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Zaraojelentés

In silico viroldgia és immunoldgia: modellezés, szimulacio és adatelemzés

A palydzat keretében a HIV-fert6zés folyamatait vizsgaltuk a molekuldk szintjétdl egészen a
jarvanyok szintjéig, a matematikai és szimuldciés modellezés, illetve a komplex adatelemzés
modszereinek segitségével. Az OTKA tamogatdsa hozzajarult e hazankban fiatalnak szadmito
tudomanyteriilet megoérzéséhez ¢s megerdsitéséhez: a témavezeton kiviil két fiatal kutatd és egy
doktorandusz vett részt a kutatasokban, akikre a jovOben tovabbi kutatdsok épithetok. A publikalt
kutatasi eredmények zomében nyilt hozzaféréssel olvashatok: Open Access kiadvanyok esetén a
kiado6, egyéb esetekben az MTA REAL archivumanak honlapjan (a legfrissebb, nem nyilt hozzaférésii
cikkek kéziratat az eldirt varakozasi id6 utan fogjuk feltdlteni az archivumba). Az egyes kutatési
témak az alkalmazott modszerek, illetve a vizsgalati szintek szerint tobbszords atfedéssel, halozatosan

kapcsolédnak egymdashoz: alabb igyekeztiink laza tematikus sorrendbe fiizni az eredményeket. Az

eredeti munkatervben szerepld kutatasokat MT roviditéssel, a tobbit uj projektként jeldljiik.
1. Az immunaktivaci6 és a kapcsolodé patogenezis evoliciéja HIV-ben (MT)

A koros immunaktivacio a HIV-fert6zés patogenezisének kulcsfolyamata, de nem vildgos, hogy ez a
folyamat maganak a virusnak hasznos-e, avagy evoltcids ,,véletlen”. Az immunaktivacié lehetséges
elénye (a virus szamara), hogy az aktivalt immunsejtek hatékonyabban fertézhet6k. Modelljeink (1.
abra) segitségével azonban megmutattuk, hogy ez csak rovid hatdésugara aktivacios hatas esetén jelent
valodi szelekcios elonyt a szervezeten beliili virusvaltozatok versengésében [1]. Mivel a fert6zés
patogenezise elsdsorban a hosszll hatétavl aktivaciohoz kothetd, van remény arra, hogy a patogenezis
mechanizmusa iddvel eltiinjon — amennyiben szétkapcsolhato a stabilizald szelekcio alatt 4ll6 lokéalis
immunaktivacio képességétdl. Az eredményeket egy hazai és egy kiilfoldi konferencidn, valamint egy

tudoményos kozleményben mutattuk be.
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2. A HIV virulencidjanak evolicioja (1))

ezuttal az adatelemzés moddszereivel. A virulencia mérdszamaként nem kezelt paciensekben mért
klinikai paramétereket (a CD4-sejtszam kezdeti értéke, illetve fogyasi sebessége; virusszint)
valasztottunk, ezek valtozasat, id6beli tendenciait vizsgaltuk nagy szdmu HIV-fert6zott adatain.
Olaszorszagi adatok elemzésével a nyolcvanas évek 6ta novekvd virulencidra talaltunk bizonyitékot
[2], ami azonban ellentmondott korabbi, svajci adatokon kapott eredményeinknek [3]. Mivel mas
kutatoécsoportok hasonld vizsgalatai szintén vegyes kovetkeztetésekre jutottak, meta-analizissel
vizsgaltuk a rendelkezésre alloé adatokbol kirajzolodo konszenzusos képet [4]. Eredményeink szerint
az eurodpai ¢és észak-amerikai HIV-jarvanyban a virulencia az elmult harom évtizedben &sszességében
nétt, a novekedés iiteme azonban szerencsére lassul (2. abra). Az eredményeket egy hazai és két
kiilfoldi konferencian, valamint két tudomanyos kozleményben mutattuk be. Végiil ehhez a témahoz
kapcsoldédoan attekintd cikkben targyaltam a HIV virulencidjanak 6roklott (virusgenetikai) hatterét

alatdmaszté eredményeket, illetve azok elméleti kovetkezményeit [5].
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2. abra. Az atlagos virusszint novekedésének évekre lebontott ratai (a populacié szintjén). A ratdk csokkenése

lassulé trendet jelez: a szaggatott vonal stabil atlagos virusszintnek felel meg.

3. A rasszok és a HIV betegségprogresszié kapcsolata (MT)

A virus génjei mellett az emberi gazdaszervezet genetikai hattere is hatdssal van a HIV-fert6zés
lefoly4dsara. Mi svéjci adatokon (ahol a HIV-fert6zottek korében viszonylag magas az afrikai
bevandorlok aranya) azt mutattuk ki, hogy az afrikai szarmazasu paciensekben atlagosan lassabb a
CD4-sejtszam csokkenése, mint az eurdpai szdrmazasu fertézottekben [6]. Eredményeink szerint a
kiilonbség f6 oka, hogy az afrikai eredetli fert6zottek szervezete jobban tolerdlja a magas
virusszinteket. Az eredményeket a legrangosabb retrovirus konferencian (CROI) és tudomanyos

kozleményben mutattuk be.
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4. A HIV-feliilfert6zédés gyakorisaga és kovetkezményei (~MT)

"o r

Feliilfert6z6désrél akkor beszéliink, ha egy HIV-fert6zott ember egy kés6bbi kontaktusban wjabb
HIV-torzzsel fert6zodik. Az ilyen eseményeknek elvben komoly kovetkezményei lehetnek: az 1j
virustorzs megvaltoztathatja a betegség lefolydsat, vagy akar a gyogyszerek hatdsat csokkentd
rezisztenciamutacidkat is hozhat magaval. Matematikai modellek segitségével megvizsgaltuk, mi a

"o

feliilfert6z6dés varhato hatasa, kiilonféle lehetdségeket (pl. az immunvalasz lehetséges miikddési
modjait) feltételezve. Megallapitottuk, hogy a legtdbb esetben a feliilfert6z6dés sziikségképpen maga
utan vonja a klinikai allapot (CD4-sejtszam) romlasat, mivel az 0j virustdrzs csak abban az esetben
képes elszaporodni a régi mellett (esetleg ki is szoritva azt), ha hatékonyabban elkeriili az
immunvalaszt, vagy hatékonyabban hasznositja a fertdzhetd sejteket. Néhany esetben azonban mas a
helyzet: ha az immunvalasz keresztreaktivitast mutat (vagyis mindkét torzsre ugyanaz a valasz hat: 3.
abra) vagy a CD4-sejtek fogyadsa dontden a nyugvo sejtek aktivacidjan mulik, akkor el6fordulhat,
hogy a feliilfert6z6dés hatasara emelkedik a CD4-sejtszam. Ezt az intuicionak ellentmondd eredményt
két kiilfoldi konferencidn mutattuk be, jelenleg a tudomanyos kézlemény kéziratan dolgozunk.

3. abra. A HIV-fertézés egyik lehetséges
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A modellezés mellett adatelemzéssel is vizsgaltuk a HIV-feliilfert6zodést, nagy kollaborativ pan-
eurdpai adatbazisra épitve. Olyan pacienseket vehettiink bele a vizsgalatba, akikbdl legalabb két
idépontbol rendelkezésre allt (részleges) virusszekvencia, igy kovetkeztetni lehetett a két szekvencia
rokonsagi fokara, esetleges fiiggetlen eredetére. Mddszeriink 1ényege, hogy egy o6ridsi szekvencia-
adatbazisbol valasztunk ,,hasonld” szekvencidkat egy-egy paciens valamennyi szekvenciajahoz, és az
igy kapott szekvenciahalmazbol épitiink torzsfat: ha a paciens szekvenciai kiilonb6z6 pontokon
kapcsolodnak a hattérszekvencidk fajdhoz (vagyis nem monofiletikusak), gyanithat6 a feliilfertédzodés.
A projekt soran rengeteg gyakorlati nehézséggel szembesiiltink. A rendelkezésre 4llo
szekvenciaszakasz viszonylag gyenge filogenetikai szignalt tartalmaz, és tobbedszeri probalkozasra
sikeriilt csak olyan elemzési modszert talalni, amely megbizhaté eredményt ad. Az eredmények
ellenérzése soran (Ujraszekvendlds, amit a kiilfoldi partnerek végeztek) kideriilt, hogy a legtdbb
feliilfertdzés-gyantis eset a laborokban elcserélt mintakbol szarmazott. A modszeriink mukodik, a
jovoben is alkalmazhaté lesz feliilfert6z6dés kimutatdsara rutin genotipusos adatokbol — a
feliilfertdzédés azonban rendkiviil ritka a vizsgalt populacioban. A projektet motivalo eredeti

kérdésiinkre azonban meggy6z0 — ¢€s szerencsére megnyugtatd — valaszt kaptunk: a

gyogyszerrezisztencia génjeinek terjedésében elhanyagolhatd szerepet jatszik a feliilfertdzés. Az
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eredményeket két hazai és egy kiilfoldi konferencidn mutattuk be. A napokban kaptuk meg az utolsé
validacioés szekvendlasok adatait (a régi mintdk szekvenalasaval is nehézségek adddtak), ezek

feldolgozasa utan hamarosan lezarjuk és tudomanyos kézleményben publikaljuk az eredményeket.

5. Gydgyszerrezisztencia: tovabbi eredmények (i)

A HIV gyobgyszerrezisztenciajahoz kapcsolodéan még két kollaborativ tanulményban vallaltunk részt
[7, 8]. A 16 cél a tényleges rezisztenciaprofil (fenotipus) joslasa az érintett virusgének szekvencidjanak
(genotipus) ismeretében. Kovaridcios analizissel kerestiik azokat a kompenzaciés mutacidkat, amelyek
helyreallitjdAk az egyik legfontosabb gyogyszercélpontot jelentd viralis protedz enzim
mukodoképességét az elsddleges rezisztenciamutaciok megjelenése utan [7]. Megallapitottuk, hogy a
jelenlegi genotipusbol fenotipust josolo szakértdi rendszerek hasonld hatékonysaggal teljesitenek, ami
alighanem arra utal, hogy a jelenlegi alapelveket kdvetdé moddszerek elérték a teljesitOképességiik

hatérat [8]. Végiil e téméban egy Science-cikkrdl részletes kritikat jelentettiink meg [9].

6. Proteazos hasitas modellezése a virusrészecskék érése soran (MT)

Reakcidkinetikai modellt épitettiink a virusérés egyik kulcsfolyamatdnak modellezésére. A fert6zott
sejtrol lefliz6dd virusrészecskék a HIV fobb fehérjéit dsszekapesolt poliproteinek (Gag és Gag-Pol)
forméjaban tartalmazzék: a virus fertéz6vé valasdhoz a poliproteineket fel kell darabolni, amit a viralis
protedz enzim végez. Ez a folyamat a protedzgatld gydgyszerek célpontja. Modelliink nyomon kdveti
(egyetlen virusrészecskére skdldzva) a hasitds kozti- és végtermékeit, illetve a kiilonféle

enzimformakat, amelyek maguk is tobb hasitasi 1épésben szabadulnak fel (4. &bra).
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A kisérleti irodalombol szdrmaz6 paraméterbecsléseket alkalmazva a modell realis idétavot (kb. fél
ora) ad az érési folyamatra (amelynek teljesiilési kritériumait szintén az empirikus adatok alapjan
adtuk meg). A modell érzékenységi vizsgalataval megallapitottuk, hogy a virusérés idejére (igy
attételesen alighanem a virus fertdzoképességére) a hasitasi folyamatot elindité Onhasitd 1épés,
valamint a Gagben talalhaté CA/p2 hasitas sebessége van a legnagyobb hatassal — e két ratdhoz képest
az Osszes tobbi (37) paraméter hatdsa elhanyagolhaté. A két paraméter kozotti kompenzacids

dinamikat multiplikativ kolcsonhatéds jellemzi, mig a két [épés egyiittes gatlasa additiv kdlcsonhatast
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mutat. A protedzgatld gyogyszerek kotddését modellezve magyarazatot taldltunk az erre a
gyogyszercsaladra jellemzé meredek dozis-hatas (dose-response) gorbékre: az érési folyamathoz
kevés szabad protedz molekula is elegendd, igy az inhibitorhatds csak olyan koncentracional kezd
érvényestilni, ahol mdar szinte valamennyi enzimmolekula kotésben van (vagyis érvényes lesz a
kritikus halmaz” modell: [10]). Az eredmények a jovében elésegithetik a HIV elleni terapiak
optimalizalasat, uj gyoégyszercélpontok azonositdsat. Kutatdsainkat egy hazai és egy kilfoldi
konferencian mutattuk be; a hasitasi folyamat absztrakt, altalanos leirasardl tudomanyos kozleményt
publikaltunk [11], a virusérés részletes modelljérél szo6ld cikket néhany héten beliil benytjtjuk

kozlésre.

7. Szekvenciaelemzés (i)

adatokon (>50000 szekvencia a Los Alamos HIV adatbazisbol). Megallapitottuk, hogy a szinonim
kodonok konzervaltsaga az evolucié neutralis modelljének varakozasaval egyezden, egyenletes rataval
erodalodik (5. abra). Figyelemre méltd azonban, hogy a diverzifikacio sebessége (évi 0,3%) koriilbeliil
OtszOr lassabb anndl, ami a virus becsiilt generacids ideje €s pontmutacids rataja alapjan adodna.
Elképzelhetd, hogy a HIV effektiv generacids ideje a kordbban becsiiltnél joval hosszabb, amire egy
lehetséges magyarazat, ha a fert6zési lancok hossz életii sejteket is tartalmaznak. Alternativ
lehetdség, ha a diverzifikaciot a nukleotid-sorrendre hat6 stabilizald szelekcio lassitja. Az eddigi
eredményeket két kiilfoldi konferencian mutattuk be. A projekt lezardsa a tobbi parhuzamos kutatés

miatt csuszik, de mindenképpen az idei évben varhato.

5. abra. A HIV-1 B altipus
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Egy tovabbi, rokon kutatasba is bekapcsolodtunk: széles egyiittmiikodés keretében azt vizsgaljuk,
hogy a gazda (humdan) genom milyen hatast gyakorol a virus genomjara. Nagy szamu (~1 millid)
human SNP és a paciensekbdl izolalt teljes HIV-szekvencidk polimorfizmusai kozott keresiink
korrelalt parokat. Az eddigi vizsgalatok az MHC régié és ismert HIV epitopok kozott talaltak
Osszefiiggést, ami a HIV elleni immunvalasz hatdsat tiikkrozheti. Az elézetes eredményeket kiilfoldi

konferencian mutattuk be, tudoméanyos kozlemény az év masodik felében varhato.
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8. A jarvanyos HIV-torzsek eredetének szimulacios vizsgalata (1))

Végiil a molekuldk utan kdvetkezzék a jarvany szintjének modellezése. Részletes irodalmi, illetve
ujonnan feldolgozott levéltari adatokra épitve azt vizsgéltuk, milyen feltételek tehették lehetdvé a
HIV-jarvany(ok) elindulésat, koriilbelill szaz évvel ezeldtt Afrikdban [12]. Az adatok, illetve az ezekre
épild szimulaciés modell segitségével megallapitottuk, hogy a HIV kezdeti terjedésében
kulcsfontossagti szerepet jatszhattak a gyarmati id6kben rendkiviil elterjedt bakteridlis nemi
betegségek, amelyek nemi szervi fekélyeket okozva ,kaput nyitnak” a HIV-fertézésnek, jelentOs
mértékben ndvelve az dtadodas kockazatat. Feltehetd, hogy e ,.kedvezd” kornyezet nélkiil a HIV nem
indulhatott volna el vilaghoditd utjara, a tovabbi HIV-torzsek elterjedésének pedig a bakterialis
jarvanyok megfékezése szabhatott gatat a mult szazad negyvenes éveitdl. A kutatds fontos tanulsaga,
hogy a nemi szervi fekélyt okozo egyéb betegségeket korddban kell tartani, mert Gjboli emelkedésiik
ujabb HIV-tdrzsek szamdara nyithatna utat. Eredményeinket egy hazai és két kiilfoldi konferencian,
egy tudomanyos [12] és egy (OTKA-ET cikkpélyazaton masodik dijat nyert) népszeriisité [13]

koézleményben mutattuk be.

A kutatas mérlege: 9 impaktos (3 IF=45.865) és 2 tovabbi folydiratcikk, 1 konyvfejezet, 19
konferenciaprezentacié (ebbdl 8 a palydzat résztvevoinek szobeli eldadasa), 4 tovabbi cikk

elokésziiletben.

Amennyiben a palydzat mindsitését az egy éven belill varhaté négy tovabbi (talnyomorészt a
palyazatbdl finanszirozott kutatasokra épiild) publikdcidé érdemben moddosithatja, ugy kérem, hogy

ezeket a késGbbiekben kiegészitd eljarasban sziveskedjenek figyelembe venni.
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