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KUTATASI ZAROJELENTES

HIV variansok genotipus meghatarozasa: gyégyszer-rezisztens HIV
mutansok kimutatasa nem kezelt HIV fertézottekben

Dr.Nagy Karoly

A palyazat célja volt , hogy antiretroviralis gyogyszerekkel még nem kezelt (un.terapia naiv ),
primer HIV fert6zott egyénekben replikalodo HIV variansok reverz transzkriptaz ill. protedz
génjeinek gydgyszer rezisztencidhoz vezetdé mutacioéit molekularis biologiai mddszerekkel
felderitsiik, abbol a célbdl, hogy ezek alapjan optimalizalt, individualizalt gyogyszeres
stratégiak kidolgozasa és alkalmazasa valjon lehetove.

A virusoknak minden mas szervezethez hasonloéan sziikségiikk van az adaptacidra, hogy
taléljék a valtozo kornyezetet és olyan valtozatos mechanizmusokat fejlesszenek ki, amelyek
a genetikai diverzitast idézik el6. A viruspopulacio szelektiv gydgyszernyomas hianyaban is
szamos genetikai varianst tartalmaz, olyan mutaciokkal, amelyek gyogyszer rezisztenciahoz
tarsulnak és mint egyedi ritka esetek fordulnak el6 egy nagy populacidoban. Az antiviralis
gyogyszer jelenléte megvaltoztatja a viruspopulaciora gyakorolt szelektiv nyomast. Barmelyik
elézetesen meglévo ,rezisztens varians” igy elonybe keriil a vad tipust versenytarsaihoz
képest (relativ fitness emelkedés). A rezisztens virusok szdma megnovekszik a vad tipusu
virusokhoz képest és végezetiil olyan populacidt eredményez, amelyek elsésorban gydgyszer
rezisztens virusokbol allnak. A gyodgyszer-rezisztencia olyan virusok megjelenésével jar,
amelyek kikeriilik a kombinacios kezeléseket és az AIDS progresszidjahoz vezetnek

A HIV genom mutacios rataja magas, mivel a HIV RT nem rendelkezik DNS ,,proof-reading”
aktivitassal, kovetkezésképpen nagy hibaszazalékkal dolgozik. A HIV genom kb.10 ezer
nukleotid bazist tartalmaz és becslések szerint a mutacios rata 1/10.000 nukleotid replikacios
ciklusonként. A fontos virusfehérjéket érinté néhany mutacié hatasa a kovetkezo lehet:

- avirus virulencidjat érintheti (a virus azon képességét, hogy betegséget okoz)

- a fittnesst érintheti (a virus azon képességét, hogy replikalddik és a populacioban 1évo

mas virusokkal vetélkedik)
- retroviralis gyogyszerekkel szemben rezisztenciat alakit ki.

Nagyon sok egymasra hato tényez6 befolyasolja a gyodgyszer rezisztens HIV-variansok
kialakulasat klinikai koriilmények kozott. Jelenleg  mintegy 30 az engedélyezett
antiretroviralis gyogyszerek szama. Laboratoriumokban mar az Osszes ilyen gyogyszerre
rezisztens HIV-varians izolalasra keriil, ezek nagysadga a klinikai anyagbol valtozo. A
rezisztens variansok klinikai jelentdsége még nem teljesen tisztazott, de ugy véljiik, hogy az
antiviralis gyogyszerekkel szembeni rezisztencia az elsédleges oka a HIV fert6zésnél fellépd
un. ,terapias kudarcoknak™ .

A HIV populécio egy fertdzott paciensben olyan genetikailag eltérd virus variansokbol all,

amelyeket ,,quasi species”-eknek neveziink ¢és amelyek a kezdeti fert6z0 anyagbol fejlodtek
ki.



A HIV genetikai 0sszetételének vizsgalata a tradiciondlis epidemoldgia eszkdzeibdl fontos
klinikai eljarassa valt a HIV betegség progresszidjanak menedzselésében. A HIV
genotipizalds elsédleges célja, hogy olyan specifikus mutdciokat detektaljon a HIV 1
genomon beliil a reverz transzkriptaz (RT) és proteaz (PR) gének jol koriilirt régioiban,
amelyek az anti-retroviralis gyogyszerekkel szembeni rezisztencidhoz tarsulnak. A HIV
genotipizalas segit abban is, hogy egyénre szabottan allapitsuk meg az antiretroviralis kezelést
abbol a célbdl, hogy maximadlis virusszupressziot érjiink el és a pdaciens életkilatasait
meghosszabbitsuk.

Anyagok és Modszerek

Beteganyag

A betegek savoibol ill. lymphocytaibdl izolalt HIV virusok genomjaban nem a mar antiviralis
szerekkel (HAART) kezeltekben kivantuk kimutatni a kezeléssel szelekcidos nyomds soran
kialakult gydgyszer rezisztencia mutdciokat, hanem a még ilyen szerekkel nem kezelt, n.
terapia naiv, primer HIV fertézottekben. E mellett olyan primer HIV fertézotteket is
vizsgaltunk, akik a virus fertézést kiilfoldi, elsdsorban Afrikai szexuélis partnereiktdl kaptak.
A beteganyagainkra vonatkozé vizsgalataink protokolljat a Semmelweis Egyetem Regionalis,
Intézményi Tudomanyos és Kutatasetikai Bizottsaga TUKEB 88/2008 engedélye alapjan
végeztik.

A vizsgalatokhoz 68 primer HIV fert6zott betegtél szarmazd vérmintat gydjtottiink. A
betegektdl alvadasgatolt vért vetiink, és vérplazmat allitunk el6é 4 6ran beliil, s feldolgozasig
-80° C-n tarolunk.

Egyidejiileg Ficoll gradiensen szeparaltuk a lymphocytakat is amelyeket DMSO-ban
folyékony nitrogénben tarolunk.

Lymphocyta tipizalas Flow cytometridas modszerrel meghatarozzuk a CD4 és CD8
lymphocytdk szamat és aranyat. A legtobb esetben a HIV RNS virus kopia szam
meghatarozas eredménye is rendelkezésre all. A pontos eredményhez olyan plazma mintakat
hasznaltunk, ahol a virus mennyiség nagyobb, mint 1000 HIV RNS kopia/ml.

Szerologiai vizsgalatok

A betegek vérplazmajaban ill. vérsavojaban 4. generacidés microplate Elisa modszerrel (HIV-
1/2  Ag/Ab BioMérieux) detektaltuk a HIV specifikus ellenanyagokat. A pozitiv esetek
megerdsitésére, ill. a HIV ellenanyag mintazat mindségi elemzésére Western blot eljarast
alkalmazunk (Diagnostics Biotechnology).

DNS eléallitas: egyidejlileg a betegek szeparalt lymphocytaibol ill teljes (alvadasgatolt)
vérmintaibol kdzvetleniil DNS-t tisztitunk (Gentra kit). A DNS-eket -20° C-n taroljuk.

Molekularis biologiai kimutatasi eljarasok

CCRS5 HIV coreceptor-gén polymorphismus kimutatasa: A HIV-1 virus csak azokat a
sejteket képes fertdzni, amelyek a megfeleld sejtfelszini receptorral rendelkeznek. A HIV
fertdzés szempontjabol elsddleges receptornak szamit a CD4 receptor, de a produktiv
fertézéshez masodlagos receptorok egyidejii jelenlétére is sziikség van. Ilyen mdasodlagos
receptorok a kemokin receptorok. A primer HIV fertézések donto tobbségét okozo , makrofag



crer

polymorfizmusat ill. a heterozygota allél frekvenciat vizsgaljuk PCR technikaval, az altalunk
tervezett primerek felhasznalasaval. Mivel e gén altal kodolt kemokin receptor intaktsaga
jatszik a specifikus gyogyszer rezisztencidhoz vezeté mutacioval rendelkezé HIV variansok
replikacidjaban is .

HIV genotipizalas immobilizalt reverz DNS hibridizaciéval (HIV-1 InnoLIPA)

A rendszer a reverz hibridizacié koncepcidjan alapul, ahol a biotinilalt RT-PCR termék a
membran csikokon immobilizalt specifikus oligo-nukleotidokhoz hibridizalédik. Az eljaras
elve a biotinilalt PCR fragment reverz hibridizacidjan alapul, amely fragment a HIV-1 genom
RT és PR megfelel6 szakaszaibdl szarmazik. E szakaszokat a betegek sejtjeinek proviralis
DNS-¢ébdl a megfeleld specifikus primer parokkal valo PCR amplifikacidval allitjuk eld. A
rovid oligo-nukleotid prébak mint parhuzamos csikok vannak immobilizdlva a membranon.
Ezek az oligo-nukleotid probak mind a vad tipusi mind pedig a HIV-1 RT és PR gén
egybazisi mutacids helyeit tartalmazzdk, amelyek az antiretroviralis gyogyszerekkel
szembeni specifikus rezisztencia fenotipusanak felelnek meg. Az amplikonokat biotinnal
jeloljiik és e célszekvenciakat hibridizaltatjuk ezekkel az immobilizalt oligo-nukleotid
probakkal. A hibridizacié szinreakcidval detektalhatd. E szines jelek lokalizacidja és
sorrendje hatarozza meg a specifikus vad tipust, kevert vagy mutans codonok jelenlétét.

RT-PCR - PCR: A HIV fertézottek plazméjabdl az ismert modszerrekkel RNS-t tisztitunk
majd a HIV-1 RNS RT-PCR-ja segitségével complementer DNS-t (cDNS) allitunk el6. Ezt
kovetéen a HIV reverz transzkriptdz (RT) gén két szakaszat kijelold szenz €s aniszenz
primer parral (RT 39/RT142, ill. RT142/RT241) egy 103 és 99 bp hosszsagh szakaszt
amplifikalunk, amely az RT 5’ végét reprezentalja. Ugyanilyen PCR amplifikaciot végziink a
HIV protedz (PR) gén kdzépsd szakaszan, két, atfedd régido megsokszorozasaval PR1-PR46 —
PR99 primerek segitségével.

DNS szekvenalas: A PCR amplikonokat a szokdsos moddon fluoresceinnel jeldljiik, és
nukleotid szekvencidjukat DNS szekvenatorral (Applied Biosystem) hatdrozzuk meg. A
kapott nukleotid sorrendet (szekvenciakat) a kiilonboz6 adatbazisokban rendelkezésre allo
HIV-1 RT és PR konszenzus szekvenciakkal hasonlitjuk 0ssze.

A kozvetlen szekvendlds a legpontosabb ¢és automatizalhatd eljaras a DNS fragmentek
polimorfizmusdnak ¢és mutacidinak a feltérképezésére. A szamos fluorescein alapu PCR
termék szekvenalasi lehetdség koziil a Taq DNS polimerazzal és a festékkel jelolt di-deoxi
lancterminécioval torténd szekvenalas a legsokoldalubb, mivel ez elimindlja a specialis
modifikalt szekvenaldsi primerek iranti igényt. Ugyanaz a primer hasznalhaté a PCR-
reakcioban €és mint szekvenalo primer is. Mivel a kiilonb6z0 fluorescein festékek mind a négy
dideoxid-nukleotidba beépiilnek, a szekvenalasi reakciot egyetlen egy csOben lehet
végrehajtani. A végtermék a HIV genom egy olyan fragmentje, amelyik 4 fluorescens
festékkel van megjeldlve, mind a négy fajta nukleotid eggyel-eggyel. A poli-akrilamid gél
elektroforézis soran a fluoresceinnel jelzett termékek aktivalassal detektalhatok ¢és a
szekvencia informaciok kozvetlen komputerben tarolhatok. Ennek alapjan mindkét enzim
génjének 4-4 atfedd szakaszat jeldltiik ki, szintetizaltattunk hozzajuk 4-4- primer part (a
kijelolt szakaszok:RT: 2069-2991 bp; 21472982 bp; 2245-2981 bp; 2255-2937 bp, ill. PR:
2788-3635 bp; 2820-3593 bp; 2825-3634 bp és 2872-3595bp). A fragmentek DNS
amplifikalasat Corbett CG-1 optimalizal6é thermocycler berendezéssel végeztiik, ahol a gén



amplifikacid optimalizaldsa a ciklus szamra, a cikluson belilli idére és az annealing
homérsékletre terjedt ki. Ez utébbi 51,55,59,¢és 63 C-fok skalaji volt. A HIV RT gén esetében
az optimalis amplifikdci6 a kiilsé primer parral 40 ciklus, belsd primer parral 35 ciklus, és a
végsd 723 bp fragment a leghatékonyabban 59C-fokos annealing mellett volt amplifikalhato.
A HIV PR gén esetében szintén a kiilsé primerekkel 40 ciklus, belsé primerekkel 35 ciklus, és
a 682 bp-nyi végsé fragment 51 C-fokos annealingnél volt optimalisan amplifikalhato. Az
egy betlis kodot ez utan Ossze lehet hasonlitani a génbankbdl szarmazd HIV tipusok
konszenzus szekvencidival, amely a Stanford HIV Drug-resistance Database alkalmazasaval
tortént (http://hivdb. stanford.edu).A gyogyszer rezisztens mutaciok jelenléte az analizalt
régid specifikus codonjan azonosithato, a szekvencia eredmények vizualis megtekintésével.

Trugene HIV-1 Genotipizalé Rendszer

A HIV-1 RT és PR gének gyogyszer rezisztencidhoz vezetdé mutacidit a Trugene HIV-1
Genotipizal6 készlettel és az OpenGene Sequencing System (Siemens) segitségével hatdrozuk
meg, a gyartd eldirasat betartva. Roviden: A plasmabol (200 pl) izolaltuk a virus RNS-eket
(Qiamp, Quiagene). Az RNS extraktumot az RT-PCR reagensekkel hoztuk 6ssze (RNase
inhibitor, Taq polymerase, dezoxyoligonucleotidok, detergens, magnesium). Az RT PCR a
teljes protease gént amplifikalja és a reverse transciptase gén elsé 250 codonjat. Az RT-PCR
terméket 16 szekvencia reakcidhoz adtuk ezutan, ahol a DNS amplifikécio6 és szekvenalas egy
cs6ben tortént ( CLIP elv). A szekvencia termékeket 6%-0s polyacrylamide-urea-Tris-borate-
EDTA gel electrophoresis utan UV fény mellett vizualizaltuk.

HIV-1 RT és PR gén szekvencia analizis

A DNS szekvencidkat automatikus valos-idejli DNS szekvenatorral hataroztuk meg (Siemens
OpenGene Sequencing System), a HIV-1 B altipus (HIV-1_a) vad tipusa referens
szekvenciaval valod 6sszehasonlitassal.(Kanizsai Sz. et al. Acta Microbiologica 2010)

HIV-1 altipus meghatarozas
A HIV-1 virus izoltatumok altipusmeghatarozasa szekvenciajuknak referens szekvenciakkal
vaklo Osszehasonlitasaval tortént a Stanford HIV Drug Resistance Database (http://hivdb.
stanford.edu) alkalmazasaval.

Virus izolalasi és sejttenyésztési eljarasok

A betegek HIV virusainak izolalasara a betegekbdl szeparalt lymphocytdkat MT-2 human
permanens lymphoid sejtekkel (American Type and Tissue Culture) ko-kultivaljuk. Az MT-2
sejteket 10°sejt / mélyedés (2 cm?, 2 ml) stirliségben 24-lyuku sejttenyésztd talcara iiltetjiik
ki. Ezekhez adjuk a betegek lymphocytait (10° sejt) A tapkozeg 20% FCS —el kiegészitett
RPMI 1640 médium. A sejttenyésztd talcakat 37°C-on, 5% CO, atmoszféra mellet
inkubaljuk. A virusok cytopatias hatdsat 3 nap mulva a keletkezett tobbmagvu oriassejtek
(szinciciumok) megjelenése és szama alapjan itéljiik meg.

A gyogyszer rezisztens HIV variansok jellemzése

A mutaciok és a gyogyszer rezisztencia Osszefiiggésének szadmitdogépes analizisével
megallapithatok az els6dleges és masodlagos mutaciok. Az elsddleges mutdaciok azok,
amelyek megvaltoztatjak a gyogyszernek a célmolekuldhoz vald kotddését, amely igy annak a
gyogyszernek a megnovekedett mennyiségéhez vezet, amely sziikséges az enzim gatlasahoz.


http://hivdb.stanford.edu/
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A masodlagos mutdaciok megemelik a rezisztencia szintet azaltal, hogy fokozzak az elsédleges
mutaciot hordozo virusok fitnessét. Altalaban a masodlagos mutacioknak kis hatasuk van,
vagy egyaltalan nincs hatasuk a rezisztenciara az elsddleges mutacio hidnyaban

Az ismert codonokon kimutathaté mutaciok alapjan megallapitottuk a hozzajuk rendelt, rajuk
specifikus gyogyszer rezisztencidt, kereszt rezisztenciat, multi-drug rezisztenciat, ill. a
lehetséges gyogyszer érzékenységet.

EREDMENYEK

A gyors HIV repilkaci6 soran nagyszamu genetikai mutacié 1ép fel, amelyek gyogyszer-
rezisztens HIV varidnsokat eredményeznek. Ezek a mutaciok a HIV genomon beliil azon
enzim-géneket érintik, amelyek elsédleges tamadaspontjai a jelenlegi AIDS-ellenes
gyogyszereknek: a reverz transzkriptaz (RT) enzim ¢és a polimeraz (PI) enzim.
Vizsgalatainkban a pol (RT/PR) gén olyan mutécioit kerestiik gydgyszerrel nem kezelt primer
HIV fertézottekbdl izolalt HIV virusok genomjaiban, amelyek gyogyszer-rezisztencidhoz
tarsulnak.

Az integralodott HIV provirdlis DNS-eket a fert6zott paciensek lymphocytaibol tisztitottuk.
Fészkes PCR-t alkalmaztunk a HIV pol szekvencidk amplifikaldsara. A gyogyszer rezisztens
genotipusokat a HIV RT gén mutécid analizisével (in situ DNS hybridizacio) hataroztuk meg
Line Probe assayben. Ennek sordan a HIV RT mintdkat szildrd fazishoz kotoétt 20 olyan
oligonukleotiddal hibridizaltattuk amelyek gydgyszer rezisztens mutacidkat tartalmaztak .
A vizsgélt egyének 15%-aban olyan virus variansokat mutattunk ki, amelyek a pol génben a
kovetkezo gydgyszer-rezisztenciaval Osszefliggd mutéaciokat tartalmaztak: M41, T69R, K70R,
M184V, T215Y. Az M184V ¢és a T215Y volt a leggyakoribb, jelezve az RT inhibitorokkal -
zidovudine (AZT), stavudine (D4T),lamivudine (3TC) ¢és emtricitabine (FTC) — szembeni
rezisztenciat.

A nukleozid RT gatlokra rezisztens HIV mutansokat a 2000.¢év el6tt fert6zodott esetek 10%-
aban, mig a 2000. év utan fert6zédottek ~ 20%-aban mutattunk ki. Tobbszords gydgyszer-
rezisztens virusok (2-3 gydgyszerre) a vizsgaltak 3.5%-dban voltak jelen, elsdsorban a
frissebben fertézottek kozott.
kombinacios terapidk bevezetésének idejével (iddpontjaval) korrelalnak.

Az in situ DNS hybridizacios eljarassal és a direkt DNS szekvenalassal kapott rezisztencia
eredményeket tobb hazai és nemzetkozi konferencian tartott eldadasban és egy angol nyelvii
kézleményben (Juhasz E, Ghidan A, Kemény B, Nagy K.: Emergence of antiretroviral drug
resistance in therapy-naive HIV infected patients in Hungary. Acta Microbiol. Immunol. Hung. 55(4),
383-394, 2008.) foglaltuk ossze.

A HIV-1 pol génen belil az RT és PR génekben 1év6, gyogyszer rezisztenciahoz vezetd
mutaciokat teljes genotypizalassal 28 olyan magyar HIV fertdzottben (13 férfi és 15 nd)
vizsgaltuk, akik kiilfoldi szexualis partner(ei)k révén fert6zddtek meg. A nemi partnerek
60.5%-a afrikai orszagokbol (Elefantcsontpart, Ghana, Kamrun, Nigéria, Szudan és Uganda)
szarmazott, 36%-a eurdpai orszagokbol, elsésorban Romaniabol és Németorszagbol, és 3.5%-
a Azsiabol (Vietnam).

A HIV-fertdzés leggyakoribb formaja a vizsgéltak kozott a heteroszexualis transzmisszio volt
(67.8%), ezt kovette a homoszexualis atadosdas (21.4%), miig az intravénas fert6zédés 7.2%
volt, a nozokomidlis pedig 3.6%.



A HIV-1 Truegene genotipizaladssal az RT és PR gének 72 codonjat elemeztiik, amelyek
koziil 64 specidlis rezisztencia codon volt. Ezek 6 nikleozid reverz transzkriptdz inhibitort
(NRTI), 2 nem-nukleozid reverz transzkriptaz inhivitort (NNRTI) és 6 proteinaz inhibitort
(PRI) rperezentaltak. Osszességében a vizsgiltak 145-dban tudtunk valamilyen antiviralis
szerrel szembeni reisztenciat kimutatni. Az egyes inhibitor csoportokkal szembeni rezisztenia
a kovetkezd volt: NRTI: 8% (férfiak 14%, ndk 5%), NNRTIL: 5% (de a homoszexudlis
kapcsolatok soran atad6dé virusok 25%-al! NNRTI rezisztens volt). A PR inhibitorokkal
szembeni rezisztencia atlagosan 12% volt ( férfiak 16%, n6k 8%).

Az Osszes vizsgaltak 14%-a fert6z6dott legalabb egyfajta gyogyszerre rezisztens virussal,
mig 11%-uk kétféle, és 7%-uk haromféle gyogyszer-csoportra volt rezisztens. Egyolyan
fertdzottet telaltunk, aki 12 fajta HIV antiretrovirdlis gyogyszerre rezisztens virussal
rendelkezett.

HIV-1 altipus elemzések

A vizsgalt személyekbdl izolalt HIV variansok tobb mint 71%-a nem az Eurdpaban
leggyakoribb ill. hazankban is az eddigi fertézések dontd tobbségét kivaltdo HIV-1 B altipusba
(Nagy K.,Barabas E.,Varkonyi V.,Horvath A. Determination of HIV-1 subtype in Hungary
by synthetic peptides representing the VV3 loop of env Pathol.Oncol.Res. 2:268-271 (1996))
tartozott . A nem europai altipusok koziil a A, C (10.7%), E, F1 (7.2%), G (3.6%), J and K
volt kimutathat6. A dominans keringd rekombinans formak (CRF) kozil a CRF02_AG
(28.5%), CRF06_cpx(17.8%) and CRF11_cpx(3.6%) volt megtalalhato, jelezve a nem-B

e ey

A komplett genotipizalasi vizsgalatok és non-B aktipus elemzések eredményeit szimos hazai
¢s nemzekoOzi konferencian tartott el6adasban és egy, magyar és egy angol nyelvvi
kozleményben foglaltuk 6ssze ( Nagy K., Horvath A.: A HIV virus 25 éve Orv.Hetil.
151(4):133-137 (2010), és Kanizsai Sz., Ghidan A., Ujhelyi E., Banhegyi D., Nagy K.:
Monitoring drug resistance in therapy-naive HIV infected patients and detection of African
HIV subtypes in Hungary Acta Micobiol. Immunol. Hung. 57(1), 2010.) foglaltuk 6ssze.

Az eredményekbdl levonhaté kovetkeztetések, és vizsgalataink gyakorlati haszna

A HIV fertzés ill. az AIDS a fejlett orszagokban mar jol kézben tarthatd, kronikus, kezelhetd
betegséggeé valtozott. Tovabbra sem vagyunk képesek gyodgyitani a betegséget, de a jelenleg
rendelkezésre allo antiretroviralis terapiaval (HAART) a fertézottek nagy része remisszidban
tarthato, és sok évvel meghosszabbithatok mindségi €letkilatasaik. A virus ellenes szerekkel
valo nagyfoku kezelés azonban egyre tobb gyogyszer reisztens mutans virus kialakuldsdhoz
vezet.

Mind gyakoribb az olyan HIV fert6zott egyén, akik annak ellenére, hogy nem kaptak
antiretroviralis kezelést, mégis olyan virusokat hordoznak, amelyek egy vagy tobb
antiretroviralis agenssel szemben rezisztensek. E szignifikdns hordozési szint bizonyos
populacidkban azt jelzi, hogy a fertdzés eleve rezisztens virussal tortént . Ilyen gyogyszer-
rezisztens HIV-1 variansokat mutattunk ki nem kezelt magyar fertézottek 14%aban. Ez az
arany magasabb mint a legtobb eurdpai orszagban, ahol az atlag kb. 12%. (Kivéve Angliat,
ahol 16%.)



Kutatasi palyazatunk egyedisége ¢és ezért erGssége, hogy terapia naiv primer HIV
fert6zottekben lemeztiiki azoknak a virus mutacioknak az el6fordulasat és gyakorisagat
amelyek a jelenlegi RT és PR inhibitorokkal szembeni gyogyszer rezisztenciahoz vezetnek.
Ilyen jellegli virologiai kutatdsok még nem torténtek Magyarorszagon. Vizsgalataink soran 1j
ismereteket nyertiink a gyodgyszer rezisztencidhoz vezetd mutaciokkal rendelkezd virusok
replikacids tulajdonsagairdl, a mutans virus — sejt ill. a virus és a szervezet immunrendszere
kozotti kdlesonhatasokrol.

A tudomanyos érdekesség €s tjdonsag mellett e kutatdmunkanak jelentds gyakorlati értéke is
van, mivel ennek alapjan a hazai klinikusoknak tanacsot tudunk adni arra vonatkozoéan, hogy
amikor mar a HIV/AIDS kezelésre keriil sor, milyen gyogyszerrel ne probalkozzanak, mert a
beteg HIV virusai arra rezisztensek. Mivel egy HIV fert6zott/AIDS —es személy évi kezelési
koltsége atlagban 10.000 Euro, nem kell hangsulyozni, hogy eljarasunk a tudomanyos
eredmények mellett milyen kozvetlen haszonnal ill .megtakaritassal jar.

Munkédnk eredményeként a HIV-1 rezisztencia tesztek bevezetését javasoltuk a HIV
fertézottek kezelését ellatdo Szt.Laszld korhaz orvosainak, ahol ma mar a klinikai gyakorlat
részét képezik.

Kutatomunkank alapjan, annak eredményeire tamaszkodva az Orszagos Epidemiologiai
Intézet orszagos HIV-1 gyogyszer-rezisztencia monitoring rendszert vezett be.

Az Orvosi Mikrobiologiai Szakmai Kollégium pedig felvette a HIV-1 gydgyszer rezisztencia
eljarasokat (genotypizalas) a legjabb — HIV laboratoriumi diagnosztikaja — iranyelvekbe.

A rezisztencia teszt adatok alapjan kivitelezett terapids dontéseknek oridsi jelentdségiik van.
A részletes rezisztencia profil, amelyeket ezen 0j nagy specificitas €és érzékenységi
rezisztencia tesztek nyujtanak, nagy mértékben hozzajarulnak a racionalis kezelési
dontésekhez, részei lesznek az egyénre szabott terapianak mind annak kezdetén, mind
esetleges kudarca soran.

A lehetséges felhasznalasi modok:

- az eleve meglévd rezisztens virusok felismerése. A HIV fertézott egyének gyogyszer
rezisztens variansokkal fertéz6dhetnek a kezelés megkezdése el6tt, mert pl. olyan valakitol
kaptak a fert6zést, akiben nagymennyiségii gydgyszer rezisztens virus replikalodott.

- foglalkozasi baleset esetén az egészségiigyi dolgozoknal lehetséges a szoban forgd paciens
HIV-rezisztencia profiljanak a meghatarozasa és ennek alapjan eldonteni a leghatékonyabb
fertdzés utani profilaktikus kezelést.

- a horizontalis terjedés mellet rezisztens virusok vertikalisan is anyar6l gyermekre is
atadodhatnak, s a rezisztencia teszt életmento lehet

Osszefoglalva az antiretroviralis terapia végsé célja, hogy olyan kezelési eljarasokat
ismerjiink fol, amelyek teljes mértékben meggatoljak a virus replikaciot. Hogy ezt elérjiik,
sziikséges hogy kitagitsuk a tudasunkat a terapids kudarcokrol az antiretroviralis szerekkel
szembeni  gyodgyszerérzékenységrol és azokrol a  folyamatokrél, amelyek sordn
rezisztenciahoz vezeté mutdciok egymasra hatnak, abbol a célbdl, hogy a leghatékonyabb
kombindcios lehetdségeket fejlessziik ki.



