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1. Bevezetés

A szerzett immunhidnyos tiinetegyiittest (Acquired Immune Deficiency Syndrome - AIDS)
1981-ben fedezték fel az Egyesiilt Allamok nagyvérosainak homoszexudlis kozosségeiben (Ma-
sur, 1981; Mildvan, 1982). Az alig tobb mint hdrom évtizede felismert betegség a legstilyosabb
kozegészségiigyi kihivasok egyike lett, eddig megkozelitdleg 25 millié ember haldlat okozva.
A Human Immundeficiencia Virus névre keresztelt korokozot két évvel késdbb, 1983-ban izo-
laltak (Barre-Sinoussi, 1983; Gallo, 1983).

A World Health Organiation (WHO) 34 milliéra becsli a jelenleg a virussal é16k szamat
(UNAIDS, 2012). A patogén virus ellen nem 4ll rendelkezésre végleges terdpia, illetve haté-
sos oltdanyag. A fert6zés mortalitdsa magas, kezelés nélkiil csaknem minden esetben haldlhoz
vezet. Tovabba eddig csupdn négy esetben sikeriilt a virust maradéktalanul eltavolitani a beteg
szervezetébdl (Check Hayden, 2013; Hiitter, 2009). Ezek ellenére 6ridsi elorelépések torténtek a
betegség megszeliditésében, folyamatos gydgyszeres kezelés mellett a tiinetek megel6zhetbek,
illetve jelentésen késleltethet6ek.

1984-ben azonositottdk a virus elsédleges célsejtjeit, a CD4+ T-limfocitdkat (Klatzmann,
1984). A virus molekuldris diverzitdsira 1985-ben deriilt fény, ekkor publikéltak el6szor a virus
genomjat. Az elsd antiretrovirdlis hatéanyagot, a zidovudine-t (AZT), 1987-ben engedélyezték.
Ez volt az els6 gy6égymod, amely a tobb ezer HIV-fert6zott beteg rendelkezésére allt (Rowland-
Jones, 2004). Onmagédban ez az egy hatéanyag nem bizonyult megfelelének a virus vissza-
szoritdsdban, ezért 1996-ben tobb hatéanyag kombindldsaval vezették be a nagy hatékonysagu
antiretrovirélis terdpidt (highly active antiretroviral therapy - HAART, mashol cART). A kom-
binacids terdpia képes a vérben mért virusszintet a detekcids kiiszob ald csokkenteni, és a paci-
ensek varhat6 élettartamat €s életminOségét jelentds mértékben novelni. Az ART megjelenése
Oridsi attorést jelentett a virussal €16k életszinvonaldban és a varhat6 élettartamukban. A gyogy-
szerek ma mar nemcsak a fejlett viligban, hanem Fekete-Afrikdban is elérhetSek, ahol hatmillié
HIV-fert6zott all terapia alatt (UNAIDS, 2012). A kezeléssel azonban nem tiintethetd el a vi-
rus teljesen a szervezetbdl. Ennek bizonyitéka, hogy a kezelés felfiiggesztése esetén a vérbeli
virusszint el6bb-utébb ismét megemelkedik (Davey, 1999). Az els6 nagy 1éptékii vakcinakisér-
letekre 2003-ban keriilt sor (Barouch & Korber, 2010; Sekaly, 2008), mig az antiretroviralis

anyagok megel6z6 alkalmazasarol végzett kisérletek néhany éven beliil kovették azokat (Liu



AY Buchbinder SP, 2006; Abdool Karim, 2010; Grant, 2010). Az elmilt évtizedek kutatasai
soran rengeteget megtudtunk az emberi immunrendszer miikodésérdl és a virus patogenezisé-
r6l, de széleskorli gyakorlati alkalmazdsba vehet6 végleges, a fert6zést teljesen megsziintetd
terdpia vagy oltéanyag kifejlesztése eddig sikertelennek bizonyult.

Az AIDS-re nyilvdnvaléan nem tekintiink genetikai betegségként, azonban az epidemio-
I6gidjaban jelentkezd valtozatossigot legaldbb részben humdan genetikai tényez6k hatirozzak
meg. Ugyanis nem mindenki fert6z6dik meg a virussal, illetve a fert6zottek kozott is nagy el-
téréseket mutat a betegség tiineteinek a megjelenése (Fellay & McLaren, 2013). A fert6zott
egyének kiilonb6z6 erdsségii szerzett, illetve velesziiletett immunitdssal rendelkeznek, illetve
az antiretrovirdlis terdpidra is eltér6 hatékonysdggal védlaszol a szervezetiik.

A dolgozatomban el6szor roviden 6sszefoglalom a HIV-virussal és a genetikai asszocidcio-
vizsgdalatokkal kapcsolatos dltaldnos szakirodalmat. A tovabbi fejezetekben tdrgyalom az dlta-
lam végzett két kutatasi projektet azok specifikus irodalmi osszefoglalgjaval, mddszereivel és
eredményeivel. Az elsé projekt a virdlis és a human genom egyiittes genetikai asszociaciovizs-
galataval tarja fel azon l6kuszokat a HIV- és az emberi genomban, amelyek kolcsonhatasban
allhatnak egymadssal. A mdsodik projektben pedig a HIV feliilfert6zés gyakorisagat vizsgalom
klinikai adatbdzisokbdl vett szekvencidk analizisével. Végiil réviden ismertetem azokat a mun-

kakat, amelyekben a doktori tanulmanyaim alatt tarsszerzéként részfeladatokat végeztem.

1.1. A HIV-fertozés epidemiolégiaja

7

A HIV-virus a nem ember f6eml8soket fert6z6 Majom Immundeficiencia Virusokbdl (Simian
Immunodeficiency Virus - SIV) szarmaztathat6. Foldrajzi eredete Kozép- és Nyugat-Afrika. A
virusnak két f6bb valtozatat ismerjiik: a HIV-1 virusok kozvetlen 8sei a csimpanzokat fert6z6

o7

SIVcpz, illetve a gorilldkat fert6z6 SIVgor, mig a HIV-2 virusok &se a kormos mangébéket fer-
t6z6 SIVsm virus. A HIV-1 torzs egyik altipusa (M) felelSs a jelenlegi vilagméret( jarvanyért,
mig a HIV-2 torzs els6sorban Nyugat-Afrikdban fordul el6. A HIV-1 virusokat molekularis bé-
lyegek alapjan hiarom csoportra osztjuk: valdsziniileg mindhdrom csoport (M, N, O) egy-egy
egyedi és egyszer bekovetkezett fajok kozotti atugrasbol szarmazik (Rambaut, 2004). Az utéb-
bi években egy negyedik csoportra (P) is fény deriilt (Vallari, 2011). A HIV-1 jarvany kezdetét

a becslések a 20. szdzad elsé harmaddra teszik. Ezt molekuldris filogenetikai vizsgalatok, €s

szocioldgiai vizsgalatok tdmasztjak ald (de Sousa, 2010).



Az M csoport tovabb bonthat6 9 altipusra ( A-D,F-H,J,K altipusok) és szdmos rekombindns
altipusra (circulating recombinant form - CRF). Ezek az altipusok kiilon jarvanyokban a mult
szdzad hetvenes éveiben tortek ki Kozép-Afrikdbdl. A nyugati vildgban a HIV-1 B altipusa a
legelterjedtebb, ez a jarvany 1966-ig, Haitiig vezethetd vissza (Gilbert, 2007). Az A altipus nagy
prevalencidval bir a korabbi Szovjetuni6 tagallamaiban, mig a C altipus féként Kelet-Azsidban,
Indidban és Brazilidban terjedt el, tovabba ez az uralkod¢ tipus Dél-Afrikaban is . Tobb cirku-
1416 rekombindns forma is kiterjedt jarvdnyokat okoz, ezek koziil a legfontosabb a Thaifoldon
igen gyakori CRF-01AE. Kelet-Afrikdban jellemz8en az A és D, illetve a CRF-02AG altipu-
sok taldlhatéak meg. Globdlisan a C altipus a leggyakoribb véltozat (UNAIDS, Global Report,
2012). Kozép-Afrikdban Kamerunban és a Kong6i Demokratikus Koztarsasdgban a HIV-1 M
csoport diverzitdsa olyan nagy, hogy nincs értelme elkiiloniteni az alcsoportokat, azok beagya-
zodnak a helyi virusok filogenetikai fajaba . Val6jaban a Fold tobbi részén taldlhat6 alcsoportok
egy-egy alapité torzs elterjedése révén jottek 1étre (Rambaut, 2001).

A vildgon jelenleg 34 milli6 HIV-fert6zott ember €1, ebbdl 23 millié Fekete-Afrikdban, ahol
a fert6z¢€s prevalencidja a felnétt lakossdg korében elérheti az 20%-ot is. Nyugat-Eurépaban és
Eszak-Amerikdban 2,1 millié ember €l a virussal, mig a volt Szovjetunid tagallamaiban 1,5 mil-
lié. Ez utébbi az egyetlen régid, ahol az elmuilt tiz évben jelentdsen nétt és jelenleg is novekszik
a virus el6forduldsi gyakorisdga (0,3%-r61 0,9%-ra). Kelet-Eurépdban a jarvany robbandsszeri
novekedést mutat a kabitészerhasznalok kozott. Az 4j HIV-fert6zottek szama a vilagon altala-
ban lassu csokkenést mutat kdszonhetden a sokrétli megel6z6 programoknak és az antiretrovi-

ralis gyogyszerek hatékony és széleskort alkalmazasanak (UNAIDS, Global Report, 2012).

1.2. A HIV molekularis bioldgiaja és életciklusa

A virusrészecske (virion) egy membrannal koriilvett vezikula amelyben a két egyszaliu RNS
molekuldbdl 4116 genomot egy fehérjekapszid védi. A koriilbeliil 9700 nukleotid hosszu genom
9 gént kédol. A virus fobb strukturdlis fehérjéi a gag gén altal kédolt p17 matrix, p24 kapszid
és p7 nukleokapszid, a pol gén altal kédolt protedz, reverz transzkriptdz és integrdz enzimek,
valamint az env gén 4altal kodolt gp120 és gp41 burokfehérjék. A Nef, Vif, Vpr, Vpu (HIV-
2-ben Vpx), Tat és Rev fehérjék kiegészit6 és szabdlyzo szerepet toltenek be, valamint ezek
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felel6sek a gazdasejt védelmi mechanizmusainak lekiizdéséért (Frankel & Young, 1998) (1asd
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1. abra. A virus genomi szervezddésének dbrazoldsa. A kép a los alamosi adatbdzis honlapjarol
szarmazik (http://hiv.lanl.gov).

2. és 1. abra).

A virus gp120 fehérjéje a virion membranjanak kiilsé oldaldn taldlhatd, ez l1étesit kapcso-
latot a CD4 receptorral (Poignard, 2001). A gp120 és a CD4 molekuldk kozotti interakcid so-
ran megfigyelhetd egy konzervativ konformécids epitép, ami potencidlis célpontja lehet HIV-
ellenes vakcindknak, illetve egyéb hatéanyagoknak (Chen, 2009; Zhou, 2007). A virusnak a
citoplazméba val6 bejutdshoz a f6 CD4 receptoron kiviil egyéb koreceptorokhoz is kotddnie
kell, ilyenek példaul a CCRS és CXCR4 kemokinreceptorok.

A legtobb természetes uton dtadott virus a CCRS koreceptorhoz kapcsolddik, majd a be-
tegség elérehaladtdval a gazdan beliili evolicid sordn fejlédik ki a CXCR4 receptort prefera-
16 varians. Ez a koreceptor-véltds koriilbelill a paciensek felében torténik meg, és a betegség
sulyosboddsdhoz vezethet (Levy, 2009). A koreceptorok fontossagét jelzi, hogy az eurépai hu-
man populaciéban 10%-os allélgyakorisaggal jelen levd CCR5A32 muticié homozigéta for-
madja szinte teljes rezisztenciat biztosit a HIV ellen (Mulherin, 2003). A CD4 receptorhoz és
a koreceptorokhoz valé kotédés konformacidvaltozast indit el a gp41 fehérjében, amely ennek
hatdsdra a membranhoz horgonyozza a virust és meginditja a membranfiziét (Buzon, 2010). Az
utbbi években bevezetett fizidgatlé hatéanyagok ezt a konformacidvaltozast gitoljak a virus
életciklusdban (Henrich & Kuritzkes, 2013; Tilton & Doms, 2010). A CCRS receptor allosz-
térikus gatldsa szintén hatdsos a virusfert6z€s ellen (Garcia-Perez, 2011). Utdbbi stratégia azért
el6nyos, mert nem a virust, hanem a stabil genetikai dlloméannyal rendelkez6 gazdat célozza.

Ugyan a virus elsédleges célsejtjei a CD4+ T-limfocitdk, egy sor mds sejt is képes megfer-
t6z6dni endocitdzis utjan, példaul makrofagok, mikroglidk és dendritikus sejtek (Levy, 2009;

He, 1997). A transzmisszi6é' utdni korai szakaszban val6szintileg fontos szerepet toltenek be a

Az az esemény, amikor a virus egy emberrdl egy mdsikra jut.



gp120
Transzmembran
glikoprotein

Lipidmembran

gpdi

Transzmembrd
glikoprotein

Reverz
transzkriptaz

2. abra. A virusrészecske vazlatos felépitése. A kép a Wikipediardl szarmazik.

virus elterjedésében a dendritikus sejtek, amelyek DC-SIGN receptorok segitségével megkotik
és a nyirokcsomokba széllitjak a virionokat. Ott immunoldgiai szinapszisokat 1étesitve a CD4+
T-limfocitdkkal elésegitik a virus szétterjedését a testben (Lore & Larsson, 2003).

A membranfizié utdn a kapszidburok felbomlik, és a virionban 1év6 reverz transzkripci-
0s komplex bejut a citoplazméba. A burok felbomldsdban és a sejtfelszinhez kozeli aktinfila-
mentumokon valé atjutdsban fontos szerepet jatszik a Nef protein (Gallant, 2008). A reverz
transzkripcid sordn a virus egyszdld RNS genomjabdl kétszali cDNS szintetizalodik (Gallant,
2008). A reverz transzkriptaz blokkoldsa kivalo lehetdség a virusreplikacié megakadalyoza-
sara. Ez torténhet nukleozid analdgokkal (pl.: zidovudine), vagy nem nukleozid analégokkal
(pl.: efavirenz), amelyek az enzim aktiv helyén kiviil fejtik ki hatdsukat (Lapkouski, 2013;
Knoll, 2007). Az utébbi években felfedezett human SAMHDI gén terméke a citoplazma nuk-
leotidkoncentracidjanak csokkentésével akadalyozza meg a fert6zést nyugalmi allapotban levd
dendritikus sejtekben, makrofagokban, illetve CD4+ T-limfocitdkban (Schaller, 2012; Laguet-
te, 2011; Descours, 2012). A reverz transzkripci6 befejeztével az 4j DNS molekula nem valik
le a reverz transzkripciés komplexr6l, hanem tgynevezett preintegraciés komplexet alkot mind
virdlis, mind gazda eredetii fehérjékkel (Gallant, 2008). A reverz transzkripciés komplex és
a preintegracidos komplex is aktivan kapcsolddik a sejtvazhoz, el6bbi aktinfilamentumokhoz,
utébbi mikrotubulusok segitségével halad a sejtmag felé. A virdlis reverz transzkriptdz enzim
nem rendelkezik hibajavité mechanizmusokkal, ezért hibardtdja kiilonosen magas (3 x 107°
hiba/nukleotid/generacié) (Preston, 1988). Hatékony replikacidval és révid generacios idével
kombindlva ez teszi lehetové a virus igen gyors evolicidjat (Rambaut, 2004).

A preintegriciés komplex mérete joval nagyobb, mint a nukleopdrus dtmérdje, a nukledris



transzporthoz ezért sziikség van a nuklearis importfehérjék segitségére. A virus p17 matrix és
Vpr fehérjéin taldlunk nuklearis import szigndlokat, amely fehérjék mind részei a preintegracios
komplexnek. (Gallant, 2008)

A sejtmagban az integraz segitségével a virus kétszali DNS-e beépiil a gazda kromoszomé-
lis genomjdba. Az integrdlédott virust provirusnak hivjuk. A virus dltaldban aktiv kromoszo-
materiiletekbe épiil be, ezzel is novelve a sajat replikdcids hatékonysagét (Craigie & Bushman,
2012; Ocwieja, 2011). Az antiretroviralis hatdanyagok egy uj osztalyat képezik az integrazinhi-
bitorok, amelyek a virus 6rokitGanyaganak beépiilését gatoljak a gazda genomjiba (Messiaen,
2013).

Az integrélt provirus lehet lappang6, latens dllapotban, mikor a virus fehérjéi nem exp-
resszdléddnak és a sejt nem termel fert6z$ virionokat. Ilyenkor a fert6zott sejt nem prezental
virdlis epitépokat a felszinén, igy az immunrendszer eldl a fert6zés rejtve marad. Latens alla-
pot bekdvetkezhet tobbek kozott akkor, ha az adott genomi régié heterokromatin dllapotot vesz
fel, vagy ha a sejt nyugalmi allapotban van és egyes alapvetd transzkripcios faktorok (NF-xB,
NFAT) a citoplazmaban lokalizdlédnak (Trono & Marzetta, 2011; Trono, 2010). Masrészt a
provirusrol folyhat aktiv transzkripcid és génexpresszid. Ehhez sziikségesek az el6bbi transzk-
ripcids faktorok és a virdlis Tat fehérje jelenléte a sejtmagban. A provirus 5° végén eukaridta
promoter szekvencidk taldlhatéak, de a Tat nélkiil ez a promoéter gatlds alatt all (Chou, 2013).
A latens médon integrélt provirus az egyik legfébb oka annak, hogy a kombinicids terdpia
képtelen megsziintetni a fertézést (Trono, 2010). Amig a szervezetben van olyan hosszu élet-
idejl nyugvé sejt (példaul memoria CD4+ T-sejt (De Boer & Perelson, 2013)), amelynek a
genomjdban a provirus megtaldlhatd, addig ebbdl a provirusbdl a virémia kidjulhat. Ugyanak-
kor elképzelhetd olyan anatdmiai vagy celluldris kompartment a szervezetben, ahol a hatéanya-
gok penetricidja rossz, igy a virus szuppressziv terdpia alatt is szaporodhat. Ennek ellentmond,
hogy hatdsos terdpia alatt evolicids véltozadsok nem figyelhet6k meg a virus genomjdban (Ruff,
2002; Tobin, 2005), és az intenzivebb terdpia se akaddlyozza meg a virémia kés6bbi kidjulasat
(Dinoso, 2009).

Az igen tomor, koriilbeliil 9700 bazispar hosszd HIV genomban tobb gén kdédja egymaés-
sal atfed. Ez csokkenti az 6rokit6anyag méretét, de sziikségessé teszi, hogy transzkripcié sordn
ugyanarrdl a szakaszrol tobbféle splice-varidns késziiljon. Féként a genom 3’ vége felé esd

felében kodolt auxilidris gének transzkriptumai esnek at ezen a tobbszords szerkesztésen (Pur-



cell & Martin, 1993). llyenek a nef, tat és rev gének, amelyek termékei sziikségesek a genom
tovabbi expresszidjahoz és a hatékony virusreplikdcidhoz. A genom nem szerkesztett (unspli-
ced) transzkriptumai a Rev fehérjén 1év6 nuklearis export szigndl segitségével szallitodnak ki
a sejtmagbdl, ahol megkezdddik a transzlacid és a virus érése (Gallant, 2008). A Nef protein
oly moédon befolydsolja a gazdasejt allapotét, hogy az kedvezzen a virusreplikdcionak. A fe-
hérje fontossdgat jelzi, hogy diszfunkciondlis nef gént tartalmazé virussal fert6zott betegekben
a betegségprogresszio joval lassabb (Kirchhoff, 1995). A Nef internalizdlja a sejtfelszini CD4
receptorokat é&s MHC I molekulédkat, ezzel akaddlyozva a sejtet funkcidjdban, megneheziti a
sejt tovabbi fert6zését, és elfedi azt a citotoxikus immunvalasz el6l (Michel, 2005). A fehér-
je a gazdasejt apoptdzisat gatolja, viszont serkenti a Fas-ligandum kihelyezését a membranra,
ezzel a szomszédos sejtek apoptozisat eldidézve (Baur, 2011). A gp120 és Vpu fehérjék az en-
doplazmatikus retikulumban kotédnek a késziil6 CD4 receptorokhoz, ezzel akadédlyozva azok
exportjat a sejtfelszinre (Gallant, 2008).

Az expresszalt Gag és Gag-Pol poliproteinek, illetve a virusgenom RNS transzkriptumai
a sejtmembrdn belsd oldaldhoz szdllitédnak. Ott dsszedll a virion , ami a gazda vezikuldris
membranrendszereit felhaszndlva lefliz6dik a sejtmembranrol. (Gallant, 2008)

Az utébbi években négy olyan tigynevezett restrikcids faktort azonositottak a féeml&sok
genomjdban amelyek beavatkoznak a HIV (illetve SIV) életciklusdba. A gazdaspecifikus fer-
t6z6képes virusok (ember esetén a HIV, csimpanz esetén a SIVcpz) mind alkalmazkodtak a
specifikus gazda hasonlé funkci6jd génjeihez. Mas gazdafajba oltva 6ket azonban nem min-
den esetben képesek replikaciora, tobbek kozott azért nem, mert a gazda restrikcids faktorait
nem képesek ellensulyozni (Laguette & Benkirane, 2012; Kirchhoff, 2010). Az els6 ilyen gén
az APOBEC3G, ennek terméke becsomagolddik a virionba, majd a kovetkezd sejt fert6zése
sordn deamindlja a virus RNS genomjit, ezzel hipermuticiét okozva. Az gazda APOBEC3G
génjeivel valo kompatibilitisért felelds a vif gén, amely ubikvitindci6 Gtjan lebontdsra tereli az
APOBEC3G fehérjét. (Kirchhoff, 2010)

Nem ember f6eml6sokben azonositottdk a TRIM5« gént, amely terméke a kapszidburok
megfelel6 idében torténd felbomldsit akaddlyozza. A humédn genomban 1évé TRIMS5a-val a
HIV-virus capsid génje kompatibilis, de a rézuszmajmokban taldlhaté homoldggal nem A ré-
zuszmajmokat a HIV ezért nem képes megfertSzni. Erdekes, hogy egyetlen egy aminosav meg-

véltoztatdsa a humdn TRIMS« fehérjében mar képes megakadalyozni a produktiv fertézést



(Yap, 2005).

Tovébbi restrikcids faktor a tetherin (més néven BST-2), amely a lef(iz6dott és membran-
nal koriilvett virionokat horgonyozza a sejtfelszinhez. Ellenstlyozdsara a lentivirusok korében
tobb megoldas is sziiletett, egyes esetekben a nef, mashol (A HIV-1-et is ideértve) pedig a vpu
termékei feleldsek a tetherin-kompetibilitasért (Neil, 2008; Kirchhoff, 2010).

A SAMHDI gén terméke nagymértékben hozzdjarul ahhoz, hogy a nyugalmi allapotben 1é-
v0, differencidlt mieloid sejtek, illetve T-limfocitdk rezisztensek a virusfert6zésre (Descours,
2012). A gén terméke a sejtek citoplazmdjdban lokalizalodva lecsokkenti a szabad dANTP kon-

centraciot, ezzel megakadalyozza a reverz transzkripciét. A HIV-2 genomjdban taldlhaté vpx

terméke a SAMHD1 fehérjét proteaszomaélis degradaciora tereli. (Laguette & Benkirane, 2012)

1.3. A HIV patogenezise

A fertdzés lefolyasa akut, kronikus és szimptomatikus (AIDS) szakaszokra bonthat6 (3. dbra).
Az akut szakasz a transzmisszié utdn néhdny hétig tart, rendkiviil magas (akdr 10 millié RNS
képia/ml) vérbeli virusszint és a CD4+ T-sejtek jelentSs pusztuldsa jellemzi. A krénikus fazis
kezdetére a plazma virusszintje csdkken és bedll egy stabil értékre. Ez az tgynevezett setpoint
virusszint fiigg mind a virus, mind a gazda genotipusitdl (Prince, 2012; Touloumi, 2013; Fellay,
2009). Az akut fazis utdn a CD4+ sejtszam szintén emelkedik, de soha nem éri el a kezdeti érté-
ket. A vérben mérhet6 virusszint fontos mutatdja a betegségprogresszid varhatd sebességének,
mig a vérbeli CD4+ T-limfocitdk szdmabdl a betegség stddiumdra lehet kovetkeztetni. Ezek az
értékek kezelés nélkiil a kronikus fazis 8-12 éve alatt nagyon lassan romlanak. A krénikus fazis
lassan novekv®d virusszintje egy folyamatos dll6hdbortt rejt az gazda immunrendszere és a virus
kozott. Csupén a virus replikdcidjanak gatldsaval a virusszint két hét alatt a detekciods kiiszob
ala esik, felfedve a szervezeten beliili replikacié 6ridsi mértékét (Perelson, 1996). Mikor a vér-
beli CD4+ sejtszam 200 sejt/ul ald esik a betegség eléri az AIDS fazist. A CD4+ limfocitdk
szama egyre csOkken, a virusszint pedig ismét megugrik. Az immunrendszer ilyenkor mar nem
képes ellatni feladatat, megjelennek kiilonb6z6 opportunista fert6zések tiinetei. Kezelés nélkiil
a fert6z€s majdnem minden esetben haldlos. A virus patogenezisér6l 0sszefoglalé taldlhat6 a
kovetkez6 cikkekben: (Moir, 2011; Levy, 2009; Grossman, 2006; Rowland-Jones, 2004; Coffin
& Swanstrom, 2013; Stevenson, 2003; Douek, 2003).
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3. dbra. A HIV-fert6zés lefolydsa alatt a CD4+ T-limfocitdk €s a vérbeli virusszint valtozasai.
Szaggatott vonal: CD4+ T limfocitdk szdma. Folytonos vonal: vérbeli virusszint.

A virus gazdar6l gazdara nyélkahartyan keresztiil, leggyakrabban szexudlis kontaktus ttjan
terjed. Egyéb jelentSs atviteli mod a vertikdlis anya-gyerek transzmisszid, fertdzott fecskenddk
és fert6zott vérkészitmények haszndlata. A heteroszexudlis kontaktus esetén a fertdzés valo-
szinliségét 1:10 és 1:2000 kozé becsiilik (Shaw & Hunter, 2012), az atlagos érték 1:1000 a
kronikus szakaszban. A férfiak koriilmetélése jelentdsen csokkenti a transzmisszi6 esélyét, mig
a genitdlidkat érinté gyulladasos fert6zések novelik azt (Varghese, 2002). Az akut szakasz vi-
rémidjanak kovetkeztében a szexudlis transzmisszié esélye ebben a szakaszban joval nagyobb,
mint a krénikus fazisban (Shaw & Hunter, 2012).

A virus az ép nydlkahartydn valdszintileg dendritikus sejtek segitségével jut at, amelyek el-
juttatjak azt a fert6zésre fogékony aktivalt vagy részlegesen aktivalt CD4+ T-sejtekhez (Miller
& Shattock, 2003; Wu & KewalRamani, 2006; de Witte, 2008, 2007). Eleinte a nyélkahartya-
val asszocialt nyirokszdvetben sejtrdl sejtre terjed a virus, majd eljut a nyirokcsomodkba, ahon-
nan szétterjed az egész szervezetbe. Az akut virusprodukcié f6 forrdsa a bélfallal asszocidlt
nyirokszovet (gut associated lymphoid tissue - GALT), ahol a produktiv fert6zésre kiilonosen
fogékony CD4+ CCR5+ T-sejtek nagy szdmban talalhatdak (Kelleher & Zaunders, 2006). A ha-
tékony virusreplikdcid kovetkeztében a GALT CD4+ populdcidja igen jelentSs és irreverzibilis
veszteséget szenved el. Ebben szerepet jatszik a fertdzott sejtekkel szomszédos sejtekben indu-
kélt un. bystander apoptdzis (Chase, 2006; Finkel, 1995). Nyugalomban 1év6 CD4+ T-sejteket
a virus nem képes produktiv médon megfert6zni, azonban miikodésképtelen virdlis DNS fel-

halmozdédhat a sejtben, amely apoptézishoz vezet (Doitsh, 2010). A fertdzott sejtekre kifejtett
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kozvetlen vagy kozvetett citotoxikus hatds jelent6ségérdl megoszlanak a vélemények, de in vit-
ro kultirdkban a virus elpusztitja a sejteket (Coffin & Swanstrom, 2013).

Az esetek tobbségében egyetlen egy virion 1étesit fertdzést a szervezetben (Keele, 2008). Ez
egy igen erds alapitohatds, az alapit6 virusok szelektdlédnak azokra a tulajdonsdgokra, amelyek
sziikségesek a gazddk kozotti transzmisszidhoz (Moir, 2011; Keele, 2008). Ezek a korai valto-
zatok szinte minden esetben a CCRS koreceptorhoz kotédve fertézik meg a célsejtjeiket. Egyes
vizsgdlatok szerint a korai alapitd virustorzsek igen érzékenyek a neutralizald antitestekre (el-
lentétben a kés6bbi véltozatokkal), de ezt nem minden tanulmény tudta reprodukélni (Derdeyn,
2004; Shaw & Hunter, 2012). Koriilbeliil 3 héttel a fert6z€és utdn megjelenik a specifikus hu-
mordlis €s sejtes immunvdlasz is. Ezek jelentSs szelekcids nyomadst fejtenek ki a virusra, de ez
az immunvdélasz nem elég hatékony ahhoz hogy felvegye a harcot a nagyon gyors evoliciora és
massziv replikécidra képes virussal (McMichael, 2010).

A hatékony antiretrovirdlis terdpia se képes teljesen meggyodgyitani a betegeket, a kezelés
felfiiggesztését kovetden néhany héttel a virusszint a kezelés el6tti mértékre emelkedik. Ez arra
utal, hogy a kezelés alatt is marad a szervezetben aktiv, vagy aktivdlhat6 virus (Bukrinsky, 1991;
Grossman, 1998). A virus kis mértékben szaporodhat olyan szovetekben, amelyeket a kezelés
nem, vagy csak részlegesen ér el. Ezenkiviil a virus provirus formdjaban lappanghat hosszu életd
nyugvé memoria CD4+ sejtekben, amelyek 1d6rdl idore aszimmetrikus osztdddson esnek 4t
(vagy egyéb, nem azonositott kompartmentekben, amelyeket 6sszességében latens rezervoarnak
hiv a szakirodalom). Ezek a rezervoarok a fert6zés kezdeti akut fazisaban 1étrejonnek, dltaldban
a diagnézis felallitasa el6tt (Cohen, 1995; Trono, 2010; Trono & Marzetta, 2011).

A kronikus szakaszban mér nemesak a CD4+ T-sejtpopulécio sériil, hanem a CD8+ T-sejtek,
az NK-sejtek és a B-sejtek miikodésében is zavarok jelentkeznek (Moir, 2011). Az immunrend-
szer kiilonb6z6 funkciondlis és anatomiai kompartmentjeibe tartozé sejtpopuldcidk gyakoribb
osztédast (megnovekedett turnovert), fokozott aktivaciot €s tilzott differencidciét mutatnak.
Hosszu tavon ezek a hiperaktivaciora utal6 tiinetek vezetnek az immunrendszer kimeriiléséhez,
valamint a sejtek megujuldsi képességeinek az elvesztéséhez (Biancotto, 2007; Nilsson, 2007).
A virus kozvetett hatdsdra utal egyrészt kronikus immunaktivacié globalis jellege, mdsrészt a
betegségprogresszié nagyon lasst idoskéldja (Yates, 2007). A hiperaktivicio oka nem teljesen
tisztdzott, egy megalapozott hipotézis szerint a bélfalon athatolé mikrobidlis anyagcseretermé-

kek vagy alkotéelemek (pl.: lipopoliszacharid) okozzdk (Pandrea, 2008; Brenchley & Price,
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2006). A GALT-ban tortént CD4+ sejtveszteség kdvetkeztében ugyanis a bél immunrendszere
jelentdsen veszit védelmi funkci6jabol, nem képes megakadalyozni a baktériumok (illetve azok
anyagcseretermékeinek) dthatoldsat bélfalon (Brenchley & Douek, 2008). A kréonikus immun-
aktivacid kovetkezményei az immunszovet €s a nyirokcsomok szerkezetében fellép6 hegesedé-
sek, amelyek megakaddlyozzak a limfocitdk megfeleld érését (Cohen, 1995), ezdltal korlatozva
a limfocitapopuléciok regenerdcidjat. A kimeriilt limfocitdk hajlamosak az apoptdzisra, illet-
ve gyorsabban haladnak az immunszeneszcencia felé (Appay, 2007). Ennek kovetkeztében a
periféria és a nyirokcsomdk kozti kozlekedésiik nem megfelels, ami hozzdjarulhat ahhoz, hogy
nem alakul ki megfelel6en széles specificitasi immunvdlasz a virus ellen (Douek, 2003; Douek,
2003). Az immunaktivacio jelentdségét jelzi, hogy mértéke nagyon pontosan korreldl a beteg-
ségprogresszidval (Deeks, 2004; Hazenberg, 2003). Ugyanakkor nem egyértelmi, hogy a virus
szdmdra evolticidsan adaptiv értékli-e az immunaktivacié kivéltdsa (Bartha, 2008).

A limfocitdk szdman és aktivacidjukon kiviil néhdny kvalitativ jellemzdjiik is fontos sze-
repet tolt be. A fertdzést kezelés nélkiil kontrolldlni képes emberek CD4+ T-sejtjei nagyobb
mennyiségi és tobbféle interleukint képesek kivalasztani (IFN-v-t mellett IL-2-t is) (Owen,
2010), mig effektoros CD8+ T-sejtjei gyorsabb expanzidra képesek (Hersperger, 2011).

Az ART elkezdése visszaszoritja az immunaktivaciot és csokkenti a limfocitapopulaciok
turnoverét (a sejtek életideje nd). A kezelés meginditdsa utdn az esetek tobbségében a CD4+
populacié novekedésnek indul, de sosem éri el az eredeti szintet (Arts & Hazuda, 2012). Eb-
ben szerepe lehet a regenerativ potencidl elvesztésének, az immunszovetek karosoddsanak és a
timusz csokkent funkciéjanak (Douek, 2003).

A fert6zésre adott reakcidban igen széles véltozatossagot taldlunk az egyes emberek kozott.
A HIV-fertézottek koriilbeliil 10%-a kezelés nélkiil is képes egyiittélni a virussal és tobb mint
10 évig nem fejlodik ki benniik AIDS (un. ,Jong term non-progressorok™) (Moir, 2011). Ez
betudhat6 egy gyenge (példaul nem funkciondlis Nef génnel rendelkez) virusnak, de az esetek
tobbségében a beteg genetikai hatterében kell az okokat keresni. A paciensek 1%-ban a virus-
szint a detekcios kiiszob alatt marad, ezt a csoportot ,.elite controllereknek” hivjak. Benniik a
CD4+ sejtszam normdlis szinten marad €s erds (elsdsorban sejtes) HIV-specifikus immunvélasz
figyelhet6 meg (Moir, 2011). Az elite controllerek és a long term non-progressorok kozott je-
lentds, de nem teljes atfedés van. Egyesek a magas kockézat ellenére sem fert6z6dnek meg a

virussal (,,exposed uninfected”), mig a betegek egy csoportja az atlagosndl érzékenyebb a vi-
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rusra (,,fast progressors”). Ezen varidciok human genetikai polimorfizmusok meglétét sugalljak,
amelyek bizonyos allélikus konfiguracidkban ellenallébb4 teszik a szervezetet a virus ellen (van
Manen, 2012). Ilyen polimorfizmusok azonositdsa dontd lehet a patogenezis jobb megértése, és

a jarvény lekiizdése céljabol.
1.4. A HIV-virus evolicidja

Retrovirus 1évén a HIV orokitéanyaganak masoldsa korantsem pontos, a mutdcios rata igen
nagy (Mansky, 1998). Ezt dsszevetve az igen rovid generdcids iddvel, nagy szervezeten beliili
képiaszdmmal és szaporoddsi ratdval megérthetd, hogy a virus evoliiciés hajlama kiemelkedéen
magas (Ribeiro, 2010; Perelson, 1996). Valéban, a HIV-virus az egyik leggyorsabb evoliciot
mutaté ismert organizmus (Rambaut, 2004; Coffin & Swanstrom, 2013). Ez a gyors evolici6
megfigyelheté mind egy adott paciensen beliil, a fert6zés lefolydsa sordn (Leslie, 2004), mind
pedig epidemioldgiai 1éptékekben gazddk kozott is (Rambaut, 2004).

Ezt kihaszndlva a virus konnyen alkalmazkodik a kiilonb6z6 kornyezeti hatdsokhoz, igy a
gazddk kiilonb6z6 immunoldgiai kornyezetéhez is. J61 megfigyelhetd mutdcidkat véltanak ki a
kiilénb6z6 human HLA allélok a virus szekvencidjaban (Kawashima, 2009). A humordlis im-
munvélasz folyamatosan valtozo6 célpontok elleni szelekciéja markdns nyomot hagy a szerveze-
ten beliili viruspopulacié filogenetikai fajan a hossz, irdnyitott szelekciéra utalé aghosszakban
(Rambaut, 2004). A transzmittdlt virustorzs felszini gp120 fehérjéje érzékeny az antitestekre,
azonban az immunvdlaszt rovid idon beliil kovetik az ellendlld virusvéltozatok, amelyek kiilsd
felszinén a kiterjedt cukor-oldalldncok akaddlyozzdk meg az ellenanyagok kotédését a fehérjé-
hez (Wei, 2003). Tovabba4, a virus konnyen alkalmazkodik a gy6gyszerhatéanyagokhoz, mono-
terapia alkalmazasa esetén rovid id6 alat megjelennek a rezisztens torzsek (3TC esetén akar he-
tek alatt (Gallant, 2008)). Erdekes és fontos megfigyelés, hogy teljesen szuppressziv terdpia alatt
a virusszekvencidkban evolicids valtozdsok nem figyelhet6k meg, a szervezeten beliili evoli-
ci6 ledll, ami a virusreplikdcio teljes blokadjara utal (Ruff, 2002; Tobin, 2005). Drogrezisztencia
muticidk ennek ellenére megjelenhetnek részlegesen szuppressziv terdpia alatt (Tobin, 2005),
vagy a rezisztens torzs kialakulhat mar a kezelés megkezdése el6tt (Hamers, 2010). A virus
szervezeten beliili diverzitdsa igen nagy (Yin, 2012). A szervezeten beliili evolicio sordn az im-
munrendszer, illetve a kezelés hatasara felhalmozott mutacidk 1j gazdaba oltva revertalhatnak,

adaptélédva az djonnan megvaltozott kornyezethez (Leslie, 2004).
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Fontos megjegyezni, hogy a HIV képes rekombinaciéra. Maga a HIV-1 &se, a csimpanzo-
kat fert6z6 SIVcpz is két kiilonbozé nem ember f6emldsoket fert6zd SIV virus rekombindnsa.
A HIV-1 M csoportban megtaldlunk mind altipusokon beliili, mind azok kozétti rekombinans
formdkat (pl.: a jelentSs elterjedéssel bird cirkuldlé rekombindns formdkat (CRF)). Kiilonb6z6
in vitro és populdcidgenetikai vizsgalatok a rekombinécié gyakorisdgit a teljes genomra vonat-
koztatva replikécids ciklusonként 1%-ra becslik (Neher & Leitner, 2010; Batorsky, 2011; Levy,
2004). A torzsek kozotti rekombindci6 alapvetd feltétele a sejt (és ezzel az egyén) kettSs fert6zé-
se, illetve a reverz transzkriptdz enzim képessége a szalak kozotti véltasra. A lefliz6d6 virionba
az RNS orokitdanyag két kopidja csomagolddik be, megkonnyitve a rekombindns formak 1ét-
rejottét. A fert6zott sejtek genomjdba integralt provirusok szamadt eleinte igen nagyra becsiilték
(medién 3,2 kopia / sejt), az Gjabb becslések szerint azonban a sejtek tobbsége csupdn 1 kopidat
hordoz (Jung, 2002; Josefsson, 2011). A rekombinécid jelentSs eldnyoket biztosit a virus sza-
madra, csakdgy, mint az sszes szexudlis uton szaporodé €l61ény esetében. Két fiiggetlen torzs
rekombindci6ja a tobbszords escape muticidt hordozé haplotipusok (mind az immunrendszer,
mint a gyégyszerek esetében) gyorsabb megjelenéséhez vezethet, illetve a fitneszt csokkentd

mutdciok kivagdsa révén megakaddlyozza a nagy mutdcids ratival és aszexudlis médon szapo-

rodo6 populaciok ,,genetikai elsorvaddsat” (Simon-Loriere & Holmes, 2011).

A HIV-virus bioldgidjanak altalanos Osszefoglaldja utan ismertetem a genetikai asszocia-

cidvizsgdlatok médszerét.

1.5. Genetikai asszociaciovizsgalat

A genetikai asszocidcidvizsgalatok célja olyan genetikai elemek azonositdsa, amelyek variaci-
6ja Osszefiigghet egy betegség, vagy egyéb, akdr kvantitativ fenotipus meglétével. Példaul, ha
a vizsgdlatba bevont betegek korében egy adott allél szignifikdnsan nagyobb gyakorisdgot mu-
tat, mint a megfelel6en kivalasztott kontrollcsoportban, akkor azt mondhatjuk, hogy az adott
allél asszocial a betegséggel. Ilyen vizsgalat torténhet egy csalad, vagy egy adott populacié
egymassal kevéssé rokon egyedeinek a bevondsaval (Cichon, 2009). Vizsgalhatunk egyedi gé-
neket, amelyekr8l mds forrdsbol sejtjiik, hogy szerepe van az adott fenotipus kialakitdsaban
(Gn. candidate gene studies) vagy kiilonb6zé mértékben haladhatunk a teljes genom lefedése

felé (Abecasis, 2012).
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Az angol szakirodalomban genome wide association study (GWAS) névvel illetik azt a ge-
netikai asszocidcidvizsgalatot, amely egy populdcié egymadssal nem rokon egyedein vizsgélja
a populdciéban gyakran (>5%) el6forduld, egy nukleotid hosszi genetikai valtozatokat (single
nucleotide polymorphism, SNP). (Balding, 2006)

Az eurdpai populdcioban koriilbeliil 50 kilobézisos blokkokban taldlunk SNP-ket amelyek
egymdssal erds kapcsoltsdgban dllnak (Gabriel, 2002). Ennek megfelelden elegendd a vizsga-
latba bevont emberekben kevesebb (maximum egy milli¢) gyakori SNP-t genotipizdlni ahhoz,
hogy lefedjiik a teljes genomban taldlhaté valtozatossdgot (Wall & Pritchard, 2003). Ha a be-
tegséget kivalté funkciondlis, okozati (az angol szakirodalomban tobbnyire ,,causal”) valtozatot
nem is genotipizaltuk, egy kozelben 1évé SNP, a genetikai kapcsoltsdg erejéig, ahhoz hasonlé-
an fog szegregdlddni a fenotipusos csoportjaink kozott. A genotipizdlandé SNP-k kivalasztasat
segitendd jott létre az International HapMap Project, amely 2002 és 2007 kozott négy emberi
populacié (Nigéria, Japan, Kina, USA - nyugat-eurdpai leszarmazdassal) 270 tagjaban 3,1 millid
gyakori SNP-t genotipizalt (Frazer, 2007; Altshuler, 2010). Ennek segitségével kivalaszthat6 az
a néhdny szdzezer, egymillio6 SNP amely egy adott (dltaldban nyugat-eurdpai) populécié haplo-
tipus szerkezetét elégségesen lefedi, és olcsé genotipizald csipek készithetok beldliik.

A betegségek genetikai hatterérdl tobb modell is napvildgot latott (Gibson, 2011). A ,,gyako-
1i betegség - gyakori muticié” (common disease common variant, CDCV) hipotézis feltételezi,
hogy a betegséget néhdny, a populdcidéban gyakori (6si) polimorfizmus okozza. Egy mutici6
felhalmozo6dhat a populaciéban azért mert neutrélis vagy jotékony, esetleg a miltban jotékony
hatdssal birt, de megvaltozott kornyezetiinkben karos. A CDCV hipotézist az utébbi években
elvégzett GWA vizsgdlatok nem tdmasztjak ald teljes mértékben (Gibson, 2011), pontosabban
egyes fenotipusok megfelelnek neki, masok pedig nem. Gyakori polimorfizmusok kétségkiviil
befolydsoljék a vizsgalt gyakori betegségek kockazatat. Tobb mint 3600 SNP-r6l tudunk, ame-
lyek bizonyithatéan asszocidlnak valamely fenotipussal (Hindorff, 2012). Egyes esetekben a
GWA vizsgélatban azonositott SNP jol magyardzza a betegség mechanizmuséat és heritabilita-
sat (pl.: Komplement Faktor H génben azonositott SNP az id6skori sdrgafolt sorvaddsban (age
related macular degeneration) (Haines, 2005)). Ennek ellenére a legtobb vizsgalatban az azono-
sitott polimorfizmusok a fenotipus variancidjanak csupan toredékét (koriilbeliil 15%) magyariz-

zak meg, még akkor is, ha az adott fenotipus szliken értelmezett heritabilitdsa> magas (Manolio,

2 Az additiv genetikai variancia ltal megmagyarazott fenotipusos variancia hdnyada a teljes fenotipusos vari-
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2009). Ezt az inkonzisztenciat az irodalom ,,missing heritability” (hidnyz4 heritabilitds) néven
emliti, felolddsara tobb egymast nem kizar6 elmélet sziiletett. Egyrészt, a GWAS soran talalt
polimorfizmusok az esetek tobbségében nem kozvetleniil feleldsek a fenotipusért, hanem kap-
csoltsdgban éllnak az okozati SNP-vel (causal variant), ezért a kapcsoltsagi viszony korlatozza
az altaluk megmagyardzhat6 fenotipusos variancidt. Masrészt, a jelenleg széles korben alkal-
mazott GWAS technoldgia strukturalis valtozatokat (elsGsorban indeleket *) nem érzékel, ezek
a polimorfizmusok nincsenek reprezentilva a vizsgdlatokban (Manolio, 2009). Felmeriilt, hogy
a sziliken vett heritabilitds becslése nem pontos, tilbecsli a valédi értéket, igy a GWAS sordn
megmagyarazott genetikai variancia azt nem is érheti el (Zuk, 2012). Tovdbb4, megfogalmaz-
hatunk 1ij modelleket a betegség allélikus struktirdjarél, mint a CDCV hipotézis alternativdit. A
betegséget okozhatja sok, egyenként kis hatdst (genotypic relative risk* <1,1) mutdcié amelyek
egyenletesen helyezkednek el a frekvenciaspektrumon (tehdt egyarant lehetnek gyakori, és ritka
polimorfizmusok is). Ezek koziil a GWAS csak a gyakori, €s nagyobb hatdsi muticidkat képes
azonositani. Ez a modell 1ényegében megegyezik Fisher poligénes 6roklddést leiré modelljével,
amely infinitezimalisan kicsi hatdsok Osszegeként irja le a kvantitativ tulajdonsagok 6roklését
(Visscher, 2008). Utobbi elképzelést alatdmasztja, hogy a GWAS sordn megmért SNP-k egyiit-
tesen képesek megmagyardzni a magassag és néhiny betegség (reumatoid artritisz, miokardidlis
infarktus, kettes tipust cukorbetegség, skizofrénia) fenotipusos variancidjanak donté hanyadat
(Stahl, 2012; Purcell, 2009; Yang, 2010). Egy masik hipotézis a ritka polimorfizmusokra he-
lyezi a hangsulyt, ez azt feltételezi, hogy a fenotipus hétterében nagyszamu ritka varians (evo-
Iiciésan fiatal, esetleg teljesen egyedi, privat mutacid) all, amelyek hatdsa azonban jelentds
(GRR >2) (Cirulli & Goldstein, 2010). A GWAS soran talalt polimorfizmusok ezekkel allhat-
nak kapcsoltsdgban, igy természetesen képtelenek a teljes variancidt megmagyardzni. Tovdbba
elképzelhetd, hogy egyes bonyolult fenotipusok (elsdsorban pszichidtriai megbetegedések) sok,
egymadstdl genetikailag fiiggetlen, de hasonld tiineteket kivalté dllapotok egyiittese. Ez szintén
lehetetlenné teszi a megmagyardzott genetikai variancia pontos becslését. Gibson felsorakoztat
20 érvet mind a ritka allélok modellje, mind az infinitezimalis modell mellett és ellen, demonst-

ralva, hogy jelenlegi tuddsunkkal nehéz donteni koztiik, és minden bizonnyal mindkét elképze-

ancidhoz képest.

3Egy vagy tobb nukleotid inszercidja vagy delécidja.

“4genotypic relative risk (GRR). A muténs allél egy példanyat heterozigéta formaban hordozé egyén esélye a
betegségre osztva az allélt nem hordozé egyén esélyével. Recessziv 6roklésmenet esetén a két allélt hordozé esélye
osztva az egy vagy 0 allélt hordoz6 esélyével.
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1és részlegesen helyes (Gibson, 2011). Egy harmadik 1t a ,,missing heritability” probléméjanak
megoldasara a kornyezeti hatdsok, epigenetikus hatasok, és génkolcsonhatdsok (episztazis) fi-
gyelembevétele. Ezt a szakirodalom ,,broad sense heritability model” néven emliti, de mivel
az emlitett hatdsok nincsenek beleszdmolva a sziiken vett heritabilitasba, ezért szigordan véve
nem is részei a ,,missing heritability” problémdjanak. Ettd] fiiggetleniil, minden bizonnyal igen
jelentds szerepet jatszanak a betegségek genetikai hatterében (Gibson, 2011).

A muticidkat gyakorisdguk és hatdsuk er6ssége szerint sorolhatjuk csoportokba. A ritka
(minor allele frequency ° <1%), de nagy penetrancidval® biré genetikai varidciok felelések a
mendeli 6rokl6désmenetl betegségekért. A nagy hatdsméret miatt ezeket konny( felismerni.
Hasonléan ritka, de kis vagy kozepes hatdssal biré mutaciok felderitése ezzel ellentétben szinte
lehetetlen, mivel tdl nagy mintaméret sziikséges egy megfeleld erejd statisztikai teszt kivite-
lezéséhez. A GWAS a frekvenciaspektrum maésik végére koncentrdl: az 5%-ndl gyakoribb, de
kis vagy kozepes hatassal biré (GRR 1.2-2) SNP-k hatdsat megfelel$ erével ki lehet mutatni
gyakorlatban kivitelezheté mintaméretek mellett is (ezer f6t6l néhéany tizezer f6ig). (McCarthy,
2008; Bush & Moore, 2012)

Ahhoz, hogy egy Uj genetikai faktor felfedezését biztosan kijelenthessiik, biztositanunk kell,
hogy a hatds, amelyet ldtunk valddi, és nem hamis. Ez egy igen stlyos probléma a GWA vizsga-
latok sordn, hiszen tobb milli6 tesztet is elvégezhetiink. A szakma a kovetkezd konvenciondlis
kritériumokat allitotta fel egy GWAS taldlat megbizhat6saganak ellendrzésére. A teljes kisérlet-
nek meg kell felelnie a hagyomanyos frekventista hipotézisvizsgalat kdvetelményeinek 5%-os
szignifikanciaszinten. Ez Bonferroni-korrekciét alkalmazva rendszerint p = 5 x 107% érték-
ben hatdrozza meg az egyes tesztek szignifikanciaszintjét (Balding, 2006). Ezenkiviil az eredeti
felfedezéstdl fiiggetlen mintdban meg kell ismételni a vizsgédlatot a kérdéses markerre, és a
hatdsirdnyoknak egyeznie kell. A replikdcids kisérletben természetesen szintén korrigélni kell,
amennyiben tobb teszt keriilt elvégzésre. Ha egy felfedezés ezeknek a kovetelményeknek nem
felel meg, akkor érdemes azt kiilonos koriiltekintéssel kezelni.

Egy helyesen elvégzett genetikai vizsgalat soran minden kritériumnak eleget tevo felfedezés
sem bizonyitja az érintett gének oki hatdsat. Egyrészt elképzelhetd, hogy az adott SNP csupan

kapcsoltsagban 4ll a valddi hatést kivaltd polimorfizmussal, méasrészt a statisztikai eredményt

>Biallélikus polimorfizmust feltételezve a ritk4bb allél gyakorisdga, angolul minor allele frequency, a tovabbi-
akban MAF.
%A muténs allélt hordozdk kozott a mutdns fenotipus ardnya.
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minden esetben funkciondlis vizsgalatoknak kell megerGsitenie.

A vizsgalt fenotipus lehet kett6 (beteg - nem beteg, in. case-control) vagy tobb értéket felve-
v6 kategorikus valtozo, illetve kvantitativ érték. A fenotipus megfeleléen koriilhatarolt médon
val6 definidldsa, a mérés pontossdga és torzitatlansdga alapvetGen meghatdrozza a vizsgalat
eredményét (Balding, 2006; Bush & Moore, 2012).

A vizsgdlatba bevont egyéneket gy kell kivdlasztani, hogy egy homogén populdciét alkos-
sanak, és ne legyenek rejtett kiilonbségek a minta részhalmazai kozott (McCarthy, 2008; Bal-
ding, 2006). Példaul case-control vizsgalat esetén a kontrollcsoportot a vizsgélati csoporthoz
illesztve valasztjuk ki. Fontos figyelni a mintdban szereplé emberek leszarmazasara, ugyanis
a minta genetikai homogenitdsara toreksziink. Ha ugyanis a mintén beliil egymassal kézelebbi
rokonsdgban levS csoport van, és ezt nem vessziik figyelembe a statisztikai elemzésnél, akkor
hibdsan pozitiv SNP-ket kaphatunk. Ha a beteg fenotipusi emberek feliilreprezentdlnak egy
genetikailag kozel rokon csoportot, akkor minden olyan SNP asszocidlni fog a betegséggel,
amelynek alléljai kiilonb6z6képpen szegregilnak ezen csoport és a teljes minta kozott. Ezt a
hatast elkeriilhetjiik, ha megbizonyosodunk a minta homogenitdsardl, vagy figyelembe vessziik
a minta struktdrdjat az elemzés soran. Mindkett6re alkalmas az igynevezett eigenstrat modszer,
amely f6komponens analizis segitségével deriti fel az adatokban rejlé struktirdkat (Patterson,
2006).

Mivel az SNP-k donté hanyada nem jétszik szerepet a vizsgélt fenotipus genetikai hétte-
rében, igy teljes genomi informéci6 felhasznédldsaval késziilt f6komponensek nem oltjak ki az
esetlegesen asszocidlo polimorfizmusok hatdsat a regresszi6 soran.

Magat az asszociacidvizsgélatot, azaz az SNP €s a fenotipus kozotti kapesolat felderitését
végezhetjlik linedris vagy logisztikus regresszidval, illetve kontingenciatdblan alapul6 tesztek-
kel (Pearson Y?-teszt vagy Fisher-féle egzakt teszt) (Balding, 2006; Bush & Moore, 2012). A
regresszidval végzett tesztek esetén feltételezhetjiik az additiv genetikai modellt, tehat az adott
I6kuszon taldlhato allélddzis (0, 1 vagy 2 kdpia taldlhatd-e az egyik onkényesen kivalasztott al-
1€1bdl) és a fenotipus kozotti kapesolatot vizsgdljuk. ANOVA-val a genotipusosztalyok hatésait
kiilon-kiilon vagy 0sszevonva vizsgélhatjuk. A tesztet dltalaban minden SNP-re kiilon-kiilon vé-
gezziik el, azaz minden egyes SNP hatdsiat onmagdban vizsgéljuk. Episztazis fennélldsa esetén a
préba er8sebb, ha tobb SNP-t egyiitt teszteliink, péld4ul interakcids tagokat téve a regresszidba

(Gyenesei, 2012).
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1.6. A HIV-virussal kapcsolatos human genetikai faktorok irodalmanak
attekintése

Az irodalomban fellelhet6 tanulmanyok ezidaig 6sszesen 1350 GWA vizsgalatrél szamolnak be
(Hindorft, 2012). Ebben a fejezetben megkisérlem 6sszefoglalni a HIV-fert6zésre valo hajlamot
érintd vizsgalatokat, illetve az AIDS-betegségre hatast gyakorld human genetikai polimorfizmu-
sokrol sz616 eredményeket.

A HIV-fert6z€s esetén a betegséggel legerésebben a hatodik kromoszéma 28. és 33. megaba-
zisa kozott elhelyezkedd régié mutat associaciokat (Stephens, 2012; Goulder & Watkins, 2008).
Itt talalhatéak az adaptiv immunrendszerben kulcsszerepet betolté MHC-I gének’. Az epitépok
prezentéldsdnak hatékonysdga jelentds mértékben befolydsolja a betegség késdbbi kimenetelét.
Kiilonb6z6 allélok kiilonbozé epitdpokat prezentdlnak a CD8+ citotoxikus T-sejtek felé, ame-
lyek igy felismerhetik a fert6zott sejteket és elpusztithatjdk azokat. Az emberi (és azt megel$z0)
evolicié sordan a sokféle korokozo altal kifejtett szelekciés nyomads kovetkeztében az MHC ré-
gi6 a humén genom legvaltozatosabb szakaszava valt (Jeffery & Bangham, 2000). Az evolicids
nyomds hatdsdra az epitdpok bemutatdsdnak egyre hatékonyabb és diverzebb formai alakultak
ki az immunrendszerben. Ennek kdvetkeztében minél sokrétlibb epitépokat képes prezentilni,
illetve felismerni az adaptiv immunrendszer, a populdcié anndl inkdbb védett a fert6z6 betegsé-
gek ellen.

Az el6z6ek alapjan nem meglepd, hogy HLA gének homozigéta genotipusa gyorsabb beteg-
ségprogresszidval jar, mint a heterozigdta genotipusok (Carrington & O’Brien, 2003). A HLA
gének alléljai koziil egyesek jobban, mésok rosszabbul képesek kotni a HIV epitdpjait, ezzel
befolydsolva a betegség kimenetelét. Példaul a HLA-B*35 allél gyorsabb betegségprogresszio-
val parosul, mig a B*57 és B*27 allélek er6sebb védelmet nytjtanak a virus ellen (Goulder &
Watkins, 2008; Carrington & O’Brien, 2003; Goulder, 2001). Utdbbi két allél gyakran megta-
lalhat6 az elite controllerek korében. Lehetséges hatdismechanizmusként felmeriilt, hogy a B*57
allél olyan epitépokat ismer fel, amik eldl csak koltséges mutacidval tud a virus kitérni (Leslie,
2004). Ezzel szemben a B*27 allél a széles epitopspecificitasaval képes lekiizdeni a fert6zést

(Kelleher, 2001).

"Major Histocompatibility Komplex - Az emberi MHC géneket Human Leukocyte Antigennek is nevezi az iro-
dalom. Az irodalomban talélt konvenciét kovetve a dolgozatban MHC régié néven a human hatodik kromoszéma
28. és 33. megabdzisa kozotti részt értem, mig az egyes génekre HLA génként (pl.:HLA-A, -B). MHC-I géneken
a HLA-A, -B, -C, -E, -F és -G géneket értem. Az MHC-I gének termékei felel6sek a virdlis epitopok sejtfelszini
bemutatdsaért a virusfert6zott sejteken. A dolgozatban a kettes tipusi MHC génekrdl nem esik sz6.
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Mind a HIV, mind més virusok vagy daganatok csokkenthetik a fert6zott sejt felszinén exp-
resszalt MHC-I molekulak szamat (Kerkau, 1989). A természetes 616sejtek (NK-sejtek) feladata
kiszlirni azokat a sejteket, amelyeken nincs elég HLLA kifejezve. Ez a funkcié az NK-sejtek KIR
receptorainak és a célsejt HLA-I molekuldinak a kdlcsonhatdsdn alapszik. A KIR gén 3DS]1 al-
1élja a HLA-Bw4 allélcsoport tagjaival egyiitt episztatikus hatdsban noveli a betegségprogresszi-
ot. Ugyanez a 3DS1 allél mas HLA-B allélokkal egyiitt pedig véd a fert6zés ellen. (Goulder &
Watkins, 2008)

A virusfert6zés feltétele a virdlis burokfehérje és bizonyos sejtfelszini kemokinreceptorok
egymdshoz val6 kapcsoldddsa. A nydlkahdrtydn atjuté virusok éltaldban a CCRS kemokinrecep-
torhoz kotédnek, mig késébb a gazdan beliili evolicid soran kialakulhat egy CXCR4 tropikus
véltozat is. A CCRS receptor és ligandumaiban bekovetkezd mutdcidknak fontos szerepiik van
a HIV-fert6zésre adott valaszban. A nyugat-eurdpai és észak-eurdpai populdcidban 1%-os gya-
korisaggal el6fordulé homozigéta CCR5A32 genotipus majdnem teljes védelmet biztosit az RS
tropikus virus ellen (Dean, 1996; Novembre, 2005), mig a mutéci6 heterozigdta formaban nem
nyujt védelmet a fert6zés ellen, de a setpoint virusszintet csokkenti (Walli, 1998). A CCR2 gén
V641 muticidja az eldbbitdl fiiggetleniil lassitja a betegségprogressziot (Smith, 1997).

Az els6 GWAS kisérletet, amely a HIV-vel szembeni tlir6képességet vizsgélta Fellay és
munkatdrsai végezték 2007-ben (Fellay, 2007). Ebben fenotipusként 486 eurdpai szdrmaza-
su beteg setpoint virusszintjét, illetve CD4+ T-sejtszamat vizsgéltdk. A vizsgalat azonositott 2
SNP-t, amely a virusszinttel, valamint egy SNP-t, amely a CD4+ sejtek szamaval asszocidl,
mindhdrom az MHC régiéban taldlhat6. Ezeket az eredményeket késébb mds csoportok fiig-
getlen mintan is megerdsitették, illetve a szerzok késébb 2300 paciensen megismételték a vizs-
gélatot (Fellay, 2009). A virusszinttel asszocidlt SNP-k koziil az er6sebb (rs2395029) a HCP5
génben taldlhatd, de az okozati hatist nem ez a gén okozza. Az érintett SNP nagyon erds kap-
csoltsagban all a HLA B*5701 haplotipussal. A 2009-es vizsgdlat kilenc paciensben megfigyelt
egy torést a HCP5 gén és HLA-B gén kozott. Tovdbbd a HLA-B*57:01 allélt hordozé betegek
virusszintjei alacsonynak bizonyultak az SNP minor allélja nélkiil is. Ez azt bizonyitja, hogy
az okozati mutdcié a HLA-B génben taldlhat6. Ezt kés6bb megerdsitették (1asd lent). A mdésik
virusszinttel asszocidlt SNP a HLA-C gén promotere eltt 35kb-sal taldlhaté. Funkcidjanak fel-

deritése bonyolult, egyrészt az SNP asszocidl a gén expresszids szintjével (egy kozeli miRNS

kotéhelyen keresztiil), masrészt kapcsoltsdgban all mind HLA-B, mind HLA-C haplotipusok-
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kal, igy az SNP jelolheti ezen haplotipusok hatdsat is. A polimorfizmus kapcsoltsdgban 4ll egy
miRNS kotdhellyel, amely a HLA-C gén expressziOs szintjét szabdlyozza, és a HLA-C fehérje
szintje korreldl a betegségprogresszidval (Apps, 2013). A CD4+-sejtszimmal asszocidlt SNP a
ZNRD1 génben taldlhato, a hatds legaldabb két fiiggetlen kisérletben is mutatkozott, de bovebbet
nem tudunk réla.

Egy tovabbi nagy mintdn elvégzett GWAS a fenti eredményeket megerdsitette, €s tovabb-
1épve részleteire bontotta a HLA-B génen beliil tapasztalt hatdsokat (Pereyra, 2010). Az Inter-
national HIV Controllers Study GWA vizsgédlata 2648 progresszor pdciens €s 974 kontroller
paciens genomjait hasonlitotta dssze egy case-control vizsgalatban (Pereyra, 2010). Az SNP-
ken elvégzett teszteken feliil, vizsgaltdk a klasszikus HLA-allélek hatdsait, és a HLA fehérjék
aminosavjainak a hatdsait. Miutdn a genotipizalt SNP-k varidcioibodl levezették egy fiiggetlen
minta segitségével a vizsgélatba bevont egyének HLA haplotipusait, és a HLA géneken beliili
polimorf aminosavak allapotat, lehetévé valt ezek részletesebb vizsgilata. A HLA-B fehérje
67., 70., és 97. pozicidjaban 1évé aminosavak varidcidja erdsebb hatdsnak bizonyult mind az
SNP-nél, mind a klasszikus haplotipusokndl. Utébbi haplotipusokat hozzarendelték a kiilon-
b6z pozicidban levd aminosav oldalldncok kombindciéhoz. Mind a hdrom pozicié a fehérje
peptidkoté mélyedésnek az aljan taldlhatd, erésen valdszindsitve, hogy ezek a varidciok tényle-
gesen befolydsoljdk az epitop-HLA kotodés erdsségét, illetve mindségét.

Az itt emlitett genetikai faktorokon kiviil az emlitett két tanulmény tovabbi, ezektdl fiigget-
len polimorfizmusokat (a MICA, PSORS1C3, ZNRDI, TRIM10, NOTCH4 génekben) azonosi-
tott, de ezeket nem erdsitették meg fliggetlen vizsgalatok (Pereyra, 2010; Fellay, 2009, 2007).

Eziddig a legnagyobb HIV-viruson végzett genetikai asszocidcidvizsgilatot McLaren és
munkatarsai publikdltdk (McLaren, 2013). Ebben a 6300 HIV-fert6zott paciens és 7200 HIV-
negativ kontroll gyakori genetikai varidcioit hasonlitottdk 0ssze, olyan faktorok utdn kutatva,
amelyek befolydsolhatjak a fert6zésre val6 hajlamot. Nem taldltak a fenotipussal szignifikdnsan
asszocialé human genetikai markert.

Mas publikalt vizsgalatok is torténtek az el6z6eknél kisebb mintan, és mas fenotipust vizs-
gdlva. Egyes szerz6k az extrém fenotipust mutat6 pacienseket (pl.: gyors progresszorok, LTNP
paciensek, vagy elit kontrollerek) hasonlitottak 0ssze case-control vizsgélatban. Ezek a vizsga-

latok megerdsitették az MHC régid hatésit, és egyes esetekben az MHC région kiviil esd szig-

nifikdns asszocidciokat is publikaltak (Limou, 2009; Le Clerc, 2009; Dalmasso, 2008; Troyer,
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2011; Ballana, 2012; Limou, 2012). Kés6bbi tanulmdnyoknak azonban az MHC régién kiviili
hatdsokat, a CCR gének kivételével, nem sikeriilt reprodukalni.

Fontos megemliteni a candidate gene vizsgélatok eredményeit, és azok ut6életét. Ezek a
vizsgalatok a GWAS el6tti id6szakban tobb mint 100 gént (pl.: adaptiv és 6rokolt immunrend-
szer génjei, antivirdlis restrikcids faktorok, vagy HIV replikédcidhoz sziikséges gének) hoztak
Osszefliggésbe a virussal (koztiik a mar emlitett CCRS polimorfizmusokat). Ut6bbi kivételével
egyiket sem sikeriilt reprodukalni (Fellay & McLaren, 2013). Mind a 2009-es Fellay, mind a
2010-es International HIV Controllers Study altal végzett nagy elemszamu vizsgalatok meg-
probaltak validalni ezen varidansokat, de a tesztek nem érték el a szignifikanciaszintet (Pereyra,
2010; Fellay, 2009). A korai candidate gene vizsgélatok félrevezetd eredményének az oka lehet
a populécidstruktira figyelmen kiviil hagyésa, a tobbszoros tesztre végzett korrekcio elhagyésa

vagy enyhitése, és a kicsi mintaméret (Fellay & McLaren, 2013).
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2. A humin genom és a HIV-1 genom variacidinak egyiittes
asszociaciovizsgalata

A gazdaszervezet €és a patogénje kozti kapcsolat evolicids valtozast indit el mindkét fél ge-
nomjiban. Az emberi és nem emberi f6emldsok genetikai dllomanydban a retrovirusok éltal
kifejtett szelekcios nyomas jol felismerhet6 lenyomatokat hagyott: a TRIM5«, az APOBEC3G
és a tetherin (Bst-2) antiretroviralis faktorok mind a leger&sebb szelekcids szignalt tartalmazo
gének kozé tartoznak (Ortiz, 2009). A HIV-virus kiilonleges abbdl a szempontbdl, hogy a ge-
nomjédban zajlé evolicids valtozdsok nemcsak gazdavéltdsok sordn, hanem egy gazdan beliil
is megfigyelhet6ek, és a divergencia sebessége egy gazddban gyorsabb, mint a gazdak kozotti
evoliciés sordn (Lythgoe & Fraser, 2012). fgy kiilonds figyelmet érdemelnek a szervezeten be-
liili evolici6 soran bekdvetkezd drogrezisztencia-mutdciok, és az MHC-I gének altal bemutatott
epitépok escape muticiéi (Goulder, 2001; Kawashima, 2009). Ezeken kiviil, az utébbi években
a természetes 6losejteken kifejez6d6 killer immunoglobulin-like receptor (KIR) molekulak 4l-
tal célbavett virélis szekvenciaszakaszokon is hasonld, szervezeten beliili adaptiv véltozdsokat
irtak le (Alter, 2011). F6eml6s modellekben pedig a TRIM5« szelekcids hatdsa figyelhetd meg
a SIV-virus capsid génjére (Kirmaier, 2010), azonban a human TRIM5« gén nem vezet escape
muticidkhoz, ami valészinileg a patogén adaptacidjanak a kovetkezménye (Rahm, 2013). Gaz-
da és patogén genetikai adatokat egyiittesen felhaszndlva maig csupan a HLA- és a KIR-gének
asszociacidvizsgalatat végezték el (Kawashima, 2009; Moore, 2002; Bhattacharya, 2007; Alter,
2011), a teljes emberi genomot feltard asszocidcidvizsgélatra mindeziddig nem keriilt sor.

A rendelkezésiinkre 4ll6 a teljes genomot lefedd human genotipusadatokat és HIV-
szekvencidkat felhaszndlva a doktori munkdm sordn munkatdrsaimmal arra kerestiik a valaszt,
hogy mely humén genetikai faktorok képesek evolicids valtozasokat kivéltani a virus genom-
jaban, annak szervezeten beliili evoldcidja soran. Tovabba a parositott, ugyanabbdl az egyén-
b6l szarmazo genotipusokat és majdnem teljes HIV-genomokat felhasznalva lehet8ségiink volt

meghatarozni a két szervezet genetikai kdlcsonhatdsanak a 16kuszait.
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paciensek genotipizald platform kohorsz

szama

140 [llumina 1M ACTG
1 [llumina 1M duo SHCS

1 [llumina 1M vl SHCS
15 [Mlumina 550K v1 WAHCS
55 [llumina 550K vl SHCS
24 Illumina 550K v3 SHCS
47 Illumina 650k IHCS
61 Illumina OmniExpress12viH HOMER
6 INlumina OmniExpress12viIH MADRID
122 [llumina OmniExpress12v1H SHCS
518 Affymetrix 6.0 HOMER
990

1. tablazat. A genetikai asszocidcidvizsgdlathoz rendelkezésiinkre 4ll6 paciensek szamai ko-
horsz és genotipizdld csipek szerint lebontva. ACTG = AIDS Clinical Trials Group Network;
HOMER = HAART Observational Medical Evaluation and Research Study; IHCS = Internati-
onal HIV Controllers Study; SHCS = Swiss HIV Cohort Study; WAHCS = Western Australian
HIV Cohort Study

2.1. Eredmények
2.1.1. Rendelkezésre allo adatok

Humaén genotipus adatok és HIV-szekvencidk alltak rendelkezésiinkre 990 (56 nd6, 340 férfi,
594 ismeretlen nem) krénikusan HIV-fert6zott, kezelés alatt nem 4ll6, nyugat-eurdpai leszér-
mazdassal biré pacienstdl. A vizsgalt személyek hat kiillonbozd foldrajzi helyr6l szarmaztak,
és a genotipizalasuk is kiillonb6z6 laborokban, kiilonb6z6 genotipizdl6 platformokon tortént.
A péciensek kohorszonkénti €s genotipizdl6 csipenkénti eloszldsat az 1. tdblazat mutatja. A
genotipizald platformok diverzitdsa miatt az els6 mindségellendrzé 1épéseket platformonként
kiilon-kiilon végeztiik el, 0sszesen négy csoportban (Affymetrix 6.0, lllumina 1M, Illumina
OmniExpress, illetve dsszevontuk egy csoportba az [llumina 550K és 650K csipeket - utdbbi
csoportra [llumina S00K néven fogok hivatkozni).

Ezeken a csoportokon kiilon-kiilon elvégeztiik az SNP-k alapvetd ellendrzését. Elvetettiik
azon SNP-ket, amelyek nem voltak Hardy-Weinberg egyenstilyban, amelyek ritka allél frek-
vencidja kisebb volt, mint 5%, és amelyek genotipizdldsa nem sikeriilt a paciensek tobb mint
1%-ban. Tovabb4 minden platformon x? prébéval 6sszehasonlitottuk az SNP-k allélfrekvenci-

ajat a HapMap CEU populdcidban mérhetd allélfrekvenciaval, illetve a tobbi platformon mért
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allélfrekvencidval. Azokat az SNP-ket figyelmen kiviil hagytuk, amelyek allélfrekvencidi szig-
nifikdnsan eltértek valamely populdcidk kozott (részletesebben 1dsd alabb).

A vizsgalatba bevont 0sszes paciens nyugat-eurdpai leszdrmazdasu volt, ezt platformonként
féokomponens analizissel ellendriztiik. A 4. dbra mutatja a vizsgélati populaci6 és a HapMap
populaciok egymashoz viszonyitott helyzetét a genotipusmatrixbdl késziilt elsé két f6kompo-
nensen. A vizsgalatba bevont paciensek jol elkiiloniilten egyiitt csoportosulnak a nyugat-eurépai
leszarmazassal biré CEU populdcidval. Szintén fékomponens analizissel ellendriztiik a vizsgélt
populdcidk genetikai homogenitdsat. A 5. dbra mutatja a vizsgédlati populécidkon végzett f6-
komponens analizis eredményeit. A populdciok genetikai variancidja kicsi, az els6 két f6kom-
ponens mindegyik platform esetén kevesebb mint 2%-ot magyaraz az dsszvarianciabol.

A svijci kohorsz altal kovetett paciensek esetében a vérbeli (logaritmikus skalan megadott)
virusszintmérések atlaga is rendelkezésre allt, amire a tovabbiakban setpoint virusszint néven
fogok hivatkozni.

A vizsgalatba bevont paciensek mind B altipusu virustorzzsel fert6zddtek meg, ezt a Rega v2
szoftverrel ellendriztiik (Alcantara, 2009; de Oliveira, 2005). Populaciés szekvendldssal kinyert
konszenzusszekvencidk dlltak rendelkezésiinkre egy kivételével a virus Osszes fehérjéjérél. A
HIV-virus gp120 fehérjéje nagyon variabilis, szekvenalasa technikailag nehézkes, ezért errdl a
régiérél nem volt elegendd szekvenciaadat. Tovdbba a Pol poliprotein Protedzt megel6z6 55
kodon hossziisagu részérdl® se 4llt rendelkezésiinkre nukleotidszekvencia. A maradék kilenc
fehérjében (Gag, Pol, Gp41, Nef, Rev, Tat, Vpu, Vpr és Vif) a vizsgdlat sordn 913 aminosav-
poziciét taldltunk varidbilisnak legaldbb 20 paciensben (részletezve a 2. tdbldzatban). Ebben a

z 2

913 poziciéban dsszesen 1998 kiilonb6zd aminosavat figyeltiink meg (14sd késbb).

2.1.2. Az adatok osszefésiilése

A kiilonb6z6 genotipizal6 platformok mas-mas markereket tartalmaznak, és a kozos markereket
is esetleg torzitottan mérik. Ezért sziikséges volt, hogy az eltérd forrasbdl szarmazé adatokat

egységesitsiik, és feltarjuk a szisztematikus eltéréseket (tin. batch hatést °) a platformok kozott.

8A hxb2 torzson ez a kovetkezd szekvencia: FFREDLAFLQ GKAREFSSEQ TRANSPTRRE
LQVWGRDNNS PSEAGADRQG TVSENF

Batch hatds néven illetiink minden olyan mesterséges, az adatgenerdlds vagy feldolgozds soran létrejott
szisztematikus hibat, amely specifikus a koriilményekre (példdul labor, kohorsz, mintavételi mddszer, feldolgozasi médszer)
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Affymetrix 6.0
PCA plot with HAPMAP populations

PC1, variance explained: 24.54 %

lllumina 1M
PCA plot with HAPMAP populations
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4. dbra. A vizsgalati személyek és a HapMap populdciok kozos genotipusmatrixan végzett f6-
komponens analizisek eredményei. A vizsgdlati személyek pirossal, a hattérpopulacidk egyéb
szinnel vannak jelolve. A grafikonokon az els6 két f6komponenst dbrdzoltam egymas ellenében.
Megfigyelhetd, hogy a vizsgdlati személyek kozos csoportot alkotnak a HapMap CEU popula-
ciéval. Populdcidk roviditései: CHB - Peking, Kina; YRI - Ibadan, Nigéria; CEU - nyugat- és
észak-eurdpai leszarmazassal bir6 lakosok az Egyesiilt Allamokbél; JPT - Toki6, Japan.
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lllumina 500K - PCA plot,

first 2 components Illlumina 500K - Scree plot
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5. dbra. A genotipusmatrixokon elvégzett f6komponens analizisek eredményei. Balra az els6
két f6komponens egymads ellenében dbrazolva, jobbra a sajatértékek csokkend sorrendben.

28



Fehérje Varidbilis pozicidk szdma

gag 161
gp4l 148
nef 103
pol 213
rev 65
tat 53
vif 88
vpr 33
vpu 49

2. tdblazat. A legalabb 20 mintdban varidbilisnak taldlt aminosav-poziciok szdma a HIV-virus
kiilonb6z6 fehérjéiben.

A mintdkat platform szerint négy csoportba soroltuk: Affymetrix 6.0, [llumina OmniExp-
ress, [llumina 1M és a maradék legaldbb 500 ezer, maximum 650 ezer markert tartalmaz6 Illu-
mina platformok (I14sd 1. tabldzat). A tobb platformon is genotipizalt SNP-k genotipuseloszla-
sat paronként dsszehasonlitottuk a csoportok kozott y? préban alapulé fiiggetlenségvizsgalat-
tal. Elvetettiikk azon SNP-ket, amelyek esetében a genotipusok eloszldsa nem volt fiiggetlen a
platformtdl. A tesztek szignifikanciaszintjének a beéllitdsdhoz Benjamini-Hochberg procedurat
alkalmaztunk 20%-s False Discovery Rate-el (Benjamini & Hochberg, 1995). A maradék mar-
kereken a mach szoftver (Li, 2010) segitségével négy csoportban genotipus imputiciét végez-
tiink HapMap Phase 3 referencia-haplotipusokat haszndlva. Az imputéicié eredményét a valds
genotipusok és a hozzarendelt (imputed) alléldézisok szoftver altal becsiilt korrelacidjaval el-
lendriztiik. Elvetettiik azokat a markereket amelyek esetében a korreldcids egyiitthaté 0,3-nél
kisebb volt. Utébbi érték a mach szoftver dokumentécidjdban ajénlott. Az igy kapott marke-
reken djbol elvégeztiik azok sziirését a genotipus-frekvencidk 6sszehasonlitdsa alapjan annak
érdekében, hogy az esetleges csoportspecifikus batch hatést kizarjuk, illetve csokkentsiik. A
maradék 1 107 448 markert egységes adathalmazként kezeltiik a tovabbiakban, amelyek 4lla-

potai minden paciensre rendelkezésiinkre alltak. A fenti 1épéseket a 3. tablazat foglalja 6ssze.

2.1.3. Human polimorfizmusok vs. HIV-mutaciok

A virusszekvencidkat génenként illesztettiik, majd nukleotidrél aminosavkddra forditottuk azo-
kat. A virus kilenc génjében 0sszesen 913 aminosav-poziciét taldltunk, amelyek legaldbb 20

egyénben varidbilisak voltak. Ebben a 913 pozicidban Osszesen 1998 kiilonbdzé aminosavat
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OmniExpress IM 550K-650K | Affymetrix 6.0
MindGségellendrzd  1épések 730 525 878 351 549 455 934 968
elott
MinGségellendrzé  1épések 580 088 775 125 411 026 659 995
utan (14sd Mddszerek )
Imputécio utan 1180010 1180790 | 1174832 1 168 986
Ko6zos SNP-k 0Osszefésiilése 1 107 448
utin

3. tdblazat. A markerek szdma a genotipusadatok el6készitésének kiilonbdz6 szakaszaiban.

figyeltiink meg, ezeket a mutacidkat binaris valtozokkal reprezentaltuk.

A 1998 bindris véltozé és 1 107 448 SNP kozott dsszesen 1998*1107448 logisztikus reg-
ressziot végeztiink el. Az asszocidcidviszgdlatok sordn additiv genetikai modellt feltételeztiink,
azaz az SNP-k alléldézisait teszteltiik a fliggd valtozo ellen. Ebben a humén polimorfizmusok és
HIV-muticiok kozott végzett asszocidcidvizsgalatban szignifikdns hatdsokat taldltunk az MHC
régid és tobb, az egész HIV-genomban egyenletesen elhelyezked6 aminosav-pozicié kozott
(7. abra). A Gag és Nef fehérjékben szignifikansan tobb asszocidlt aminosav-pozicié taldlha-
t6, mint a genom tobbi részében (Gag: 6,8% vs. 2,6% p=0.001; Nef: 11% vs. 2,6% p=1,2x1075,
binomidlis teszt). Bonferroni-korrekcié (a tesztenkénti szignifikanciaszint 2.2 x 107!!) utdn
40 virélis aminosav mutatott szignifikdns asszocidciot dsszesen 1260 humdn polimorfizmussal
az MHC régioban (7 .4bra és 4-6. tablazatok). A legerGsebb asszocidciot a Nef 135. kodonja
mutatja (p = 1 x 10~%°). Szignifikdns hatdst nem taldltunk az MHC régién kiviil es6 genomi
régiokban. Az MHC régidban a 16kuszok erds kapcsoltsdgban dllnak egymassal, ennek tudjuk
be az asszocidlt SNP-k magas szdmat, ezért egy adott aminosav-pozicidra csak a leger&sebb
asszocidciot mutaté SNP-t vettiik figyelembe a tovabbiakban.

Annak érdekében, hogy ezt az MHC régidban talalt hatast fiiggetlen komponenseire bontsuk
egy iterdcids eljarasban kondiciondlis regressziok sorozatit végeztiik. El6szor a legerdsebben
asszocidlt SNP-re kondiciondlva (azaz magyardz6 véaltozoként szerepeltetve a modellben) ismé-
teltilk meg a regresszidkat, majd az igy kapott legerésebben asszocidlt SNP-t ismét hozzaadtuk
a modellhez. Ezt az eljarast minden szignifikdns asszociaciét adé virdlis aminosav-poziciora
kiilon végeztiik el.

Ezutan megvizsgaltuk, hogy a leger6sebb asszocidciot mutaté SNP-k mely MHC-I allélok-
kal fordulnak el egy haplotipuson. A HLA allélok SNP-kbdl torténd imputécidja hasonld, mint

a 2.4 fejezetben ismertetett genotipus imputécio, de szekvenciaalapd MHC genotipizalas sziik-
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séges hozz4 a referencia panelen. Az imputéciot kordbban publikalt médszerekkel végezték a
munkatirsaim ((Pereyra, 2010)). A HLA allélok imputécidjat kdovetden megéllapitottuk a 49
SNP és a legaldbb 5%-os gyakorisdggal jelenlevé HLA allélok kozott a kapesoltsag (LD) mér-
tékét (Pearson-féle korrelacio, illetve a D’ formdjaban, lasd 2.4. fejezet). Mint a 4-6. tablazatok
mutatjdk, a legtobb esetben igen magas kapcsoltsagot taldltunk az SNP és azon MHC-I allél
kozott, amely allél az adott viruspozicioban taldlhaté epitopot célozza. Példaul a leger&sebb
asszocidciot a Nef 135. kodon és az rs16896119 SNP kozott taldltuk: ez a kodon egy ismert
HLA-A*24:02 epitopban taldlhaté (RYPLTFGW 134-141), mig az rs16896119 SNP majdnem
tokéletes kapcsoltsdgban 4ll a A*24:02 alléllal (D’=1.00 72=0.87). A 40-bs] 6sszesen 15 ami-
nosavpozicid talalhaté olyan ismert és publikalt epitopokban, amelyeket az adott SNP-vel kap-
csoltsdgban all6 MHC-I allél prezentdl. (Az epitépok listdja Carlson és munkatarsai 2012-es
cikkébdl szarmazik, amely magaba foglalja a Los Alamos-i adatbazist is (Yusim, 2009; Carl-
son, 2012).) A maradék 25 kodon vagy eddig fel nem tart epitdp, vagy kompenziciés muticid
lehet.

Ezek az eredmények bizonyitjak, hogy a gazda-parazita genomok egyiittes asszocidciovizs-
galataval sikeresen tarhat6 fel a HLA-epitépok, illetve masodlagos escape muticidk térképe a
parazita genomjan.

Az gy feltart polimorfizmusokat a 4-6. tdbldzatok tartalmazzak.

2.1.4. Viralis mutaciok vs. virusszint

1998 linedris regresszidt végeztiink a virusszint és a HIV-mutacidkat reprezentdld bindris val-
tozok kozott. Ezt a vizsgalatot csupan 186, a svdjci kohorszban kovetett paciens adatain tudtam
elvégezni. Egyik muticié se mutatott szignifikdns hatast a virusszintre. Az el6z6 fejezetben is-
mertetett human genetikai faktorokkal asszocidlé muticiok eredményei a 8 4abran lathatdak.
Ezen - a gazda polimorfizmusokkal szignifikdns médon asszocidlé - kodonok hatdsa -0.2-t61
+0.15 log10 képia/ml-ig terjed (8. dbra). Azonban meg kell jegyezniink, hogy a nagy szdmu
statisztikai teszt miatt a szignifikancia szintet 2.5 x 10~°-re kellett dllitanunk, ilyen szigord

szignifikanciaszint és ilyen gyenge hatdsok mellett pedig a 186 elemszdmbdl all6 adathalmaz
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6. dbra. A human polimorfizmusok és a virusmutaciok kozti asszocidcidvizsgalat eredménye a
humén genomra vetitve (in. Manhattan-plot). Az x tengelyen a kromoszomdk lathaték egymads
utan 1-t68l 22-ig (valtakoz6 szinnel). Az y tengelyen az asszocidcio erdssége lathatd. Az dbra
a virus Gag fehérjének 0sszes mutédcidjaval késziilt asszocidcidkat dbrdzolja, minden pont egy
SNP-virusmutacio part reprezentdl. A Vpu és a Rev fehérjék kivételével a tobbi génrdl hasonld
abra készithetd (azokban nem taldltunk szignifikdns asszocidciot). A 6. kromoszéman taldlhatd
cstcs az MHC-régiébodl szarmazik. A vizszintes szaggatott vonal a szignifikanciaszintet jeloli.
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7. dbra. A human polimorfizmusok és a virusmutaciok kozti asszocidcidvizsgdlat eredménye a
virus proteomjéra vetitve. Az dbra a virus génjeit és az azokban taldlhaté asszociaciok erdsségét
szemlélteti. A fekete sdvozds az ismert epitopokat jeloli. Minden pont egy SNP-virusmutici6
part jelol. Egy adott virdlis aminosav-pozicioban, csak a leger6sebb asszociicié van dbrdzolva.
A szignifikanciaszintet (2.2 x 1071) elér§ Osszes asszocidcié az MHC-régiobdl szarmazik.
A grafikon felett a humédn genom MHC régiéjanak itt relevins génjei és SNP-i lathatéak. A
szignifikdns asszociacidkat sziirke vonalak reprezentaljak.
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kicsi.

2.2. Diszkusszio

A HIV-vel kapcsolatban eddig elvégzett humdn genomikai vizsgalatok mind klinikai allapotra
(rezisztencia, betegségprogresszid) vagy laboreredményekre (CD4 T-sejt szdm, setpoint virus-
szint) fokuszaltak. Azonban ezek a fenotipusok nem tokéletesek, igen nagy varianciidt mutat-
hatnak (inherens médon, vagy pedig a nem egységes protokollok miatt). Ez a variancia pe-
dig sulyosan érintheti a nagy, tobb kohorszon ativel6 genomikai asszocidcivizsgalatok erejét
(Evangelou, 2011). Tovabba, ezek a klinikai- és laboreredmények hosszu kovetési id6t igényel-
nek az inherens variabilitdsuk miatt, ami nehézz¢ teszi az adatgytijtést.

Hogy éthidaljuk ezt a problémat, (ij modszert hasznéltunk a fert6z6 betegségek gazda oldali
genomikai vizsgélatara. A humdn polimorfizmusok és a virusszekvencidk egyidejd felhaszna-
lasaval lehetdségiink nyilt egy 1épésben megkeresni a virusgenom azon pontjait, ahol az konf-
liktusban all a gazddval. Mdédszeriink sordn a virus genetikai varidciojat mint koztes fenotipust
haszndltuk. Hasonl6 koztes valtozdkat sikerrel alkalmaztak egyéb GWA tanulmanyokban is,
olyan asszocidciokat felfedve, amelyek a komplex klinikai véltozokkal rejtve maradtak volna
(pl.: szérum IgE koncentricié asztma esetén (Moffatt, 2010) vagy képalkotd eljardsok alap-
jan képzett valtozok pszichidtriai betegségek esetén (Rasetti & Weinberger, 2011)). A patogén
szekvencidja sok esetben egyszer(ibb, konnyebben értelmezhetd, és egységesebb fenotipusval-
toz6 lehet, mint a hagyomanyos klinikai valtozok.

Ez az 4j megkozelités lehet6vé tette, hogy egy kisérletben feltérképezziik a HIV-virus és
gazddjanak genomikai kdlcsonhatdsait. A leger6sebb asszocidciokat a MHC-I gének alléljaival
kapcsoltsagban all6 markerek és azon kodonok kozott taldltuk, amelyek ezen allél epitopjai-
ban taldlhatéak. Ez az eredmény bizonyitja, hogy a mddszerrel valds, bioldgiailag értelmezhetd
eredmények nyerhetbek, anélkiil, hogy barmiféle el6zetes tudassal rendelkeznénk a két organiz-
mus felépitésérdl, bioldgidjardl, illetve egyiittmiikodésiikrol. A virust adapticidra kényszeritd
gazda faktorokat taldlhatunk, ha ezen faktorok lenyomatait keressiik a patogén genomjaban. To-
vabbd asszocidcidkat taldltunk olyan virdlis kodonokban, melyek nem részei ismert epitopok-
nak: ezek lehetnek 1j, eddig még le nem irt epitépok, vagy masodlagos kompenziciés mutaciok.

A virus Gag és a Nef fehérjéiben tapasztaltuk a legnagyobb szelekciés nyomadst (a legtébb
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GAG242 N (p=5.90E-03)
GAG147 not | (p=1.69E-03)
GAG147 L (p= 3.22E-03)
POL536 | (p=8.61E-02)
GAG264 not R (p=1.47E-01)
POL472 A (p= 9.59E-02 )
POL726 not E (p= 3.20E-02 )
VPR32 K (p=3.03E-01)
POL834 not S (p=6.91E-02)
GP41329 not | (p= 3.60E-01)
POL400 E (p= 2.63E-01)
NEF116 not H (p= 4.45E-01)
POL839 N (p= 3.93E-01)
POL837 | (p= 3.91E-01)
GAG397 not K (p= 7.48E-01)
NEF105 not K (p= 6.67E-01)
GAG30 R (p=8.11E-01)
POL91 not E (p=8.70E-01))
POL432 R (p=9.12E-01)
GAG28 not K (p=9.79E-01)
TAT32 L (p=9.57E-01)
POL623 not S (p= 8.80E-01)
POL290 not | (p= 8.50E-01)
POL747 | (p=8.44E-01)
NEF133 T (p= 6.33E-01)
GAG437 not | (p=7.64E-01)
NEF102 H (p= 5.09E-01)
NEF94 not K (p= 6.48E-01)
NEF85 not L (p= 4.24E-01)
NEF81 not Y (p=4.99E-01)
POL149 not | (p= 3.56E-01)
NEF92 not K (p=5.61E-01)
NEF83 not G (p=2.99E-01)
POL524 not T (p= 4.87E-01)
NEF135 not Y (p= 2.63E-01)
GP41206 not F (p=2.68E-01)
POL317 not S (p= 8.04E-02)
VIF74 not T (p= 2.88E-01)
NEF71 not R (p= 1.70E-01)
POL725 not E (p= 1.53E-01)
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8. abra. A 40 MHC-vel asszocialt HIV aminosav hatdsa a setpoint virusszintre. A regresszidkat
a bindris véltozokkal végeztiikk. Egy adott pozicidban minden legaldbb 20 példdnyban megfi-
gyelhet6 aminosavrol késziilt egy bindris indikétorvaltoz6. Az dbra a leger6sebb hatdst mutat
valtozokat dbrdzolja egy adott poziciérdl.
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asszocidlt pozicidt), ez a kiilonbség szignifikans volt, mikor a virusgenom tobbi részével ha-
sonlitottuk Ossze. Ez konzisztens azon kordbbi megfigyelésekkel, melyek a Gag p24 fehérje
fontossagat hangsilyozzak a megfeleld sejtes immunvalasz kialakitdsaban: lassabb betegség-
progresszio figyelhetd meg azon paciensekben, akik ezen fehérje ellen alakitanak ki citotoxi-
kus immunvalaszt (Borghans, 2007; Brennan, 2012), illetve az elit controller stitusz tovibb
fennmaradhat ezekben a paciensekben (Dyer, 2008). Ez szintén megerdsiti, hogy a mddszer
bioldgiailag relevans hatdsokat képes kimutatni.

Uj genetikai faktort, amely hatdssal lenne a HIV-virusra nem azonositottunk. Ekkora min-
taméret mellett és ennyi tesztet elvégezve csak nagyon erds hatdsokat lehet kimutatni. A vizs-
gdlatnak 80%-os ereje'® volt arra, hogy egy 10%-os gyakorisdgit 3,9 odd ratio-val rendelkezd
genetikai marker hatdsat kimutassa, feltételezve, hogy a virdlis mutici6é 100 szekvencidban je-
len van (Purcell, 2003). Nem szabad elfelejteni, hogy a mddszeriink csak polimorf genetikai
faktorok esetében alkalmazhato, a populdcidban mar rogziilt mutdcidk hatdsat felderiteni ter-
mészetesen képtelen. Tovabba csak olyan human genetikai faktorok hatdasat mutatja ki, ame-
lyek a virus szekvencidjat a szervezeten beliili evolicidoban befolyadsolhatjak, igy a restrikcids
faktorok hatdsat nem. Az egyik legfontosabb hidnyossdga a tanulményunknak az, hogy a virus
gp120 fehérjéjét nem tudtuk megvizsgdlni. Ez a fehérje kdzponti szerepet tolt be a virus kiilsé
burka és a gazdasejtek kozti interakcioban, igy joggal varhatjuk, hogy szekvencidja szelekcids
nyomads alatt all.

Megemlitendd, hogy az asszocidcidvizsgalatokat additiv genetikai modellt feltételezve vé-
geztiik el. Ez megfelel6 er6vel képes az additiv, a domindns és a gyakori recessziv valtozatok
hatasat kimutatni, azonban ritka recessziv mutdciok felfedéséhez az érzékenysége csekély (Lett-
re, 2007).

A legfontosabb eredményiinket a 6. dbra foglalja 6ssze: 14thatd, hogy a virus szervezeten
beliili evolicidjara az MHC régidban taldlhaté gyakori mutdcidk igen erds hatdssal vannak,
mig ezen a région kiviil nincs mas gyakori muticid észrevehetd hatdssal a virusra. Felmeriil
a kérdés, miért nincs? Figyelembe kell venniink, hogy a vizsgalt fenotipusbdl kovetkezden,
csak azon humdn polimorfizmusok hatdsait 1atjuk, amelyek a krénikus szakaszban 1év6 fert6-

z€s lefolydsa alatt szelekcios nyomadst fejtenek ki a virusra. Tehdt nem figyelhetiink meg olyan

10 Annak a val6szintisége, hogy a teszt elveti a null hipotézist abban az esetben, ha az alternativ hipotézis valéban
igaz. Ha 3 jel6li a masodfajui hiba valdszintiségét, akkor 1-/5.

36



hatdsokat, amelyek rezisztenciat biztositanak a HIV-fert&z€s ellen (példaul a CCR5SA32 mutaci-
6janak homozigéta formdjat, vagy egyéb hipotetikus faktorok hatésait). Allatkisérletek azonban
azt mutatjak, hogy a velesziiletett immunrendszer antivirdlis faktorai képesek befolyasolni a vi-
rus szervezeten beliili evolicigjat (Kirmaier, 2010). Ezen faktorok hatésait tehat latndnk, ha
azok hatdsai elegendden erdsek, valamint mutacidik elegendéen gyakoriak lennének a popula-
ciéban. Ritka mutdcidk hatdsait se a kis mintaméret, se az alkalmazott genotipizal$ technika
kovetkeztében nem 4llt modunkban felderiteni. Az MHC-régiéban talalt jel pedig bizonyitja,
hogy a vizsgalatunk megfeleléen erGs volt ahhoz, hogy a gyakori muticidk hatdsait kimutassa.

Elgondolkodhatunk tehat azon, miért nincs elegendden erds és gyakori varidcié az MHC-n
kiviili régidkban. Azt a lehetdséget, hogy ilyen varidciok nem képesek létrejonni, azaz az adap-
tiv immunrendszer kivételével mas nem képes felvenni a harcot a virussal, ellenpélda ismere-
tében elvetem (restrikcios faktorok, CCRSA32 heterozigdta formaban lasd Bevezetd). Elkép-
zelhetd, hogy volt kedvez6 varidcié més génekben, de az az emberi generdciok sordn rogziilt,

Fonll

és tovabbi ,,javulds” mar nem érhetd el. A monomorf, invaridns dllapot természetesen genetikai
asszociacidvizsgalat el6tt lathatatlan marad. Ebben az esetben az érintett génekben a kedve-
z6tlen mutdciok nem terjednének el a populdcidban, a vizsgdlatunk pedig nem alkalmas ritka
variacidk hatdsainak a felderitésére. Ha létezik ilyen hipotetikus mutacié a jelenlegi emberi po-
puldcidban, de a hatdsa kicsi, vagy frekvencidja alacsony, akkor a vizsgalatunk nem képes azt
kimutatni. Tehat annak ellenére, hogy gyakori varidcidokat csekély mintaméreten felhaszndlva
igen szép eredményeket értiink el az MHC-régidban, az el6bbiek alapjan a fenotipusra hatd hu-
man varidciok jobb feltardsdhoz nagyobb mintaméretre €s fejlettebb szekvenalasi technikdkra
van sziikség.

A CCR5A32 mutécié heterozigéta formaban nem biztosit rezisztencidt a virus ellen, de las-
ez a mutécid befolydsolja. Sajnos a genotipizald csipek nem tartalmaznak olyan SNP-t amely
elegendden kozel, illetve elegendGen er8s kapcsoltsagban all a CCRS5 génnel, igy a muticid
hatdsainak felfedéséhez sokkal nagyobb mintaméret lenne sziikséges. Ezen a helyzeten a ge-
notipus imputécié sem segit, mert a HapMap populacidiba nem vélogattak be olyan egyéneket
(McLaren, 2013), akik hordozzak ezt a muticiot, igy referenciahaplotipus hidnyaban nem lehet

megéllapitani a kornyezé SNP-k dllapotardl, hogy az adott egyén hordozza-e a mutaciot.
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2.3. Osszefoglalas

Egy 1j, mind a gazda, mind a parazita genomjat felhaszndlo, el6zetes hipotéziseket nélkiil6zo
modszerrel asszocidciokat fedtiink fel a HIV-virus genetikai varidci6ja és human polimorfiz-
musok kozott. Ez a stratégia lehet6vé teszi a gazda-patogén kapcsolat széleskorli genomikai
leirasat és feltarja azokat a I6kuszokat, ahol a két genom egymadssal ,.konfliktusban” van. A
modszer kiterjeszthetd, alkalmazhaté mas gazda-parazita rendszerekre is, feltéve, hogy a gazda
variabilis genetikai faktorai elegendd szelekcios hatést fejt ki a patogénre ahhoz, hogy az escape

mutdcidkra kényszeriiljon.

2.4. Genetikai asszociaciovizsgalat soran alkalmazott médszerek

Genotipus hozzarendelés (,,imputacié”) és a haplotipusok levezetése GWAS adatokbdl

Joggal feltételezhetd, hogy a humén populdciéban megtaldlhatd gyakori polimorfizmusok nem
Uj muticidval jelennek meg minden hordozé egyénben, hanem a polimorfizmus egyszer (vagy
néhanyszor) jelent meg a populdcidban, majd szelekcid vagy genetikai sodrodds révén terjedt el,
és mas genomrégiokkal rekombinalddhatott is. A polimorfizmusok tehat haplotipusokba szerve-
z6dnek és haplotipus-blokkokban 6roklédnek, amely blokkok crossing over soran keresztezdd-
hetnek. GWAS-csippel torténd genotipizalas soran a haplotipusokra nem deriil fény, azaz nincs
kozvetlen informacionk arrdl, hogy két polimorfizmus mely alléljai taldlhat6ak ugyanazon a
kromoszémdan (dgynevezett fazis nélkiili genotipusok). Ha azonban egy adott genomi régio-
bodl elegendd szami polimorfizmus dllapotat ismerjiik, és rendelkezésiinkre 4ll egy referencia
haplotipus-készlet, akkor kovetkeztethetiink az adott egyén altal hordozott haplotipusokra az
adott geografiai régioban. Minden egyén genotipusaihoz megprébalhatunk hozzarendelni két, a
referencia haplotipusokbdl képzett mozaikot oly mdédon, hogy a mintdban mért fazis nélkiili, és
a mozaikban levd fazissal rendelkez6 SNP-k dllapotai megegyezzenek. A haplotipus ismereté-
ben pedig megjdsolhatjuk az adott populacié egyéb, kozvetleniil nem genotipizalt polimorfiz-
musainak az éllapotit. Ezt a médszert nevezi az angol szakirodalom genotype imputation-nek.
Egy egyén haplotipusainak meghatarozasa (phasing) ugyanezeken az alapelveken nyugszik.

A genotipus-imputici6 kivitelezéséhez sziikség van egy, az adott populdcidra vonatkozé
referencia haplotipuskészletre. Mi a HapMap projekt nyugat-eurdpai leszarmazassal biré popu-

lacigjardl késziilt haplotipusokat hasznaltuk erre a célra (Frazer, 2007; Altshuler, 2010). Ez a
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panel sziil6-utdd trick genotipizaldsa utdn késziilt, mivel ilyen tri6kban a haplotipusok megha-
tarozasa pontosabb (hiszen az utdd genotipusabdl kovetkeztetni lehet a sziilk haplotipusaira).
A referencia haplotipusok segitségével lehetéség nyilik a referencian meglévd, de a mi minta-
inkban kozvetleniil nem genotipizalt SNP-k dllapotainak meghatarozédsira. Természetesen ez a
meghatdrozas nem tokéletes, ezért az eredmény minden I6kuszra a genotipusok egy lehetséges
eloszldsa csupdn.

A genotype imputation kivitelezésére a mach szoftvert hasznaltuk (Li, 2010). A szoftver
honlapjan taldlhat6 utasitasok alapjan alkalmaztuk a szoftvert az alabbi parancsokkal. A kapott
imputélt genotipusokat a ritkabbik allél frekvencidja €s a szoftver altal szamolt korrelaciémérték
(r?) alapjén szfirtiik. Csak azokat a SNP-ket tartottuk meg, ahol a ritkdbb allél frekvencidja >

0,05 és az r? érték > 0,3.

Smachl —-—-autoflip -d mintaDat -p mintaPed -s referenciaSNP \\
-h referenciaHaplotipusok —--greedy —--rounds 20 —--prefix aa
Smachl --autoflip -d mintaDat -p mintaPed -s referenciaSNP \\
-h referenciaHaplotipusok --greedy —--crossover aa.recfile \\

——errormap aa.eratefile —--mle --mldetails —-—-prefix kimenet
A paciensek feljegyzett nemének és genotipusanak osszevetése

Ha egy péciens feljegyzett neme férfi volt, de az X kromoszéméan elhelyezked6 polimorfizmu-
sokra heterozigéta, akkor a pacienst kihagytuk a tovdbbi vizsgédlatokbdl. Ezt a vizsgdlatot a

plink szoftverrel végeztiik.
A vizsgalatba bevont paciensek leszarmazasanak ellenorzése

A vizsgalatba bevont egyének genotipusait és a nyugat-eurépai HapMap CEU populédcié (mint
referenciapopulacié) tagjainak a genotipusait Osszesitve fékomponens analizist végeztiink a
smartpca szoftverrel (Price, 2006). A smartpca szoftvert alapbeéllitdsokon haszndltuk kivéve
az alabbi harom kapcsol6t. Ezek segitségével biztositottuk, hogy a fékomponens analizis egy-

mastdl fiiggetlen, kapcsoltsdgban nem all6 SNP-ken torténjen.

killr2: YES —-- LD alapu szlrés bekapcsolésa
r2thresh: 0.2 -- LD alapu szlrés kiiszbbparamétere
numoutlieriter: 0 —-- ne keressen kiesd pacienseket
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A human genotipus adatok mindségellenorzése és osszefésiilése

A kiilonboz6 gyartmanyd GWAS csipekrdl, és kiillonbzd kohorszokbdl szarmazé adatok 6ssze-
fésiilése el6tt tobb mindségellendrzo 1épést végeztiink, minden kohorsz mintdira kiilon-kiilon.
Elvetettiink egy SNP-t, ha kevesebb, mint a kohorsz pécienseinek 99%-ban sikeriilt helyesen
megmérni (genotipizdlni) az édllapotdt; ha a ritkdbbik allél gyakorisdga az adott populdciéban
kevesebb mint 5% volt; illetve ha genotipus eloszldsa az adott populdcidban szignifikdnsan el-
tért a Hardy-Weinberg-egyensulytdl (0,00005-es szignifikanciaszintet haszndlva). Ezeket a sz(i-
roket a plink szoftver segitségével alkalmaztuk. Azon paciensek adatait nem elemeztiik tovabb,
akiknek a genotipusai nem feleltek meg a paciens feljegyzett nemének (lasd fentebb), illetve
akik DNS mintdibdl a genotipizdlds nem sikeriilt (azaz a sikeresen mért SNP-k szdma keve-
sebb, mint 99%-a a vartnak).

A kiilonboz6 gyartmdnyd GWAS csipek kiilonb6zd SNP-k dllapotait mérik, igy a vizs-
galatba bevont paciensekrdl kiilonb6z6 SNP-k alltak rendelkezésiinkre. Ahhoz, hogy ezeket
az adatokat egységesen elemezhessiik sziikséges volt a rendelkezésre all6 SNP-k k6zos hal-
mazét kialakitani. Sajnos a csipek diverzitdsa miatt a kozos metszet csupadn néhdny szaz-
ezer SNP-t tartalmazott, ezért a genotipus imputicié mddszerét alkalmazva hoztuk a kiilon-
boz6 forrasbol szarmaz6 adatokat ,.k6zds nevezdre” (lasd fentebb). Az imputiciét a Hap-
Map CEU populécié referencia-haplotipusait ((Frazer, 2007; Altshuler, 2010), http://www.
sph.umich.edu/csg/abecasis/MACH/download/HapMap3.r2.b36.html) fel-
haszndlva végeztiik, kiilon az Illumina €s kiilon az Affymetrix altal gyartott platformokra (csi-
pekre), Osszesen négy kiilon csoportban (Illumina 1M, Illumina OmniExpress12v1H, [llumina
550K és 650K, Affymetrix 6.0 ). Mind a genotype imputation el6tt, mind azutdn sszehason-
litottuk az egyes polimorfizmusok genotipus-eloszldsait mind a csoportok kdzétt, mind a Hap-
Map referenciapopuléciéval. Ehhez az 6sszehasonlitdshoz y2-prébén alapulé fiiggetlenségvizs-
gdlatot hasznaltunk. Amennyiben egy SNP genotipus-eloszldsa nem volt fiiggetlen a platform-
tol, gy azt az SNP-t figyelmen kiviil hagytuk. A probdk sordn Benjamini-Hochberg procedira
segitségével korrigdltuk a p-értékeket, 20%-os False Discovery Rate-et haszndlva (Benjamini
& Hochberg, 1995). Ut6bbi kritériumot azért vélasztottuk a Bonferroni-korrekcié helyett, mert
a Bonferroni-korrekci6 tdl konzervativ (alacsony p-érték kiiszob miatt kevesebb markert vetne
el), és ebben a mindségellendrzési 1épésben inkabb elvetettiik a markert, mintsem az kés6bb

hamis pozitiv eredményt adjon.
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Ennek eredményeképpen minden pacienstdl rendelkezésiinkre alltak ugyanazoknak a poli-
morfizmusoknak az allapotai, igy azokat egységesen elemezhettiik a tovabbiakban. (Az impu-

tacio részleteit masik fejezetben targyalom.)

Asszociaciovizsgalatok a human- és a virusgenom kozott

Célunk a virus genomjaban taldlhaté mutdciok és human polimorfizmusok kozott esetleg fenn-
all6 asszociaciok felderitése volt. Ehhez logisztikus regresszidk sorozatit végeztiik el a virus
mutdcioéit kifejez6 bindris valtozok (egy adott poziciéban az adott minta hordozza-e a mutici-
6t) és a human polimorfizmusok alléldézisa kozott. A virusszekvencidkat génenként illesztet-
tilkk Muscle szoftver segitségével (Edgar, 2004), leforditottuk dket, majd az illesztés segitségé-
vel 1étrehoztuk azokat a bindris valtozokat, amelyeket felhasznaltunk a regresszidban. Minden
aminosav-poziciéban, minden A aminosavra létrehoztunk egy bindris valtozot, amely 1 értéket
vesz fel, ha az adott minta (paciens) az adott poziciéban A értékl, mig 0-t ha nem A (9. dbra).
Elvetettiik azon bindris valtozdkat, amelyeknél a ritkabbik allapot kevesebb mint 20 esetben for-
dult el6. A maradék valtozdkat, egymastol fiiggetleniil minden SNP-vel kiilon-kiilon teszteltiik,
additiv genetikai modell feltételezve. A regresszidkban a fiiggd valtozo szerepét a virusszek-
vencidkbol szdrmaztatott bindris valtozok toltotték be, az SNP-k allélddzisai pedig magyardzo
valtozok voltak. Tovabbd a kohorszra, és a maradék humdan populdcidstruktdrara tovabbi ma-
gyardzovaltozok segitségével korrigaltuk a regressziot. A human populédcidstruktirat f6kompo-
nens analizis segitségével tartuk fel, és a regresszidoban a péciensek els6 két fékomponensen
felvett koordinataival reprezentaltuk. A genotipusmatrix sajatvektorainak és sajatértékeinek ki-
szamolasahoz a smartpca szoftvert hasznaltuk (Price, 2006).

A regresszidban szereplé modell: V = SN P + Kohorsz + PC A, + PC A,, ahol az SN P
és a PC' A, véltozok aranyskdlan, a Kohorsz véltozé pedig nomindlis skaldn volt értelmezve.

Student-féle t-tesztet hasznaltunk annak eldontésére, hogy a regresszidban becsiilt hatds-
méret (odds ratio) szignifikdnsan eltér-e nullatdl. A statisztikai tesztet és a regresszidt plink
(Purcell, 2007) szoftverrel végeztiik.

Abban az esetben, ha egy virdlis mutacié szignifikdns asszocidciét mutatott valamely SNP-
vel, akkor a leger6sebben asszocidlé humén polimorfizmusra kondiciondlva (magyardzovalto-
z0ként felvéve) megismételtiik a tobbi SNP tesztjét. Ezt addig ismételtiik, amig valamely SNP

szignifikdns maradt. Az egymadst kovetd iterdciokban az Osszes megel6zd 1épésben szerepld
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HIV POZ SNP P HLA EPITOP

GAG 26 1s2523684  2.04 x 1076  B*15:01 (D’=0.96 r?> =0.91) -

GAG 28 rs2571382  2.74 x 1073  A*03:01 (D’=1.00 r? =0.80) RLRPGGKKK (20-28)
rs1611430  1.86 x 10720 - -

GAG 30 rs16896119 1.75 x 10712 A*24:02 (D’=1.00 r2 =0.87) KYKLKHIVW (28-36)

GAG 147 rs12212594 7.08 x 10~ C*06:02 (D’=0.99 r2 =0.85) -

GAG 242 rs28732144 2.31 x 107%°  B*57:01 (D’=0.95 r2 =0.83) TSTLQEQIGW (240-249)
rs4346874 2.80 x 10722 - -
rs6929464 1.80 x 1071  C*06:02 (D’=0.88 r* =0.38) -

GAG 264 1s3819299 4.14 x 10~ B*08:01 (D’=1.00 2 =0.01) EIYKRWII (260-267)

GAG 397 rs7760172 3.02 x 10719 - -

GAG 437 r1s12206131 1.99 x 1072 B*]3:02 (D’=1.00 r? =0.96) RQANFLGKI (429-437)

GP41 206 1s3763288 1.66 x 10713  B*15:01 (D’=0.98 r2 =0.96) -

GP41 329 rs1875565 3.27 x 1072  B*15:01 (D’=0.99 r? =0.01) -

4. tablazat. A HIV-virus fehérjéinek egyes pozicidi €s human SNP-k kozott taldlt asszocidciok.
Egy adott virdlis kodonnal tobb fiiggetlen SNP asszocidlhat, ezeket a szovegben részletezett
iteracios eljdrassal hatdroztuk meg. A markerekhez feltiintettem a vele kapcsoltsagban all6 HLA
allélokat és az allél altal esetleg felismert epitopszekvenciat.

aminosav illesztés
egy oszlopa

w

L
L
L
L
K
K

—>

3 bindris vdltozé
reprezentdlja a mutdcidkat

0

OO O0OO0OO0OO0 —
- =0 0O O0OO0O0

O O — = =2 =

9. dbra. Virusmuticidk reprezentdldsa a logisztikus regresszidkban. A tobbszords szekven-
ciaillesztés minden oszlopdbdl 1 vagy tobb nulldkat és egyeseket tartalmazé bindris valtozot
készitettiink. Minden megfigyelt aminosavra késziilt egy ilyen valtozo.
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HIV POZ SNP P HLA EPITOP
NEF 71 152523612 1.41 x 1074 B*07:02 (D’=0.99 r> =0.95) FPVTPQVPLR (68-77)
C*07:02 (D’=0.99 r> =0.84) -
1s2523612 4.28 x 1072 B*07:02 (D’=0.99 2> =0.95) FPVTPQVPLR (68-77)
C*07:02 (D’=0.99 r?> =0.84) -
NEF 81 156910087 1.41 x 107% B*07:02 (D’=1.00 r> =0.02) RPMTYKAAL (77-85)
NEF 83  1s2232236 3.00 x 107 - -
rs12111032 5.80 x 1072 B*07:02 (D’=0.92 > =0.04) RPMTYKAAL (77-85)
B*15:01 (D’=0.93 r? =0.17) -
C*03:04 (D’=1.00 r> =0.25) -
C*06:02 (D’=1.00 r2 =0.30) -
rs34131062 6.40 x 10712 - -
rs9259004  1.04 x 10~ - -
NEF 85 1528367646 7.09 x 10~%° - -
rs12111032 5.80 x 1072 B*07:02 (D’=0.92 > =0.04) RPMTYKAAL (77-85)
B*15:01 (D’=0.93 r? =0.17) -
C*03:04 (D’=1.00 r? =0.25) -
C*06:02 (D’=1.00 r> =0.30) -
1s9461680 2.95 x 107* B*07:02 (D’=0.84 > =0.02) RPMTYKAAL (77-85)
C*03:04 (D’=1.00 r2 =0.36) -
NEF 92  1s3888722 1.63 x 10720 A*711:01 (D’=1.00 7> =0.99) AVDLSHFLK (84-92)
NEF 94 152734583 1.29 x 10727 B*08:01 (D’=0.94 > =0.88) FLKEKGGL (90-97)
1s2535340  1.48 x 10726 B*08:01 (D’=0.88 r> =0.74) FLKEKGGL (90-97)
C*07:01 (D’=0.81 r? =0.45) -
NEF 102 1rs2255221 1.20 x 10~*2 - -
NEF 105 1s3130557 1.40 x 107* B*08:01 (D’=0.95 r?> =0.85) -
rs3130696  1.62 x 1073 B*08:01 (D’=0.98 r* =0.31) -
C*07:01 (D’=1.00 r? =0.50) -
C*07:02 (D’=1.00 > =0.05) KRQEILDLWVY (105-115)
NEF 116 152395029 545 x 107" B*57:01 (D’=1.00 > =0.98) HTQGYFPDW (116-124)
NEF 133 1516896119 4.13 x 1072 A*24:02 (D’=1.00 2 =0.87) -
rs5010528  1.80 x 10~''  C*04:01 (D’=1.00 > =1.00) -
NEF 135 1516896119 4.36 x 107%° A*24:02 (D’=1.00 r> =0.87) RYPLTFGW (134-141)

5. tablazat. Az abraalairas a 4. tablazat alatt talalhato.
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HIV POZ SNP P HLA EPITOP
POL 91 1s2596551  9.72 x 1072  B*44:02 (D’=1.00 r?> =0.49) -
rs9266462 1.12 x 10714 - -
POL 149 159266775 2.57 x 10~ B*]5:01 (D’=1.00 2 =0.53) -
B*51:01 (D’=1.00 r?> =0.01) EKEGKISKI (141-149)
1s2523684  7.71 x 107  B*15:01 (D’=0.96 r> =0.91) -
POL 290 rs2848713 1.44 x 1072 B*51:01 (D’=0.95 r> =0.59) -
152395030  6.20 x 10716 - -
rs4959053  3.67 x 107! - -
POL 317 152523612 4.28 x 107'? B*07:02 (D’=0.99 r? =0.95) -
C*07:02 (D'=0.99 > —0.84) -
POL 400 1rs2395029 9.85 x 10~'* B*57:01 (D’=1.00 r? =0.98) -
rs13210132 7.33 x 107 C*06:02 (D’=0.89 r%2 =0.44) -
POL 432 rs1625636 1.90 x 1073  A*03:01 (D’=0.99 r? =0.76) -
rs11757235 1.40 x 10716 - -
rs9260706  2.99 x 10~ - -
POL 472 152523684 6.66 x 10712 B*15:01 (D’=0.96 r* =0.91) -
POL 524 16930572 3.65 x 107 B*13:02 (D’=0.95 r? =0.90) -
POL 536 156929434 543 x 1072 C*12:03 (D’=0.99 r> =0.94) -
POL 623 15519417  3.57 x 107 A*11:01 (D’=0.83 7> =0.01) QIIEQLIKK (619-627)
B*08:01 (D’=0.89 12 =0.76) -
C*07:01 (D°=0.88 12 —0.48) -
rs886424 6.30 x 1072  A*11:01 (D’=1.00 72 =0.01) QIIEQLIKK (619-627)
B*08:01 (D’=0.82 r? =0.62) -
POL 725 1rs2596551 1.10 x 107" B*44:02 (D’=1.00 r?> =0.49) -
1s9266462  1.12 x 10~™ - -
POL 726 rs2596551 4.60 x 10726 B*44:02 (D’=1.00 r?> =0.49) -
1s9266433  2.69 x 10716 - -
rs2523590  8.20 x 10~ B*18:01 (D’=1.00 7?> =0.13) -
B*44:02 (D’=1.00 r? =0.22) -
C*05:01 (D’=0.97 1> =021) -
POL 747 rs2848713  7.47 x 1077 B*5]1:01 (D’=0.95 r> =0.59) -
rs17192463 2.41 x 10711 - -
POL 834 152524073 223 x 107 C*05:01 (D’=1.00 r> =0.62) -
1s9266462  1.12 x 10~™ - -
POL 837 152523575 4.22 x 10717 B*18:01 (D’=0.97 > =0.15) -
B*44:02 (D’=1.00 r? =0.31) -
C*05:01 (D°=0.96 12 —=0.27) -
POL 839 152395029 7.33 x 1072 B*57:01 (D’=1.00 72 =0.98) KTAVQMAVF (832-840)
TAT 32 rs16898614 4.26 x 1072!  C*12:03 (D’=0.88 > =0.68) CCFHCQVC (30-37)
VIF 74 rs2395029 1.63 x 10715  B*57:01 (D’=1.00 r*> =0.98) -
VPR 32 rs3819299  7.31 x 1074 - -

6. tablazat. Az abraalairas a 4. tablazat alatt talalhato.
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mér kondiciondlt SNP is szerepelt. Ezzel a médszerrel felderithettiik a fiiggetlen asszocidcids

szignalokat egy-egy kromoszomalis régiobol.
Asszociaciovizsgalat a virus mutacioi és a virusszint kozott

Az asszocidcidvizsgélatot linedris regressziok sorozatdval végeztiik el a plink szoftvert haszn4l-

va. Tovabbi korrekcids magyarazévaltozoként a paciensek nemét vontuk be a regresszidba.

Tobb statisztikai teszt elvégzése utan végzett korrekcio

Minden esetben Bonferroni-korrekciét alkalmaztunk az asszocidcidvizsgalatok szignifikancia-

janak megéllapitasdra abban az esetben, ha tobb statisztikai teszt keriilt elvégzésre.

Lokuszok kozti kapcsoltsag kifejezése

A HLA-allélok és az SNP-k kozti kapcsoltsdgot Pearson-féle korrelacioval és D’-mértékkel fe-
jeztiik ki, mindkett6t a plink szoftverrel szamoltuk. A D’ az adott haplotipus megfigyelt, illetve
fliiggetlenség esetén vart frekvencidjanak a kiilonbsége, az adott allélfrekvencidk esetén elérhetd

maximumra normalizalva.

A vizsgalat soran felhasznalt szoftverek

Az egyes részfeladatokhoz felhasznalt szoftverek 6sszesitését a 7. tdblazat tartalmazza.

A szerz6 hozzajarulasa a tanulmanyhoz

A szerz6 a projekt munkatarsaitél megkapta a vizsgalatban résztvevd paciensek genotipusada-
tait és HIV-szekvencigit. O végezte el az Osszes fent ismertetett adatelemzd és adatfeldolgozé
1épést (kivéve a HLA-allélok imputicidjat). A felhaszndlt szoftvereket a 7. tiblazat tartalmazza,

az ezeken kiviil sziikséges szoftvereket a szerz$ sajat maga készitette.
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Részfeladat Szoftver Megjegyzés és hivatkozas
Diszkrét genotipusmatrix manipu- plink v.1.07  (Purcell, 2007)

lalasa

Alléldoézisokat tartalmazé genoti- sajat

pusmétrix manipuldldsa

Fékomponens-analizis a genotipus-

smartpca (eigenstrat)

(Price, 2006)

matrixon
genotype imputation mach (Li, 2010)
bindris véltozok generaldsa sajat

szekvenciaillesztés

Muscle v.3.8.31

(Edgar, 2004)

nukleotidszekvenciak forditasa

emboss transeq €s sajat

(Rice, 2000)

genotipuseloszldsok Osszehasonli-

tasa

sajat

x?-eloszlds innen (Commons
Math 2012)

linedris €s logisztikus regressziok

plink v.1.07

(Purcell, 2007)

részfeladatok koordinalasa szami-

togépklaszteren

sajat

grafikonok rajzolasa

R, gral, sajat

(R Core Team, 2013; Seifert,
2009)

7. tdblazat. Az egyes részfeladatokhoz felhasznalt szoftverek.

46




3. A HIV-feliilfertozés gyakorisaganak becslése rutin genoti-
pizalas soran gyiijtott virusszekvenciakbol

s

Masodik kutatasi projektemben a HIV-feliilfert6z6dés gyakorisdgat becsiiltem egy klinikai adat-
bazisban talalhaté nukleotidszekvencidkbdl. Tudomdsunk szerint ezidedig a jelen munka a fe-

P

lillfert6z6dés gyakorisdganak a legtobb pacienst felhasznal6 becslése.

Pl

HIV-feliilfert6z6désrdl (szuperinfekcid) akkor beszéliink, ha egy HIV-fertézott paciens egy
Ujabb virustorzssel fert6z6dik meg (Smith, 2005a). Ennek lehetnek mind klinikai, mind epide-
mioldgiai kovetkezményei a HIV-jarvany szempontjabol. Els6sorban ez teszi lehet6vé a virus
evolicidjat elsegitd rekombinaciét (Bretscher, 2004; Fraser, 2005; Mostowy, 2011; Althaus &
Bonhoeffer, 2005) két kiilonall6 torzs kozott (Templeton, 2009). Klinikai szempontbdl pedig a
virusszint megemelkedéséhez, és a progresszio felgyorsuldsdhoz vezethet abban az esetben, ha
a feliilfert6z6 torzs konnyebben keriili ki a CD8 immunvalaszt (Yang, 2005; Cornelissen, 2012).
Tovébb4, egy terdpidval alacsony szinten tartott gydgyszerérzékeny virustorzset egy gyogyszer-
rezisztens virus feliilfertézhet (Smith, 2005b).

Két egymastdl kiilonboz6, azaz nem egymdasbdl leszarmazd virustdrzs megléte egy péci-
ens mintdi kozott feliilfert6z6désre utal. Hasonl6 szitudcié adédhat két kiilon torzs szimultan
transzmisszidja sordn (Smith, 2005a), azonban az 4tvitt virusrészecskék alacsony szdma mi-
att (Keele, 2008) dgy gondoljuk, hogy az ilyen transzmisszié nagyon ritka, és a tovdbbiakban

7 2

minden dudlis fert6zést feliilfert6zésnek tekintiink.

A feliilfert6z6dés gyakorisdganak a becslését bonyolitja, hogy ez a jelenség lehet tranziens,
mikor az eredeti rezidens torzs nem szorul ki teljesen, hanem valtozé koncentraciéban egyiitt é1
a feliilfert6z6 torzs mellett (Templeton, 2009). Ilyenkor a két virustdrzs ardnya jelentSsen val-
tozhat az id6 folyaman, hol az egyik keriil tilsilyba, hol a masik. A feliilfert6z6 torzs jelen lehet
a szervezetben alacsony koncentracidban, esetleg egy id6 utdn teljesen eltiinhet: ilyen esetekben
a feliilfert6z6dés észrevétlen maradhat a konszenzusszekvencidt eredményez6 populicidszek-
venalds vagy ritka mintavételek mellett. Ezért a HIV-feliilfert6z6dés gyakorisagara vonatkozo
irodalmi adatok jelentdsen kiilonboznek egymastdl, amit a kiilénboz6 vizsgalatok eltér6 min-
tevételi stratégidjanak tulajdonitunk. Egyes szerzk alacsony (<5%) prevalenciat taldltak akar

populaciés szekvenalast alkalmaztak (pl.:(Gonzales, 2003)), akar kovetkezd generaciés mély

szekvendlast (pl.: (Tsui, 2004; Redd, 2012)). Ezzel ellentétben més tanulményok jéval maga-
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sabb prevalencidt mértek, példdul egy amerikai kohorszban klondlis szekvendlast és gyakori
mintavételt alkalmazva 23 feliilfert6z6dést talaltak az 58 vizsgélt paciens kozott (Templeton,
2009). Jurriaans és munkatarsai két esetet taldlt a 14 paciensbdl 4ll6 vizsgdlati csoportban (Jur-
riaans, 2008), mig egy masik csoport 5 esetrdl tett jelentést 14 magas rizikdjui kenyai asszony
kozott (Piantadosi, 2008).

Nem tisztdzott, hogy egy mar kialakult virusfert6zés gatolja-e, hogy egy djabb virus meg-
telepedjen a szervezetben (Nethe, 2005; Piantadosi, 2007; Ronen, 2013). Azonban a hatékony
antiretroviralis terdapia a vérben mérhetd virusszintet nagyon alacsony szintre csokkenti, amit
a célsejt-populéaciok fokozatos regeneracidja és a HIV-ellenes immunvalasz gyengiilése kovet
(Ogg, 1999). Igy elképzelhetd, hogy ez megteremti a kornyezetet egy tj drogrezisztens virus-
torzs invazidjahoz. Felvetettiik ezért a lehet&séget, hogy a feliilfert6z6dés a drogrezisztencia-
mutidciok (DRM) egy fontos terjedési ttja is lehet.

A jelenlegi tanulmédnyban a feliilfert6z6dés gyakorisagat becsiiljitk egy nagy eurdpai popu-
laciéban (a nemzetkozi egyiittmiikodésben 1étrehozott Virolab és EuResist adatbazisok alapjan),
amelynek tagjai az esetek tobbségében terdpia alatt allnak, és alacsony, de detektalhat6 virus-
szinttel rendelkeznek. Ez a kezelt populdcié megfeleld annak eldontésére, hogy a feliilfert6z6-
dés hozzdjarul-e a drogrezisztencia-mutaciok terjedéséhez. Az adatbézisban a terdpia bedllita-
sdhoz sziikséges rezisztenciatesztelés sordn keletkezett, rutin médon gyjtott HIV-szekvencidk
taldlhatéak. Egy olyan feliilfert6z6dés, amelynek kovetkeztében az addig terdpiaval kontrollélt
virusszint hirtelen megemelkedik, nagy valészintiséggel vezethet 4jboli gydgyszerrezisztencia-
teszthez, ami pedig lehet&vé teszi ennek az eseménynek a kimutatdsat az adatbazisbol. A rutin
moédon gydjtott genotipus adatok populacids szekvendldssal késziiltek, igy a tranziens és ki-
sebbségben 1€v4 feliilfert6zédéseket ezzel a mddszerrel nem lehet kimutatni. Utobbi eseteknek
viszont kicsi a jelentdségiik a drogrezisztencia-muticidk terjedésében. A rutin médon gyijtott
populicios szekvendlassal kinyert HIV-szekvencidkrol kordbban mar megmutattik, hogy alkal-
masok a feliilfert6z6dés kimutatasara (Hué, 2004).

Ezek alapjan, a tanulmany elsddleges célja a sikeres, a rezidens virustorzs lecserélésével
jaré feliilfert6zések kimutatasa, é€s azok gyakorisaganak becslése volt a Virolab és EuResist
adatbdzisokban. Ut6bbi adatbazisok klinikai adatokat és rutin HIV-genotipizalas sordn keletke-

zett nukleotidszekvencidkat tartalmaznak német, belga, olasz, svéd és spanyol kérhazakbol.
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3.1. Eredmények

3.1.1. Felhasznalt adatok és leiro statisztikaik

4425 olyan pdciens volt a Virolab és Euresist konzorciumok adatbdzisaban, akiktdl legalabb két
1d6pontbdl szarmaztak virusszekvencidk. Toliik 6sszesen 13816 szekvencia allt a rendelkezé-
stinkre. A legtobb szekvencia a pol régiot fedte (protedz €s/vagy részleges reverz transzkriptiz
géneket); atlagos hosszuk 1026 nukleotid volt. Egy pacienshez tartozé szekvencidk szdmanak
medidnja 2 volt (minimum 2, maximum 29).

3653 paciens allt kezelés alatt a mintavétel idején vagy azt megel6zen. 772 paciensrdl ke-
zelési el6zmény nem Aallt rendelkezésre. A péciensek rizikocsoport szerinti megoszldsa: 1123
(25%) heteroszexuadlis, 910 (20%) homoszexualis, 1000 (22%) intravénds droghaszndlé paci-
ens, 1236 (27%) ismeretlen, 156 (3%) egyéb. 1308 (29%) nordl allt rendelkezésiinkre adat.
3878 pacienstdl volt legaldbb egy virusszint adatunk, mig koziiliikk 3552-nek volt legaldbb egy-
szer 10000 képia/ml felett a vérbeli virusszintje. A vérbeli virusszintek medidnja az &sszes
paciens Osszes mérésére vonatkoztatva 3,3 logl0 képia/ml (IQR:1,9-4,4 logl10 kdpia/ml). A
CD4+ T-sejtek szamédnak medidnja az 0sszes paciens 0sszes mérésére vonatkoztatva 349 sejt/ul
(IQR:208-521 sejt/ul). A paciensek kordnak medidnja a legkorabbi rendelkezésre 4ll6 adat id6-
pontjaban 35,8 év volt (IQR: 29.3 - 40,9 év). Egy péciens legkordbbi és a legkés6bbi szekven-
cidi kozott eltelt id6 medidnja 756 nap (IQR:367-1497 nap) volt. A HIV-szekvencidk 86% a B

altipushoz tartozott (1asd 8. tdblazat).

3.1.2. Feliilfertozés kimutatasa filogenetikai modszerekkel

Moddszeriink egy adott pacienstdl szarmazé szekvencidk és a pdcienstdl fiiggetlen hattérszek-
vencidk kozos filogenetikai elemzésén alapszik. Egy ilyen filogenetikai fiban, ha a paciens
Osszes szekvencidjat magaba foglald legkisebb részfa nem monofiletikus az adott paciensre néz-
ve (tehat tartalmaz hattérszekvencidkat is), akkor ennek a részfanak a kozos 6se nem a paciens-
ben volt (10.A dbra), vagy pedig a részfaba tartoz6 idegen szekvencidk néhdny transzmisszids
1épésen keresztiil mégis a pacienstdl szarmaznak (10.B dbra).

Ezek alapjdn a vizsgdlatunkban a kovetkez0 két kritérium segitségével dontottiik el a filo-

genetikai fakrol, hogy azok feliilfert6z6dést titkkroznek-e: elészor, a vizsgélt paciens legaldbb

két szekvencidja erGsen tdmogatott részfat alkot idegen szekvencidkkal. Més szdval, legaldbb
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Altipus Szekvencidk szdma

HIV-1 Subtype B 12238
HIV-1 Subtype C 289
HIV-1 CRF 02_AG 275
HIV-1 Subtype A(Al) 241
HIV-1 Subtype F(F1) 159
HIV-1 Subtype G 97
HIV-1 Subtype A(01_AE) 86
HIV-1 CRF 06_CPX 28
HIV-1 Subtype G(02_AGQG) 27
HIV-1 Subtype D 16
HIV-1 Subtype J 12
HIV-1 Subtype A(A2) 11

HIV-1 F(F) 7
HIV-1 CRF 12_BF 6
HIV-1 CRF 01_AE 5
HIV-1 CRF 11_CPX 4

2
2
1

HIV-1 CRF 13_CPX
HIV-1 CRF 10_CD
Nem definialt 717

8. tablazat. Az elemzésiinkben felhasznalt HIV-szekvencidk altipus szerinti eloszlasa. Az altipu-
sokba val6 besoroldshoz a Rega szolgéltatast hasznéltuk. (Alcantara, 2009; de Oliveira, 2005)

két megbizhat6 szekvenciaklaszternek jelen kell lennie a faban, melyek legalabb egy szekven-
ciat tartalmaznak mind a pacienstdl, mind a hattérszekvencidk csoportjabdl (1asd 3.4. fejezet és
10. dbra). Ezt a kritériumot azért valasztottuk, hogy elkeriiljiik annak a lehet6ségét, hogy a fa-
ban kis megbizhatosaggal elhelyezett szekvencidk miatt hibasan feliilfert6zottnek itéljiink egy
pécienst.

A maésodik feltételiink pedig, hogy a legkisebb részfa mérete legaldbb 50 legyen, amely
magaban foglalja a paciens Osszes szekvencidjat. Utobbi kritériummal azt szeretnénk kizdrni,
hogy egy személybdl eredeztethetd transzmisszids lancot képezd virustorzs hamis szuperinfek-
ciét jelezzen. A konkrét kiiszobértéket a beékelt idegen szekvencidk kétcstcsu eloszldsa alapjén
allitottuk fel (11. dbra és 3.4. fejezet). Tovabba ez a masodik kritérium sziikséges azon esetek
kikeriiléséhez, amikor a pacienst6l szarmaz6 mintdk esetleg megjelennek a hattérszekvencidk
halmazaban (pl. kordbban anonim feltolthették a Genbankbe).

A filogenetikai fa épitése szamitasigényes feladat, ezért valamiféle eldsziirésre volt sziik-

ségiink, amivel elkiilonithetjiik azokat a pacienseket, akiket alaposabban tovabb vizsgéltunk.
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A
@ pacienstdl vett szekvencidk

kontrol szekvenciak

B
@ pacienstdl vett szekvenciak

kontrol szekvencidk

@ 2 narancssérga paciens éltal
megfert6zott pacienstél vett
szekvenciak

7

10. dbra. Sematikus filogenetikai fak, amelyek feliilfert6z6dést, illetve transzmisszios klasztert
abrazolnak. A narancssarga levelek a vizsgélt személy szekvenciait jelzik, a sziirke levelek ide-

7

gen hattérszekvencidkat jeleznek. Az A dbra feliilfert6z6dést illusztrdl, a B dbra transzmisszids
klasztert. A vizsgalt egyén szekvencidi mindkét esetben polifiletikus leszarmazasuak, azonban

s

feliilfert6z6dés esetében a paciens szekvencidit befoglal6 részfa nagyobb.

Ezért eloszor eldzetes elemzéseket végeztiink az adataink egy kis részén, amivel beéllitottuk a
filogenetikai rekonstrukci6 és a fak kiértékelésének optimadlis paramétereit. Ezeket az el6zetes
vizsgalatokat az eredmények utin a Fiiggelék fejezetben targyalom.

A 4425 péaciens szekvencidit kiilon-kiilon, egymastdl fiiggetleniil vizsgaltuk. Mindegyik pa-
cienshez készitettiink egy filogenetikai fat elore rogzitett szamu hattérszekvenciat felhasznalva.
A hattérszekvencidkat 70374 HIV-szekvencia lokdlis (helyben létrehozott) BLAST adatbdzisa-
bél vélasztottuk ki tigy, hogy a péciens minden szekvencidjahoz azonos szdmu hasonlé hattér-
szekvencidt valasztottunk a BLAST adatbazisbdl (14sd 12. dbra és 3.4. fejezet). A filogenetikai

rekonstrukcidhoz a RAXML (egy gyors és megbizhatd implementacidja a maximum likelihood
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11. abra. A péaciens mintdibdl szarmazé szekvenciak kozé ékel6d6 hattérszekvencidk szama
azokban a péciensekben, akiknek a szekvencidi polifiletikus részfat alkottak. A beékelt hattér-
szekvencidk szdma jol elkiiloniild médon vagy kevés (kisebb mint 20), vagy sok (nagyobb mint
50). Ezért feltételeztiik, hogy azokban az esetekben ahol kevés idegen szekvencia ékelédik be,
ott egymast fert6z6 paciensektdl szarmazd kozel rokon szekvencidk altal alkotott klaszterrdl
lehet sz6. A filogenetikai fak 150 szekvencidval késziiltek.
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150 szekvencia
tobbszoros

paciens szekvenci illesztése

filogenetikai fa <M"BayeS/RAxML

12. abra. A kettSs fert6zés filogenetikai fakon alapul6 kimutatdsa. Minden pacienshez kivalasz-
tottuk egy nagy BLAST adatbézisbdl a sajat szekvencidihoz legkozelebb esd hattérszekvencia-
kat, majd az igy nyert hattérszekvencidkat és a paciens szekvencidit felhasznalva filogenetikai
fat készitettiink.

filogenetikai mdédszernek (Stamatakis, 2006)) és a MrBayes (amely a jéval lassabb, de alapo-
sabb bayes-i megkozelitést alkalmazza (Ronquist, 2012)) szoftvereket hasznaltuk. El6szor 170
eldre kivdlasztott paciensen Osszehasonlitottuk a két szoftver viselkedését, tovabba bedllitottuk
az optimédlis megbizhatdsagi kiiszobértéket a fak kiértékeléséhez. Ezt a 170 pacienst a Fiigge-
Iékben targyalt el6zetes elemzések soran vélasztottuk ki dgy, hogy ez a halmaz feliilfert6zés-
gyants esetekben fel volt ddsulva.

Ezen vizsgélatok alapjdn megéllapitottuk, hogy a nem monofiletikus leszdrmazdssal bird
esetek szama (feliilfert6z6dés, vagy transzmisszios klaszter) csokken, ahogy noveljiik a kiérté-
kelés sordn hasznélt megbizhat6sagi kiiszobot (9. tdblazat). Azonban ez a kiiszobérték bedllit-
hat6 dgy, hogy a két szoftvert haszndlva azonos paciensek halmazat kapjuk eredményiil. Azaz
az irodalomban gyakran alkalmazott 0,95-6s bayesian kiiszobbel kapott polifiletikus leszarma-
zassal biré egyének halmaza reprodukdlhaté RAXML segitségével 0,6-0s kiiszobot alkalmazva
(9. tablazat). Emiatt gy itéltiikk, hogy biztonsaggal haszndlhatjuk a jéval gyorsabb RAxML
szoftvert az 0sszes paciens vizsgalata sordn. Ahhoz, hogy megtalaljuk a hattérszekvencidk hal-
mazanak optimélis méretét, mind MrBayes, mind RAXxML segitségével megismételtiik az elem-
zéseket 20, 50, 150 és 250 szekvencidt tartalmazé halmazokon (ugyanazon 170 paciens adatait

v

felhasznalva). Nem volt lathaté Osszefiiggés a fa mérete és a feliilfert6zddéssel gyanusithatd

paciensek szdma kozott (lasd 13. dbra), és a feliilfert6zddéssel gyandsitott paciensek is azo-

nosak voltak a kiilonbozd esetekben (10. tablazat). Ez azt mutatja, hogy a BLAST kereséssel
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13. abra. El6zetes vizsgalat 170 paciensben: a grafikon a feliilfert6z6déssel gyandsithaté paci-
ensek szdmat dbrazolja a filogenetikai fa méretének (szekvencidk szdmadnak) a fiiggvényében.

Nem lathato szamottevd novekedés a talalt feliilfert6z6déses esetek szamaban a hattérszekven-
cidk szamanak novelése soran.

megbizhatdsdgi kiiszob

MrBayes RAxML | Metszet csak RAXML csak MB RAxML 6sszes MB 0Osszes
0,7 0,6 70 2 4 72 74
0,7 0,7 63 2 11 65 74
0,7 0,95 40 2 34 42 74
0,8 0,6 70 2 3 72 73
0,8 0,7 63 2 10 65 73
0,8 0,95 40 2 33 42 73
¢ (0,95 0,6 69 3 2 72 71
0,95 0,7 62 3 9 65 71
0,95 0,95 40 2 31 42 71

9. tdblazat. A bayesian és maximum likelihood mddszerek eredményeinek Osszevetése, és a
megfelel6 megbizhatosagi kiiszob kivalasztiasa. A tdblazatban a feliilfert6zéssel gyanusithatd
esetek szama szerepel kiillonboz6 szoftverrel €s kiillonbdz6 megbizhatdsagi kiiszobbel szamolva.
Minden esetben 150 szekvenciardl késziilt a filogenetikai fa. Az eredmények 170 paciens adatait
felhaszndlva késziiltek. A teli kor jelzi azt az értéket, amelyet végiil a tovabbi vizsgilatokban
hasznaltunk.
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faméret, kiiszob RAxML] MrBayes RAXML] MrBayes RAxXML] RAxML| MrBayes
150 150 200,6 | 20 250 500,6 | 50
0,6 0,95 0,95 0,6 0,95

RAxXxML 1500,6 | 72

MrBayes 150 0,95 | 69 71

RAxML 20 0,6 67 66 70

MrBayes 20 0,95 | 61 62 62 63

RAxML 2500,6 | 69 67 66 59 71

RAxML 50 0,6 69 66 65 59 67 69

MrBayes 500,95 | 67 68 64 62 65 66 69

10. tablazat. A bayesian és maximum likelihood médszerek eredményeinek Osszevetése és a
faméret véltoztatdsdnak hatdsa az eredményekre. A tdblazat celldiban a kiilonboz6 famérettel,
illetve szoftverrel késziilt vizsgalatok eredményeinek a metszete szerepel. A fejlécek a filoge-
netikai szoftvert, a faméretet, és a megbizhat6sagi kiiszobot mutatjak.

kivélasztott hattérszekvencidk szdmat alacsonyan tarthatjuk.

Ezen megel6z6, ,kalibracios” vizsgdlatok alapjan a 4425 paciens végsd elemzését a gyor-
sabb futdsidé miatt RAXML szoftverrel végeztiik el 150 szekvenciat tartalmazé szekvencia-
halmazokon, mig a kiértékelés sordn 0,6-os megbizhatéséagi kiiszobértéket alkalmaztunk (ez
konzisztens a bayesian fak 0,95-0s kiiszobével). A 4425 paciens koziil 201 szekvencidi alkottak
polifiletikus részfat. Feliilfert6z6déssel gyantsithaté esetbdl 107-et taldltunk, mig 94 esetben
kozel rokon virustorzsek 4ltal alkotott transzmissziés klasztert gyanitottunk (azaz a paciens
szekvencidit befoglalé minimélis részfa mérete 50-nél kisebb volt - 1dsd 3.4. fejezet). A 107
eset koziil az egyik hamisan pozitivnak bizonyult, ennek a péciensnek az egyik mintdja a PCR
reakcid sordn rekombindlddott egy labortorzssel - igy ezt eltdvolitottuk az eredmények Osszesi-

té€sébdl €s a tovabbi validdcids vizsgalatokbdl.

)

Validacié Eredményeink megerGsitése céljabol az eltarolt mintdk egy részének jboli szek-
venaldsat kezdeményeztilk a kdzremlikodd klinikai/viroldgiai partnereknél. Idedlis esetben
mind a 107 feliilfert6z6déssel gyanusitott paciens mintdit ellendrizni kellett volna, &m ennek
anyagi és technikai akadalyai voltak (sok esetben az amplifikdci6 nem sikeriilt a régi mintakbol).
Végiil 14 feliilfertézéssel gyanusitott, €s 4 kontroll esetben keriilt sor validacios szekvenalasra,
amelynek eredményeit ezutan analizaltam. A feliilfert6z6déssel gyandsitott esetekben a feliil-
fert6zést kozvetleniil megel6z6 és kozvetleniil kovetd mintdkat szekvendltdk djra. Két esetben

az eredeti mintdk nem élltak rendelkezésre, itt egy id6ben kozeli alternativ mintat hasznaltak.
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A pol gén részleges amplifikdcidja és szekvendldsa tortént 6 esetben, 4 esetben az env C2-C4
régidja lett szekvendlva, mig 8 esetben mindkettd.

7

Az 1j szekvencidk elemzését az el6zd fejezetben lefrtakhoz hasonldan végeztiik. Ezek alap-
jan két esetben tudtuk megerdsiteni a feliilfert6z6dést a 14 gyands paciens koziil (11. tdblazat).
Kilenc esetben az uj pol szekvencidk monofiletikus csoportot alkottak, megcafolva a korabbi
eredményeket. Mind a kilenc esetben az 1j szekvencidk szoros monofiletikus csoportot alkottak
a paciens eredeti szekvencidival, egy eredeti szekvencidt leszdmitva. Ez arra utal, hogy az az
eredeti szekvencia, amely a feliilfert6z6désre utald jelet okozta nem a pacienstdl szarmazik, ha-
nem felcserélt mintdk kovetkezménye. A kilencbdl harom esetben az env gén C2-C4 varidbilis
régidit is sikeriilt szekvenalni, ezek megerdsitették a fenti eredményeket.

Két esetben csak az env génbdl sikeriilt az amplifikacid, ezek is monofiletikus csoportot
alkottak, ami arra utal, hogy val6jaban nem tortént feliilfert6z€s, azonban ebben a két esetben a
pol szekvencidk validaciéjanak hidnydban nincs bizonyitékunk a mintdk elcserélésére.

Végiil egy esetben az Uj szekvencidk elemzése polifiletikus leszarmazast talalt, de a legki-
sebb részfa mérete kicsi volt, igy elképzelhetd, hogy ez egy kozeli szekvencidkbdl 4ll6 lokalis
transzmisszids klaszter (a szekvencidk foldrajzi eredete megegyezett). Ennek a paciensnek az
eredeti szekvencidit MrBayes programmal megvizsgdlva meger0sitettiik, hogy a RAXML faban
néhany hattérszekvencia rossz helyen volt, igy hibasan megnovelve a legkisebb részfa méretét.
Az Gjonnan amplifikélt env szekvencidk monofiletikus csoportot alkottak ebben az esetben.

A két megerdsitett feliilfert6z6dott paciens esetében mind a pol, mind az env szekvenci-
ak szuperinfekciora utaltak, igaz, az env szekvencidk esetében a megbizhatdsagi értékek éppen
alatta maradtak a kritériumnak. Az egyik pacienstdl 7 szekvencia is rendelkezésiinkre 4llt, ame-
lyek koziil hat k6zos klasztert alkotott, és egy szekvencia reprezentélta a kiilonallé virustorzset.
Ezt a kiilonallé szekvenciat idSben kovették is €s meg is el6zték a nagyobb klaszterhez tartozo
mintak: ebbdl a mintazatbol tranziens feliilfertézésre kovetkeztethetiink. A paciens CD4 sejt-

Py

szdma 430 sejt/ul-rol 125 sejt/pl-re esett a feliilfert6z6dés lehetséges id6intervalluméban, és a

z oz

CD4 sejtszam késobb sem 4allt vissza. A szekvencidk drogrezisztencidra valo hajlamat megvizs-
galva nem tapasztaltunk megemelkedett rezisztenciét a feliilfert6zé torzsben azon hatéanyagok
ellen, amit a paciens akkor éppen kapott (12. tdblazat). A masik feliilfert6zott pacienstdl csak

két minta allt rendelkezésiinkre, megemelkedett drogrezisztenciat ott sem tapasztaltunk. Ennek
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P4ciens Gén Eredmény Felcserélt Megjegyzés
minta
datuma
Casel POL monofiletikus 10/26/2000
Case2 POL monofiletikus 02/19/2004
ENV
Case3 POL monofiletikus 04/19/2004 a feliilfer-
ENV t6z6dést
kozvetleniil
megel5z6
minta nem
allt ren-
delkezésre,
ehelyett egy
id6ben kozelit
hasznaltak
Case4d POL monofiletikus 05/05/2004
ENV
Case5 ENV monofiletikus az eredeti
mintdk  he-
lyett alterna-
tiv  mintdkat
amplifikaltak
Case6 ENV monofiletikus
Case7 POL monofiletikus 01/25/2006
Case§ POL kozel rokon szekvenciak altal
ENV alkotott polifiletikus klaszter
Case9 POL monofiletikus 19/07/1999
ENV
Casel0 POL monofiletikus 04/20/1998
Casell POL monofiletikus 09/10/1997
Casel2 POL monofiletikus 11/24/1998
e Casel3 POL nem monofiletikus
ENV
eCasel4 POL nem monofiletikus
ENV
Controll POL monofiletikus
ENV
Control2 POL monofiletikus
ENV
Control3 ENV monofiletikus
Control4 ENV monofiletikus

Py

11. tablazat. 14 feliilfert6z6dést mutatd paciens és 4 kontroll paciens validiciéja. A mintakbol
a 3.4. fejezetben ismertetett médon amplifikdltdk a pol és env gének megfeleld részeit. A teli

) Py

korok a megerdsitett feliilfert6zédéseket mutatjak.
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Regime Casel3 Casel4 DBC+
Residens Feliil- Residens Feliil- Residens Feliil-
torzs fert6z6 torzs fert6z6 torzs fert6z6

torzs torzs torzs
3TC HR HR PL S oS HR

ABC HR LL R S S eHR

ATV/r | S LL S S S S

AZT HR R eHR ol oPL HR

D4T oHR oR HR PL LL oHR

DDI eHR PL oR oS PL HR

DLV S S S S S S

DRV/r | S S S S S S

EFV S oS S S S S

ETR S S S S S S

EVG S S S S S S

FPV/r | S LL S S S S

FTC HR HR PL S S HR

IDV/r S R oS oS S S

LPV/r | S PL S S S S

NFV oS oHR S S S S

NVP S S S S S S

RAL S S S S S S

SQV/ir | S R S S S S

TDF R PL R S PL ol

TPV | S S S S S S

P

12. tablazat. A két validalt feliilfert6z6dést hordozo paciens és a magas DBC szammal rendel-
kez6 paciens (l4sd 3.1. fejezet) drogrezisztencia-pontjai. A pontokat a stanfordi HIVdb prog-
rammal szdmitottuk (Rhee, 2003), majd kategéridkba soroltuk: HR - highly resistant (nagyon
rezisztens), R - resistant (rezisztens), LL - low level resistance (alacsony szintii rezisztencia),
PL - potential low level resistance (potencidlis alasony szint( rezisztencia), S - susceptible (fo-
gékony). A teli korok azokat a hatéanyagokat jelolik, amelyeket a beteg az adott id6szakban
szedett.

a paciensnek a CD4 sejtszdma stabil volt.

A négy validélt kontroll paciens koziil egyik se bizonyult feliilfert6zottnek.

Degeneralt bazisparok szaman alapulé médszer Végiil Cornelissen mddszerét alkalmaz-
va (Cornelissen, 2007), megszdmoltuk a szekvencidkban taldlhat6 degenerdlt bazisokat jelentd
betlik szdmét (egyes helyeken erre mixture-ként utalnak, itt a tovdbbiakban degenerate base
count, DBC néven utalok rd). Populécids szekvendlas sordn akkor illesztenek degeneralt kddot

a szekvencidba, ha a kapillaris gélelektroforézis spektrumén egynél tobb bazispar ad csticsot
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egy adott poziciéban. Ez arra utal, hogy két virustorzs is amplifikdlédott, és a kevert minta ke-
riilt szekvendldsra. Az, hogy a masodik amplifikalt virustorzs valddi-e, vagy szennyezddés, a
végs6 szekvencia alapjan nem lehet eldonteni. Cornelissen és munkatarsai azt taldltdk, hogy

s z

azokban a mintdkban, ahol a DBC szdm 44-nél magasabb volt, ott 73% eséllyel talaltak késdbb
feliilfert6z6dést klondlis szekvendldst alkalmazva.

Az altalunk vizsgélt adatbazisban 79 paciensnek volt legaldbb egy olyan szekvencidja, ahol
a DBC szam 44-nél magasabb volt (5 péaciensnek két ilyen szekvencidja volt, és egynek 3). A
79 péaciens koziil hatot gyanusitottunk feliilfert6z6déssel a filogenetikai vizsgalatunk alapjan.
Egy esetben (Case2 a 11. tdbldzatban) a paciens mintdit Ujraszekvendltdk, ami felfedte az ere-
deti mintak elcserélését - érdekes modon, éppen az a minta szdrmazott egy idegen pacienstol,
amelyikben a DBC szdm magas volt. Ebben az esetben mind a pol, mind az env szekvencidk
elemzése er6s monofiletikus leszdrmazdsra utalt, igy a feliilfert6z6dést itt kizartuk.

A 79 péciens koziil 23 esetben a magas DBC szdmmal bir6 szekvencidt idében megel6zték,
és kovették is alacsony DBC szami mintdk, ami arra utal, hogy a paciensben talalhat6 viruspo-
pulécié egy tranziens id6szakban heterogén volt. Az egyik ilyen esetben a magas DBC mintét
hatdrol6é szekvencidk két kiilon szekvenciaklasztert alkottak a filogenetikai fan, ami nagyon
erGsen arra utal, hogy ez a paciens valéban feliilfert6zott volt. Ezt az esetet ugyan nem tudtuk
Ujboli szekvendldssal megerdsiteni, de mind a mi filogenetikai elemzésiink, mind a degenerdlt
bazisparok szdmoldsa sikeres, a virustorzsek lecserélddésével végz6dd szuperinfekcidra utalt.
Ebben az esetben a magas DBC szammal rendelkez6 minta az dtmeneti allapotot jelentheti.
Tovabb4, ebben a paciensben a drogrezisztencia jelentds mértékben emelkedett a feliilfert6zés
utdn azokkal a drogokkal szemben, amelyet a paciens éppen szedett (1asd 12. tablazat).

A tobbi 22 esetben a filogenetikai elemzés nem tdmasztotta ald a degenerélt bazisparok ma-

7

gas szama 4ltal felvetett gyanujat a feliilfert6z6désnek. Tranziens, vagy kisebbségben maradé

P

feliilfert6z6 torzs jelenlétét viszont nem tudjuk kizarni.

3.2. Diszkusszio

A tanulmdany sordn létrehoztunk egy ,,protokollt”, amelynek segitségével gyorsan és megbizha-
téan kimutathat6 a feliilfert6z6dés nagy adatbazisokban. Médszeriink publikus és privat adat-
bazisokban taldlhaté virusszekvencidkon alapszik, hiszen az egymastol fiiggetlen leszarmazas-

sal bir6 virustorzsek kimutatdsidhoz elegendéen nagy mintdra van sziikségiink a szekvencidk
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mogott meghizodod jarvanybol. A vizsgdlati mddszeriinket alaposan ellendriztilk, a felmeriilt
dontési pontokban a lehetséges opcidkat mind megvizsgalva jutottunk ahhoz a ,,protokollhoz”,
amivel végiil az eredményeket elkészitettiik (1asd 3.5 és 3.1 .fejezetek).

Filogenetikai elemzésiink 107 paciens feliilfert6z6désére mutatott bizonyitékot a 4425 pa-
ciens koziil. Azonban a lefagyasztott mintdk djraszekvendldsa ezt 14 esetbdl csupan két esetben
erOsitette meg. Ennek kovetkeztében nem allt médunkban pontos becslést késziteni a feliilferts-
z06dés prevalencidjarol a populdcidban, azonban azt kijelenthetjiik, hogy az alacsony (107/4425
is csak 2%-ot jelentene, és a validacié alapjan a legtobb eset valdszintileg elcserélt mintdbol
szarmazik).

Ez az eredmény nem alkalmazhat6 a szuperinfekcid gyakorisdgdnak becslésére kezelés alatt
nem 4ll6 paciensek esetében, de azt mutatja, hogy ART alatt a feliilfert6z6dés viszonylag rit-
ka jelenség. Az egész tanulmdany sordn egy esetet taldltunk, ahol a megerdsitett feliilfert6zés
megndvekedett drogrezisztencidval jart. Ez azt mutatja, hogy a feliilfert6zés nem jatszik fontos
szerepet a drogrezisztencia terjedésében.

Vizsgalatunkat a rutin klinikai ellatdsban gyfijtott szekvencidkra alapoztuk, ez némileg tor-
zitott mintavételezéshez vezethetett. Csak azokat a pacienseket tudtuk ugyanis vizsgélni, akiktdl
legaldbb két minta 4llt rendelkezésre, és elképzelhetd, hogy a masodik vagy harmadik mintavé-
tel oka a virusszint megemelkedése, mig a stabilan alacsony virusszinttel biré paciensek mintdit
kisebb valészintiséggel vetik ald ismételt rezisztenciatesztnek. Egy ilyen torzitds azonban csak
novelheti a feliilfert6z6dés becsiilt gyakorisagat, amely igy is alacsonynak bizonyult.

Tovabbd a vizsgdlati populdcidban igen magas (82%) volt a terdpia alatt allok szdma.
Ezért az eredményeinket nem lehet ART alatt nem 4ll6 populécidra kivetiteni. Azonban, ha
a drogrezisztencia-mutdciok terjedését a feliilfert6zés segitené, akkor azt a terdpia alatt allok
csoportjaban kdnnyebben észrevettiik volna, hiszen a kezelés szelekcids elonyt biztosit a drog-
rezisztens torzsnek.

A szekvencidban megjelend degeneralt bazisparok magas szama két kiilonallé virustorzs je-
lenlétére utal a mintdban (Cornelissen, 2007). Ezt a heterogén allapotot kdvetheti a rezidens vi-
rustorzs lecserélédése. Vizsgdlatunkban 23 esetet taldltunk, ahol egy magas DBC szdmmal bir6
mintét id6ben megeldz, és kovet is egy vagy tobb homogén minta. Ezek koziil csupdn egy eset-
ben tudtuk megerdsiteni az eredeti virustorzs lecserélodését, a tobbi 22 eset legfeljebb tranziens

Pl

feliilfert6z6dés lehetett. A tranziens feliilfert6z6dés azonban nem valdszinti, hogy hozzdjarul a
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drogrezisztencia terjedéséhez.

A vizsgalatunk sordn nem tettiink kiilonbséget feliilfert6z6dés és az dltalanosabb kettds fer-
t6zés kozott. Kettds fert6zés lehet a feliilfert6z€s mellett az az eset is, amikor két kiilonbo-
z0 leszarmazdssal bird virustorzs egy transzmisszids esemény sordn (esetleg roviddel egymas
utdn) fert6zi meg az addig HIV-negativ személyt (Smith, 2005b). Azonban az alapité virusok
nagyon alacsony szdma (Keele, 2008) miatt ez a jelenség minden bizonnyal igen ritka. Tovdbba
ehhez az is sziikséges, hogy a fert6z6 paciensben mindkét virustdrzs hasonld, és elegendéen
nagy koncentracidéban legyen jelen a sikeres kettds fert6zéshez. Ilyen ritka események Gssze-
jatszasat elhanyagolhaténak tekintjiik, és gy gondoljuk, hogy az azonositott kettds fert6zések
val6szintileg feliilfert6z6dést tiikkroznek.

A részleges pol szekvencidk alapjan a sikeres, a rezidens torzs lecserélédésével jaro feliilfer-
t6z6dést voltunk képesek kimutatni (Hué, 2004; Lemey & Vandamme, 2005). Azonban egyes
esetekben a feliilfert6zést kovetden az uj torzs rekombindldédhat a rezidens torzssel, és az 4j
rekombindns torzs kiszorithatja a tobbit. A mi vizsgalatunk ezeket az eseteket csak akkor képes

kimutatni, ha az Gj rekombinans térzs pol génje a feliilfert6z6 virusbdl szarmazik. A rekombi-

nans formédk megbizhato felderitéséhez teljes genomi szekvencidkra lenne sziikség.

3.3. Osszefoglalas

Eredményeinkbdl levonjuk a kovetkeztetést, hogy a rutin médon gyjtott HIV-szekvencidk al-
kalmasak a feliilfert6z6dés kimutatdsdra, azonban koriiltekintd validacid sziikséges, hogy az
elcserélt mintdkbdl szdrmaz6 hamis eseteket ki lehessen zarni. Vizsgdlati csoportunk (kroni-

P

kusan fertdzo6tt, antivirdlis kezelés alatt 4116 paciensek) idedlis volt ahhoz, hogy a feliilfert6z6-
dés szerepét tisztazhassuk a drogrezisztencia terjedésében. A feliilfert6z6dés ritkasaga ebben
a populdciéban tehat arra utal, hogy az nem jatszik meghatarozo szerepet a drogrezisztencia

terjedésében.

3.4. Feliilfertozés kimutatasaban hasznalt modszerek

Paciens és szekvenciaadatok

Az EU 6. Keretprogram tamogatasaval 1étrehozott Eurezist €s Virolab adatbazisokat elemez-
tilk (témavezetém vezetésével az ELTE a Virolab konzorcium tagja volt), amelyekben klinikai

adatok, az antivirdlis terdpia el6zményei és HIV-szekvencidk taldlhat6ak német, spanyol, olasz,
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belga és svéd kérhazakbol. Azon betegek adatait vizsgaltuk, akikbdl legaldbb két kiilonbozd

id6pontbol rendelkezésre allt virusszekvencia.

Kettos fertozés kimutatasa

Annak eldontésére, hogy egy paciens két kiillonbozo eredeti virussal fert6zott-e, a kovetkezd
modszert haszndltuk. Filogenetikai fat készitettiink a pacienstdl vett virusszekvencidk (tovéab-
biakban a pdaciens sajat szekvencidi) és bizonyos szdmu (lasd késdbb) a pacienstdl fiiggetlen
virusszekvencidk (tovdbbiakban hattérszekvencidk) egyiittesébdl. Ha a sajat szekvencidk nem
alkottak monofiletikus részfat, és a paciens sajat szekvencidi kozé elegendd szamu (lasd késdbb)
hattérszekvencia ékelddott be, akkor az adott esetet kettds fertdzésként kezeltiik. A hattérszek-
vencidkat BLAST kereséssel (Lemey, 2005; Altschul, 1990) valasztottuk ki a rendelkezésiinkre
allo osszes HIV-szekvenciabdl, azaz a Virolab és az Euresist adatbazisokbdl és a Los Alamos-
1 publikus adatbazisbdl (kivéve az adott egyén szekvencidit). A lehetséges hattérszekvencidk
halmazaban 13816 szekvencia szdrmazott az ezen tanulmdny alapjit képezd szekvencidkbol,
12314 szekvencia szdrmazott a Virolab és Euresist adatbazisok egyéb adataibol, és 44244 szek-
vencidt toltottiink le a Los Alamos-i adatbazisbdl. Minden pacienshez készitettiink egy elére de-
finialt méretli szekvenciahalmazt, azaz kivalasztottuk minden szekvencidjahoz a legmagasabb
BLAST pontot ad6 héttérszekvencidkat oly médon, hogy a paciens 6sszes szekvencidja azonos
szdmu héttérszekvencidval legyen reprezentdlva. Ezeken a szekvenciahalmazokon végeztiik el
a filogenetikai elemzést minden péciensre kiilon-kiilon.

Az aldbbiakban részletezem az el6bb ismertetett mdodszer egyes 1épéseit.

BLAST adatbazis készitése Letoltottiink 44244, a HXB2!! szamozds szerinti 2253-3290. po-
ziciok kozotti HIV-1 B szekvenciat a Los Alamos-i adatbazisbdl (http://www.hiv.lanl.
gov/). Ehhez hozzavettiik a Virolab és Euresist adatbdzisokban taldlhat6 ugyanezt a régiot lefe-
d6 26130 szekvenciat. A nukleotidszekvencidk illesztését Muscle v3.8.31 szoftverrel végeztiik
(Edgar, 2004). A pol gén konzervaltsdgat kihaszndlva, ezeket a szekvencidkat 1000 darabos
kotegekben illesztettiik, majd ezeket a részleteket Osszefésiiltik a HXB2 referenciaszekven-
cia segitségével. Az ismert rezisztenciapozicidokat (Rhee, 2003) eltavolitottuk (13. tablazat), és

minden legaldbb 50%-ban iires (gap-et tartalmazd) oszlopot kitoroltiink. Az igy kapott illesztést

' A HXB2 egy referenciaként hasznalt HIV-szekvencia http://www.hiv.lanl.gov/
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hasznéltuk a tovdbbi BLAST keresésekben, amelyhez egy helyi BLAST adatbazist készitettiink.
Az eredmények validdcidjara szolgdlo env szekvencidk elemzéséhez hasonlé modon késziilt a
BLAST adatbazis, ehhez 13725 szekvenciat toltottiink le Los Alamosbdl. Az env illesztést ami-
nosav szekvencidkon végeztiik Muscle-al, majd visszaforditottuk azt nukleinsav szekvencidkra.
A forditashoz az Emboss szoftvercsomag transeq szoftverét (Rice, 2000), illetve sajat szoftve-

reket hasznaltunk.

Filogenetikai fa készitése Filogenetikai fa készitéséhez RAXML v7.2 (Stamatakis, 2008; Sta-
matakis, 2006) és MrBayes v3.1.8 (Ronquist, 2012) szoftvereket hasznaltunk. Mindkét esetben
az altalanos, idében megfordithaté szubsztiticiés modellt (General Time Reversible, GTR) fel-
tételeztiik, ennek (nuisance) paramétereit az adatokbdl becsiiltik. A RAXxML esetében az el-
dgazisok megbizhatdsigi értékeit (branch support values) bootstrap replikdtumok segitségével
szamoltuk. A bootstrap replikdtumok szamdt a szoftver dinamikusan éllitotta be (-autoMR kap-
csoléo a RAxML-ben). MrBayes esetében 10000000 1épést végeztiink 4 lancon 3 parhuzamos
futassal. A szekvencidk kozti GTR szubsztitiiciés modellen alapuld tavolsagot faépités nélkiil

maximum likelihood médszerrel becsiiltiik a PAUP szoftverben (Swofford, 2003).

Filogenetikai fak kiértékelése Egy altalam erre a célra ruby és scala nyelven készitett prog-
ram végezte a filogenetikai fak kiértékelését, azaz annak eldontését, hogy a faban a vizsgalt
paciens szekvencidi monofiletikus csoportot alkotnak-e vagy sem, €s ha nem, akkor a paciens
szekvencidi kozé €kel6dott hattérszekvencidk szama elér-e egy dltalunk meghatdrozott értéket
(lasd kés6bb). A fabol minden olyan belsé csomodpontot eltavolitottunk, amely nem érte el a ki-
vant megbizhatdsdgi értéket. Ez az érték a maximum likelihood fak esetében 0,6, a bayesian fak
esetében 0,95 volt. A kovetkez6 két kritériumnak kellett egy fanak megfelelnie ahhoz, hogy az
adott esetet kettds fert6zésnek tekinthessiik: I. A paciens legalabb kettd szekvencidja kozelebbi
rokonsdgot mutat idegen szekvencidkkal, mint a paciens egyéb szekvencidival (1asd 10. dbra).
Ez a kritérium er&sebb, mintha csupdn a polifiletikus Osszetételt kovetelnénk meg: ahhoz elég
lenne, ha a péciens egy szekvencidja kozelebb klaszterez6dne egy idegen szekvencidval, mint
a tobbivel. Ezt az erds kritériumot azért vezettiik be, hogy a paciens megbizhatatlan médon

csoportosuld szekvencidi ne okozzanak esetlegesen hibdsan pozitiv eredményt. Tovdbba IL.: a

legkisebb olyan részfa mérete, amely magédban foglalja a paciens 0sszes szekvencidjat, legyen
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Gén Pozicio

RT 41
RT 65
RT 67
RT 69
RT 70
RT 74
RT 75
RT 77
RT 115
RT 116
RT 151
RT 184
RT 210
RT 215
RT 219
RT 100
RT 101
RT 103
RT 106
RT 179
RT 181
RT 188
RT 190
RT 225
RT 230
PR 23
PR 24
PR 30
PR 32
PR 46
PR 47
PR 48
PR 50
PR 53
PR 54
PR 73
PR 76
PR 82
PR 83
PR 84
PR 85
PR 88
PR 90

13. tablazat. Drogrezisztenciapoziciok listdja, amelyeket eltdvolitottunk a szekvenciailleszté-
sekbdl.
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legalabb 50. Utébbi kritériumot azért allitottuk fel, mert igy gondoljuk, hogy kis szdmu kdzbe-
ékelt szekvencia inkdbb transzmisszids klaszterre (a vizsgalt pacienstdl eredd fert6z€si lancra)
utal, mintsem igazi feliilfert6zésre. A kiiszobértéket (50) a beékelt szekvencidk eloszldsa alapjan

allitottuk fel, amely kétcsticsu eloszlast mutatott (lasd Eredmények és 11. dbra).

Validacios szekvenalas Az eredmények megerdsitése végett a mintdk djboli szekvenalasat
kezdeményeztiink azokban az esetekben, ahol a vizsgalatunk kettds fert6zés gyanujat vetette
fel. Validdci6 céljabol ugyanezt a pol régiét és az env gén C2-C4 régidjat (hxb2 7021-7560)
szekvendltattuk ujra azokbdl a mintdkbdl, amelyek az analizisiink alapjdn feltételezett feliil-
fert6zést kozvetleniil megel6zték, illetve kovették. (Rachinger, 2010; Smith, 2005b; Campbell,
2009; Cornelissen, 2007) Az 1j szekvencidkon ugyanazt az elemzést végeztiik el, mint az erede-
ti szekvencidkon. Hogy eldonthessiik, hogyan viszonyul egymashoz az 4j és a régi szekvencia,
a filogenetikai fak készitésénél a hattérszekvencidk mellé mind az 1j, mind a régi szekvencidkat

bevélogattuk.

HIV-1 altipus meghatarozasa A szekvencidk altipusat a Rega v2 szoftverrel hatdroztuk meg

(Alcantara, 2009; de Oliveira, 2005).

Drogrezisztencia kvantifikalasa A szekvencidk drogrezisztencidjanak megéllapitishoz a
Stanford HIVdb Sequence Analysis szolgéltatast hasznaltuk (http://hivdb.stanford.
edu, (Rhee, 2003)). Magasabb pontszdm erdsebb rezisztencidt és gyengébb viroldgiai valaszt

jelent a kezelés soran.

3.5. Fiiggelék

3.5.1. Szekvenciatavolsagon alapulé6 médszerekkel nem lehet megbizhatéan kimutatni a
kettos fertozést

Kettds fert6zés kimutatdsdhoz el kell donteni, hogy a paciensbdl szdrmazé HIV-szekvencidk
kozos Gse jelen volt-e az adott személyben. Ha nem, az feliilfert6z6dést, vagy kettds fertdzést
jelent. Ez a dontés nem lehet pontos, mivel nem ismerjiik a vildg 6sszes HIV-szekvencidjat,
csupan ritka mintavételek allnak rendelkezésiinkre azok torzsfajabdl. Eleinte megprobaltuk el-

keriilni a filogenetikai fa épitését a nagy szamitasigény miatt, ezért kiprobaltunk néhany diver-

gencidn alapulé mdédszert.
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Allandé sebességgel haladé molekuldris 6rat feltételezve felallithatndnk egy kiiszobértéket
a szekvencidk evoluci6janak sebességére az atlagos gazdan beliili divergencia alapjan. Azon
szekvencidk utalhatnanak feliilfert6z6désre, amelyek jobban eltérnek egymadstdl, mint az at-
lagos egy gazdén beliili divergencia. Azonban, az egy gazdan beliili és gazddk kozott paros
szekvenciatavolsdgok eloszlédsai dtfednek, lehetetlenné téve két szekvencia egységnyi id6 alat-
ti divergencidjira egy olyan egyértelmien interpretalhaté kiiszobérték felallitasat, amely érték
elkiilonitené a kettGsen fert6zott pacienseket a tobbit6l (14. dbra). Ezek alapjan megéllapitot-
tuk, hogy pusztan szekvenciatdvolsagok alapjan nem tudjuk eldonteni egy paciensr6l, hogy
feliilfert6zott-e.

Tovabba, a mintavételi id6k kozott eltelt id6 nem jelzi megbizhatdan a két szekvencia kozti
generdciok szdmat, mert a virus archivalédhat a latens rezervodrban, majd djra aktivalédhat ké-
s6bb (Yin, 2012). Ez a probléma megakadalyozza annak az azonositdsat is, hogy két virustorzs
koziil melyik fert6zte meg el6bb a beteget.

Végiil, a divergencian alapulé médszerek altalanos problémadja, hogy a HIV-virus esetében a
gazdan beliili és gazdak kozotti evoluicio 1éptéke, idoskaldja is dtfed (Hill, 2012). Egy gazdabdl
szarmaz0 két virusvaltozat kialakulhatott a gazdan beliili evoliicié sordn, vagy tobb gazdédban,
transzmisszids események sorozata sordn. Ha egy fert6zott paciens feliilfert6zodik egy virussal,
akkor ez a virus ugyanannyi ideje divergdl a kozos Gsiiktdl, mint a rezidens virus, igy pusztin a
szekvencidk tdvolsdgabdl nem tudjuk eldonteni, hogy kettds fert6zéssel (feliilfert6zéssel) van-e
dolgunk, vagy sem. Ezen problémak miatt igy dontottiink, hogy filogenetikai fak alapjan fogjuk

eldonteni a paciensekr6l, hogy feliilfert6zottek-e (Lemey, 2005).

3.5.2. Eldzetes sziirés maximum likelihood médszerrel

Els6 1épésként RAXML szoftver segitségével mind a 13816 szekvencidbdl készitettiink filoge-
netikai fat. Mivel a maximum likelihood keresés lokdlis optimumokba futhat, ezért a faépitést
100 véletlenszertien inicializalt replikdtumon megismételtiikk. Mind a szdz faban kiilon-kiilon
megkerestiik a feliilfert6z6déssel gyanusithaté pacienseket (a fenti kritériumokat haszndlva),
és minden pacienshez feljegyeztiik, hogy hany replikatum faban mutatott feliilfertézést. Ez a

kétcsucsu eloszlds lathatd a 15. dbran, amely alapjan ugy dontottiink, hogy azt a 303 a pacienst

vizsgaljuk meg részletesebben, akik legalabb 50 replikdtum faban feliilfert6zottnek bizonyultak.
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frekvencia

Frekvencia
1000

100 150 200

50

2000

1500

500

Paciensek kozotti paros szekvenciatavolsagok eloszlasa

T T T T T T 1
0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30

maximum likelihood szekvenciatavolsag

Pacienseken beliili paros szekvenciatavolsagok el

r T T T T T 1
0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30
maximum likelihood szekvenciatavolsag

14. dbra. Az egy paciensbdl, illetve kiilonbdz6 paciensekbdl szarmazé szekvencidk kozotti pa-
ros szekvenciatavolsagok eloszlasai. A szekvenciatavolsagokat maximum likelihood moédszer-
rel becsiiltiik GTR szubsztiticids modellt feltételezve, PAUP* szoftverrel. Felsé: 80000 vé-
letlenszertien kivélasztott, kiilonboz6 paciensekbdl szarmazo szekvenciapar tavolsagainak az
eloszlasa. Also: az Osszes, paciensen beliili paros szekvenciatdvolsag eloszlésa.
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15. dbra. Elbzetes vizsgilat RAXML segitségével: 100 véletlenszeriien inicializalt maximum
likelihood fa eredményei. A fakat 4425 paciens Osszes (13816) szekvencidja alapjan épitettiik.

7 7z

A hisztogram azt mutatja, hogy adott szdmu faban hdny pdciens mutatott feliilfert6zodést. A
kétcsucsu eloszlas alapjan azt a 303 pacienst vizsgaltuk meg részletesebben, akik legalabb 50
faban feliilfert6zottnek bizonyultak. A hisztogram nem abradzolja azt a kategdriat, amelyben
azok a paciensek szerepelnek akik egyetlen egy faban se tlintek feliilfert6zottnek.

Ezt a 303 pécienst a kovetkez6 mddon vizsgaltuk. Mindegyik paciens sajat szekvencidi-
hoz kivalasztottunk 150 hattérszekvenciat egy nagy BLAST adatbazisbdl (lasd 3.4. fejezet) oly
modon, hogy a sajat szekvencidk egyenld szamu idegen szekvencidval legyenek reprezentdl-
va. Ha egy péaciens tobb, kiilonall6 virustorzssel van megfert6zve, akkor a modszer biztositja,
hogy mindegyik virustorzs szerepeljen a 150 hattérszekvencia kozott, mig a faépitéshez hasz-
ndlt szekvencidk szdmat alacsonyan tartja. Az igy kivalasztott szekvencidkon minden paciensre
kiilon-kiilon filogenetikai fat épitettiink a MrBayes szoftverrel. Ezekben a fakban 0,95-6s meg-
bizhat6sagi kiiszobértéket hasznélva 67 feliilfert6zéssel gyantsithatd pacienst talaltunk, meg-
erdsitve, hogy a 303 péciens dltal alkotott halmaz valéban felddsult a feliilfert6zéses esetekben.

Az els6 RAXML sziirés szenzitivatasat is meg szerettiik volna becsiilni, ezért 100 véletlen-
szerien kivdlasztott, de addig feliilfert6z6dést nem mutat6 paciensen szintén elvégeztiik a fenti
vizsgalatot a BLAST keresés és a bayesian faépités segitségével. Ez 3 feliilfert6zéssel gyanu-
sithat6 pacienst taldlt, amely eredmény ravilagitott arra, hogy az els6 heurisztikus sz{irés nem
rendelkezik megfelel6 érzékenységgel. A 3%-os ,,hamis negativ”’ ardny a teljes adathalmazra

vetitve 127 feliilfert6zéssel gyantsithaté esetet vétene el. Ezért gy dontottiink, hogy a fenti-

ekben leirt el6zetes szlirést nem alkalmazzuk, és minden pacienst egyenként megvizsgalunk a
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Elozetes
vizsgalat

4425 paciens

13816 szekvenciajabol »
100 véletlenszer(ien 303 pOZ
inicializalt fat
készitettiink RAxMLlel |20 negativ eset

MrBayes+BLAST

MrBayes+BLAST ) [

3 mégis fellilfert6zott
(3% false negativ rata)

Kalibracio 170 pacienst felhasznalva MrBayes és RAXML 6sszehasonlitasa és a faméret
bedllitasa

Vegso » 107 fellilfert6z6déssel gyanusitott eset

analizis RAXML+BLAST

P 94 egymassal kozel rokon nem monofiletikus

Ellen6rzé |14 felulfertézott paciens mintainak
szekvenalas|az tjraamplifikalasa és szekvenalasa
(pol és env gének)

2 megerdsitett felllfertézés

9 felcserélt minta

2 env alapjan monofiletikus, pol nincs

1 rokon szekvenciak polifiletikus csoportja

16. dbra. A filogenetikai elemzés 1épései vazlatosan, a Fliggelékben szerepld 1épésekkel egyiitt.

BLAST keresésen alapulé moédszerrel.

P

A fenti 67 feliilfert6z6déssel gyanusitott paciens mellé kivalasztottunk még véletlenszertien

103-at, majd az igy kapott 170 paciensbdl 4llo, feliilfert6z6déssel gyanusitott esetekben feldu-

sitott halmazon kalibrdltuk a médszer végsd paramétereit (1asd 3.1. fejezet).

A fent leirt 1€pésekrdl egy diagram lathat6 a 16. dbran.

A szerzo hozzajarulasa a tanulmanyhoz

Miutan a Virolab és Euresist adatbazisok kért részeit megkaptuk, a szerz6 végezte el az Osszes

adatfeldolgozdsi, adatelemzési és programozdsi feladatot. A szerzd a témavezetd tandcsai alap-

jan tervezte a vizsgalatokat és algoritmusokat, illetve értelmezte azok eredményeit.
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4. Részfeladatok egyéb projektekben

Doktori tanulmanyaim alatt a fenti két nagy projekten kiviil mas munkékban kisebb részfelada-

tokat végeztem. Ezeket roviden 0sszegzem az aldbbiakban.

4.1. T-sejt populacio életidejének becslése

A T-sejtek életideje fontos immunoldgiai paraméter a HIV-fert6zéssel kapcsolatos kutatdsok-
ban. Ezt a paramétert in vivo rendszerben jeldléses vizsgalattal mérik. Ennek soran a kisérleti
személlyel vagy éllattal a DNS-be beépiil6 jeloléanyagot (BrdU vagy deutérium) itatnak hete-
ken keresztiil. A jelolési szakasz sordn a sejtek az osztdédds soran felveszik és beépitik a ,,festé-
ket” a sajat DNS-iikbe. A jelolési tn. uplabeling szakaszt kovetd downlabeling fazisban pedig
tovdbbadjdk az utdédsejteknek a festéket, igy egységnyi sejtben a festék mennyisége fokozato-
san csokken. A sejtek életidejére (osztddasi gyakorisdgukra) az uplabeling és a downlabeling
szakaszokban mért egységnyi sejtben levd festékbdl lehet kovetkeztetni.

Az adatok kiértékeléséhez megfeleld modellt kell illeszteni a mért pontokra, azonban he-
terogén (tobb kompartment) sejtpopulacid esetén apriori nehéz kivalasztani a kompartmentek
pontos szamadt, ez pedig befolydsolhatja a becsiilt tlagos turnovert.

Feladatom annak feltérképezése volt, hogy hogyan befolydsolja a becsiilt paraméter meg-
bizhat6sagat az, ha a valésigtol eltérd szami kompartmentet feltételeziink a modellben. Mes-
terségesen generalt adatokra illesztettem kiillonb6z6 szamd kompartmentbdl 4llé modelleket,
majd nem parametrikus bootstrappel empirikus konfidenciaintervallumot készitettem a kiilon-
b6z6 modellek alatt becsiilt paraméterekr6l.

A jeldlési szakaszra illesztett modellek:

n—1 n—1
L(t) = a(l—e ™)+ (1=> a)(l—e™), Y a; <1 (1)
i=1 i
A mesterséges adatokat n = 2-vel generdltam, majd minden adatpontot egy egyenletes

eloszldsi (p € [1 + o]) véletlen szimmal szoroztam be.

Nem parametrikus bootstrap Az illesztendd adatpontok szama N. Visszatevéssel kihizunk
ebbdl a halmazbdl N-et. 500 ilyen replikdtumok készitek, mindegyiken elvégzem az illesztést

és az atlagos turnover igy kapott eloszlasabol konfidenciaintervallumot készitek.
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Eredmény A valddi atlagos turnover a konfidenciaintervallumon beliil helyezkedett el akkor
is, ha a valésnél nagyobb vagy kisebb kompertmentii modellt illesztettem.

Ebbdl a kovetkezd publikacié sziiletett: Westera L, Drylewicz J, den Braber I, Mugwagwa
T, van der Maas I, Kwast L, Volman T, van de Weg-Schrijver EHR, Bartha I, Spierenburg G,
Gaiser K, Ackermans MT, Asquith B, de Boer RJ, Tesselaar K, Borghans J a M: Closing the
gap between T-cell life span estimates from stable isotope-labeling studies in mice and men.

Blood 2013.

4.2. APOBEC3G indukalta hipermutacié nyomainak keresése HIV-
szekvenciakban

Az antivirdlis APOBEC3G fehérje G->A hipermuticié révén képes hatdstalanitani a virus RNS
kopidit. A projekt egy kis részfeladatdban a lehetséges hipermutaciés eseményeket szdmoltam
meg HIV-szekvencidkban. A mutéciés eseményt egy feltételezett Gsi referenciaszekvencidhoz

viszonyitottuk. Feltételeztiik, hogy az APOBEC3G fehérje a
G[AG] ["C]

(POSIX reguldris kifejezés) mintdban az elsé guanint véltoztatja adeninné. Ezzel a médszerrel
az RT és a Gp120 fehérjékben taldltunk hipermutaciora utal6 lenyomatokat.

Ebbdl a kovetkez6 publikicid sziiletett: Snoeck J, Fellay J, Bartha I, Douek DC, Telenti
A: Mapping of positive selection sites in the HIV-1 genome in the context of RNA and protein

structural constraints. Retrovirology 2011, 8:87.

4.3. Vizualizacios platformok készitése génexpresszios vizsgalatokhoz

HIV-fert6zés altal indukalt expresszids valtozasok CD4-sejtekben Kollégdim CD4 sejtek
expresszidjat RNA-seq kovetkezd generdciés szekvendlassal mérték HIV-fert6zés elott, és 24
oran keresztiil két 6ranként a fert6z€s utan. Feladatom a nagy mennyiségi feldolgozott adat koré
egy vizualizicids platform létrehozdsa volt, ahol tetszbleges gének expresszids mintdzatdnak
véltozdasait bongészeti az olvaso.

Ebbdl a projektbdl a kovetkezd publikici6 sziiletett: Mohammadi P, Desfarges S, Bartha I,
Joos B, Zangger N, Mufioz M, Giinthard HF, Beerenwinkel N, Telenti A, Ciuffi A: 24 hours in
the life of HIV-1in a T cell line. PLoS pathogens 2013, 9:e1003161.

71



5. Koszonetnyilvanitas

Koszonettel tartazom Miiller Viktornak az elmult hat évben nydjtott Gtmutatdsaiért, timogatas-
aért és toretlen bizalmaért. Lausanne-i tanulmanyutamat a svdjci Sciex 0sztondij tette lehetdvé,
ahol Amalio Telenti és Jacques Fellay segitségével végeztem kutatdsaimat. Paul McLaren min-
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Kivonat

Napjaink egyik jelentds egészségiigyi kihivasa a HIV-virus dltal okozott vilagméret(i jarvany.
Dolgozatomban két adatelemzési munkat mutatok be, amelyek a HIV-fert6zés epidemioldgia-
jéba és patogenezisdbe engednek bepillantést.

Az els6 munkdban a humdn genom éltal a virusra kifejtett szelekciés nyomadst térképez-
tem fel. Ennek sordn genetikai asszocidcidvizsgdlatot végeztiink teljes genomot lefedd gyakori
huméan mutacidk és a virus aminosavszekvencidjdban megtaldlhato variacio kozott. Azonositot-
tunk 40 virdlis aminosavpoziciét, amelyek szignifikdnsan asszocidlnak a humdn genomban ta-
lalhat6 F6 Hisztokompatibilitdsi Komplex (MHC) polimorfizmusaival. Megerdsitettiik az MHC
kiemelt szerepét a HIV-fert6zésre adott védlaszban.

Misodik munkdmban a HIV-fert6zés epidemioldgidjdban fontos szerepet betoltd feliilfertd-
z0dés gyakorisagat becsiiltem nukleotidszekvencidkbol. A HIV-feliilfert6z6dés lehetdvé teszi
a kiilonbozé virdlis torzsek rekombindcidjat, illetve meggyorsithatja a betegség elérehaladasat.
Tovabba egy esetleges drogrezisztens virussal valo feliilfert6z6dés hatastalanithatja az addig si-
keres terdpidt. Rutin genotipizdlas sordn gyiijtott nukleotidszekvencidk élltak rendelkezésiinkre
egy terdpia alatt 4116 paciensek adatait tartalmaz6 klinikai adatbazisbol. A szekvencidk filogene-

Py

tikai elemzésével azonositottuk azokat a pacienseket, amelyek feliilfert6z6déssel gyanusithato-
ak. Megidllapitottuk, hogy a terdpia alatt 4116 paciensek korében a feliilfert6z6dés ritka, azonban
jelentds szamau felcserélt mintat azonositottunk.

A fentieken kiviil kisebb részfeladatokat végeztem egyéb, a HIV-fert6z€s biol6gidjaval kap-
csolatos kutatdsokban: nyugvé T-sejtek életidejének becslése, APOBEC3G potencidlis hiper-

mutécios helyeinek megkeresése, €s génexpresszids adatok vizualizdldsa.
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Abstract

HIV infection is a profound public health issue, especially in Sub-Saharan Africa. During my
PhD training I performed two data analysis projects which provided insights into the epidemi-
ology and pathogenesis of the virus.

HIV-1 sequence diversity is affected by selection pressures arising from host genomic fac-
tors. Using paired human and viral data we tested for associations between host DNA polymor-
phism and HIV-1 sequence variation. A total of 40 HIV-1 amino acid variants were associated
with SNPs mapping to the Major Histocompatibility Complex region. The proposed genome-
to-genome approach highlights sites of genomic conflict, and confirms the extensive effect of
MHC on the within host evolution of the virus.

Superinfection with drug resistant HIV strains could potentially contribute to compromised
therapy in patients initially infected with drug-sensitive virus and receiving antiretroviral the-
rapy. To investigate the importance of this potential route to drug resistance, we developed a
bioinformatics pipeline to detect superinfection from routinely collected genotyping data, and
assessed whether superinfection contributed to increased drug resistance in a large European
cohort of viremic, drug treated patients. Most cases of non-monophyletic clustering in patient
phylogenies arose from sample or sequence mix-up rather than from superinfection. Super-
infection was rare in our mainly treatment experienced cohort, therefore we conclude that in
our large cohort, superinfection with drug resistant HIV did not compromise the efficiency of

antiretroviral treatment.
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