR-Bgal sejtvonalon a fertézést megeldzé 30 perccel valdo 5 pg/ml UD29 politiolalt
oligonukleotiddal valé kezelést kovetden.

H9 limfocita sejten végzett szincicium inhibicios, infektivitasi kisérletet
kovetéen 7000 rpm-on tOrténd centrigugalds utdn a feliiluszoval 96 lyuku
tenyésztotalcan, lyukanként 50 pl mennyiségben HelLaCD4-LTR-B-gal (kiindulési
sejtszam 3x10%) sejteket, valamint MT-2 sejteket (kiindulési sejtszam 5x107) kezeltiink.
A HO9 sejtek feliiluszo1 UD30-new politiolalt oligonukleotidokkal kezelt (0,5-40 pg/ml),
HIV-1ms (5, 10, 20 ul) fertdzott és fertdzés nélkiili sejtekrdl szarmaztak, valamint
kezeletlen és fertdzetlen sejtek feliiluszoit i1s hasznaltuk. A HeLaCD4-LTR-B-gal
sejteken ezt kovetden MAGI assayt végeztiink, melynek eredményeként kékre festddott,
tehat fertdzott sejteket nem taldltunk a H9 sejtekrdl szarmazo feliiliszoval kezelt
sejteken. Az MT-2 sejteken a szincicium inhibicios assay megerdsitette a MAGI assay
eredményét. A kontrollként hasznalt vad tipust HIV-1yp fertézott sejtek azonban a
fertzési koncentracioval aranyosan adtdk a pozitiv eredményt, fert6zott kékre festddott
sejteket, 1illetve a szinciciumokat lattunk. Ez 1is bizonyithatja a politiolalt

oligonukleotidok -SH csoportokkal interferalo hatasat.

5.2.3. Kvantitativ Luciferaz assay eredménye

A Luciferdz assay-hez riporter génként a luciferdz enzim génjét hordozé HIV
pszeudovirionokat hasznaltunk (5-10-20 pl). R5-tr6p M-ad, a Dual-trép HXB2/M-ad és
X4-trop HXB2 tipusu pszeudovirionok a relevans receptorokkal tortént kapcsolodas
utadn bejuthattak a gazdasejtbe. A fertdzott sejteket valtozo koncentracioban (0,5 - 40
pg/ml) politiolalt oligonukleidokkal kezeltik. A kisérlethez a 3T3.T4.CCRS ¢és
3T3.T4.CXCR4 sejtvonalak mellett a P4-CCRS5 sejtvonalakat hasznaltuk, mivel ezek
hordoztak a HIV pszeudovirionok sejtbe jutasahoz sziikséges specifikus koreceptorokat.
Megfigyelhettiik, hogy a politiolalt oligonukleotidok a virus sejtbe torténd bejutasat
gatlo hatasa dozistiiggd volt.

A luciferaz aktivitas vizsgélatakor kapott eredményeink igazoltdk a szincicium
inhibicids assay, valamint a MAGI assay eredményeit. A legjobb eredmények szintén az

5 ng/ml doézisnal jelentkeztek (28. abra, 29. abra).
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28. dbra. UD29, UD30 ¢s UD31 politiolalt oligonukleotidok HIV pszeudovirion ellenes

hatésanak vizsgalata

Politiolalt vegyiilet: 5 pg/ml, 40 pg/ml; Human sejtvonal: P4-CCRS5; Kiiiltetett sejtek szama: 7x10*
sejt/well - fertdzéskor 80%-os konfluens sejttenyészet; HIV pszeudovirion: HXB2/M-ad (20 pl
pszeudovirionnal fert6ztiik).
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29. abra. Politiolalt oligonukleotidok HIV pszeudovirion ellenes hatdsanak vizsgalata

A legujabban kifejlesztett UD29 szarmazék, az UD30-new eredményeit mutatjak az abrak. A gatld hatas
mar 2 pM/ml koncentracidban érvényesiil. A grafikonokon abrazolt kisérleti eredményeinket P4-CCR5
sejtvonalon (3x10* sejt/lyuk kiiiltetett sejtszam 96 lyuki tenyészté lemezen) a.) R5-trép M-ad, b.) Dual-

trop HXB2/M-ad és c.) X4-trop HXB2 HIV pszeudovirionokkal végeztiik.

77




DOI:10.14753/SE.2016.1891

5.2.4. XTT assay eredménye

A politiolalt oligonukleotidok HIV korai replikacios ciklusara hatd gatlas
vizsgélata mellett a vegyiiletek citotoxicitasat is elemeztiik. A kisérletekhez H9 és MT-2
huméan T-limfocitdkat, valamint HeLaCD4-LTR-Bgal ¢és P4-CCRS5 sejtvonalat
alkalmaztunk. A kiiiltetett sejtszam 3-5 x 10* sejt/lyuk volt 96-lyuku tenyésztétalcan. A
HIV in vivo klinikai fertézések in vitro modellezésére a T-limfocita sejtvonalakat
vettliink igénybe. A P4-CCRS5 ¢és HeLaCD4-LTR-Bgal sejtekkel monolayer kulturdkra
gyakorolt hatast figyelhettiik meg. A politiolalt oligonukleotidok citotoxicitasat HIV-
Ims, valamint HIV pszeudovirionokkal fert6zott sejteken, valamint a sejtek fertézése
nélkiil 1s vizsgaltuk. A sejteket 30 perccel a kiilonb6zé koncentracidban tortént
antiviralis hatasu, politiolalt oligonukleidokkal valo kezelés utan HIV-1j-vel (moi.:
0,2; 0,4), illetve M-ad, HXB2/M-ad, illetve HXB2 tipust pszeudovirionokkal fertéztiik.

Az értékelést megeldzden a tapfolyadékot eltavolitottuk, majd 100 pul PBS-t és
20% XTT reagenst (Sigma-Aldrich) adtunk a sejtekhez. 2,5 ora inkubacié utdn
spektrofotométer segitségével a mitokondrialis dehidrogendz aktivitds mérése 450 ¢és
690 nanométeren tortént. Az €16 sejtek mitokondridlis dehidrogenaza redukalja az XTT
reagens tetrazolium gytirijét (2,3-bis/2-Mthoxy-4-nitro5-sulphophenyl/-2H-terazolium-
S-carboxyanilide inner salt), sarga szinreakcio kiséretében egy formazan szarmazék
alakul ki. Az alacsonyabb mértékii eredmények csokkent sejtaktivitdst mutatnak. A
citotoxicitasi vizsgalatokkal, az XTT assay soran akut (24 o6ras) €s kronikus (48 oras)
citotoxicitasi eredményeket elemeztiink. A hatdsos dozisként megallapiot, 5 pg/ml
koncentracioban az UD29, UD30, UD31 vegyiiletek fertdzott H9 sejtekre gyakorolt
hatdsa mérsékelt toxicitast mutatott a kontroll sejtekhez képest a 24, illetve 48 oOras
mérési eredményekben. A tovabbi modositott valtozatok, mint az UD29-new ¢és
MOD2012 24 o6rdas mérési eredményeiben 30%-os mitokondrialis dehidrogenaz
aktivitas csOkkenést vettiink észre. MOD-94 24 6ras mérési eredménye nem mutatott
toxikus értéket.

A kémiailag modositott valtozatok esetében a fertdzott sejtvonalakon mert
toxicitds mértéke virus koncentracio- és dozisfiiggd volt (30. é&bra) (7. tablazat)

[Kanizsai et al. 2012, Kanizsai et al. 2014].
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30. abra. HIV-1yp fertézott H9 ¢s HeLLaCD4-Bgal sejteken politiolalt oligonukleotidok
hatdsanak elemzése XTT assay segitségével

a) és b.) A H9 sejteket 5-10-20 pl HIV-1yp-vel fetrtéztiik a sejtvonal 5 pg/ml politiolalt
oligonukleotidokkal tortént kezelését kdvetden, 30 perc mulva.

c.) és d.) A HeLaCD4-Bgal sejteket 5-10-20 pl HIV-1yp-vel fertztiik a sejtvonal 5 pg/ml politiolalt
oligonukleotidokkal tortént kezelését kdvetden, 30 perc mulva.

A 24 (a.c.) és 48 (b.,d.) oras XTT assay mérési eredmények a sejtek életképességének valtozasat
mutatjak.

7. tablazat. Politiolalt oligonukleotidok HIV-1yp fertdzott €s fertdzetlen H9 sejtekre

gyakorolt citotoxikus hatasa

Politiolalt Fert6zés nélkiili HIV-1y5 1Cso (uM) TCsy (uM) TI
oligonukleotidok fertézott fertézott fert6zott

HO sejtek H9 sejteken sejteken
UD29 100 53 7.5 >200 >27
UD30 100 43 8.6 >100 >12
UD31 100 45 7.8 >100 >13
UD29-new 88 36 10.0 100 10
MOD-94 88 45 7.4 20 2,7
MOD-2012 88 35 4.12 7,8 1,9
UD30-new 100 92 1,87 >40 >22

- 5)(104 sejt/lyuk 96-lyuku tenyésztotalcan, vol= 125 ul

- A politiolélt oligonukleotid koncentracidk: 2,5;5;7,5;10;20;40 és 100 uM

- HIV-1,5 (moi: 0,2). Fert6zés 30 perccel a politioldlt oligonukleotidokkal valé kezelést kovetden. A
virdlis infektivitds mértéke a MAGI assay segitségével lett meghatdrozva.
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- A citotoxicitds mérése 24 6rdaval az infekcidé utdn az XTT Toxicology Assay Kit (Sigma-Aldrich)
segitségével hatdroztuk meg.

- IC5y = 50% concentracio fiiggd HIV fert6zés gatlas (uM)

- TCs, 50% csokket életképesség (UM)

- TI - in vitro terdpias index TCs/ ICs,

8. tablazat. Politiolalt oligonukleotidok HIV-1yp fertdzott és fertézetlen HeLaCD4-
LTR-Bgal sejtekre gyakorolt citotoxikus hatdsa

Politiolalt HeLaCD4-LTR-Bgal sejtek ICso (uM) | TCsp (UM) TI
oligonukleotidok Fert6zés nélkiilli ~ HIV-1yp fertézott | fertdézott sejt

UD29 100 55 12.2 >200 >27
UD30 90 54 14.8 >100 >12
UD31 88 77 14.2 >100 >13
UD29-new 80 50 15 150 10
MOD-94 85 95 12.7 45 3,5
MOD-2012 85 53 10.1 40 3,9
UD30-new 88 82 4,5 80 17

- 5)(104 sejt/lyuk 96-lyuku tenyésztotalcan, vol= 125 ul

- A politiolélt oligonukleotid koncentraciok: 2,5;5;7,5;10;20;40 és 100 uM

- HIV-1; (moi: 0,2). Fert6zEés30 perccel a politiolalt oligonukleotidokkal valé kezelést kovetden. A
virdlis infektivitds mértéke a MAGI assay segitségével lett meghatdrozva.

- A citotoxicitds mérése 24 6raval az infekcié utdn az XTT Toxicology Assay Kit (Sigma-Aldrich)
segitségével hatdroztuk meg.

- IC5y = 50% concentraci6 fiiggd HIV fert6zés gatlas (uM)

- TCs, 50% csokket életképesség (UM)

- TI - in vitro terdpias index TCs/ ICs,

A politiolalt vegyiiletek kémiai uton tortént tovabbfejlesztésével létrehozott
UD30-new vegylilet jelentdsen jobb hatasokkal bir, mint a korabban alkalmazott
vegyiileteink. Citotoxikus tulajdonsag nem figyelhetd meg a H9 sejteken, sot inkabb
magasabb mitokondrialis dehidrogendz aktivitas mérheté az XTT assay segitségével,
mint a H9 kontroll sejteken. A 24 és 48 6ras mérésnél is a virussal fertdzott sejteken az

érték szintén magasabb a kontroll sejtekhez képest (30. abra, 31. 4bra).
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31. abra. UD30-new politiolalt oligonukleotid hatdsanak elemzése H9 sejteken az XTT

assay segitségével

a.) A fertézés nélkiili sejteket UD30-new kiilonbozé koncentracidival kezeltiik. Citotoxikus hatds nem

figyelhetd meg a sejteken.
b.) A sejteket 5-10-20 ul HIV-1yg-vel fertéztiik a sejtvonal UD30-new-val tortént kezelését kovetd 30

perc mulva. Citotoxikus hatas 24 6ra mulva tortént méréskor nem figyelheté meg a sejteken.

HeLaCD4-LTR-Bgal és P4-CCRS monolayer fertdzott sejteken a citotoxicitasi
vizsgalatok eredménye szerint az UD29-new és UD30-new mutatott toxikus értekeket a
24 oras mérési eredményeken. 30 perccel a vegyiiletek varians koncentracidival kezelt
sejtek virus fertézését kovetden a H9 sejtekhez képest intenzivebben jelentkezd
citotoxicitas volt megfigyelhetd.

A 48 oras vizsgalatokban a vegyiiletek fert6zés nélkiili sejtekre gyakorolt
hatdsanal a fert6zott sejtekhez és a kontroll sejtekhez képest alacsonyabb viabilitast
tapasztalhattunk. UD30-new vegyiilet a HeLaCD4-LTR-fgal sejteken a mitokondrialis
dehidrogenaz aktivitds 24 Oras inkubaciot kovetd mérésekor 1,87 puM feletti
mennyiségnél mutatott citotoxikus hatést a kontroll sejtekhez képest.

A 24 és 48 oras inkubaciot kovetd mérésnél is a HIV-1yp virussal fertdzott

sejteknél az értékek egyarant alacsonyabbak a kontroll sejtekhez képest (8. tablazat)

(30. abra, 32. abra).
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32. é4bra. HIV-1yp fert6zétt HeLaCD4-LTR-Bgal sejteken UD30-new politiolalt

oligonukleotid hatasdnak elemzése XTT assay segitségével

a.) A HeLaCD4-LTR-Bgal sejteket UD30-new kiilonbdz6 koncentracidival kezeltiik. Citotoxikus hatas 48
ora elteltével jelentkezik a HeLaCD4-LTR-Bgal sejteken.
b.) A HeLaCD4-LTR-Bgal sejteket 5-10-20 pl HIV-1yp-vel fertoztiikk a sejtvonal UD30-new-val tortént
kezelését kovetd 30 perc mulva. 24 6ra mulva tortént méréskor jelentésen lecsokkent a HeLaCD4-LTR-
Bgal sejteken mért mitokondrialis dehidrogenaz aktivitas.

UD30-new kezelést kovetden R5-trop M-ad, dual-trop HXB2/M-ad és X4-trop
HIV  pszeudovirionokkal (5-10-20 pul) végzett vizsgéalatok eredményeiben a
mitokondrialis dehidrogenaz aktivitdas a HIV-1yp vizsgalatokat jol reprezentalo
értekeket mutatott mind a HelaCD4-LTR-Bgal, mind pedig a P4-CCRS sejtvonalakon.
A kapott eredmények tiikrozték a kiilonféle koreceptor preferenciaval rendelkezd
pszeudovirionok infektivitasi variabilitasat. (33. 4bra)

A toxicitasi vizsgalatokban mas eredményeket kaptunk a T-sejtvonalakon, mint
a monolayer HeLaCD4-LTR-Bgal és P4-CCRS sejtvonalon. Ennek oka a sejtekben
mukodo eltérd szignaltranszdukcios rendszerekkel magyarazhato.

Megfigyeltiikk, hogy a sejtvonalakon a citotoxicitds mértéke dozisfiiggd volt,
valamint a viruskoncentracié 1is befolyasolta alakuldsat. Amikor magasabb
koncentracioban alkalmaztuk a politiolalt vegyiileteket, a virus mennyiségétdl

fliggetleniil a citotoxicitds mértékénél mérsékelt novekedés volt megfigyelhetd.
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c.)
33. abra. HIV pszeudovirionokkal fertézott HeLaCD4-LTR-Bgal sejteken UD30-new

politiolalt oligonukleotid hatasanak elemzése XTT assay segitségével

A HeLaCD4-LTR-Pgal sejteket 5-10-20 ul HIV pszeudovirionnal fetrtéztiik a sejtek UD30-new-val
tortént kezelését kovetd 30 perccel. Citotoxikus hatds mérése 24 és 48 oraval a fert6zést kovetden tortént.
a.) UD30-new politiolalt oligonukleotid hatdsanak elemzése M-ad tipusu (R5-trép) pszeudovirionnal
tortént fertdzés utdn 24 és 48 ora mulva. b.) UD30-new politiolalt oligonukleotid hatdsdnak elemzése
HXB2/M-ad tipusu (Dual-trép) pszeudovirionnal tértént fertézés utan 24 és 48 6ra mulva. c¢.) UD30-new
politiolalt oligonukleotid hatasanak elemzése HXB2 tipust (X4-trép) pszeudovirionnal tortént fert6zés

utan 24 és 48 6ra mulva.
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5.3. Magyarorszagi terapia-naive HIV-1 izolatumok antiretroviralis rezisztencia

vizsgalatai

HIV szubtipusok genetikai rezisztencidja molekularis virologiai modszerekkel
meghatarozhat6. A korai replikacidos ciklus vizsgélatainal a receptor-ligandum
kapcsolddas politiolalt oligonukleotidokkal tortént gatlasanak vizsgalata mellett a

A CCR5-A32, a CCR2-641, valamint az SDF1-3'A mutans allél el6fordulasa
nagymeértékben befolyasolja a HIV korai replikacios folyamatainak alakulasat. Korabbi
kutatdsunk soran hat Eszakkelet-Magyarorszag teriiletén levé telepiilésbél szarmazo,
olah cigany lakossagtél 560 szérumminta gylijtése tortént. A mintdk RFLP-PCR
szerotipizalas eredményeként CCRS5-A32 alélnél 0,122; CCR2-641 allélnél 0,186 és az
SDF1-3'A allél esetén 0,115 allélgyakorisagot talaltunk. Az allélfrekvencidk Hardy-
Weinberg equilibrium  szerinti egyenes értéket mutattak. Egyes homogén
kozosségekben a CCRS5-A32 allélfrekvencia érték 0,14 volt. A olah cigany kisebbség
mintaiban a CCR5-A32 all¢l gyakorisdga 15% volt, ami meghaladja a magyar lakossag
korében eldforduld 12%-ot. Ugyanakkor ez az érték a tizszerese a roma migracios
origoban, Indidban €10k kozott tapasztalhatonak. Ez az érték joval magasabb a magyar
populacios atlagértekekhez képest, viszont SDF1-3'A (0,115) allélgyakorisagnal
forditottan érvényesiil ez a megallapitas. Itt alacsonyabb értékekt kaptunk a magyar
lakossagra jellemzd allélfrekvenciahoz (0,2126) képest. CCR2-641 kodold génben a
mutacios gyakorisag lényegesen magasabb értékili volt az eurdpai atlagnal (0,065-0,17).
A vizsgalt mintdk 63%-aban legalabb az egyik vizsgalt génben volt mutacio [Juhasz et
al. 2012].

A HIV terjedését, valamint a replikdcio gatlasat antiretroviralis terapia
segitségével érhetjiik el. Az antiretroviralis drogrezisztencia a reverz transzkriptdz és
proteaz enzimeket kodoldo génekben bekovetkezett mutaciok eredménye. Magyar
nemzetiségliek bizonyitottan kiilfoldi partnereiktdl kapott, primer HIV CRF atvitelét
vizsgéltuk in situ DNS hibridizaciot hasznal6 Line Probe Assay (Inno-LiPA) és a
Standford AIDS adatbazis hasznalataval a Trugene HIV-1 Genotyping Kit és OpenGene
Sequencing System (Siemens) segitségével. A célgén amplifikdcidja utan a DNS

szekvencia analizise kovetkezett (TRUGENE HIV-1 Genotyping Kit), majd egy elemzd

84



DOI:10.14753/SE.2016.1891

szoftver (OpenGene DNA Sequencing System ) segitségével kimutathatéva valtak a
mutaciok a HIV-1 proteaz és reverz transzkriptdz enzimeket kodolo régidiban.

A vizsgalati csoport partnerei afrikai (60,5%), azsiai (3,5%), valamint europai
(36%) orszagokbol szarmaztak. A kiilfoldi partnerek nemek szerinti megoszlasa: férfiak
46%, ndk 54%-os aranyt mutattak. 60,5% volt az egyenlitdi, fekete-afrikai orszagokbol,
mint Kamerun, Ghéna, Elefantcsontpart, Nigéria, Szudan és Uganda szdrmazé partnerek
aranya. Tobb, mint egyharmad eurdpai orszagokbdl, Németorszagbol, Romaniabol,
Ukrajnabdl szarmazott. 3,5% a fert6zését vietnami partnerétdl kapta.

HIV-1 szubtipusok, non-B kladok és cirkulalé rekombindns formak (CRF)
szintén jelen voltak. Az eléforduldo 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%), CRF06_cpx (17.8%) és CRF11 cpx (3.6%).

72 kodon, koziilik 64 specifikus rezisztencia kodon vizsgalatat végeztik. A
géneken NRTI [Abacavir (ABC), Didanisine (ddI), Lamivudine (3TC)/Emtricinabine
(FTC), Stavudine (d4T), Tenofovir (TDF), Zidovudine (AZT), Zalcitabine (ddC)],
valamint NNRTI [Efavirenz (EFV), Nevirapine (NVP), delavirdine (DLV), Etravirine
(ETR)] és PI [Amprenavir (APV)/Fosamprenavir(FPV), Atazanavir (ATV), Darunavir
(DRV), Indinavir (IDV), Lopinavir+Ritonavir (LPV/r) Nelfinavir (NFV), Saqunavir
(SQV), Tiranavir+Ritonavir (TPV)] hatasu terapids szerekre rezisztens mutaciokat
mutattunk ki. NRTI és NNRTI rezisztens mutansok szama meghaladta a PI rezisztenciat
mutatd mutdnsokét. Multidrog rezisztens mutansok jelenléte is kimutathaté volt (34.

abra).
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34. abra. Terapias antiretroviralis szerek

Az antiretroviralis szerek csoportjai az NRTI (nukleozid/nukleotid reverz transzkriptaz gatlok), NNRTI
(non-nukleozid reverz transzkriptdz gatlok), PIs (proteaz gatlok), Entry inhibitors/Fusion inhibitors
(bejutast gatlok/fuzios inhibitorok), Integrase inhibitors (integrdz inhibitorok). A HAART (highly active
antiretroviral terapy) soran megfeleld farmakokinetikai hatdsokat figyelembe véve kombinaciéban
alkalmazhatok [Desai et al. 2012].

A leggyakoribb atviteli mod a heteroszexualisok kozotti 67,8% volt. Az MSM
populécidoban 21,4%-ot az IDU (intravénas droghasznélok) 7,2% ¢€s a nozokomialis
fertdzés 3,6% kovette. Az 0sszes vizsgalt minta 15%-a valamelyik hatdsmechanizmust
antiretroviralis terdpids szerre rezisztenciat mutatott. Multidrog rezisztens torzsek nagy
szazalékban voltak jelen. 11%-a a virusoknak kétféle inhibitorra, 7% héaromfélére is
rezisztens volt. A vizsgalt mintdk koziil egyik paciensé 14 féle antiretroviralis agensre is
rezisztenciat mutatott. A primer fertézéseket okozo, terdpia-naive HIV-1 izolatumok
NRTI rezisztenciaja férfi pacienseknél fordult el legnagyobb szamban. A NNRTI és PI
rezisztencia a MSM populdcioban volt a legmagasabb. Az izolatumok leginkabb a
protedz inhibitorokra voltak ellenalloak, ezt kovették a NRTI, majd NNRTI
szarmazekok (9. tdblazat) [Kanizsai et al. 2010].
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9.tablazat. Magyarorszagi terapia-naive HIV-1 izolatumok antiretroviralis rezisztenciaja

NRTI NNRTI PI
% % %
Nok Mérsékelt 4.08 3.57 7.74
Rezisztens 5.1 0 8.33
Férfiak Mérsékelt 14.29 0.89 9.52
Rezisztens 14.29 8.93 15.47
Heteroszexualis | Mérsékelt 5.55 5.55 6.94
Rezisztens g 0 7.4
MSM Mérsékelt 16.33 3.57 10.71
Rezisztens 10.2 25 19.05
Osszes Mérsékelt 9.18 4.46 8.3
Rezisztens 8.16 5.36 12.5

A tablazat a terapia-naive HIV-1 izolatumok NRTI, NNRTI ¢és PI rezisztencidjanak széazalékos
eléfordulasat mutatja. A vizsgalt mintakban multidrog rezisztens torzsek nagy szdmban voltak jelen.

A kiilfoldi partnerekrdl kontakt informécioval nem rendelkeziink, hogy tovabbi

vizsgalatokat elvégezhessiink az izolalt torzsek vonatkozasaban.
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6. Megbeszélés

"It is time to use our imaginations and

let everyone know that Getting to Zero is a must."
- Linda Mafu

World AIDS Campaign Africa Director

Ahhoz, hogy a HIV bejusson a gazdasejtbe CD4 receptor mellett sziikség van
koreceptorokra is. A korai replikécios ciklus elsd 1épése a viralis gp120 V3 glikoprotein
alegységének a CD4 molekuldhoz val6d kapcsolddasa. Ez az interakcié egy olyan
szubstrukturalis atrendezddést idéz eld, ami gp4l ¢és a megfeleld koreceptor
kapcsolddast teszi lehetdvé. Ezek elsddlegesen a G-protein kapcsolt receptorok kozé
tartoz6, makrofag-trép HIV-1 izolatumok 4altal preferalt CCRS koreceptor, valamint a
T-sejtvonal-trop HIV-1 izolatumok 4&ltal hasznalt CXCR4 koreceptor [Berger et al.
1999]. A receptor tropizmus szerint ezek a HIV varidnsokat R5-tropok, amennyiben a
CCRS koreceptort hasznaljak, X4-trépok, ha a CXCR4 koreceptort részesitik eldnyben
a sejtbe vald bejutdshoz. A dual-trép virusok mindkét receptortipushoz valo
kapcsolddasra képesek. A virusok képesek tropizmusuk valtoztatisara is, ami leginkabb

A CCRS5 és CXCR4 koreceptorok mellett egyéb kemokin receptorokat is, mint
példaul a CCR2, CCR3, CCRS8, CCR9, STRL33 ("Bonzo"), Gprl5 ("Bob"), Gprl, APJ,
ChemR23 is hasznéalhatnak az egyes HIV izolatumok a target sejtbe jutashoz. HIV-1
kapcsolddhat még bizonyos integrinekhez, ilyen példaul az a4B7 is, ezzel is a sejtfuziot
eléidézve [Deng et al. 1997]. A viralis burokfehérje transzmembran alegységében az
atrendezodés altal a gp41 N-terminalis fizids peptidjének pozicidja megvaltozik,
kapcsolddva a gazdasejt membranjaval [Root et al. 2001].

A plazmamembréan receptorok funkcidjanak teljes korti megismeréséhez nem
csak az aminosav sorrend, hanem a pontos, harom dimenzios térbeli szerkezet ismerete
is hozzdjarul, hiszen igy szerezhetliink bdvebb informacidkat a receptorok mas
fehérjékkel, lipidekkel vald kapcsolatardl. Ugyanakkor a receptorok lokalizacidja a
plazmamembranban ¢és a szomszédos molekuldkkal valé kdlcsonhatdsa szintén nagy
jelentéséggel bir. Specidlis membran mikrodomének, az Ugynevezett lipid raftok

koleszterin, szfingolipid és glicerofoszfolipid molekuldkkal koncentralva talalhatok a
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membramlipid kettds rétegben. Szerepiik lehet a membran proteinek koncentralasaban,
szegregalasdban is. A CD4 ¢és a koreceptorok is szoros kapcsolatban Ilehetnek
sejtmembran koleszterinben gazdag lipid molekulaival, illetve a lipid raftokon kiviil,
szabadon is megtalalhatok [Simon et al. 1997]. Toxinok, bizonyos patogén
mikroorganizmusok a lipid raftokban talalhato GMlIl-el kapcsolddva jutnak a
gazdasejtbe. A burkos virusok nagy része, igy a HIV is a célsejtbe jutaskor, illetve a
virus 0Osszeéplilés utani bimbodzéaskor a lipid raftokban gazdag régioknal létesit
membrankapcsolatot. A gazdasejtbdl valo kijutds sordn igy tehet szert célsejt eredetii
koleszterinben ¢€s szfingomielinben gazdag burokra [Aloia et al. 1988].

A HIV Nef proteinje novelheti a sejt koleszterin bioszintézisét, gatolhatja a
koleszterin effluxot, valamint koleszterinhez kapcsoldédva serkenti a raftokhoz valo
szallitodast [Zeng et al. 2003, van't Wout et al. 2005, Bukrinsky et al. 2006]. A
koleszterin ugyanakkor a CCRS jelatviteli folyamatainak katalizaldsaban is nagy
jelentéseéggel bir [Cardaba et al. 2008].

A HIV-1 fertézés in vitro €s in vivo is sejtproliferaciés hatassal van a T-
limfocitakra. Kisérleteinkben MT-2 és H9 T-sejteken is ezt a hatast tapasztalhattuk.
HIV fertézéskor a célsejt aktivalt allapotba keriil. Sejtes elemek, igy a sejtmembranban
levd lipid raftok is bonyolult kaszkad folyamatok altal befolyasolt valtozasokon mennek
keresztiil. A sejtfelszini lipid raftokban 6ssszegytlt fehérje molekuldkban, igy bizonyos
receptorokban, koreceptorokban is megndvekedett mértékben lesznek jelen a stabilizald
-SH csoportok. A sejtfelszini tiolmolekuldk aktivacios és proliferacids szerepe régota
ismert. Aktivalt sejteken a nyugvd allapotban levd sejtekhez képest szamuk sokkal
magasabb. A sejtfelszini -SH antioxidans hatassal birhat, sejtndovekedést serkentd
szignal transzdukcids folyamatokban €s az apoptdzis folyamataiban is szerepet jatszhat
[Lawrence et al. 1996]. Az extracellularis tér oxidalé hatasédval szemben a redukald
hatasti -SH csoportok a sejtfelszini mikrokornyezet részei. A redukalo hatas fenntatisa
az aktivalt sejt oxidacios/redukcios elektrontranszfere altal torténik. Az
elektrontranszfer a sejtfelszinre keriilo fehérjék, mint a protein diszulfid izomeraz (PDI)
¢s a tioredoxin altal torténhet [Matthias et al. 2010]. PDI négy tioredoxin doménbdl 4ll,
redukdlt forméja tiolkotések redukcidjat katalizalva izomerazként muikodik. Az
extracellularis fehérjék érési folyamataiban chaperonok és katalizaloé enzimek kontrollja

alatt a cisztein molekulak specifikus keresztkotéseikkel stabilizaljdk a fehérjéket, vagy
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mas fehérjékkel vald kovalens kotések l1étrejottében jatszanak szerepet. Ezek a diszulfid
kotések megfigyelhetdk a haromdimenzidos protein strukturdkban. A PDI is egy
diszulfid formaci6 létrehozasaban szerepet jatsz6, katalizaldé enzim [Hatahet et al.
2007]. PDI szerepet jatszik még az MCH I molekuldk és az antigén kotésének
létrehozasaban, ezzel az antigénprezentdlod sejtek felszinén megjelenhet az antigén-
MHC komplex, amit a relevans T-sejt receptorok felismerhetnek, citokin termelés
aktivalodhat [Elliott et al. 2006].

Exogén membrankotott makromolekulak diszulfid kotéseinek redukceidja, mint a
PDI altali redukcio is, segiti a sejtidegen anyagok bejutasat. Toxinok, makromolekulak,
patogének juthatnak be a sejtbe. A gp120 és CD4 -SH csoportjainak valtozasai jelentds
szerepet jatszanak a HIV korai replikacios folyamataiban. PDI redukalva gpl120
stabilizalo diszulfid kotéseit egy konformacio valtozast okoz, amely a fuzogén gp4l
alegységek membrankapcsolatat segiti el6. A kilenc diszulfid kotés kozil kettd
redukciodja elegendd, hogy a folyamat elkezddédhessen. Egy redukcios kaszkad indul el,
melynek eredményeként megtorténik a fertdézés, a HIV bejut a célsejtbe [Barbouche et
al. 2003, Stanchev et al. 2012]. PDI szdmos extra- ¢és intracellularis fiziologias
funkcioval rendelkezik, aktivitdsdnak gatlasaval folyamatok befolyasolhatok, igy
betegségek kialakuldsat gatolhatjuk. Szamos gatld hatast vegytiletet fejlesztettek ki,
melyek reverzibilisen vagy irreverzibilisen kotddnek PDI aktiv centrumahoz [Hoffstrom
et al. 2010]. Terapids megoldasok kozott szerepelhetnek az anti-PDI antitestek is. Mivel
szamos sejtfunkciondlis folyamatban szerepe van PDI-nek, ezért ennek az enzimnek a
blokkolasa limitalt lehetdségekkel rendelkezik [Gallina et al. 2002].

A HIV gazdasejtbe jutasakor a virus gp120 molekuldja kapcsolodik a sejtfelszini
CD4 receptorhoz, amely 1épést az antiretrovirdlis szerek kozil az ugynevezett
"attachment inhibitor" - kapcsolddast gatld hatasu vegyliiletek megakadalyozhatjak. A
koreceptorokhoz vald kotédést a koreceptor antagonistakkal gatolhatd, mig a virus
bejutdsanak harmadik, jelentds 1€pése a membranfuzi6d folyamata, amit fizid gatlokkal
"fusion inhibitor" akadalyozhatunk meg. A kapcsolddast gatld "attachment inhibitor"-
ok, a koreceptor antagonistak és a fuziot gatlo vegyiileteket "entry inhibitor" - bejutast
gatlo vegyiiletek 6sszefoglald néven emlithetjiik. Az enzimgatlo hatdsi NNRTI, NRTI,
PI és integraz enzim gatloktol leginkdbb abban kiilonboznek, hogy extracellularisan

képesek megakadalyozni a primer HIV fertézést.
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A kisérleteinkben hasznalt politiolalt oligonukleotidok interakcidkat 1étesitve a
sejtfelszini -SH (tiol) csoportokkal hatdssal vannak a sejtekre, valamint a HIV burkan
1év6 gp120 molekulaban levd -SH csoportokkal is reakcidba 1épnek. A HIV gazdasejtbe
jutasakor mind a sejtfelszinen, a sejtfelszini CD4 molekuldban, mind pedig a HIV
burkan levd gp120 molekuldban tiol-diszulfid redukciok mennek végbe. A sejtfelszini
tiolcsoportokkal reakcidba 1€pd vegyiiletek, mint amilyen a tioredoxin, befolydsolhatjak
a HIV gazdasejtbe jutasat, amely arra vilagit ra, hogy a virusok sejtbe jutasat segitd
redox folyamatok potencidlis célpontjai lehetnek a HIV terapianak. A gpl120 -SH
csoportjai redukcidjanak, igy példaul a PDI aktivitdsanak gatlasédval is a HIV sejtbe
jutasat akadalyozhatjuk.

Glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenaz (GAPDH) a szénhidratok
katabolizmusanak, a glikolizisnek egyik fontos enzime, ami a glicerinaldehid-3-foszfat
a glicerinsavl,3-bifoszfatta alakitdsaban vesz részt. Aktiv centruma rendelkezik egy
esszencialis cisztein oldalldnccal, ezért ez a molekula megfelelének bizonyult tiol-
funkciok biokémiai interferencidinak vizsgéalatara. Mivel tiol-diszulfid redukciok
sziikségesek a HIV gazdasejtbe jutdsahoz, ezért ezzel a molekulaval jol modellezhet6 a
kisérleteinkben 1s alkalmazott politiolalt oligonukleotidok hatdsmechanizmusa.
Kisérletek soran bizonyossa valt, hogy UD29 ¢s szarmazékai gatlé hatassal vannak a
modell molekulaként hasznalt glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenazra [Beck et al.
2009].

UD29, UD30, UD31, UD29-new, MOD-94, MOD-2012 ¢és UD30-new
nukleotid vegyliletek nem tudnak bejutni a sejtbe, hatdsukat extracellularisan fejtik ki.
Az enol formatuml politiolalt oligonukleotidok interferalhatnak sejtfelszini, akar
esszencialis receptorokban levé -SH csoportokkal [Ryser et al. 1994, Beck et al. 2009].
GAPDH-val végzett kisérletek a politiolalt oligonukleotidok PDI-vel, illetve egyéb
sejtfelszini tiol csoportokkal torténd interakciojat modellezték [TOkés et al. 1996,
Horvath et al. 2005, Beck et al. 2009].

A kisérleteinkben alkalmazott politiolalt oligonukleotid szarmazékok
hatdsmechanizmusukkal redox folyamatokat céloznak meg, befolyasolva a HIV target
sejtbe jutdsat. A vegyiiletek -SH reaktiv csoportokat tartalmaznak. A negativ toltésti
oligonukleotidok a pozitv toltésti gpl120-hoz kotddhetnek. A kisérleti vegyliletek a
sejtfelszini -SH csoportok diszulfid kotésekkel interferald hatdsa a HIV gazdasejtbe
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jutasat gatld folyamatok egyik alapja lehet, igy a CD4 receptorban, valamint a gp120
molekuldban a redox folyamatok befolyasolasaval, példaul a tioredoxin és a PDI
gatlasaval.

Szamos sejtvonalon, igy a CD4 receptort kifejezd, human H9 és MT-2 T-
sejtvonalon, transzfektalt 3T3.T4.CCRS5 és 3T3.T4.CXCR4 egér fibroblaszt sejteken;
HeLaCD4-LTR-B-gal és P4-CCRS transzfektalt human fibroblaszt sejteken HIV-1yyg,
illetve HIV pszeudovirionokkal fertézve, vagy fertdzés nélkiil teszteltiik az alkalmazott
vegyliletek hatasait. A virus, illetve a HIV pszeudovirionok koncentracidja (5-100 pl)
kisérlet tipusatol fliggben valtozott. A politiolalt oligonukleotidok 1is eltérd
koncentracioban (0,5-40 pg/ml) keriiltek tesztelésre.

A toxicitasi kisérletekben az alkalmazott politiolalt oligonukleotidjaink fert6zés
nélkiili sejteken, a 24 6rés kisérletek eredményeként magasabb koncentracioban (>40
ug/ml) sejtkarositod hatast mutattak. A fert6zott T-limfocitakra kifejtett citotoxikus hatas
szembetlindbb volt, mint a monolayer HeLaCD4-LTR-B-gal sejteken. Ennek
magyardzata abban lehet, hogy a monolayer sejtvonal eltérd redox szignal transzdukcids
rendszerrel rendelkezik, mint a limfocitak.

A vad tipust HIV-1yy, illetve sejtvonalakra relevans koreceptort hordoz6, HIV
pszeudovirionokkal fert6zott sejtek aktivalt allapota megfigyelhetd volt. A toxicitasi
vizsgéalatok eredménye nem tulajdonithatd csak a wvirus, illetve pszeudovirion
fertézésnek, mivel 24 oras, akut kisérleti eredményeinket a replikacios folyamatok
egyaltalan nem, vagy alig befolyasoljak. A fert6zést kovetd a 48 oréds, kronikus
folyamatokban a politiolalt oligonukleotidok citotoxicitasi eredményeit a virusfertdzés
befolyasolta.

Sejtek HIV fert6zésénél jellemzd citopatias jelenség az oriassejtek, igynevezett
szinciciumok 1étrejotte. A sokmagvu oridsssejtek sejtfizio altal jonnek létre, ami a sejt
pusztuldsdhoz vezethet. T-sejt trop HIV virusokra jellemzd a szincicium forméciot
l1étrehozo hatds, mig a makrofag-trop virusok esetében ez a jelenség nem szamottevo
[Lifson et al. 1986, Deng et al. 1996]. Ugyanakkor figyelembe kell venni azt a tényt is,
hogy mas sejtfelszini molekuldk ugyancsak szerepet jatszhatnak az Oridssejtek
kialakulasaban. Ilyenek lehetnek a HLA I-es osztalyba tartozo sejtfelszini molekulak,
vagy az LFA-1 és ICAM-1, ICAM-2, ICAM-3 is [Gruber et al. 1991, Butini et al. 1994,

de Sanctis et al. 1996]. Mivel a HIV-1 korai replikacids ciklusanak és a szincicium
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formacionak szamos kozos pontja fedezhetd fel, ezért széleskorlien tanulmanyozottak
mind a HIV bejutdsanak, mind pedig a szinciciumok kialakulasanak folyamataiban. A
kialakulast gatlo folyamatoknak a mechanizmusai az inhibicids metodikéak segitségével
is elemezhetdk. A Szincicium inhibicidés assay eredményeként a politiolalt
oligonukleotidjaink dozisfiiggd, gatld hatasat figyelhettik meg. A szincicium
kialakulasa soran aktiv membran atrendezddések torténnek, amelyekben a redox
folyamatok is nagy szereppel birnak.

A szincicium inhibicids assay, a kvantitativ p24 antigén assay, a MAGI assay
(Multinuclear activation of galactosidase inhibition) €és a kvantitativ Luciferdz assay
soran szintén arra a megallapitasra jutottunk, hogy a politiolalt oligonukleotidokkal valo
kezelés a leghatdsosabbnak akkor bizonyult, amikor a sejtvonalakhoz a fertézését 30
perccel megelézden adtuk a vegyiileteket. A leghatasosabbnak az 5 pg/ml koncentracid
alkalmazasa, valamint a legujabban kifejlesztett valtozat, az UD30-new 1,87 pg/ml
koncentracioja bizonyult [Kanizsai et al. 2012, Kanizsai et al. 2014].

Ismert tény, hogy a HIV sejtbe jutasanak feltétele a receptor-ligandum kotédés
létrejotte. A receptor-ligand mechanizmus specificitasa lehetdséget teremthet terapias
beavatkozasokra. A kisérleteink soran vizsgalt politiolalt oligonukleotidok tovabbi
fejlesztések, kutatasok utdn a jovOben alapjat képezhetik HIV ellenes terapias
szereknek, esetleg, mint bejutast gatlo, ugynevezett "entry inhibitor"-ok alapvegyiiletei
lehetnek. Szamos antiretrovirdlis terapids szer van forgalomban. A hatdsukat tekintve
bejutast gatlo szerek, az "entry inhibitor"-ok, a HAART megfeleld kiegészitdi lehetnek
(33.4bra).

Ahhoz, hogy a HIV bejusson a gazdasejtbe a koreceptoroknak jelentds szerep
jut. A HIV fert6zés korai replikadcios mechanizmusanak elsd torténése, a koreceptort
koédold gén polimorfizmusa altal meghatarozott folyamat. A leggyakoribb HIV-1
rezisztencia allélok vizsgalatit a magyarorszagi olah cigany populdcidoban végeztiik.
PCR-RFLP segitségével az allélvariansok kimutatasa volt a cél a CCR5-A32, CCR2-64I1
¢s az SDF1-3'A kodolo génekben. A olah cigany kisebbség mintaiban a CCR5-A32 all¢l
gyakorisadga 15% volt, ami meghaladja a magyar lakossag korében eléforduld 12%-ot.
Ugyanakkor ez az érték a tizszerese a roma migracids origoban, Indiaban €16k kozott
tapasztalhatonak. CCR2-641 kodol6 génben a mutacidos gyakorisag Iényegesen
magasabb értékli volt az eurdpai atlagnal, mig az SDF1-3'A kodolé génekben sokkal
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alacsonyabb szintet mutatott. A vizsgalt egyének 63%-a hordozott legalabb egy
rezisztencia gént [Juhész et al. 2012].

A genetikai variaciok gyakran elonydsek is lehetnek. Random fluktudciok
lehetnek allélok kozott a populacidkon beliil, ami 4ltal a drift cs6kkenhet, illetve akar
novekedhet is iddvel, vagy az adott allél el is tlinhet. Magassagi viszonyok,
nyomadskiilonbség, klimatikus koriilmények, taplalkozas, higiénés viszonyok, migracid
egyszoval a kornyezeti faktorok mind hatassal lehetnek fenotipusos és genotipusos
megjelenési formakra.

HIV replikacios folyamatai sordn 1is szamos mutacid johet Iétre. A
pontmutdcioknal nagyobb gyakorisaggal torténnek rekombinaciés események. A
rekombinacionak  koszonhetéen, a virus evolucidos folyamatai  széleskora
diverzifikalodast hoznak létre, ezzel kialakulhatnak multidrog rezisztens torzsek a
fertdzottekben. A HIV-1 gyors replikdciojanak eredménye a virus nagyfoka genetikai
variabilitdsa. A hatékony antiretroviralis terapids szer vagy vakcina kifejlesztéséhez
elengedhetetlen a HIV replikacidés €s rekombinaciés mechanizmusainak ismerete,
hogyan valtozik a genetikai allomanya, hogyan fejleszt ki multidrog rezisztenciat az
antiretroviralis terapia soran [Althaus et al. 2005, Simon et al. 2006].

A HIV a célsejtbe jutdsahoz elengedhetetlen a burok-glikoproteinek jelenléte. A
virus tropizmusa hatdrozza meg, hogy milyen sejtet fertéz a HIV. A tropizmus
meghatarozasa fenotipus- ¢és genotipus elemzé vizsgalatok segitségével is
megvaldsulhat. A fenotipusos tropizmus meghatarozdsa a Trofile™ assay vagy a
Phenoscript® ENV  (Eurofins/VIRaliance) segitségével torténhet. A  genotipizald
vizsgalat a gp120 V3 doménjének génjét web alapi bioinformatikai analizissel elemzi
[Skrabal et al. 2007]. A genotipizalas ebben a formaban nem tesz kiilonbséget az RS-,
Dual- és X4-tipusu virusok kozott. Erre lehetdséget a PCR alapt geno2pheno detektalo
rendszer ad [Vanderkerckhove et al. 2011]. A fenotipusos vizsgéalatokkal szemben a
genotipizald modszerek koltséghatékonyabbak, gyorsabbak ¢s érzékenyebbek is.

Miel6tt az antiretroviralis terapias szerek kivalasztasra keriilnek, az optimalis
virologiai valaszreakcidhoz ismerni kell a fertdzést okozdé HIV izolatum ART
rezisztenciajat. Genotipizald vizsgalatok segitségével kimutathat6 a rezisztencia gének
jelenléte, igy a pol és pr génekben el6forduld polimorfizmus, ezéltal a terapias

kombinaci6 mddosithatd. A meghatarozas indokolt az ART soran is a kialakult mutans

94



DOI:10.14753/SE.2016.1891

torzsek €s szuperinfekciok kisziirésére, hogy a terapias kombinaciokat az eredmények
tekintetében valaszthassdk meg.

Mutaciok kisziirésére a genotipizalas a reverz transzkriptdz és proteaz enzimeket
kodold gének allélmodusuldsait mutatja ki. A megndvekedett szami mutacidk
ellenallova tehetik a virust a kombindcios terapiaval szemben, eldsegitve az AIDS
gyorsabb kialakulasat klinikai €s kdzegészségiigyi kovetkezményeket vonva maga utan.

Tanulményunkban teripia-naive magyarorszagi lakosokbol izolalt torzseket
genotipizaltunk. A mintdk olyan egyénektdl szarmaztak, akik fertdzésiiket kiilfoldi
partnereiktdl kaptdk. A partnerek 60,5%-a afrikai, 3,5% d&zsiai 36% pedig eurdpai
orszagokbdl szarmazott. A kiilfoldi partnerek nemek szerinti megoszlasa: férfiak 46%-
os, nok 54%-o0s aranyt mutatott. A partnereknek 60,5% volt az egyenlitéi fekete-afrikai
orszagokbol, mint Kamerunbdl, Ghanabol, Elefantcsontpartrol, Nigériabol, Szudanbol
¢s Ugandabol, tobb, mint egyharmaduk eurdpai orszagokbol, Németorszagbol,
Romaéniabodl, Ukrajnébol szarmazott. 3,5% pedig a fertdzést vietnami partnerétdl kapta.
A szerzett fertdzés aranyos megoszldsa a kovetkezOk szerint alakult: 67,8%
heteroszexualis kapcsolat, 21,4% homoszexualis kapcsolat, 7,2% intravénas
droghasznalok (IDU) és 3,6% nozokomialis fertdzés [Kanizsai et al. 2010].

A genotipizalo vizsgélatunk a HIV reverz transzkriptaz és a protedz enzimeket
kodolo géneket elemezte az in situ DNS hibridizaciot hasznald Line Probe Assay (Inno-
LiPA) és a Standford AIDS adatbazis hasznalataval a Trugene HIV-1 Genotyping Kit és
OpenGene Sequencing System (Siemens) segitségével. HIV-1 szubtipusok, nem-B
kladok, valamint cirkuldlé rekombindns formdk (CRF) is kimutathatok voltak. A
dominédns rekombinansok: CRF02 AG (28.5%), CRF06 cpx (17.8%) ¢s CRF11 cpx
(3.6%) voltak. Az eléforduldé HIV-1 szubtipusok az A,B (25%), C (10.7%), E, F1
(7.2%,), G (3.6%), J és K voltak. 72 kodon, koziilik 64 specifikus rezisztencia kodont
vizsgaltunk. Legnagyobb ardnyban a Pl-vel szemben ellenalloképességet biztositd
gének jelenléte volt megfigyelhetd. Ezt kovette a NRTI és a NNRTI antiretroviralis
szerekkel szembeni rezisztencia. Az 0sszes minta 12,5%-a rezisztenciat mutatott PI-kal
szemben, 8%-a NRTI ellen, valamint 5%-a NNRTI-vel. Az MSM populécioban az
atvitellel tortént fertézéseknél a mintdk 25%-ban NNRTI-vel szembeni rezisztenciat

talaltunk. Multidrog rezisztens mutdnsokat is kimutattunk a terapia-naive izolatumok
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kozott. Az izolatumok 11%-a kétféle antiretroviralis szerrel szemben volt rezisztens,
mig 7% haromfélére is [Kanizsai et al. 2010].

Magyarorszagon 2003 ota tartd, atfogd vizsgalatokban a terapia-naive, primer
HIV fert6zések rezisztencia mutans izolatumai keriilnek monitorozasra. A paciensekben
a primer HIV fert6zést okoz6 izolatumok antiretroviralis terapids szerekkel szembeni
rezisztenciajanak megjelenése korrelaciot mutat a magyarorszagi HAART terdpia
kezdetével. Bizonyitottuk a nem-B HIV kladok, cirkuldlé rekombindns mutansok és
multidrog rezisztens varidnsok jelenlétét hazankban, ami komoly klinikai és
kozegészségiigyl jelentdséggel ¢és kovetkezményekkel bir. A terapias szereknek
ellenallo virusok kikeriilnek a kombinalt kezelés kontrollja aldl és eldsegitik a betegség
mieldbbi kialakulasat [Nagy et al. 1994, Juhész et al 2008].

Ahhoz, hogy szignifikdnsan csokkentsik az 0 HIV fertézottek szamat,
radikalisan valtoztatni kell a globalis hozzdallason. Tovéabbra is nagy hangsulyt kell
forditani a HIV megel6zésre, valamint terdpiara ¢és gondozd tevékenységekre. A
jarvanyok régiorol régiora, orszagrol orszagra valtoznak. Vannak foldrészek, orszagok,
ahol nagyobb prioritast kellene, hogy élvezzenek a nemzeti HIV megel6z6 programok.
Szamos endémidnak kiilondsen kitett orszagbol szarmazo, HIV fert6zott aktivistak
korének koszonhetd, hogy a HIV-et koriilvevd "csend" megtort. MSM aktivistak,
szexmunkasok, droghasznalok a vilag szdmos orszagdbdl massziv megmozdulasukkal
hivjak fel a globalis figyelmet egy siirgetd megoldasra. Eredmény orientalt, ambiciozus
célokkal mutatnak rd, hogy sziikség van naprakész stratégiai 1épésekre. Ide tartoznak
egészségligyl, politikai, gazdasagi, szocidlis, emberjogi 1épések, hogy megeldzzik a
virus tovabbi gyors terjedését, a fertdzottek tarsadalmi stigmatizaciojat. Uj generacios,
1) hatasmechanizmusu antiretroviralis terapias szerek kifejlesztése és a megfeleld ellatas
radikalisan leegyszertsitett kezelési platformot eredményezhet, szoros kapcsolatban
mas egészségiigyi- és kozszolgaltatasokkal.

2011-ben a WHO a kovetkezd 6t évre kihirdette a "World AIDS Day - II" AIDS
vilagnap 10j szlogenjét: "Getting to Zero" - "Zero fear, zero stigma, zero discrimination,
zero ignorance, zero risk, zero new cases, zero deaths". Egy reménynél tobbet kell, hogy

jelentsen ez a szlogen. Ez kell, hogy legyen a cél.
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7. Kovetkeztetések

"We of the 21th century know better.

We know that a virus causes AIDS and we know how to prevent its spread.

Treatments have been developed.

Science has given us grounds to hope for vaccines and, ultimately, for a cure.

All this is known.

Yet, to date, our global response to this rapidly spreading scourage has been woefully inadequate.”
- Colin Powel

Secratary of State, USA

Kutatasaink célja a HIV korai replikdcios mechanizmusanak molekuldris

vizsgalata volt. A célkitiizéseknek megfelelden, a legfontosabb 1) megallapitasok és

eredmények a kovetkezdek:

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

Plazmidok segitségével replikaci6 defektiv HIV pszeudovirionokat hoztunk
létre, amelyek bejutottak a relevans koreceptort hordozd sejtekbe. Az
infektivitdas mértéke riporter gének altal kvantitativ. modon mérhetd volt,
valamint a produktiv  fertdzéshez sziikséges koreceptor hasznalat
jellegzetességeit is tanulméanyozhattuk.

A huméan immundeficiencia virus korai replikacios ciklusdnak molekularis
elemzése soran 11j adatokat nyertiink a primer HIV fert6zésben alapvetd szerepet
jatszo sejtfelszini thio-redox folyamatok részleteirdl politiolalt oligonukleotidok
in vitro alkalmazasaval.

A kisérleteinkben alkalmazott politiolalt oligonukleotidok maximalis gatlo
hatdsdukat a virusfret6zést megelézden adva fejtették ki. Hatasuk jelentOsen
csokkent a sejtek fert6zését kovetd kezeléskor.

A kisérletek soran hasznalt virus fertdzést gatlo politiolalt oligonukleotidok 1d6-
¢és dozisfliggden, koncentracioitol, valamint a felhasznalt sejtvonalak passzazs
szamatol befolyasoltan csokkentették a HIV-1yp klinikai izoldtumok, valamint

modellezésiikre hasznalt HIV pszeudovirionok sejtbe jutésat.
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Az alkalmazott politiolalt oligonukleotidok a hatasukat a viralis és sejtfelszini
funkciot betoltve.

A sejtproliferacid soran lényegesen megemelkedik a sejtfelszini -SH csoportok
A kisérleti vegyliletek a sejtfelszini -SH csoportok diszulfid kotésekkel
interferald hatasa - igy a CD4 receptorban, valamint a pgl20 molekuldban a
redox folyamatok befolydsoldsa - a HIV gazdasejtbe jutasat gatlo folyamatok
egyik formaja 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 ¢és eldallitast
politiolalt oligonukleotidoknak a hatékony HIV ellenes antiviralis hatasat. Az
eddigi - csak a mar virussal megfertdzott sejtekben intracellularisan aktiv -
terapias szerekkel szemben mar a HIV fert6zés elsddleges fazisaban meggatolja
a virusfertézést (entry inhibitor). Ezen 1j hatdsmechanizmuson alapulo
vegyiiletcsalad eredményeink alapjan perspektivikusan tovabb fejleszthetd az
AIDS még hatékonyabb kezelése céljabol.

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

Ko6zép-Eurépaban az E-D és K-NY iranya migraciés keresztpontjaban
helyezkedik el Magyarorszag. Korabbi vizsgalatok folytatasaként terdpia-naive,
primer HIV izoldtumok antiretroviralis rezisztenciajat genotipizaltuk. Kiilfoldi
partnerektdl szerzett fertézések HIV izolatumaibol a rezisztens muténs torzseket
vizsgéalva megerdsithetjiik a nem-B szubtipusok, CRF és multirezisztens torzsek
megjelenését Magyarorszagon, mely el6forduldsa mintdinkban t6bb, mint 71%-
os ¢értéket mutatott. Az adatok komoly klinikai ¢és kozegészségligyi

kovetkezmények kialakuldsara hivjak fel a figyelmet.
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8. Osszefoglalas

A legkorabbi vérmintadk, amikbdl ki tudtdk mutatni az emberi szerzett
immunhidnyos allapotot okozo6 virust 1959-bdl, a kongoi Kinsashabol szarmaznak. Az
elsé AIDS eseteket 1981 junius 5-1 datummal k6zo6lt€k a Center of Disease Control and
Prevention's Morbidity and Mortality Weekly Report-ban, a virust 1983-ban izolaltak.
A pandémia kezdete Ota kozel 78 millidan kaptdk meg a haldlos kor okozojat €s 39
millié ember halt meg HIV fertdzés kovetkeztében. Napjainkban tobb, mint 36 millio
HIV fert6z6tt ember €1, antiretroviralis terapiaban 37%-uk részesiil.

A gazdasejt fert6z€ésétdl a cDNS genomba integralddasaig tartd folyamat a HIV
korai replikacios ciklusa. Kutatasaink soran a genetikai rezisztenciat, mint a CCR5-A32,
CCR2-641 ¢és az SDFI1-3'A allél frekvencidk el6fordulasat molekularis virologiai
modszerekkel elemeztiik, valamint kiilf6ldi partnertdl szerzezett, primer fert6zést okozo
HIV  szubtipusok izolatumait genotipizaltuk, meghatiroztuk antiretroviralis
rezisztenciajukat.

In vitro modellezett, infektivitasi metodikakkal szamos politiolalt oligonukleotid
produktiv fertézést gatldé hatasat vizsgéaltuk. A human sejtek membranjaban
koleszterinben gazdag lipid raftok talalhatok, amik fehérjéket szegregalhatnak, illetve
magukba zarnak. A sejtfelszini tioredoxin aktivitds a CD4 molekulaban levd diszulfid
kotések hasitdsaért, mig a protein-diszulfid-izomeraz (PDI) a virus gpl20
glikoproteinjében 1étrejott redox valtozasokért felelds, ami elengedhetetlen a virus
gazdasejtbe jutdsahoz. A HIV fertdzott sejtek aktivalt allapotba keriilnek, tobb
sejtkomponens, koztik megnovekedett szamu -SH csoportok jelenhetnek meg
felszinlikon. A fertézést HIV-1ys klinikai izolatumokkal €s specifikus koreceptorral
rendelkez6 HIV pszeudovirionokkal modelleztiik T sejtvonalakon és transzfektalt
monolayer sejteken. Kisérleteinkben alkalmazott politiolalt oligonukleotidok ezekkel a
molekuldkkal interferdlva 1d6- €s dozisfiiggden gatoltak a sejtek virusfertézését, a gatlas
a virus koncentraciotdl is fliggott. A vegyiiletek kifejezettebb szelektiv toxicitasa volt
megfigyelheto a fertdzeés nélkiili sejteken, mint a fert6zott sejteken.

A folyamatban 1€v6 in vitro kisérletek dontik majd el, hogy ezek a politiolalt
oligonukleotidok csak elméleti szempontbdl érdekes molekulak, vagy tovabbi fejlesztés

utdn terapias szer alapvegyiileteiként lehetnek jelen a HIV fert6zés kezelésében.
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9. Summary

The first verified HIV positive results in humans came from blood samples
taken in Kinsasha, Congo dating back to 1959. The first clinical descriptions of AIDS
were published on 5th of June, 1981 in the CDC Morbidity and Mortality Weekly
Report. The virus was isolated in 1983. Since the beginning of the pandemic, the
causing agent of the deadly disease has infected approximately 78 million people of
which 39 million have died. To date, more than 36 million people live with HIV
infection. 37% of them are receiving antiretroviral therapy.

The early replication cycle of HIV starts from the viral attachment to the host
cell membrane and ends with the integration of the cDNA into the infected cell's
genome. HIV subtypes and genetic resistance such as CCR5-A32, CCR2-641 and SDF1-
3'A allele frequencies were analyzed with molecular virology methods. Antiretroviral
resistance detected from primary HIV CRF infections acquired from foreign partners
was analyzed by genotyping.

Entry inhibitors represent a new generation of antiretroviral therapy. In vitro
inhibition effects of productive infections with polythiolated oligonucleotides were
analyzed. Cholesterin rich lipid rafts are located in the host cell's membrane, which are
segregating or enclosing proteins. The cell surface thioredoxin activity is responsible for
the cleavage of disulfide bonds present in the CD4 molecule, whereas protein-disulfide-
isomerase (PDI) is responsible for the redox changes in the viral gp120. This process is
essential for viral entry. HIV infection in vivo and in vitro induces activation and
proliferation of host cells. Increased expression of cell components such as -SH groups
appear and may concentrate in the lipid rafts. To analyze the effect of these compounds
interacting with the cell surface events HIV-1yp clinical isolates and HIV pseudovirions
were used on T cells and transfected monolayer cells. Polythiolated oligonucleotides
used in our studies, time- and dose-dependent, inhibited the infection. The effect was
influenced by the viral concentration as well. Selective toxicity assays were performed
to detect higher toxicity in uninfected cells compared to virus-infected cells.

Ongoing in vitro studies will reveal if these polythiolated oligonucleotides are
only theoretically interesting molecules or with further development they will help with

the long-term control of HIV infection.
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