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1. Bevezetés

A szerzett immunhiányos tünetegyüttest (Acquired Immune Deficiency Syndrome - AIDS)

1981-ben fedezték fel az Egyesült Államok nagyvárosainak homoszexuális közösségeiben (Ma-

sur, 1981; Mildvan, 1982). Az alig több mint három évtizede felismert betegség a legsúlyosabb

közegészségügyi kihívások egyike lett, eddig megközelítőleg 25 millió ember halálát okozva.

A Humán Immundeficiencia Vírus névre keresztelt kórokozót két évvel később, 1983-ban izo-

lálták (Barre-Sinoussi, 1983; Gallo, 1983).

A World Health Organiation (WHO) 34 millióra becsli a jelenleg a vírussal élők számát

(UNAIDS, 2012). A patogén vírus ellen nem áll rendelkezésre végleges terápia, illetve hatá-

sos oltóanyag. A fertőzés mortalitása magas, kezelés nélkül csaknem minden esetben halálhoz

vezet. Továbbá eddig csupán négy esetben sikerült a vírust maradéktalanul eltávolítani a beteg

szervezetéből (Check Hayden, 2013; Hütter, 2009). Ezek ellenére óriási előrelépések történtek a

betegség megszelídítésében, folyamatos gyógyszeres kezelés mellett a tünetek megelőzhetőek,

illetve jelentősen késleltethetőek.

1984-ben azonosították a vírus elsődleges célsejtjeit, a CD4+ T-limfocitákat (Klatzmann,

1984). A vírus molekuláris diverzitására 1985-ben derült fény, ekkor publikálták először a vírus

genomját. Az első antiretrovirális hatóanyagot, a zidovudine-t (AZT), 1987-ben engedélyezték.

Ez volt az első gyógymód, amely a több ezer HIV-fertőzött beteg rendelkezésére állt (Rowland-

Jones, 2004). Önmagában ez az egy hatóanyag nem bizonyult megfelelőnek a vírus vissza-

szorításában, ezért 1996-ben több hatóanyag kombinálásával vezették be a nagy hatékonyságú

antiretrovirális terápiát (highly active antiretroviral therapy - HAART, máshol cART). A kom-

binációs terápia képes a vérben mért vírusszintet a detekciós küszöb alá csökkenteni, és a páci-

ensek várható élettartamát és életminőségét jelentős mértékben növelni. Az ART megjelenése

óriási áttörést jelentett a vírussal élők életszínvonalában és a várható élettartamukban. A gyógy-

szerek ma már nemcsak a fejlett világban, hanem Fekete-Afrikában is elérhetőek, ahol hatmillió

HIV-fertőzött áll terápia alatt (UNAIDS, 2012). A kezeléssel azonban nem tüntethető el a ví-

rus teljesen a szervezetből. Ennek bizonyítéka, hogy a kezelés felfüggesztése esetén a vérbeli

vírusszint előbb-utóbb ismét megemelkedik (Davey, 1999). Az első nagy léptékű vakcinakísér-

letekre 2003-ban került sor (Barouch & Korber, 2010; Sekaly, 2008), míg az antiretrovirális

anyagok megelőző alkalmazásáról végzett kísérletek néhány éven belül követték azokat (Liu
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AY Buchbinder SP, 2006; Abdool Karim, 2010; Grant, 2010). Az elmúlt évtizedek kutatásai

során rengeteget megtudtunk az emberi immunrendszer működéséről és a vírus patogenezisé-

ről, de széleskörű gyakorlati alkalmazásba vehető végleges, a fertőzést teljesen megszűntető

terápia vagy oltóanyag kifejlesztése eddig sikertelennek bizonyult.

Az AIDS-re nyilvánvalóan nem tekintünk genetikai betegségként, azonban az epidemio-

lógiájában jelentkező változatosságot legalább részben humán genetikai tényezők határozzák

meg. Ugyanis nem mindenki fertőződik meg a vírussal, illetve a fertőzöttek között is nagy el-

téréseket mutat a betegség tüneteinek a megjelenése (Fellay & McLaren, 2013). A fertőzött

egyének különböző erősségű szerzett, illetve veleszületett immunitással rendelkeznek, illetve

az antiretrovirális terápiára is eltérő hatékonysággal válaszol a szervezetük.

A dolgozatomban először röviden összefoglalom a HIV-vírussal és a genetikai asszociáció-

vizsgálatokkal kapcsolatos általános szakirodalmat. A további fejezetekben tárgyalom az álta-

lam végzett két kutatási projektet azok specifikus irodalmi összefoglalójával, módszereivel és

eredményeivel. Az első projekt a virális és a humán genom együttes genetikai asszociációvizs-

gálatával tárja fel azon lókuszokat a HIV- és az emberi genomban, amelyek kölcsönhatásban

állhatnak egymással. A második projektben pedig a HIV felülfertőzés gyakoriságát vizsgálom

klinikai adatbázisokból vett szekvenciák analízisével. Végül röviden ismertetem azokat a mun-

kákat, amelyekben a doktori tanulmányaim alatt társszerzőként részfeladatokat végeztem.

1.1. A HIV-fertőzés epidemiológiája

A HIV-vírus a nem ember főemlősöket fertőző Majom Immundeficiencia Vírusokból (Simian

Immunodeficiency Virus - SIV) származtatható. Földrajzi eredete Közép- és Nyugat-Afrika. A

vírusnak két főbb változatát ismerjük: a HIV-1 vírusok közvetlen ősei a csimpánzokat fertőző

SIVcpz, illetve a gorillákat fertőző SIVgor, míg a HIV-2 vírusok őse a kormos mangábéket fer-

tőző SIVsm vírus. A HIV-1 törzs egyik altípusa (M) felelős a jelenlegi világméretű járványért,

míg a HIV-2 törzs elsősorban Nyugat-Afrikában fordul elő. A HIV-1 vírusokat molekuláris bé-

lyegek alapján három csoportra osztjuk: valószínűleg mindhárom csoport (M, N, O) egy-egy

egyedi és egyszer bekövetkezett fajok közötti átugrásból származik (Rambaut, 2004). Az utób-

bi években egy negyedik csoportra (P) is fény derült (Vallari, 2011). A HIV-1 járvány kezdetét

a becslések a 20. század első harmadára teszik. Ezt molekuláris filogenetikai vizsgálatok, és

szociológiai vizsgálatok támasztják alá (de Sousa, 2010).
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Az M csoport tovább bontható 9 altípusra ( A-D,F-H,J,K altípusok) és számos rekombináns

altípusra (circulating recombinant form - CRF). Ezek az altípusok külön járványokban a múlt

század hetvenes éveiben törtek ki Közép-Afrikából. A nyugati világban a HIV-1 B altípusa a

legelterjedtebb, ez a járvány 1966-ig, Haitiig vezethető vissza (Gilbert, 2007). Az A altípus nagy

prevalenciával bír a korábbi Szovjetunió tagállamaiban, míg a C altípus főként Kelet-Ázsiában,

Indiában és Brazíliában terjedt el, továbbá ez az uralkodó típus Dél-Afrikában is . Több cirku-

láló rekombináns forma is kiterjedt járványokat okoz, ezek közül a legfontosabb a Thaiföldön

igen gyakori CRF-01AE. Kelet-Afrikában jellemzően az A és D, illetve a CRF-02AG altípu-

sok találhatóak meg. Globálisan a C altípus a leggyakoribb változat (UNAIDS, Global Report,

2012). Közép-Afrikában Kamerunban és a Kongói Demokratikus Köztársaságban a HIV-1 M

csoport diverzitása olyan nagy, hogy nincs értelme elkülöníteni az alcsoportokat, azok beágya-

zódnak a helyi vírusok filogenetikai fájába . Valójában a Föld többi részén található alcsoportok

egy-egy alapító törzs elterjedése révén jöttek létre (Rambaut, 2001).

A világon jelenleg 34 millió HIV-fertőzött ember él, ebből 23 millió Fekete-Afrikában, ahol

a fertőzés prevalenciája a felnőtt lakosság körében elérheti az 20%-ot is. Nyugat-Európában és

Észak-Amerikában 2,1 millió ember él a vírussal, míg a volt Szovjetunió tagállamaiban 1,5 mil-

lió. Ez utóbbi az egyetlen régió, ahol az elmúlt tíz évben jelentősen nőtt és jelenleg is növekszik

a vírus előfordulási gyakorisága (0,3%-ról 0,9%-ra). Kelet-Európában a járvány robbanásszerű

növekedést mutat a kábítószerhasználók között. Az új HIV-fertőzöttek száma a világon általá-

ban lassú csökkenést mutat köszönhetően a sokrétű megelőző programoknak és az antiretrovi-

rális gyógyszerek hatékony és széleskörű alkalmazásának (UNAIDS, Global Report, 2012).

1.2. A HIV molekuláris biológiája és életciklusa

A vírusrészecske (virion) egy membránnal körülvett vezikula amelyben a két egyszálú RNS

molekulából álló genomot egy fehérjekapszid védi. A körülbelül 9700 nukleotid hosszú genom

9 gént kódol. A vírus főbb strukturális fehérjéi a gag gén által kódolt p17 mátrix, p24 kapszid

és p7 nukleokapszid, a pol gén által kódolt proteáz, reverz transzkriptáz és integráz enzimek,

valamint az env gén által kódolt gp120 és gp41 burokfehérjék. A Nef, Vif, Vpr, Vpu (HIV-

2-ben Vpx), Tat és Rev fehérjék kiegészítő és szabályzó szerepet töltenek be, valamint ezek

felelősek a gazdasejt védelmi mechanizmusainak leküzdéséért (Frankel & Young, 1998) (lásd
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1. ábra. A vírus genomi szerveződésének ábrázolása. A kép a los alamosi adatbázis honlapjáról

származik (http://hiv.lanl.gov).

2. és 1. ábra).

A vírus gp120 fehérjéje a virion membránjának külső oldalán található, ez létesít kapcso-

latot a CD4 receptorral (Poignard, 2001). A gp120 és a CD4 molekulák közötti interakció so-

rán megfigyelhető egy konzervatív konformációs epitóp, ami potenciális célpontja lehet HIV-

ellenes vakcináknak, illetve egyéb hatóanyagoknak (Chen, 2009; Zhou, 2007). A vírusnak a

citoplazmába való bejutáshoz a fő CD4 receptoron kívül egyéb koreceptorokhoz is kötődnie

kell, ilyenek például a CCR5 és CXCR4 kemokinreceptorok.

A legtöbb természetes úton átadott vírus a CCR5 koreceptorhoz kapcsolódik, majd a be-

tegség előrehaladtával a gazdán belüli evolúció során fejlődik ki a CXCR4 receptort preferá-

ló variáns. Ez a koreceptor-váltás körülbelül a páciensek felében történik meg, és a betegség

súlyosbodásához vezethet (Levy, 2009). A koreceptorok fontosságát jelzi, hogy az európai hu-

mán populációban 10%-os allélgyakorisággal jelen levő CCR5∆32 mutáció homozigóta for-

mája szinte teljes rezisztenciát biztosít a HIV ellen (Mulherin, 2003). A CD4 receptorhoz és

a koreceptorokhoz való kötődés konformációváltozást indít el a gp41 fehérjében, amely ennek

hatására a membránhoz horgonyozza a vírust és megindítja a membránfúziót (Buzon, 2010). Az

utóbbi években bevezetett fúziógátló hatóanyagok ezt a konformációváltozást gátolják a vírus

életciklusában (Henrich & Kuritzkes, 2013; Tilton & Doms, 2010). A CCR5 receptor allosz-

térikus gátlása szintén hatásos a vírusfertőzés ellen (Garcia-Perez, 2011). Utóbbi stratégia azért

előnyös, mert nem a vírust, hanem a stabil genetikai állománnyal rendelkező gazdát célozza.

Ugyan a vírus elsődleges célsejtjei a CD4+ T-limfociták, egy sor más sejt is képes megfer-

tőződni endocitózis útján, például makrofágok, mikrogliák és dendritikus sejtek (Levy, 2009;

He, 1997). A transzmisszió1 utáni korai szakaszban valószínűleg fontos szerepet töltenek be a

1Az az esemény, amikor a vírus egy emberről egy másikra jut.
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2. ábra. A vírusrészecske vázlatos felépítése. A kép a Wikipediáról származik.

vírus elterjedésében a dendritikus sejtek, amelyek DC-SIGN receptorok segítségével megkötik

és a nyirokcsomókba szállítják a virionokat. Ott immunológiai szinapszisokat létesítve a CD4+

T-limfocitákkal elősegítik a vírus szétterjedését a testben (Lore & Larsson, 2003).

A membránfúzió után a kapszidburok felbomlik, és a virionban lévő reverz transzkripci-

ós komplex bejut a citoplazmába. A burok felbomlásában és a sejtfelszínhez közeli aktinfila-

mentumokon való átjutásban fontos szerepet játszik a Nef protein (Gallant, 2008). A reverz

transzkripció során a vírus egyszálú RNS genomjából kétszálú cDNS szintetizálódik (Gallant,

2008). A reverz transzkriptáz blokkolása kiváló lehetőség a vírusreplikáció megakadályozá-

sára. Ez történhet nukleozid analógokkal (pl.: zidovudine), vagy nem nukleozid analógokkal

(pl.: efavirenz), amelyek az enzim aktív helyén kívül fejtik ki hatásukat (Lapkouski, 2013;

Knoll, 2007). Az utóbbi években felfedezett humán SAMHD1 gén terméke a citoplazma nuk-

leotidkoncentrációjának csökkentésével akadályozza meg a fertőzést nyugalmi állapotban levő

dendritikus sejtekben, makrofágokban, illetve CD4+ T-limfocitákban (Schaller, 2012; Laguet-

te, 2011; Descours, 2012). A reverz transzkripció befejeztével az új DNS molekula nem válik

le a reverz transzkripciós komplexről, hanem úgynevezett preintegrációs komplexet alkot mind

virális, mind gazda eredetű fehérjékkel (Gallant, 2008). A reverz transzkripciós komplex és

a preintegrációs komplex is aktívan kapcsolódik a sejtvázhoz, előbbi aktinfilamentumokhoz,

utóbbi mikrotubulusok segítségével halad a sejtmag felé. A virális reverz transzkriptáz enzim

nem rendelkezik hibajavító mechanizmusokkal, ezért hibarátája különösen magas (3 × 10
−5

hiba/nukleotid/generáció) (Preston, 1988). Hatékony replikációval és rövid generációs idővel

kombinálva ez teszi lehetővé a vírus igen gyors evolúcióját (Rambaut, 2004).

A preintegrációs komplex mérete jóval nagyobb, mint a nukleopórus átmérője, a nukleáris
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transzporthoz ezért szükség van a nukleáris importfehérjék segítségére. A vírus p17 matrix és

Vpr fehérjéin találunk nukleáris import szignálokat, amely fehérjék mind részei a preintegrációs

komplexnek. (Gallant, 2008)

A sejtmagban az integráz segítségével a vírus kétszálú DNS-e beépül a gazda kromoszomá-

lis genomjába. Az integrálódott vírust provírusnak hívjuk. A vírus általában aktív kromoszó-

materületekbe épül be, ezzel is növelve a saját replikációs hatékonyságát (Craigie & Bushman,

2012; Ocwieja, 2011). Az antiretrovirális hatóanyagok egy új osztályát képezik az integrázinhi-

bitorok, amelyek a vírus örökítőanyagának beépülését gátolják a gazda genomjába (Messiaen,

2013).

Az integrált provírus lehet lappangó, látens állapotban, mikor a vírus fehérjéi nem exp-

resszálódnak és a sejt nem termel fertőző virionokat. Ilyenkor a fertőzött sejt nem prezentál

virális epitópokat a felszínén, így az immunrendszer elől a fertőzés rejtve marad. Látens álla-

pot bekövetkezhet többek között akkor, ha az adott genomi régió heterokromatin állapotot vesz

fel, vagy ha a sejt nyugalmi állapotban van és egyes alapvető transzkripciós faktorok (NF-κB,

NFAT) a citoplazmában lokalizálódnak (Trono & Marzetta, 2011; Trono, 2010). Másrészt a

provírusról folyhat aktív transzkripció és génexpresszió. Ehhez szükségesek az előbbi transzk-

ripciós faktorok és a virális Tat fehérje jelenléte a sejtmagban. A provírus 5’ végén eukarióta

promóter szekvenciák találhatóak, de a Tat nélkül ez a promóter gátlás alatt áll (Chou, 2013).

A látens módon integrált provírus az egyik legfőbb oka annak, hogy a kombinációs terápia

képtelen megszüntetni a fertőzést (Trono, 2010). Amíg a szervezetben van olyan hosszú élet-

idejű nyugvó sejt (például memória CD4+ T-sejt (De Boer & Perelson, 2013)), amelynek a

genomjában a provírus megtalálható, addig ebből a provírusból a virémia kiújulhat. Ugyanak-

kor elképzelhető olyan anatómiai vagy celluláris kompartment a szervezetben, ahol a hatóanya-

gok penetrációja rossz, így a vírus szuppresszív terápia alatt is szaporodhat. Ennek ellentmond,

hogy hatásos terápia alatt evolúciós változások nem figyelhetők meg a vírus genomjában (Ruff,

2002; Tobin, 2005), és az intenzívebb terápia se akadályozza meg a virémia későbbi kiújulását

(Dinoso, 2009).

Az igen tömör, körülbelül 9700 bázispár hosszú HIV genomban több gén kódja egymás-

sal átfed. Ez csökkenti az örökítőanyag méretét, de szükségessé teszi, hogy transzkripció során

ugyanarról a szakaszról többféle splice-variáns készüljön. Főként a genom 3’ vége felé eső

felében kódolt auxiliáris gének transzkriptumai esnek át ezen a többszörös szerkesztésen (Pur-
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cell & Martin, 1993). Ilyenek a nef, tat és rev gének, amelyek termékei szükségesek a genom

további expressziójához és a hatékony vírusreplikációhoz. A genom nem szerkesztett (unspli-

ced) transzkriptumai a Rev fehérjén lévő nukleáris export szignál segítségével szállítódnak ki

a sejtmagból, ahol megkezdődik a transzláció és a vírus érése (Gallant, 2008). A Nef protein

oly módon befolyásolja a gazdasejt állapotát, hogy az kedvezzen a vírusreplikációnak. A fe-

hérje fontosságát jelzi, hogy diszfunkcionális nef gént tartalmazó vírussal fertőzött betegekben

a betegségprogresszió jóval lassabb (Kirchhoff, 1995). A Nef internalizálja a sejtfelszíni CD4

receptorokat és MHC I molekulákat, ezzel akadályozva a sejtet funkciójában, megnehezíti a

sejt további fertőzését, és elfedi azt a citotoxikus immunválasz elől (Michel, 2005). A fehér-

je a gazdasejt apoptózisát gátolja, viszont serkenti a Fas-ligandum kihelyezését a membránra,

ezzel a szomszédos sejtek apoptózisát előidézve (Baur, 2011). A gp120 és Vpu fehérjék az en-

doplazmatikus retikulumban kötődnek a készülő CD4 receptorokhoz, ezzel akadályozva azok

exportját a sejtfelszínre (Gallant, 2008).

Az expresszált Gag és Gag-Pol poliproteinek, illetve a vírusgenom RNS transzkriptumai

a sejtmembrán belső oldalához szállítódnak. Ott összeáll a virion , ami a gazda vezikuláris

membránrendszereit felhasználva lefűződik a sejtmembránról. (Gallant, 2008)

Az utóbbi években négy olyan úgynevezett restrikciós faktort azonosítottak a főemlősök

genomjában amelyek beavatkoznak a HIV (illetve SIV) életciklusába. A gazdaspecifikus fer-

tőzőképes vírusok (ember esetén a HIV, csimpánz esetén a SIVcpz) mind alkalmazkodtak a

specifikus gazda hasonló funkciójú génjeihez. Más gazdafajba oltva őket azonban nem min-

den esetben képesek replikációra, többek között azért nem, mert a gazda restrikciós faktorait

nem képesek ellensúlyozni (Laguette & Benkirane, 2012; Kirchhoff, 2010). Az első ilyen gén

az APOBEC3G, ennek terméke becsomagolódik a virionba, majd a következő sejt fertőzése

során deaminálja a vírus RNS genomját, ezzel hipermutációt okozva. Az gazda APOBEC3G

génjeivel való kompatibilitásért felelős a vif gén, amely ubikvitináció útján lebontásra tereli az

APOBEC3G fehérjét. (Kirchhoff, 2010)

Nem ember főemlősökben azonosították a TRIM5α gént, amely terméke a kapszidburok

megfelelő időben történő felbomlását akadályozza. A humán genomban lévő TRIM5α-val a

HIV-vírus capsid génje kompatibilis, de a rézuszmajmokban található homológgal nem A ré-

zuszmajmokat a HIV ezért nem képes megfertőzni. Érdekes, hogy egyetlen egy aminosav meg-

változtatása a humán TRIM5α fehérjében már képes megakadályozni a produktív fertőzést
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(Yap, 2005).

További restrikciós faktor a tetherin (más néven BST-2), amely a lefűződött és membrán-

nal körülvett virionokat horgonyozza a sejtfelszínhez. Ellensúlyozására a lentivírusok körében

több megoldás is született, egyes esetekben a nef, máshol (A HIV-1-et is ideértve) pedig a vpu

termékei felelősek a tetherin-kompetibilitásért (Neil, 2008; Kirchhoff, 2010).

A SAMHD1 gén terméke nagymértékben hozzájárul ahhoz, hogy a nyugalmi állapotben lé-

vő, differenciált mieloid sejtek, illetve T-limfociták rezisztensek a vírusfertőzésre (Descours,

2012). A gén terméke a sejtek citoplazmájában lokalizálódva lecsökkenti a szabad dNTP kon-

centrációt, ezzel megakadályozza a reverz transzkripciót. A HIV-2 genomjában található vpx

terméke a SAMHD1 fehérjét proteaszómális degradációra tereli. (Laguette & Benkirane, 2012)

1.3. A HIV patogenezise

A fertőzés lefolyása akut, krónikus és szimptomatikus (AIDS) szakaszokra bontható (3. ábra).

Az akut szakasz a transzmisszió után néhány hétig tart, rendkívül magas (akár 10 millió RNS

kópia/ml) vérbeli vírusszint és a CD4+ T-sejtek jelentős pusztulása jellemzi. A krónikus fázis

kezdetére a plazma vírusszintje csökken és beáll egy stabil értékre. Ez az úgynevezett setpoint

vírusszint függ mind a vírus, mind a gazda genotípusától (Prince, 2012; Touloumi, 2013; Fellay,

2009). Az akut fázis után a CD4+ sejtszám szintén emelkedik, de soha nem éri el a kezdeti érté-

ket. A vérben mérhető vírusszint fontos mutatója a betegségprogresszió várható sebességének,

míg a vérbeli CD4+ T-limfociták számából a betegség stádiumára lehet következtetni. Ezek az

értékek kezelés nélkül a krónikus fázis 8-12 éve alatt nagyon lassan romlanak. A krónikus fázis

lassan növekvő vírusszintje egy folyamatos állóháborút rejt az gazda immunrendszere és a vírus

között. Csupán a vírus replikációjának gátlásával a vírusszint két hét alatt a detekciós küszöb

alá esik, felfedve a szervezeten belüli replikáció óriási mértékét (Perelson, 1996). Mikor a vér-

beli CD4+ sejtszám 200 sejt/µl alá esik a betegség eléri az AIDS fázist. A CD4+ limfociták

száma egyre csökken, a vírusszint pedig ismét megugrik. Az immunrendszer ilyenkor már nem

képes ellátni feladatát, megjelennek különböző opportunista fertőzések tünetei. Kezelés nélkül

a fertőzés majdnem minden esetben halálos. A vírus patogeneziséről összefoglaló található a

következő cikkekben: (Moir, 2011; Levy, 2009; Grossman, 2006; Rowland-Jones, 2004; Coffin

& Swanstrom, 2013; Stevenson, 2003; Douek, 2003).
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3. ábra. A HIV-fertőzés lefolyása alatt a CD4+ T-limfociták és a vérbeli vírusszint változásai.

Szaggatott vonal: CD4+ T limfociták száma. Folytonos vonal: vérbeli vírusszint.

A vírus gazdáról gazdára nyálkahártyán keresztül, leggyakrabban szexuális kontaktus útján

terjed. Egyéb jelentős átviteli mód a vertikális anya-gyerek transzmisszió, fertőzött fecskendők

és fertőzött vérkészítmények használata. A heteroszexuális kontaktus esetén a fertőzés való-

színűségét 1:10 és 1:2000 közé becsülik (Shaw & Hunter, 2012), az átlagos érték 1:1000 a

krónikus szakaszban. A férfiak körülmetélése jelentősen csökkenti a transzmisszió esélyét, míg

a genitáliákat érintő gyulladásos fertőzések növelik azt (Varghese, 2002). Az akut szakasz vi-

rémiájának következtében a szexuális transzmisszió esélye ebben a szakaszban jóval nagyobb,

mint a krónikus fázisban (Shaw & Hunter, 2012).

A vírus az ép nyálkahártyán valószínűleg dendritikus sejtek segítségével jut át, amelyek el-

juttatják azt a fertőzésre fogékony aktivált vagy részlegesen aktivált CD4+ T-sejtekhez (Miller

& Shattock, 2003; Wu & KewalRamani, 2006; de Witte, 2008, 2007). Eleinte a nyálkahártyá-

val asszociált nyirokszövetben sejtről sejtre terjed a vírus, majd eljut a nyirokcsomókba, ahon-

nan szétterjed az egész szervezetbe. Az akut vírusprodukció fő forrása a bélfallal asszociált

nyirokszövet (gut associated lymphoid tissue - GALT), ahol a produktív fertőzésre különösen

fogékony CD4+ CCR5+ T-sejtek nagy számban találhatóak (Kelleher & Zaunders, 2006). A ha-

tékony vírusreplikáció következtében a GALT CD4+ populációja igen jelentős és irreverzibilis

veszteséget szenved el. Ebben szerepet játszik a fertőzött sejtekkel szomszédos sejtekben indu-

kált ún. bystander apoptózis (Chase, 2006; Finkel, 1995). Nyugalomban lévő CD4+ T-sejteket

a vírus nem képes produktív módon megfertőzni, azonban működésképtelen virális DNS fel-

halmozódhat a sejtben, amely apoptózishoz vezet (Doitsh, 2010). A fertőzött sejtekre kifejtett

11



közvetlen vagy közvetett citotoxikus hatás jelentőségéről megoszlanak a vélemények, de in vit-

ro kultúrákban a vírus elpusztítja a sejteket (Coffin & Swanstrom, 2013).

Az esetek többségében egyetlen egy virion létesít fertőzést a szervezetben (Keele, 2008). Ez

egy igen erős alapítóhatás, az alapító vírusok szelektálódnak azokra a tulajdonságokra, amelyek

szükségesek a gazdák közötti transzmisszióhoz (Moir, 2011; Keele, 2008). Ezek a korai válto-

zatok szinte minden esetben a CCR5 koreceptorhoz kötődve fertőzik meg a célsejtjeiket. Egyes

vizsgálatok szerint a korai alapító vírustörzsek igen érzékenyek a neutralizáló antitestekre (el-

lentétben a későbbi változatokkal), de ezt nem minden tanulmány tudta reprodukálni (Derdeyn,

2004; Shaw & Hunter, 2012). Körülbelül 3 héttel a fertőzés után megjelenik a specifikus hu-

morális és sejtes immunválasz is. Ezek jelentős szelekciós nyomást fejtenek ki a vírusra, de ez

az immunválasz nem elég hatékony ahhoz hogy felvegye a harcot a nagyon gyors evolúcióra és

masszív replikációra képes vírussal (McMichael, 2010).

A hatékony antiretrovirális terápia se képes teljesen meggyógyítani a betegeket, a kezelés

felfüggesztését követően néhány héttel a vírusszint a kezelés előtti mértékre emelkedik. Ez arra

utal, hogy a kezelés alatt is marad a szervezetben aktív, vagy aktiválható vírus (Bukrinsky, 1991;

Grossman, 1998). A vírus kis mértékben szaporodhat olyan szövetekben, amelyeket a kezelés

nem, vagy csak részlegesen ér el. Ezenkívül a vírus provírus formájában lappanghat hosszú életű

nyugvó memória CD4+ sejtekben, amelyek időről időre aszimmetrikus osztódáson esnek át

(vagy egyéb, nem azonosított kompartmentekben, amelyeket összességében látens rezervoárnak

hív a szakirodalom). Ezek a rezervoárok a fertőzés kezdeti akut fázisában létrejönnek, általában

a diagnózis felállítása előtt (Cohen, 1995; Trono, 2010; Trono & Marzetta, 2011).

A krónikus szakaszban már nemcsak a CD4+ T-sejtpopuláció sérül, hanem a CD8+ T-sejtek,

az NK-sejtek és a B-sejtek működésében is zavarok jelentkeznek (Moir, 2011). Az immunrend-

szer különböző funkcionális és anatómiai kompartmentjeibe tartozó sejtpopulációk gyakoribb

osztódást (megnövekedett turnovert), fokozott aktivációt és túlzott differenciációt mutatnak.

Hosszú távon ezek a hiperaktivációra utaló tünetek vezetnek az immunrendszer kimerüléséhez,

valamint a sejtek megújulási képességeinek az elvesztéséhez (Biancotto, 2007; Nilsson, 2007).

A vírus közvetett hatására utal egyrészt krónikus immunaktiváció globális jellege, másrészt a

betegségprogresszió nagyon lassú időskálája (Yates, 2007). A hiperaktiváció oka nem teljesen

tisztázott, egy megalapozott hipotézis szerint a bélfalon áthatoló mikrobiális anyagcseretermé-

kek vagy alkotóelemek (pl.: lipopoliszacharid) okozzák (Pandrea, 2008; Brenchley & Price,
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2006). A GALT-ban történt CD4+ sejtveszteség következtében ugyanis a bél immunrendszere

jelentősen veszít védelmi funkciójából, nem képes megakadályozni a baktériumok (illetve azok

anyagcseretermékeinek) áthatolását bélfalon (Brenchley & Douek, 2008). A krónikus immun-

aktiváció következményei az immunszövet és a nyirokcsomók szerkezetében fellépő hegesedé-

sek, amelyek megakadályozzák a limfociták megfelelő érését (Cohen, 1995), ezáltal korlátozva

a limfocitapopulációk regenerációját. A kimerült limfociták hajlamosak az apoptózisra, illet-

ve gyorsabban haladnak az immunszeneszcencia felé (Appay, 2007). Ennek következtében a

periféria és a nyirokcsomók közti közlekedésük nem megfelelő, ami hozzájárulhat ahhoz, hogy

nem alakul ki megfelelően széles specificitású immunválasz a vírus ellen (Douek, 2003; Douek,

2003). Az immunaktiváció jelentőségét jelzi, hogy mértéke nagyon pontosan korrelál a beteg-

ségprogresszióval (Deeks, 2004; Hazenberg, 2003). Ugyanakkor nem egyértelmű, hogy a vírus

számára evolúciósan adaptív értékű-e az immunaktiváció kiváltása (Bartha, 2008).

A limfociták számán és aktivációjukon kívül néhány kvalitatív jellemzőjük is fontos sze-

repet tölt be. A fertőzést kezelés nélkül kontrollálni képes emberek CD4+ T-sejtjei nagyobb

mennyiségű és többféle interleukint képesek kiválasztani (IFN-γ-t mellett IL-2-t is) (Owen,

2010), míg effektoros CD8+ T-sejtjei gyorsabb expanzióra képesek (Hersperger, 2011).

Az ART elkezdése visszaszorítja az immunaktivációt és csökkenti a limfocitapopulációk

turnoverét (a sejtek életideje nő). A kezelés megindítása után az esetek többségében a CD4+

populáció növekedésnek indul, de sosem éri el az eredeti szintet (Arts & Hazuda, 2012). Eb-

ben szerepe lehet a regeneratív potenciál elvesztésének, az immunszövetek károsodásának és a

tímusz csökkent funkciójának (Douek, 2003).

A fertőzésre adott reakcióban igen széles változatosságot találunk az egyes emberek között.

A HIV-fertőzöttek körülbelül 10%-a kezelés nélkül is képes együttélni a vírussal és több mint

10 évig nem fejlődik ki bennük AIDS (ún. „long term non-progressorok”) (Moir, 2011). Ez

betudható egy gyenge (például nem funkcionális Nef génnel rendelkező) vírusnak, de az esetek

többségében a beteg genetikai hátterében kell az okokat keresni. A páciensek 1%-ban a vírus-

szint a detekciós küszöb alatt marad, ezt a csoportot „elite controllereknek” hívják. Bennük a

CD4+ sejtszám normális szinten marad és erős (elsősorban sejtes) HIV-specifikus immunválasz

figyelhető meg (Moir, 2011). Az elite controllerek és a long term non-progressorok között je-

lentős, de nem teljes átfedés van. Egyesek a magas kockázat ellenére sem fertőződnek meg a

vírussal („exposed uninfected”), míg a betegek egy csoportja az átlagosnál érzékenyebb a ví-
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rusra („fast progressors”). Ezen variációk humán genetikai polimorfizmusok meglétét sugallják,

amelyek bizonyos allélikus konfigurációkban ellenállóbbá teszik a szervezetet a vírus ellen (van

Manen, 2012). Ilyen polimorfizmusok azonosítása döntő lehet a patogenezis jobb megértése, és

a járvány leküzdése céljából.

1.4. A HIV-vírus evolúciója

Retrovírus lévén a HIV örökítőanyagának másolása korántsem pontos, a mutációs ráta igen

nagy (Mansky, 1998). Ezt összevetve az igen rövid generációs idővel, nagy szervezeten belüli

kópiaszámmal és szaporodási rátával megérthető, hogy a vírus evolúciós hajlama kiemelkedően

magas (Ribeiro, 2010; Perelson, 1996). Valóban, a HIV-vírus az egyik leggyorsabb evolúciót

mutató ismert organizmus (Rambaut, 2004; Coffin & Swanstrom, 2013). Ez a gyors evolúció

megfigyelhető mind egy adott páciensen belül, a fertőzés lefolyása során (Leslie, 2004), mind

pedig epidemiológiai léptékekben gazdák között is (Rambaut, 2004).

Ezt kihasználva a vírus könnyen alkalmazkodik a különböző környezeti hatásokhoz, így a

gazdák különböző immunológiai környezetéhez is. Jól megfigyelhető mutációkat váltanak ki a

különböző humán HLA allélok a vírus szekvenciájában (Kawashima, 2009). A humorális im-

munválasz folyamatosan változó célpontok elleni szelekciója markáns nyomot hagy a szerveze-

ten belüli víruspopuláció filogenetikai fáján a hosszú, irányított szelekcióra utaló ághosszakban

(Rambaut, 2004). A transzmittált vírustörzs felszíni gp120 fehérjéje érzékeny az antitestekre,

azonban az immunválaszt rövid időn belül követik az ellenálló vírusváltozatok, amelyek külső

felszínén a kiterjedt cukor-oldalláncok akadályozzák meg az ellenanyagok kötődését a fehérjé-

hez (Wei, 2003). Továbbá, a vírus könnyen alkalmazkodik a gyógyszerhatóanyagokhoz, mono-

terápia alkalmazása esetén rövid idő alat megjelennek a rezisztens törzsek (3TC esetén akár he-

tek alatt (Gallant, 2008)). Érdekes és fontos megfigyelés, hogy teljesen szuppresszív terápia alatt

a vírusszekvenciákban evolúciós változások nem figyelhetők meg, a szervezeten belüli evolú-

ció leáll, ami a vírusreplikáció teljes blokádjára utal (Ruff, 2002; Tobin, 2005). Drogrezisztencia

mutációk ennek ellenére megjelenhetnek részlegesen szuppresszív terápia alatt (Tobin, 2005),

vagy a rezisztens törzs kialakulhat már a kezelés megkezdése előtt (Hamers, 2010). A vírus

szervezeten belüli diverzitása igen nagy (Yin, 2012). A szervezeten belüli evolúció során az im-

munrendszer, illetve a kezelés hatására felhalmozott mutációk új gazdába oltva revertálhatnak,

adaptálódva az újonnan megváltozott környezethez (Leslie, 2004).
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Fontos megjegyezni, hogy a HIV képes rekombinációra. Maga a HIV-1 őse, a csimpánzo-

kat fertőző SIVcpz is két különböző nem ember főemlősöket fertőző SIV vírus rekombinánsa.

A HIV-1 M csoportban megtalálunk mind altípusokon belüli, mind azok közötti rekombináns

formákat (pl.: a jelentős elterjedéssel bíró cirkuláló rekombináns formákat (CRF)). Különböző

in vitro és populációgenetikai vizsgálatok a rekombináció gyakoriságát a teljes genomra vonat-

koztatva replikációs ciklusonként 1%-ra becslik (Neher & Leitner, 2010; Batorsky, 2011; Levy,

2004). A törzsek közötti rekombináció alapvető feltétele a sejt (és ezzel az egyén) kettős fertőzé-

se, illetve a reverz transzkriptáz enzim képessége a szálak közötti váltásra. A lefűződő virionba

az RNS örökítőanyag két kópiája csomagolódik be, megkönnyítve a rekombináns formák lét-

rejöttét. A fertőzött sejtek genomjába integrált provírusok számát eleinte igen nagyra becsülték

(medián 3,2 kópia / sejt), az újabb becslések szerint azonban a sejtek többsége csupán 1 kópiát

hordoz (Jung, 2002; Josefsson, 2011). A rekombináció jelentős előnyöket biztosít a vírus szá-

mára, csakúgy, mint az összes szexuális úton szaporodó élőlény esetében. Két független törzs

rekombinációja a többszörös escape mutációt hordozó haplotípusok (mind az immunrendszer,

mint a gyógyszerek esetében) gyorsabb megjelenéséhez vezethet, illetve a fitneszt csökkentő

mutációk kivágása révén megakadályozza a nagy mutációs rátával és aszexuális módon szapo-

rodó populációk „genetikai elsorvadását” (Simon-Loriere & Holmes, 2011).

A HIV-vírus biológiájának általános összefoglalója után ismertetem a genetikai asszociá-

cióvizsgálatok módszerét.

1.5. Genetikai asszociációvizsgálat

A genetikai asszociációvizsgálatok célja olyan genetikai elemek azonosítása, amelyek variáci-

ója összefügghet egy betegség, vagy egyéb, akár kvantitatív fenotípus meglétével. Például, ha

a vizsgálatba bevont betegek körében egy adott allél szignifikánsan nagyobb gyakoriságot mu-

tat, mint a megfelelően kiválasztott kontrollcsoportban, akkor azt mondhatjuk, hogy az adott

allél asszociál a betegséggel. Ilyen vizsgálat történhet egy család, vagy egy adott populáció

egymással kevéssé rokon egyedeinek a bevonásával (Cichon, 2009). Vizsgálhatunk egyedi gé-

neket, amelyekről más forrásból sejtjük, hogy szerepe van az adott fenotípus kialakításában

(ún. candidate gene studies) vagy különböző 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 asszociációvizsgálatot, amely egy populáció egymással nem rokon egyedein vizsgálja

a populációban gyakran (>5%) előforduló, egy nukleotid hosszú genetikai változatokat (single

nucleotide polymorphism, SNP). (Balding, 2006)

Az európai populációban körülbelül 50 kilobázisos blokkokban találunk SNP-ket amelyek

egymással erős kapcsoltságban állnak (Gabriel, 2002). Ennek megfelelően elegendő a vizsgá-

latba bevont emberekben kevesebb (maximum egy millió) gyakori SNP-t genotipizálni ahhoz,

hogy lefedjük a teljes genomban található változatosságot (Wall & Pritchard, 2003). Ha a be-

tegséget kiváltó funkcionális, okozati (az angol szakirodalomban többnyire „causal”) változatot

nem is genotipizáltuk, egy közelben lévő SNP, a genetikai kapcsoltság erejéig, ahhoz hasonló-

an fog szegregálódni a fenotípusos csoportjaink között. A genotipizálandó SNP-k kiválasztását

segítendő jött létre az International HapMap Project, amely 2002 és 2007 között négy emberi

populáció (Nigéria, Japán, Kína, USA - nyugat-európai leszármazással) 270 tagjában 3,1 millió

gyakori SNP-t genotipizált (Frazer, 2007; Altshuler, 2010). Ennek segítségével kiválasztható az

a néhány százezer, egymillió SNP amely egy adott (általában nyugat-európai) populáció haplo-

típus szerkezetét elégségesen lefedi, és olcsó genotipizáló csipek készíthetők belőlük.

A betegségek genetikai hátteréről több modell is napvilágot látott (Gibson, 2011). A „gyako-

ri betegség - gyakori mutáció” (common disease common variant, CDCV) hipotézis feltételezi,

hogy a betegséget néhány, a populációban gyakori (ősi) polimorfizmus okozza. Egy mutáció

felhalmozódhat a populációban azért mert neutrális vagy jótékony, esetleg a múltban jótékony

hatással bírt, de megváltozott környezetünkben káros. A CDCV hipotézist az utóbbi években

elvégzett GWA vizsgálatok nem támasztják alá teljes mértékben (Gibson, 2011), pontosabban

egyes fenotípusok megfelelnek neki, mások pedig nem. Gyakori polimorfizmusok kétségkívül

befolyásolják a vizsgált gyakori betegségek kockázatát. Több mint 3600 SNP-ről tudunk, ame-

lyek bizonyíthatóan asszociálnak valamely fenotípussal (Hindorff, 2012). Egyes esetekben a

GWA vizsgálatban azonosított SNP jól magyarázza a betegség mechanizmusát és heritabilitá-

sát (pl.: Komplement Faktor H génben azonosított SNP az időskori sárgafolt sorvadásban (age

related macular degeneration) (Haines, 2005)). Ennek ellenére a legtöbb vizsgálatban az azono-

sított polimorfizmusok a fenotípus varianciájának csupán töredékét (körülbelül 15%) magyaráz-

zák meg, még akkor is, ha az adott fenotípus szűken értelmezett heritabilitása2 magas (Manolio,

2Az additív genetikai variancia által megmagyarázott fenotípusos variancia hányada a teljes fenotípusos vari-
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2009). Ezt az inkonzisztenciát az irodalom „missing heritability” (hiányzó heritabilitás) néven

említi, feloldására több egymást nem kizáró elmélet született. Egyrészt, a GWAS során talált

polimorfizmusok az esetek többségében nem közvetlenül felelősek a fenotípusért, hanem kap-

csoltságban állnak az okozati SNP-vel (causal variant), ezért a kapcsoltsági viszony korlátozza

az általuk megmagyarázható fenotípusos varianciát. Másrészt, a jelenleg széles körben alkal-

mazott GWAS technológia strukturális változatokat (elsősorban indeleket 3) nem érzékel, ezek

a polimorfizmusok nincsenek reprezentálva a vizsgálatokban (Manolio, 2009). Felmerült, hogy

a szűken vett heritabilitás becslése nem pontos, túlbecsli a valódi értéket, így a GWAS során

megmagyarázott genetikai variancia azt nem is érheti el (Zuk, 2012). Továbbá, megfogalmaz-

hatunk új modelleket a betegség allélikus struktúrájáról, mint a CDCV hipotézis alternatíváit. A

betegséget okozhatja sok, egyenként kis hatású (genotypic relative risk4
<1,1) mutáció amelyek

egyenletesen helyezkednek el a frekvenciaspektrumon (tehát egyaránt lehetnek gyakori, és ritka

polimorfizmusok is). Ezek közül a GWAS csak a gyakori, és nagyobb hatású mutációkat képes

azonosítani. Ez a modell lényegében megegyezik Fisher poligénes öröklődést leíró modelljével,

amely infinitezimálisan kicsi hatások összegeként írja le a kvantitatív tulajdonságok öröklését

(Visscher, 2008). Utóbbi elképzelést alátámasztja, hogy a GWAS során megmért SNP-k együt-

tesen képesek megmagyarázni a magasság és néhány betegség (reumatoid artritisz, miokardiális

infarktus, kettes típusú cukorbetegség, skizofrénia) fenotípusos varianciájának döntő hányadát

(Stahl, 2012; Purcell, 2009; Yang, 2010). Egy másik hipotézis a ritka polimorfizmusokra he-

lyezi a hangsúlyt, ez azt feltételezi, hogy a fenotípus hátterében nagyszámú ritka variáns (evo-

lúciósan fiatal, esetleg teljesen egyedi, privát mutáció) áll, amelyek hatása azonban jelentős

(GRR >2) (Cirulli & Goldstein, 2010). A GWAS során talált polimorfizmusok ezekkel állhat-

nak kapcsoltságban, így természetesen képtelenek a teljes varianciát megmagyarázni. Továbbá

elképzelhető, hogy egyes bonyolult fenotípusok (elsősorban pszichiátriai megbetegedések) sok,

egymástól genetikailag független, de hasonló tüneteket kiváltó állapotok együttese. Ez szintén

lehetetlenné teszi a megmagyarázott genetikai variancia pontos becslését. Gibson felsorakoztat

20 érvet mind a ritka allélok modellje, mind az infinitezimális modell mellett és ellen, demonst-

rálva, hogy jelenlegi tudásunkkal nehéz dönteni köztük, és minden bizonnyal mindkét elképze-

anciához képest.
3Egy vagy több nukleotid inszerciója vagy deléciója.
4genotypic relative risk (GRR). A mutáns allél egy példányát heterozigóta formában hordozó egyén esélye a

betegségre osztva az allélt nem hordozó egyén esélyével. Recesszív öröklésmenet esetén a két allélt hordozó esélye

osztva az egy vagy 0 allélt hordozó esélyével.
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lés részlegesen helyes (Gibson, 2011). Egy harmadik út a „missing heritability” problémájának

megoldására a környezeti hatások, epigenetikus hatások, és génkölcsönhatások (episztázis) fi-

gyelembevétele. Ezt a szakirodalom „broad sense heritability model” néven említi, de mivel

az említett hatások nincsenek beleszámolva a szűken vett heritabilitásba, ezért szigorúan véve

nem is részei a „missing heritability” problémájának. Ettől függetlenül, minden bizonnyal igen

jelentős szerepet játszanak a betegségek genetikai hátterében (Gibson, 2011).

A mutációkat gyakoriságuk és hatásuk erőssége szerint sorolhatjuk csoportokba. A ritka

(minor allele frequency 5 <1%), de nagy penetranciával6 bíró genetikai variációk felelősek a

mendeli öröklődésmenetű betegségekért. A nagy hatásméret miatt ezeket könnyű felismerni.

Hasonlóan ritka, de kis vagy közepes hatással bíró mutációk felderítése ezzel ellentétben szinte

lehetetlen, mivel túl nagy mintaméret szükséges egy megfelelő erejű statisztikai teszt kivite-

lezéséhez. A GWAS a frekvenciaspektrum másik végére koncentrál: az 5%-nál gyakoribb, de

kis vagy közepes hatással bíró (GRR 1.2-2) SNP-k hatását megfelelő erővel ki lehet mutatni

gyakorlatban kivitelezhető mintaméretek mellett is (ezer főtől néhány tízezer főig). (McCarthy,

2008; Bush & Moore, 2012)

Ahhoz, hogy egy új genetikai faktor felfedezését biztosan kijelenthessük, biztosítanunk kell,

hogy a hatás, amelyet látunk valódi, és nem hamis. Ez egy igen súlyos probléma a GWA vizsgá-

latok során, hiszen több millió tesztet is elvégezhetünk. A szakma a következő konvencionális

kritériumokat állította fel egy GWAS találat megbízhatóságának ellenőrzésére. A teljes kísérlet-

nek meg kell felelnie a hagyományos frekventista hipotézisvizsgálat követelményeinek 5%-os

szignifikanciaszinten. Ez Bonferroni-korrekciót alkalmazva rendszerint p = 5 × 10
−8 érték-

ben határozza meg az egyes tesztek szignifikanciaszintjét (Balding, 2006). Ezenkívül az eredeti

felfedezéstől független mintában meg kell ismételni a vizsgálatot a kérdéses markerre, és a

hatásirányoknak egyeznie kell. A replikációs kísérletben természetesen szintén korrigálni kell,

amennyiben több teszt került elvégzésre. Ha egy felfedezés ezeknek a követelményeknek nem

felel meg, akkor érdemes azt különös körültekintéssel kezelni.

Egy helyesen elvégzett genetikai vizsgálat során minden kritériumnak eleget tevő felfedezés

sem bizonyítja az érintett gének oki hatását. Egyrészt elképzelhető, hogy az adott SNP csupán

kapcsoltságban áll a valódi hatást kiváltó polimorfizmussal, másrészt a statisztikai eredményt

5Biallélikus polimorfizmust feltételezve a ritkább allél gyakorisága, angolul minor allele frequency, a további-

akban MAF.
6A mutáns allélt hordozók között a mutáns fenotípus aránya.
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minden esetben funkcionális vizsgálatoknak kell megerősítenie.

A vizsgált fenotípus lehet kettő (beteg - nem beteg, ún. case-control) vagy több értéket felve-

vő kategorikus változó, illetve kvantitatív érték. A fenotípus megfelelően körülhatárolt módon

való definiálása, a mérés pontossága és torzítatlansága alapvetően meghatározza a vizsgálat

eredményét (Balding, 2006; Bush & Moore, 2012).

A vizsgálatba bevont egyéneket úgy kell kiválasztani, hogy egy homogén populációt alkos-

sanak, és ne legyenek rejtett különbségek a minta részhalmazai között (McCarthy, 2008; Bal-

ding, 2006). Például case-control vizsgálat esetén a kontrollcsoportot a vizsgálati csoporthoz

illesztve választjuk ki. Fontos figyelni a mintában szereplő emberek leszármazására, ugyanis

a minta genetikai homogenitására törekszünk. Ha ugyanis a mintán belül egymással közelebbi

rokonságban levő csoport van, és ezt nem vesszük figyelembe a statisztikai elemzésnél, akkor

hibásan pozitív SNP-ket kaphatunk. Ha a beteg fenotípusú emberek felülreprezentálnak egy

genetikailag közel rokon csoportot, akkor minden olyan SNP asszociálni fog a betegséggel,

amelynek alléljai különbözőképpen szegregálnak ezen csoport és a teljes minta között. Ezt a

hatást elkerülhetjük, ha megbizonyosodunk a minta homogenitásáról, vagy figyelembe vesszük

a minta struktúráját az elemzés során. Mindkettőre alkalmas az úgynevezett eigenstrat módszer,

amely főkomponens analízis segítségével deríti fel az adatokban rejlő struktúrákat (Patterson,

2006).

Mivel az SNP-k döntő hányada nem játszik szerepet a vizsgált fenotípus genetikai hátte-

rében, így teljes genomi információ felhasználásával készült főkomponensek nem oltják ki az

esetlegesen asszociáló polimorfizmusok hatását a regresszió során.

Magát az asszociációvizsgálatot, azaz az SNP és a fenotípus közötti kapcsolat felderítését

végezhetjük lineáris vagy logisztikus regresszióval, illetve kontingenciatáblán alapuló tesztek-

kel (Pearson χ
2-teszt vagy Fisher-féle egzakt teszt) (Balding, 2006; Bush & Moore, 2012). A

regresszióval végzett tesztek esetén feltételezhetjük az additiv genetikai modellt, tehát az adott

lókuszon található alléldózis (0, 1 vagy 2 kópia található-e az egyik önkényesen kiválasztott al-

lélból) és a fenotípus közötti kapcsolatot vizsgáljuk. ANOVA-val a genotípusosztályok hatásait

külön-külön vagy összevonva vizsgálhatjuk. A tesztet általában minden SNP-re külön-külön vé-

gezzük el, azaz minden egyes SNP hatását önmagában vizsgáljuk. Episztázis fennállása esetén a

próba erősebb, ha több SNP-t együtt tesztelünk, például interakciós tagokat téve a regresszióba

(Gyenesei, 2012).
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1.6. A HIV-vírussal kapcsolatos humán genetikai faktorok irodalmának

áttekintése

Az irodalomban fellelhető tanulmányok ezidáig összesen 1350 GWA vizsgálatról számolnak be

(Hindorff, 2012). Ebben a fejezetben megkísérlem összefoglalni a HIV-fertőzésre való hajlamot

érintő vizsgálatokat, illetve az AIDS-betegségre hatást gyakorló humán genetikai polimorfizmu-

sokról szóló eredményeket.

A HIV-fertőzés esetén a betegséggel legerősebben a hatodik kromoszóma 28. és 33. megabá-

zisa között elhelyezkedő régió mutat associációkat (Stephens, 2012; Goulder & Watkins, 2008).

Itt találhatóak az adaptív immunrendszerben kulcsszerepet betöltő MHC-I gének7. Az epitópok

prezentálásának hatékonysága jelentős mértékben befolyásolja a betegség későbbi kimenetelét.

Különböző allélok különböző epitópokat prezentálnak a CD8+ citotoxikus T-sejtek felé, ame-

lyek így felismerhetik a fertőzött sejteket és elpusztíthatják azokat. Az emberi (és azt megelőző)

evolúció során a sokféle kórokozó által kifejtett szelekciós nyomás következtében az MHC ré-

gió a humán genom legváltozatosabb szakaszává vált (Jeffery & Bangham, 2000). Az evolúciós

nyomás hatására az epitópok bemutatásának egyre hatékonyabb és diverzebb formái alakultak

ki az immunrendszerben. Ennek következtében minél sokrétűbb epitópokat képes prezentálni,

illetve felismerni az adaptív immunrendszer, a populáció annál inkább védett a fertőző betegsé-

gek ellen.

Az előzőek alapján nem meglepő, hogy HLA gének homozigóta genotípusa gyorsabb beteg-

ségprogresszióval jár, mint a heterozigóta genotípusok (Carrington & O’Brien, 2003). A HLA

gének alléljai közül egyesek jobban, mások rosszabbul képesek kötni a HIV epitópjait, ezzel

befolyásolva a betegség kimenetelét. Például a HLA-B*35 allél gyorsabb betegségprogresszió-

val párosul, míg a B*57 és B*27 allélek erősebb védelmet nyújtanak a vírus ellen (Goulder &

Watkins, 2008; Carrington & O’Brien, 2003; Goulder, 2001). Utóbbi két allél gyakran megta-

lálható az elite controllerek körében. Lehetséges hatásmechanizmusként felmerült, hogy a B*57

allél olyan epitópokat ismer fel, amik elől csak költséges mutációval tud a vírus kitérni (Leslie,

2004). Ezzel szemben a B*27 allél a széles epitópspecificitásával képes leküzdeni a fertőzést

(Kelleher, 2001).

7Major Histocompatibility Komplex - Az emberi MHC géneket Human Leukocyte Antigennek is nevezi az iro-

dalom. Az irodalomban talált konvenciót követve a dolgozatban MHC régió néven a humán hatodik kromoszóma

28. és 33. megabázisa közötti részt értem, míg 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 felelősek a virális epitópok sejtfelszíni

bemutatásáért a vírusfertőzött sejteken. A dolgozatban a kettes típusú MHC génekről nem esik szó.
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Mind a HIV, mind más vírusok vagy daganatok csökkenthetik a fertőzött sejt felszínén exp-

resszált MHC-I molekulák számát (Kerkau, 1989). A természetes ölősejtek (NK-sejtek) feladata

kiszűrni azokat a sejteket, amelyeken nincs elég HLA kifejezve. Ez a funkció az NK-sejtek KIR

receptorainak és a célsejt HLA-I molekuláinak a kölcsönhatásán alapszik. A KIR gén 3DS1 al-

lélja a HLA-Bw4 allélcsoport tagjaival együtt episztatikus hatásban növeli a betegségprogresszi-

ót. Ugyanez a 3DS1 allél más HLA-B allélokkal együtt pedig véd a fertőzés ellen. (Goulder &

Watkins, 2008)

A vírusfertőzés feltétele a virális burokfehérje és bizonyos sejtfelszíni kemokinreceptorok

egymáshoz való kapcsolódása. A nyálkahártyán átjutó vírusok általában a CCR5 kemokinrecep-

torhoz kötődnek, míg később a gazdán belüli evolúció során kialakulhat egy CXCR4 tropikus

változat is. A CCR5 receptor és ligandumaiban bekövetkező mutációknak fontos szerepük van

a HIV-fertőzésre adott válaszban. A nyugat-európai és észak-európai populációban 1%-os gya-

korisággal előforduló homozigóta CCR5∆32 genotípus majdnem teljes védelmet biztosít az R5

tropikus vírus ellen (Dean, 1996; Novembre, 2005), míg a mutáció heterozigóta formában nem

nyújt védelmet a fertőzés ellen, de a setpoint vírusszintet csökkenti (Walli, 1998). A CCR2 gén

V64I mutációja az előbbitől függetlenül lassítja a betegségprogressziót (Smith, 1997).

Az első GWAS kísérletet, amely a HIV-vel szembeni tűrőképességet vizsgálta Fellay és

munkatársai végezték 2007-ben (Fellay, 2007). Ebben fenotípusként 486 európai származá-

sú beteg setpoint vírusszintjét, illetve CD4+ T-sejtszámát vizsgálták. A vizsgálat azonosított 2

SNP-t, amely a vírusszinttel, valamint egy SNP-t, amely a CD4+ sejtek számával asszociál,

mindhárom az MHC régióban található. Ezeket az eredményeket később más csoportok füg-

getlen mintán is megerősítették, illetve a szerzők később 2300 páciensen megismételték a vizs-

gálatot (Fellay, 2009). A vírusszinttel asszociált SNP-k közül az erősebb (rs2395029) a HCP5

génben található, de az okozati hatást nem ez a gén okozza. Az érintett SNP nagyon erős kap-

csoltságban áll a HLA B*5701 haplotípussal. A 2009-es vizsgálat kilenc páciensben megfigyelt

egy törést a HCP5 gén és HLA-B gén között. Továbbá a HLA-B*57:01 allélt hordozó betegek

vírusszintjei alacsonynak bizonyultak az SNP minor allélja nélkül is. Ez azt bizonyítja, hogy

az okozati mutáció a HLA-B génben található. Ezt később megerősítették (lásd lent). A másik

vírusszinttel asszociált SNP a HLA-C gén promótere előtt 35kb-sal található. Funkciójának fel-

derítése bonyolult, egyrészt az SNP asszociál a gén expressziós szintjével (egy közeli miRNS

kötőhelyen keresztül), másrészt kapcsoltságban áll mind HLA-B, mind HLA-C haplotípusok-
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kal, így az SNP jelölheti ezen haplotípusok hatását is. A polimorfizmus kapcsoltságban áll egy

miRNS kötőhellyel, amely a HLA-C gén expressziós szintjét szabályozza, és a HLA-C fehérje

szintje korrelál a betegségprogresszióval (Apps, 2013). A CD4+-sejtszámmal asszociált SNP a

ZNRD1 génben található, a hatás legalább két független kísérletben is mutatkozott, de bővebbet

nem tudunk róla.

Egy további nagy mintán elvégzett GWAS a fenti eredményeket megerősítette, és tovább-

lépve részleteire bontotta a HLA-B génen belül tapasztalt hatásokat (Pereyra, 2010). Az Inter-

national HIV Controllers Study GWA vizsgálata 2648 progresszor páciens és 974 kontroller

páciens genomjait hasonlította össze egy case-control vizsgálatban (Pereyra, 2010). Az SNP-

ken elvégzett teszteken felül, vizsgálták a klasszikus HLA-allélek hatásait, és a HLA fehérjék

aminosavjainak a hatásait. Miután a genotipizált SNP-k variációiból levezették egy független

minta segítségével a vizsgálatba bevont egyének HLA haplotípusait, és a HLA géneken belüli

polimorf aminosavak állapotát, lehetővé vált ezek részletesebb vizsgálata. A HLA-B fehérje

67., 70., és 97. pozíciójában lévő aminosavak variációja erősebb hatásnak bizonyult mind az

SNP-nél, mind a klasszikus haplotípusoknál. Utóbbi haplotípusokat hozzárendelték a külön-

böző pozícióban levő aminosav oldalláncok kombinációhoz. Mind a három pozíció a fehérje

peptidkötő mélyedésnek az alján található, erősen valószínűsítve, hogy ezek a variációk tényle-

gesen befolyásolják az epitóp-HLA kötődés erősségét, illetve minőségét.

Az itt említett genetikai faktorokon kívül az említett két tanulmány további, ezektől függet-

len polimorfizmusokat (a MICA, PSORS1C3, ZNRD1, TRIM10, NOTCH4 génekben) azonosí-

tott, de ezeket nem erősítették meg független vizsgálatok (Pereyra, 2010; Fellay, 2009, 2007).

Ezidáig a legnagyobb HIV-víruson végzett genetikai asszociációvizsgálatot McLaren és

munkatársai publikálták (McLaren, 2013). Ebben a 6300 HIV-fertőzött páciens és 7200 HIV-

negatív kontroll gyakori genetikai variációit hasonlították össze, olyan faktorok után kutatva,

amelyek befolyásolhatják a fertőzésre való hajlamot. Nem találtak a fenotípussal szignifikánsan

asszociáló humán genetikai markert.

Más publikált vizsgálatok is történtek az előzőeknél kisebb mintán, és más fenotípust vizs-

gálva. Egyes szerzők az extrém fenotípust mutató pácienseket (pl.: gyors progresszorok, LTNP

páciensek, vagy elit kontrollerek) hasonlítottak össze case-control vizsgálatban. Ezek a vizsgá-

latok megerősítették az MHC régió hatását, és egyes esetekben az MHC régión kívül eső szig-

nifikáns asszociációkat is publikáltak (Limou, 2009; Le Clerc, 2009; Dalmasso, 2008; Troyer,
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2011; Ballana, 2012; Limou, 2012). Későbbi tanulmányoknak azonban az MHC régión kívüli

hatásokat, a CCR gének kivételével, nem sikerült reprodukálni.

Fontos megemlíteni a candidate gene vizsgálatok eredményeit, és azok utóéletét. Ezek a

vizsgálatok a GWAS előtti időszakban több mint 100 gént (pl.: adaptív és örökölt immunrend-

szer génjei, antivirális restrikciós faktorok, vagy HIV replikációhoz szükséges gének) hoztak

összefüggésbe a vírussal (köztük a már említett CCR5 polimorfizmusokat). Utóbbi kivételével

egyiket sem sikerült reprodukálni (Fellay & McLaren, 2013). Mind a 2009-es Fellay, mind a

2010-es International HIV Controllers Study által végzett nagy elemszámú vizsgálatok meg-

próbálták validálni ezen variánsokat, de a tesztek nem érték el a szignifikanciaszintet (Pereyra,

2010; Fellay, 2009). A korai candidate gene vizsgálatok félrevezető eredményének az oka lehet

a populációstruktúra figyelmen kívül hagyása, a többszörös tesztre végzett korrekció elhagyása

vagy enyhítése, és a kicsi mintaméret (Fellay & McLaren, 2013).
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2. A humán genom és a HIV-1 genom variációinak együttes

asszociációvizsgálata

A gazdaszervezet és a patogénje közti kapcsolat evolúciós változást indít el mindkét fél ge-

nomjában. Az emberi és nem emberi főemlősök genetikai állományában a retrovírusok által

kifejtett szelekciós nyomás jól felismerhető lenyomatokat hagyott: a TRIM5α, az APOBEC3G

és a tetherin (Bst-2) antiretrovirális faktorok mind a legerősebb szelekciós szignált tartalmazó

gének közé tartoznak (Ortiz, 2009). A HIV-vírus különleges abból a szempontból, hogy a ge-

nomjában zajló evolúciós változások nemcsak gazdaváltások során, hanem egy gazdán belül

is megfigyelhetőek, és a divergencia sebessége egy gazdában gyorsabb, mint a gazdák közötti

evolúciós során (Lythgoe & Fraser, 2012). Így különös figyelmet érdemelnek a szervezeten be-

lüli evolúció során bekövetkező drogrezisztencia-mutációk, és az MHC-I gének által bemutatott

epitópok escape mutációi (Goulder, 2001; Kawashima, 2009). Ezeken kívül, az utóbbi években

a természetes ölősejteken kifejeződő killer immunoglobulin-like receptor (KIR) molekulák ál-

tal célbavett virális szekvenciaszakaszokon is hasonló, szervezeten belüli adaptív változásokat

írtak le (Alter, 2011). Főemlős modellekben pedig a TRIM5α szelekciós hatása figyelhető meg

a SIV-vírus capsid génjére (Kirmaier, 2010), azonban a humán TRIM5α gén nem vezet escape

mutációkhoz, ami valószínűleg a patogén adaptációjának a következménye (Rahm, 2013). Gaz-

da és patogén genetikai adatokat együttesen felhasználva máig csupán a HLA- és a KIR-gének

asszociációvizsgálatát végezték el (Kawashima, 2009; Moore, 2002; Bhattacharya, 2007; Alter,

2011), a teljes emberi genomot feltáró asszociációvizsgálatra mindezidáig nem került sor.

A rendelkezésünkre álló a teljes genomot lefedő humán genotípusadatokat és HIV-

szekvenciákat felhasználva a doktori munkám során munkatársaimmal arra kerestük a választ,

hogy mely humán genetikai faktorok képesek evolúciós változásokat kiváltani a vírus genom-

jában, annak szervezeten belüli evolúciója során. Továbbá a párosított, ugyanabból az egyén-

ből származó genotípusokat és majdnem teljes HIV-genomokat felhasználva lehetőségünk volt

meghatározni a két szervezet genetikai kölcsönhatásának a lókuszait.
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páciensek

száma

genotipizáló platform kohorsz

140 Illumina 1M ACTG

1 Illumina 1M duo SHCS

1 Illumina 1M v1 SHCS

15 Illumina 550K v1 WAHCS

55 Illumina 550K v1 SHCS

24 Illumina 550K v3 SHCS

47 Illumina 650k IHCS

61 Illumina OmniExpress12v1H HOMER

6 Illumina OmniExpress12v1H MADRID

122 Illumina OmniExpress12v1H SHCS

518 Affymetrix 6.0 HOMER

990

1. táblázat. A genetikai asszociációvizsgálathoz rendelkezésünkre álló páciensek számai ko-

horsz és genotipizáló 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 álló adatok

Humán genotípus adatok és HIV-szekvenciák álltak rendelkezésünkre 990 (56 nő, 340 férfi,

594 ismeretlen nemű) krónikusan HIV-fertőzött, kezelés alatt nem álló, nyugat-európai leszár-

mazással bíró pácienstől. A vizsgált személyek hat különböző földrajzi helyről származtak,

és a genotipizálásuk is különböző laborokban, különböző genotipizáló platformokon történt.

A páciensek kohorszonkénti és genotipizáló csipenkénti eloszlását az 1. táblázat mutatja. A

genotipizáló platformok diverzitása miatt az első minőségellenőrző lépéseket platformonként

külön-külön végeztük el, összesen négy csoportban (Affymetrix 6.0, Illumina 1M, Illumina

OmniExpress, illetve összevontuk egy csoportba az Illumina 550K és 650K csipeket - utóbbi

csoportra Illumina 500K néven fogok hivatkozni).

Ezeken a csoportokon külön-külön elvégeztük az SNP-k alapvető ellenőrzését. Elvetettük

azon SNP-ket, amelyek nem voltak Hardy-Weinberg egyensúlyban, amelyek ritka allél frek-

venciája kisebb volt, mint 5%, és amelyek genotipizálása nem sikerült a páciensek több mint

1%-ban. Továbbá minden platformon χ
2 próbával összehasonlítottuk az SNP-k allélfrekvenci-

áját a HapMap CEU populációban mérhető allélfrekvenciával, illetve a többi platformon mért
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allélfrekvenciával. Azokat az SNP-ket figyelmen kívül hagytuk, amelyek allélfrekvenciái szig-

nifikánsan eltértek valamely populációk között (részletesebben lásd alább).

A vizsgálatba bevont összes páciens nyugat-európai leszármazású volt, ezt platformonként

főkomponens analízissel ellenőriztük. A 4. ábra mutatja a vizsgálati populáció és a HapMap

populációk egymáshoz viszonyított helyzetét a genotípusmátrixból készült első két főkompo-

nensen. A vizsgálatba bevont páciensek jól elkülönülten együtt csoportosulnak a nyugat-európai

leszármazással bíró CEU populációval. Szintén főkomponens analízissel ellenőriztük a vizsgált

populációk genetikai homogenitását. A 5. ábra mutatja a vizsgálati populációkon végzett fő-

komponens analízis eredményeit. A populációk genetikai varianciája kicsi, az első két főkom-

ponens mindegyik platform esetén kevesebb mint 2%-ot magyaráz az összvarianciából.

A svájci kohorsz által követett páciensek esetében a vérbeli (logaritmikus skálán megadott)

vírusszintmérések átlaga is rendelkezésre állt, amire a továbbiakban setpoint vírusszint néven

fogok hivatkozni.

A vizsgálatba bevont páciensek mind B altípusú vírustörzzsel fertőződtek meg, ezt a Rega v2

szoftverrel ellenőriztük (Alcantara, 2009; de Oliveira, 2005). Populációs szekvenálással kinyert

konszenzusszekvenciák álltak rendelkezésünkre egy kivételével a vírus összes fehérjéjéről. A

HIV-vírus gp120 fehérjéje nagyon variábilis, szekvenálása technikailag nehézkes, ezért erről a

régióról nem volt elegendő szekvenciaadat. Továbbá a Pol poliprotein Proteázt megelőző 55

kodon hosszúságú részéről8 se állt rendelkezésünkre nukleotidszekvencia. A maradék kilenc

fehérjében (Gag, Pol, Gp41, Nef, Rev, Tat, Vpu, Vpr és Vif) a vizsgálat során 913 aminosav-

pozíciót találtunk variábilisnak legalább 20 páciensben (részletezve a 2. táblázatban). Ebben a

913 pozícióban összesen 1998 különböző aminosavat figyeltünk meg (lásd később).

2.1.2. Az adatok összefésülése

A különböző genotipizáló platformok más-más markereket tartalmaznak, és a közös markereket

is esetleg torzítottan mérik. Ezért szükséges volt, hogy az eltérő forrásból származó adatokat

egységesítsük, és feltárjuk a szisztematikus eltéréseket (ún. batch hatást 9) a platformok között.

8A hxb2 törzsön ez a következő szekvencia: FFREDLAFLQ GKAREFSSEQ TRANSPTRRE

LQVWGRDNNS PSEAGADRQG TVSFNF
9Batch hatás néven illetünk minden olyan mesterséges, az adatgenerálás vagy feldolgozás során létrejött

szisztematikus hibát, amely specifikus a körülményekre (például labor, kohorsz, mintavételi módszer, feldolgozási módszer)
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4. ábra. A vizsgálati személyek és a HapMap populációk közös genotípusmátrixán végzett fő-
komponens analízisek eredményei. A vizsgálati személyek pirossal, a háttérpopulációk egyéb
színnel vannak jelölve. A grafikonokon az első két főkomponenst ábrázoltam egymás ellenében.
Megfigyelhető, hogy a vizsgálati személyek közös csoportot alkotnak a HapMap CEU populá-
cióval. Populációk rövidítései: CHB - Peking, Kína; YRI - Ibadán, Nigéria; CEU - nyugat- és
észak-európai leszármazással bíró lakosok az Egyesült Államokból; JPT - Tokió, Japán.
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5. ábra. A genotípusmátrixokon elvégzett főkomponens analízisek eredményei. Balra az első

két főkomponens egymás ellenében ábrázolva, jobbra a sajátértékek csökkenő sorrendben.
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Fehérje Variábilis pozíciók száma

gag 161

gp41 148

nef 103

pol 213

rev 65

tat 53

vif 88

vpr 33

vpu 49

2. táblázat. A legalább 20 mintában variábilisnak talált aminosav-pozíciók száma a HIV-vírus

különböző fehérjéiben.

A mintákat platform szerint négy csoportba soroltuk: Affymetrix 6.0, Illumina OmniExp-

ress, Illumina 1M és a maradék legalább 500 ezer, maximum 650 ezer markert tartalmazó Illu-

mina platformok (lásd 1. táblázat). A több platformon is genotipizált SNP-k genotípuseloszlá-

sát páronként összehasonlítottuk a csoportok között χ
2 próbán alapuló függetlenségvizsgálat-

tal. Elvetettük azon SNP-ket, amelyek esetében a genotípusok eloszlása nem volt független a

platformtól. A tesztek szignifikanciaszintjének a beállításához Benjamini-Hochberg procedúrát

alkalmaztunk 20%-s False Discovery Rate-el (Benjamini & Hochberg, 1995). A maradék mar-

kereken a mach szoftver (Li, 2010) segítségével négy csoportban genotípus imputációt végez-

tünk HapMap Phase 3 referencia-haplotípusokat használva. Az imputáció eredményét a valós

genotípusok és a hozzárendelt (imputed) alléldózisok szoftver által becsült korrelációjával el-

lenőriztük. Elvetettük azokat a markereket amelyek esetében a korrelációs együttható 0,3-nél

kisebb volt. Utóbbi érték a mach szoftver dokumentációjában ajánlott. Az így kapott marke-

reken újból elvégeztük azok szűrését a genotípus-frekvenciák összehasonlítása alapján annak

érdekében, hogy az esetleges csoportspecifikus batch hatást kizárjuk, illetve csökkentsük. A

maradék 1 107 448 markert egységes adathalmazként kezeltük a továbbiakban, amelyek álla-

potai minden páciensre rendelkezésünkre álltak. A fenti lépéseket a 3. táblázat foglalja össze.

2.1.3. Humán polimorfizmusok vs. HIV-mutációk

A vírusszekvenciákat génenként illesztettük, majd nukleotidról aminosavkódra fordítottuk azo-

kat. A vírus kilenc génjében összesen 913 aminosav-pozíciót találtunk, amelyek legalább 20

egyénben variábilisak voltak. Ebben a 913 pozícióban összesen 1998 különböző aminosavat
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OmniExpress 1M 550K-650K Affymetrix 6.0

Minőségellenőrző lépések

előtt

730 525 878 351 549 455 934 968

Minőségellenőrző lépések

után (lásd Módszerek )

580 088 775 125 411 026 659 995

Imputáció után 1 180 010 1 180 790 1 174 832 1 168 986

Közös SNP-k összefésülése

után

1 107 448

3. táblázat. A markerek száma a genotípusadatok előkészítésének különböző szakaszaiban.

figyeltünk meg, ezeket a mutációkat bináris változókkal reprezentáltuk.

A 1998 bináris változó és 1 107 448 SNP között összesen 1998*1107448 logisztikus reg-

ressziót végeztünk el. Az asszociációviszgálatok során additív genetikai modellt feltételeztünk,

azaz az SNP-k alléldózisait teszteltük a függő változó ellen. Ebben a humán polimorfizmusok és

HIV-mutációk között végzett asszociációvizsgálatban szignifikáns hatásokat találtunk az MHC

régió és több, az egész HIV-genomban egyenletesen elhelyezkedő aminosav-pozíció között

(7. ábra). A Gag és Nef fehérjékben szignifikánsan több asszociált aminosav-pozíció találha-

tó, mint a genom többi részében (Gag: 6,8% vs. 2,6% p=0.001; Nef: 11% vs. 2,6% p=1,2x10−5,

binomiális teszt). Bonferroni-korrekció (a tesztenkénti szignifikanciaszint 2.2 × 10
−11) után

40 virális aminosav mutatott szignifikáns asszociációt összesen 1260 humán polimorfizmussal

az MHC régióban (7 .ábra és 4-6. táblázatok). A legerősebb asszociációt a Nef 135. kodonja

mutatja (p = 1 × 10
−49). Szignifikáns hatást nem találtunk az MHC régión kívül eső genomi

régiókban. Az MHC régióban a lókuszok erős kapcsoltságban állnak egymással, ennek tudjuk

be az asszociált SNP-k magas számát, ezért egy adott aminosav-pozícióra csak a legerősebb

asszociációt mutató SNP-t vettük figyelembe a továbbiakban.

Annak érdekében, hogy ezt az MHC régióban talált hatást független komponenseire bontsuk

egy iterációs eljárásban kondícionális regressziók sorozatát végeztük. Először a legerősebben

asszociált SNP-re kondícionálva (azaz magyarázó változóként szerepeltetve a modellben) ismé-

teltük meg a regressziókat, majd az így kapott legerősebben asszociált SNP-t ismét hozzáadtuk

a modellhez. Ezt az eljárást minden szignifikáns asszociációt adó virális aminosav-pozícióra

külön végeztük el.

Ezután megvizsgáltuk, hogy a legerősebb asszociációt mutató SNP-k mely MHC-I allélok-

kal fordulnak elő egy haplotípuson. A HLA allélok SNP-kből történő imputációja hasonló, mint

a 2.4 fejezetben ismertetett genotípus imputáció, de szekvenciaalapú MHC genotipizálás szük-
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séges hozzá a referencia panelen. Az imputációt korábban publikált módszerekkel végezték a

munkatársaim ((Pereyra, 2010)). A HLA allélok imputációját követően megállapítottuk a 49

SNP és a legalább 5%-os gyakorisággal jelenlevő HLA allélok között a kapcsoltság (LD) mér-

tékét (Pearson-féle korreláció, illetve a D’ formájában, lásd 2.4. fejezet). Mint a 4-6. táblázatok

mutatják, a legtöbb esetben igen magas kapcsoltságot találtunk az SNP és azon MHC-I allél

között, amely allél az adott víruspozícióban található epitópot célozza. Például a legerősebb

asszociációt a Nef 135. kodon és az rs16896119 SNP között találtuk: ez a kodon egy ismert

HLA-A*24:02 epitópban található (RYPLTFGW 134-141), míg az rs16896119 SNP majdnem

tökéletes kapcsoltságban áll a A*24:02 alléllal (D’=1.00 r
2=0.87). A 40-ből összesen 15 ami-

nosavpozíció található olyan ismert és publikált epitópokban, amelyeket az adott SNP-vel kap-

csoltságban álló MHC-I allél prezentál. (Az epitópok listája Carlson és munkatársai 2012-es

cikkéből származik, amely magába foglalja a Los Alamos-i adatbázist is (Yusim, 2009; Carl-

son, 2012).) A maradék 25 kodon vagy eddig fel nem tárt epitóp, vagy kompenzációs mutáció

lehet.

Ezek az eredmények bizonyítják, hogy a gazda-parazita genomok együttes asszociációvizs-

gálatával sikeresen tárható fel a HLA-epitópok, illetve másodlagos escape mutációk térképe a

parazita genomján.

Az így feltárt polimorfizmusokat a 4-6. táblázatok tartalmazzák.

2.1.4. Virális mutációk vs. vírusszint

1998 lineáris regressziót végeztünk a vírusszint és a HIV-mutációkat reprezentáló bináris vál-

tozók között. Ezt a vizsgálatot csupán 186, a svájci kohorszban követett páciens adatain tudtam

elvégezni. Egyik mutáció se mutatott szignifikáns hatást a vírusszintre. Az előző fejezetben is-

mertetett humán genetikai faktorokkal asszociáló mutációk eredményei a 8 ábrán láthatóak.

Ezen - a gazda polimorfizmusokkal szignifikáns módon asszociáló - kodonok hatása -0.2-től

+0.15 log10 kópia/ml-ig terjed (8. ábra). Azonban meg kell jegyeznünk, hogy a nagy számú

statisztikai teszt miatt a szignifikancia szintet 2.5 × 10
−5-re kellett állítanunk, ilyen szigorú

szignifikanciaszint és ilyen gyenge hatások mellett pedig a 186 elemszámból álló adathalmaz
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6. ábra. A humán polimorfizmusok és a vírusmutációk közti asszociációvizsgálat eredménye a

humán genomra vetítve (ún. Manhattan-plot). Az x tengelyen a kromoszómák láthatók egymás

után 1-től 22-ig (váltakozó színnel). Az y tengelyen az asszociáció erőssége látható. Az ábra

a vírus Gag fehérjének összes mutációjával készült asszociációkat ábrázolja, minden pont egy

SNP-vírusmutáció párt reprezentál. A Vpu és a Rev fehérjék kivételével a többi génről hasonló

ábra készíthető (azokban nem találtunk szignifikáns asszociációt). A 6. kromoszómán található

csúcs az MHC-régióból származik. A vízszintes szaggatott vonal a szignifikanciaszintet jelöli.
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7. ábra. A humán polimorfizmusok és a vírusmutációk közti asszociációvizsgálat eredménye a

vírus proteomjára vetítve. Az ábra a vírus génjeit és az azokban található asszociációk erősségét

szemlélteti. A fekete sávozás az ismert epitópokat jelöli. Minden pont egy SNP-vírusmutáció

párt jelöl. Egy adott virális aminosav-pozícióban, csak a legerősebb asszociáció van ábrázolva.

A szignifikanciaszintet (2.2 × 10
−11) elérő összes asszociáció az MHC-régióból származik.

A grafikon felett a humán genom MHC régiójának itt releváns génjei és SNP-i láthatóak. A

szignifikáns asszociációkat szürke vonalak reprezentálják.
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kicsi.

2.2. Diszkusszió

A HIV-vel kapcsolatban eddig elvégzett humán genomikai vizsgálatok mind klinikai állapotra

(rezisztencia, betegségprogresszió) vagy laboreredményekre (CD4 T-sejt szám, setpoint vírus-

szint) fókuszáltak. Azonban ezek a fenotípusok nem tökéletesek, igen nagy varianciát mutat-

hatnak (inherens módon, vagy pedig a nem egységes protokollok miatt). Ez a variancia pe-

dig súlyosan érintheti a nagy, több kohorszon átívelő genomikai asszociációvizsgálatok erejét

(Evangelou, 2011). Továbbá, ezek a klinikai- és laboreredmények hosszú követési időt igényel-

nek az inherens variabilitásuk miatt, ami nehézzé teszi az adatgyűjtést.

Hogy áthidaljuk ezt a problémát, új módszert használtunk a fertőző betegségek gazda oldali

genomikai vizsgálatára. A humán polimorfizmusok és a vírusszekvenciák egyidejű felhaszná-

lásával lehetőségünk nyílt egy lépésben megkeresni a vírusgenom azon pontjait, ahol az konf-

liktusban áll a gazdával. Módszerünk során a vírus genetikai variációját mint köztes fenotípust

használtuk. Hasonló köztes változókat sikerrel alkalmaztak egyéb GWA tanulmányokban is,

olyan asszociációkat felfedve, amelyek a komplex klinikai változókkal rejtve maradtak volna

(pl.: szérum IgE koncentráció asztma esetén (Moffatt, 2010) vagy képalkotó eljárások alap-

ján képzett változók pszichiátriai betegségek esetén (Rasetti & Weinberger, 2011)). A patogén

szekvenciája sok esetben egyszerűbb, könnyebben értelmezhető, és egységesebb fenotípusvál-

tozó lehet, mint a hagyományos klinikai változók.

Ez az új megközelítés lehetővé tette, hogy egy kísérletben feltérképezzük a HIV-vírus és

gazdájának genomikai kölcsönhatásait. A legerősebb asszociációkat a MHC-I gének alléljaival

kapcsoltságban álló markerek és azon kodonok között találtuk, amelyek ezen allél epitópjai-

ban találhatóak. Ez az eredmény bizonyítja, hogy a módszerrel valós, biológiailag értelmezhető

eredmények nyerhetőek, anélkül, hogy bármiféle előzetes tudással rendelkeznénk a két organiz-

mus felépítéséről, biológiájáról, illetve együttműködésükről. A vírust adaptációra kényszerítő

gazda faktorokat találhatunk, ha ezen faktorok lenyomatait keressük a patogén genomjában. To-

vábbá asszociációkat találtunk olyan virális kodonokban, melyek nem részei ismert epitópok-

nak: ezek lehetnek új, eddig még le nem írt epitópok, vagy másodlagos kompenzációs mutációk.

A vírus Gag és a Nef fehérjéiben tapasztaltuk a legnagyobb szelekciós nyomást (a legtöbb
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POL725 not E (p= 1.53E−01 )

NEF71 not R (p= 1.70E−01 )

VIF74 not T (p= 2.88E−01 )

POL317 not S (p= 8.04E−02 )

GP41206 not F (p= 2.68E−01 )

NEF135 not Y (p= 2.63E−01 )

POL524 not T (p= 4.87E−01 )

NEF83 not G (p= 2.99E−01 )

NEF92 not K (p= 5.61E−01 )

POL149 not I (p= 3.56E−01 )

NEF81 not Y (p= 4.99E−01 )

NEF85 not L (p= 4.24E−01 )

NEF94 not K (p= 6.48E−01 )

NEF102 H (p= 5.09E−01 )

GAG437 not I (p= 7.64E−01 )

NEF133 T (p= 6.33E−01 )

POL747 I (p= 8.44E−01 )

POL290 not I (p= 8.50E−01 )

POL623 not S (p= 8.80E−01 )

TAT32 L (p= 9.57E−01 )

GAG28 not K (p= 9.79E−01 )

POL432 R (p= 9.12E−01 )

POL91 not E (p= 8.70E−01 )

GAG30 R (p= 8.11E−01 )

NEF105 not K (p= 6.67E−01 )

GAG397 not K (p= 7.48E−01 )

POL837 I (p= 3.91E−01 )

POL839 N (p= 3.93E−01 )

NEF116 not H (p= 4.45E−01 )

POL400 E (p= 2.63E−01 )

GP41329 not I (p= 3.60E−01 )

POL834 not S (p= 6.91E−02 )

VPR32 K (p= 3.03E−01 )

POL726 not E (p= 3.20E−02 )

POL472 A (p= 9.59E−02 )

GAG264 not R (p= 1.47E−01 )

POL536 I (p= 8.61E−02 )

GAG147 L (p= 3.22E−03 )

GAG147 not I (p= 1.69E−03 )

GAG242 N (p= 5.90E−03 )

log10 kópia/ml

−
0
.4

−
0
.2

0
.0

0
.2

0
.4

8. ábra. A 40 MHC-vel asszociált HIV aminosav hatása a setpoint vírusszintre. A regressziókat

a bináris változókkal végeztük. Egy adott pozícióban minden legalább 20 példányban megfi-

gyelhető aminosavról készült egy bináris indikátorváltozó. Az ábra a legerősebb hatást mutató

változókat ábrázolja egy adott pozícióról.
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asszociált pozíciót), ez a különbség szignifikáns volt, mikor a vírusgenom többi részével ha-

sonlítottuk össze. Ez konzisztens azon korábbi megfigyelésekkel, melyek a Gag p24 fehérje

fontosságát hangsúlyozzák a megfelelő sejtes immunválasz kialakításában: lassabb betegség-

progresszió figyelhető meg azon páciensekben, akik ezen fehérje ellen alakítanak ki citotoxi-

kus immunválaszt (Borghans, 2007; Brennan, 2012), illetve az elit controller státusz tovább

fennmaradhat ezekben a páciensekben (Dyer, 2008). Ez szintén megerősíti, hogy a módszer

biológiailag releváns hatásokat képes kimutatni.

Új genetikai faktort, amely hatással lenne a HIV-vírusra nem azonosítottunk. Ekkora min-

taméret mellett és ennyi tesztet elvégezve csak nagyon erős hatásokat lehet kimutatni. A vizs-

gálatnak 80%-os ereje10 volt arra, hogy egy 10%-os gyakoriságú 3,9 odd ratio-val rendelkező

genetikai marker hatását kimutassa, feltételezve, hogy a virális mutáció 100 szekvenciában je-

len van (Purcell, 2003). Nem szabad elfelejteni, hogy a módszerünk csak polimorf genetikai

faktorok esetében alkalmazható, a populációban már rögzült mutációk hatását felderíteni ter-

mészetesen képtelen. Továbbá csak olyan humán genetikai faktorok hatását mutatja ki, ame-

lyek a vírus szekvenciáját a szervezeten belüli evolúcióban befolyásolhatják, így a restrikciós

faktorok hatását nem. Az egyik legfontosabb hiányossága a tanulmányunknak az, hogy a vírus

gp120 fehérjéjét nem tudtuk megvizsgálni. Ez a fehérje központi szerepet tölt be a vírus külső

burka és a gazdasejtek közti interakcióban, így joggal várhatjuk, hogy szekvenciája szelekciós

nyomás alatt áll.

Megemlítendő, hogy az asszociációvizsgálatokat additív genetikai modellt feltételezve vé-

geztük el. Ez megfelelő erővel képes az additív, a domináns és a gyakori recesszív változatok

hatását kimutatni, azonban ritka recesszív mutációk felfedéséhez az érzékenysége csekély (Lett-

re, 2007).

A legfontosabb eredményünket a 6. ábra foglalja össze: látható, hogy a vírus szervezeten

belüli evolúciójára az MHC régióban található gyakori mutációk igen erős hatással vannak,

míg ezen a régión kívül nincs más gyakori mutáció észrevehető hatással a vírusra. Felmerül

a kérdés, miért nincs? Figyelembe kell vennünk, hogy a vizsgált fenotípusból következően,

csak azon humán polimorfizmusok hatásait látjuk, amelyek a krónikus szakaszban lévő fertő-

zés lefolyása alatt szelekciós nyomást fejtenek ki a vírusra. Tehát nem figyelhetünk meg olyan

10Annak a valószínűsége, hogy a teszt elveti a null hipotézist abban az esetben, ha az alternatív hipotézis valóban
igaz. Ha β jelöli a másodfajú hiba valószínűségét, akkor 1-β.
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hatásokat, amelyek rezisztenciát biztosítanak a HIV-fertőzés ellen (például a CCR5∆32 mutáci-

ójának homozigóta formáját, vagy egyéb hipotetikus faktorok hatásait). Állatkísérletek azonban

azt mutatják, hogy a veleszületett immunrendszer antivirális faktorai képesek befolyásolni a ví-

rus szervezeten belüli evolúcióját (Kirmaier, 2010). Ezen faktorok hatásait tehát látnánk, ha

azok hatásai elegendően erősek, valamint mutációik elegendően gyakoriak lennének a populá-

cióban. Ritka mutációk hatásait se a kis mintaméret, se az alkalmazott genotipizáló technika

következtében nem állt módunkban felderíteni. Az MHC-régióban talált jel pedig bizonyítja,

hogy a vizsgálatunk megfelelően erős volt ahhoz, hogy a gyakori mutációk hatásait kimutassa.

Elgondolkodhatunk tehát azon, miért nincs elegendően erős és gyakori variáció az MHC-n

kívüli régiókban. Azt a lehetőséget, hogy ilyen variációk nem képesek létrejönni, azaz az adap-

tív immunrendszer kivételével más nem képes felvenni a harcot a vírussal, ellenpélda ismere-

tében elvetem (restrikciós faktorok, CCR5∆32 heterozigóta formában lásd Bevezető). Elkép-

zelhető, hogy volt kedvező variáció más génekben, de az az emberi generációk során rögzült,

és további „javulás” már nem érhető el. A monomorf, invariáns állapot természetesen genetikai

asszociációvizsgálat előtt láthatatlan marad. Ebben az esetben az érintett génekben a kedve-

zőtlen mutációk nem terjednének el a populációban, a vizsgálatunk pedig nem alkalmas ritka

variációk hatásainak a felderítésére. Ha létezik ilyen hipotetikus mutáció a jelenlegi emberi po-

pulációban, de a hatása kicsi, vagy frekvenciája alacsony, akkor a vizsgálatunk nem képes azt

kimutatni. Tehát annak ellenére, hogy gyakori variációkat csekély mintaméreten felhasználva

igen szép eredményeket értünk el az MHC-régióban, az előbbiek alapján a fenotípusra ható hu-

mán variációk jobb feltárásához nagyobb mintaméretre és fejlettebb szekvenálási technikákra

van szükség.

A CCR5∆32 mutáció heterozigóta formában nem biztosít rezisztenciát a vírus ellen, de las-

sítja a betegségprogressziót. Ezért jogosan várjuk, hogy a vírus szervezeten belüli evolúcióját

ez a mutáció befolyásolja. Sajnos a genotipizáló csipek nem tartalmaznak olyan SNP-t amely

elegendően közel, illetve elegendően erős kapcsoltságban áll a CCR5 génnel, így a mutáció

hatásainak felfedéséhez sokkal nagyobb mintaméret lenne szükséges. Ezen a helyzeten a ge-

notípus imputáció sem segít, mert a HapMap populációiba nem válogattak be olyan egyéneket

(McLaren, 2013), akik hordozzák ezt a mutációt, így referenciahaplotípus hiányában nem lehet

megállapítani a környező SNP-k állapotáról, hogy az adott egyén hordozza-e a mutációt.
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2.3. Összefoglalás

Egy új, mind a gazda, mind a parazita genomját felhasználó, előzetes hipotéziseket nélkülöző

módszerrel asszociációkat fedtünk fel a HIV-vírus genetikai variációja és humán polimorfiz-

musok között. Ez a stratégia lehetővé teszi a gazda-patogén kapcsolat széleskörű genomikai

leírását és feltárja azokat a lókuszokat, ahol a két genom egymással „konfliktusban” van. A

módszer kiterjeszthető, alkalmazható más gazda-parazita rendszerekre is, feltéve, hogy a gazda

variábilis genetikai faktorai elegendő szelekciós hatást fejt ki a patogénre ahhoz, hogy az escape

mutációkra kényszerüljön.

2.4. Genetikai asszociációvizsgálat során alkalmazott módszerek

Genotípus hozzárendelés („imputáció”) és a haplotípusok levezetése GWAS adatokból

Joggal feltételezhető, hogy a humán populációban megtalálható gyakori polimorfizmusok nem

új mutációval jelennek meg minden hordozó egyénben, hanem a polimorfizmus egyszer (vagy

néhányszor) jelent meg a populációban, majd szelekció vagy genetikai sodródás révén terjedt el,

és más genomrégiókkal rekombinálódhatott is. A polimorfizmusok tehát haplotípusokba szerve-

ződnek és haplotípus-blokkokban öröklődnek, amely blokkok crossing over során kereszteződ-

hetnek. GWAS-csippel történő genotipizálás során a haplotípusokra nem derül fény, azaz nincs

közvetlen információnk arról, hogy két polimorfizmus mely alléljai találhatóak ugyanazon a

kromoszómán (úgynevezett fázis nélküli genotípusok). Ha azonban egy adott genomi régió-

ból elegendő számú polimorfizmus állapotát ismerjük, és rendelkezésünkre áll egy referencia

haplotípus-készlet, akkor következtethetünk az adott egyén által hordozott haplotípusokra az

adott geográfiai régióban. Minden egyén genotípusaihoz megpróbálhatunk hozzárendelni két, a

referencia haplotípusokból képzett mozaikot oly módon, hogy a mintában mért fázis nélküli, és

a mozaikban levő fázissal rendelkező SNP-k állapotai megegyezzenek. A haplotípus ismereté-

ben pedig megjósolhatjuk az adott populáció egyéb, közvetlenül nem genotipizált polimorfiz-

musainak az állapotát. Ezt a módszert nevezi az angol szakirodalom genotype imputation-nek.

Egy egyén haplotípusainak meghatározása (phasing) ugyanezeken az alapelveken nyugszik.

A genotípus-imputáció kivitelezéséhez szükség van egy, az adott populációra vonatkozó

referencia haplotípuskészletre. Mi a HapMap projekt nyugat-európai leszármazással bíró popu-

lációjáról készült haplotípusokat használtuk erre a célra (Frazer, 2007; Altshuler, 2010). Ez a
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panel szülő-utód triók genotipizálása után készült, mivel ilyen triókban a haplotípusok megha-

tározása pontosabb (hiszen az utód genotípusából következtetni lehet a szülők haplotípusaira).

A referencia haplotípusok segítségével lehetőség nyílik a referencián meglévő, de a mi mintá-

inkban közvetlenül nem genotipizált SNP-k állapotainak meghatározására. Természetesen ez a

meghatározás nem tökéletes, ezért az eredmény minden lókuszra a genotípusok egy lehetséges

eloszlása csupán.

A genotype imputation kivitelezésére a mach szoftvert használtuk (Li, 2010). A szoftver

honlapján található utasítások alapján alkalmaztuk a szoftvert az alábbi parancsokkal. A kapott

imputált genotípusokat a ritkábbik allél frekvenciája és a szoftver által számolt korrelációmérték

(r2) alapján szűrtük. Csak azokat a SNP-ket tartottuk meg, ahol a ritkább allél frekvenciája ≥

0,05 és az r
2 érték ≥ 0,3.

$mach1 --autoflip -d mintaDat -p mintaPed -s referenciaSNP \\

-h referenciaHaplotipusok --greedy --rounds 20 --prefix aa

$mach1 --autoflip -d mintaDat -p mintaPed -s referenciaSNP \\

-h referenciaHaplotipusok --greedy --crossover aa.recfile \\

--errormap aa.eratefile --mle --mldetails --prefix kimenet

A páciensek feljegyzett nemének és genotípusának összevetése

Ha egy páciens feljegyzett neme férfi volt, de az X kromoszómán elhelyezkedő polimorfizmu-

sokra heterozigóta, akkor a pácienst kihagytuk a további vizsgálatokból. Ezt a vizsgálatot a

plink szoftverrel végeztük.

A vizsgálatba bevont páciensek leszármazásának ellenőrzése

A vizsgálatba bevont egyének genotípusait és a nyugat-európai HapMap CEU populáció (mint

referenciapopuláció) tagjainak a genotípusait összesítve főkomponens analízist végeztünk a

smartpca szoftverrel (Price, 2006). A smartpca szoftvert alapbeállításokon használtuk kivéve

az alábbi három kapcsolót. Ezek segítségével biztosítottuk, hogy a főkomponens analízis egy-

mástól független, kapcsoltságban nem álló SNP-ken történjen.

killr2: YES -- LD alapú szűrés bekapcsolása

r2thresh: 0.2 -- LD alapú szűrés küszöbparamétere

numoutlieriter: 0 -- ne keressen kieső pácienseket
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A humán genotípus adatok minőségellenőrzése és összefésülése

A különböző gyártmányú GWAS csipekről, és különböző kohorszokból származó adatok össze-

fésülése előtt több minőségellenőrző lépést végeztünk, minden kohorsz mintáira külön-külön.

Elvetettünk egy SNP-t, ha kevesebb, mint a kohorsz pácienseinek 99%-ban sikerült helyesen

megmérni (genotipizálni) az állapotát; ha a ritkábbik allél gyakorisága az adott populációban

kevesebb mint 5% volt; illetve ha genotípus eloszlása az adott populációban szignifikánsan el-

tért a Hardy-Weinberg-egyensúlytól (0,00005-es szignifikanciaszintet használva). Ezeket a szű-

rőket a plink szoftver segítségével alkalmaztuk. Azon páciensek adatait nem elemeztük tovább,

akiknek a genotípusai nem feleltek meg a páciens feljegyzett nemének (lásd fentebb), illetve

akik DNS mintáiból a genotipizálás nem sikerült (azaz a sikeresen mért SNP-k száma keve-

sebb, mint 99%-a a vártnak).

A különböző gyártmányú GWAS csipek különböző SNP-k állapotait mérik, így a vizs-

gálatba bevont páciensekről különböző SNP-k álltak rendelkezésünkre. Ahhoz, hogy ezeket

az adatokat egységesen elemezhessük szükséges volt a rendelkezésre álló SNP-k közös hal-

mazát kialakítani. Sajnos a csipek diverzitása miatt a közös metszet csupán néhány száz-

ezer SNP-t tartalmazott, ezért a genotípus imputáció módszerét alkalmazva hoztuk a külön-

böző forrásból származó adatokat „közös nevezőre” (lásd fentebb). Az imputációt a Hap-

Map CEU populáció referencia-haplotípusait ((Frazer, 2007; Altshuler, 2010), http://www.

sph.umich.edu/csg/abecasis/MACH/download/HapMap3.r2.b36.html) fel-

használva végeztük, külön az Illumina és külön az Affymetrix által gyártott platformokra (csi-

pekre), összesen négy külön csoportban (Illumina 1M, Illumina OmniExpress12v1H, Illumina

550K és 650K, Affymetrix 6.0 ). Mind a genotype imputation előtt, mind azután összehason-

lítottuk az egyes polimorfizmusok genotípus-eloszlásait mind a csoportok között, mind a Hap-

Map referenciapopulációval. Ehhez az összehasonlításhoz χ
2-próbán alapuló függetlenségvizs-

gálatot használtunk. Amennyiben egy SNP genotípus-eloszlása nem volt független a platform-

tól, úgy azt az SNP-t figyelmen kívül hagytuk. A próbák során Benjamini-Hochberg procedúra

segítségével korrigáltuk a p-értékeket, 20%-os False Discovery Rate-et használva (Benjamini

& Hochberg, 1995). Utóbbi kritériumot azért választottuk a Bonferroni-korrekció helyett, mert

a Bonferroni-korrekció túl konzervatív (alacsony p-érték küszöb miatt kevesebb markert vetne

el), és ebben a minőségellenőrzési lépésben inkább elvetettük a markert, mintsem az később

hamis pozitív eredményt adjon.
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Ennek eredményeképpen minden pácienstől rendelkezésünkre álltak ugyanazoknak a poli-

morfizmusoknak az állapotai, így azokat egységesen elemezhettük a továbbiakban. (Az impu-

táció részleteit másik fejezetben tárgyalom.)

Asszociációvizsgálatok a humán- és a vírusgenom között

Célunk a vírus genomjában található mutációk és humán polimorfizmusok között esetleg fenn-

álló asszociációk felderítése volt. Ehhez logisztikus regressziók sorozatát végeztük el a vírus

mutációit kifejező bináris változók (egy adott pozícióban az adott minta hordozza-e a mutáci-

ót) és a humán polimorfizmusok alléldózisa között. A vírusszekvenciákat génenként illesztet-

tük Muscle szoftver segítségével (Edgar, 2004), lefordítottuk őket, majd az illesztés segítségé-

vel létrehoztuk azokat a bináris változókat, amelyeket felhasználtunk a regresszióban. Minden

aminosav-pozícióban, minden A aminosavra létrehoztunk egy bináris változót, amely 1 értéket

vesz fel, ha az adott minta (páciens) az adott pozícióban A értékű, míg 0-t ha nem A (9. ábra).

Elvetettük azon bináris változókat, amelyeknél a ritkábbik állapot kevesebb mint 20 esetben for-

dult elő. A maradék változókat, egymástól függetlenül minden SNP-vel külön-külön teszteltük,

additív genetikai modell feltételezve. A regressziókban a függő változó szerepét a vírusszek-

venciákból származtatott bináris változók töltötték be, az SNP-k alléldózisai pedig magyarázó

változók voltak. Továbbá a kohorszra, és a maradék humán populációstruktúrára további ma-

gyarázóváltozók segítségével korrigáltuk a regressziót. A humán populációstruktúrát főkompo-

nens analízis segítségével tártuk fel, és a regresszióban a páciensek első két főkomponensen

felvett koordinátáival reprezentáltuk. A genotípusmátrix sajátvektorainak és sajátértékeinek ki-

számolásához a smartpca szoftvert használtuk (Price, 2006).

A regresszióban szereplő modell: V = SNP + Kohorsz + PCA1 + PCA2, ahol az SNP

és a PCAx változók arányskálán, a Kohorsz változó pedig nominális skálán volt értelmezve.

Student-féle t-tesztet használtunk annak eldöntésére, hogy a regresszióban becsült hatás-

méret (odds ratio) szignifikánsan eltér-e nullától. A statisztikai tesztet és a regressziót plink

(Purcell, 2007) szoftverrel végeztük.

Abban az esetben, ha egy virális mutáció szignifikáns asszociációt mutatott valamely SNP-

vel, akkor a legerősebben asszociáló humán polimorfizmusra kondícionálva (magyarázóválto-

zóként felvéve) megismételtük a többi SNP tesztjét. Ezt addig ismételtük, amíg valamely SNP

szignifikáns maradt. Az egymást követő iterációkban az összes megelőző lépésben szereplő
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HIV POZ SNP P HLA EPITÓP

GAG 26 rs2523684 2.04 × 10
−16

B*15:01 (D’=0.96 r
2

=0.91) -
GAG 28 rs2571382 2.74 × 10

−38
A*03:01 (D’=1.00 r

2
=0.80) RLRPGGKKK (20-28)

rs1611430 1.86 × 10
−20 - -

GAG 30 rs16896119 1.75 × 10
−12

A*24:02 (D’=1.00 r
2

=0.87) KYKLKHIVW (28-36)
GAG 147 rs12212594 7.08 × 10

−14
C*06:02 (D’=0.99 r

2
=0.85) -

GAG 242 rs28732144 2.31 × 10
−35

B*57:01 (D’=0.95 r
2

=0.83) TSTLQEQIGW (240-249)
rs4346874 2.80 × 10

−22 - -
rs6929464 1.80 × 10

−18
C*06:02 (D’=0.88 r

2
=0.38) -

GAG 264 rs3819299 4.14 × 10
−13

B*08:01 (D’=1.00 r
2

=0.01) EIYKRWII (260-267)
GAG 397 rs7760172 3.02 × 10

−19 - -
GAG 437 rs12206131 1.99 × 10

−12
B*13:02 (D’=1.00 r

2
=0.96) RQANFLGKI (429-437)

GP41 206 rs3763288 1.66 × 10
−13

B*15:01 (D’=0.98 r
2

=0.96) -
GP41 329 rs1875565 3.27 × 10

−29
B*15:01 (D’=0.99 r

2
=0.01) -

4. táblázat. A HIV-vírus fehérjéinek egyes pozíciói és humán SNP-k között talált asszociációk.
Egy adott virális kodonnal több független SNP asszociálhat, ezeket a szövegben részletezett
iterációs eljárással határoztuk meg. A markerekhez feltüntettem a vele kapcsoltságban álló HLA
allélokat és az allél által esetleg felismert epitópszekvenciát.

W
L
L
L
L
K
K

1
0
0
0
0
0
0

0
0
0
0
0
1
1

0
1
1
1
1
0
0

aminosav illesztés
egy oszlopa

3 bináris változó
reprezentálja a mutációkat

9. ábra. Vírusmutációk reprezentálása a logisztikus regressziókban. A többszörös szekven-
ciaillesztés minden oszlopából 1 vagy több nullákat és egyeseket tartalmazó bináris változót
készítettünk. Minden megfigyelt aminosavra készült egy ilyen változó.
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HIV POZ SNP P HLA EPITÓP

NEF 71 rs2523612 1.41 × 10
−41

B*07:02 (D’=0.99 r
2

=0.95) FPVTPQVPLR (68-77)
C*07:02 (D’=0.99 r

2
=0.84) -

rs2523612 4.28 × 10
−12

B*07:02 (D’=0.99 r
2

=0.95) FPVTPQVPLR (68-77)
C*07:02 (D’=0.99 r

2
=0.84) -

NEF 81 rs6910087 1.41 × 10
−25

B*07:02 (D’=1.00 r
2

=0.02) RPMTYKAAL (77-85)
NEF 83 rs2232236 3.00 × 10

−15 - -
rs12111032 5.80 × 10

−12
B*07:02 (D’=0.92 r

2
=0.04) RPMTYKAAL (77-85)

B*15:01 (D’=0.93 r
2

=0.17) -
C*03:04 (D’=1.00 r

2
=0.25) -

C*06:02 (D’=1.00 r
2

=0.30) -
rs34131062 6.40 × 10

−12 - -
rs9259004 1.04 × 10

−14 - -
NEF 85 rs28367646 7.09 × 10

−20 - -
rs12111032 5.80 × 10

−12
B*07:02 (D’=0.92 r

2
=0.04) RPMTYKAAL (77-85)

B*15:01 (D’=0.93 r
2

=0.17) -
C*03:04 (D’=1.00 r

2
=0.25) -

C*06:02 (D’=1.00 r
2

=0.30) -
rs9461680 2.95 × 10

−14
B*07:02 (D’=0.84 r

2
=0.02) RPMTYKAAL (77-85)

C*03:04 (D’=1.00 r
2

=0.36) -
NEF 92 rs3888722 1.63 × 10

−26
A*11:01 (D’=1.00 r

2
=0.99) AVDLSHFLK (84-92)

NEF 94 rs2734583 1.29 × 10
−27

B*08:01 (D’=0.94 r
2

=0.88) FLKEKGGL (90-97)
rs2535340 1.48 × 10

−26
B*08:01 (D’=0.88 r

2
=0.74) FLKEKGGL (90-97)

C*07:01 (D’=0.81 r
2

=0.45) -
NEF 102 rs2255221 1.20 × 10

−12 - -
NEF 105 rs3130557 1.40 × 10

−19
B*08:01 (D’=0.95 r

2
=0.85) -

rs3130696 1.62 × 10
−13

B*08:01 (D’=0.98 r
2

=0.31) -
C*07:01 (D’=1.00 r

2
=0.50) -

C*07:02 (D’=1.00 r
2

=0.05) KRQEILDLWVY (105-115)
NEF 116 rs2395029 5.45 × 10

−18
B*57:01 (D’=1.00 r

2
=0.98) HTQGYFPDW (116-124)

NEF 133 rs16896119 4.13 × 10
−12

A*24:02 (D’=1.00 r
2

=0.87) -
rs5010528 1.80 × 10

−11
C*04:01 (D’=1.00 r

2
=1.00) -

NEF 135 rs16896119 4.36 × 10
−49

A*24:02 (D’=1.00 r
2

=0.87) RYPLTFGW (134-141)

5. táblázat. Az ábraaláírás a 4. táblázat alatt található.

43



HIV POZ SNP P HLA EPITÓP

POL 91 rs2596551 9.72 × 10
−22

B*44:02 (D’=1.00 r
2

=0.49) -
rs9266462 1.12 × 10

−14 - -
POL 149 rs9266775 2.57 × 10

−19
B*15:01 (D’=1.00 r

2
=0.53) -

B*51:01 (D’=1.00 r
2

=0.01) EKEGKISKI (141-149)
rs2523684 7.71 × 10

−19
B*15:01 (D’=0.96 r

2
=0.91) -

POL 290 rs2848713 1.44 × 10
−25

B*51:01 (D’=0.95 r
2

=0.59) -
rs2395030 6.20 × 10

−16 - -
rs4959053 3.67 × 10

−11 - -
POL 317 rs2523612 4.28 × 10

−12
B*07:02 (D’=0.99 r

2
=0.95) -

C*07:02 (D’=0.99 r
2

=0.84) -
POL 400 rs2395029 9.85 × 10

−14
B*57:01 (D’=1.00 r

2
=0.98) -

rs13210132 7.33 × 10
−13

C*06:02 (D’=0.89 r
2

=0.44) -
POL 432 rs1625636 1.90 × 10

−35
A*03:01 (D’=0.99 r

2
=0.76) -

rs11757235 1.40 × 10
−16 - -

rs9260706 2.99 × 10
−24 - -

POL 472 rs2523684 6.66 × 10
−12

B*15:01 (D’=0.96 r
2

=0.91) -
POL 524 rs6930572 3.65 × 10

−15
B*13:02 (D’=0.95 r

2
=0.90) -

POL 536 rs6929434 5.43 × 10
−12

C*12:03 (D’=0.99 r
2

=0.94) -
POL 623 rs519417 3.57 × 10

−13
A*11:01 (D’=0.83 r

2
=0.01) QIIEQLIKK (619-627)

B*08:01 (D’=0.89 r
2

=0.76) -
C*07:01 (D’=0.88 r

2
=0.48) -

rs886424 6.30 × 10
−12

A*11:01 (D’=1.00 r
2

=0.01) QIIEQLIKK (619-627)
B*08:01 (D’=0.82 r

2
=0.62) -

POL 725 rs2596551 1.10 × 10
−11

B*44:02 (D’=1.00 r
2

=0.49) -
rs9266462 1.12 × 10

−14 - -
POL 726 rs2596551 4.60 × 10

−26
B*44:02 (D’=1.00 r

2
=0.49) -

rs9266433 2.69 × 10
−16 - -

rs2523590 8.20 × 10
−14

B*18:01 (D’=1.00 r
2

=0.13) -
B*44:02 (D’=1.00 r

2
=0.22) -

C*05:01 (D’=0.97 r
2

=0.21) -
POL 747 rs2848713 7.47 × 10

−17
B*51:01 (D’=0.95 r

2
=0.59) -

rs17192463 2.41 × 10
−11 - -

POL 834 rs2524073 2.23 × 10
−14

C*05:01 (D’=1.00 r
2

=0.62) -
rs9266462 1.12 × 10

−14 - -
POL 837 rs2523575 4.22 × 10

−17
B*18:01 (D’=0.97 r

2
=0.15) -

B*44:02 (D’=1.00 r
2

=0.31) -
C*05:01 (D’=0.96 r

2
=0.27) -

POL 839 rs2395029 7.33 × 10
−12

B*57:01 (D’=1.00 r
2

=0.98) KTAVQMAVF (832-840)
TAT 32 rs16898614 4.26 × 10

−21
C*12:03 (D’=0.88 r

2
=0.68) CCFHCQVC (30-37)

VIF 74 rs2395029 1.63 × 10
−15

B*57:01 (D’=1.00 r
2

=0.98) -
VPR 32 rs3819299 7.31 × 10

−14 - -

6. táblázat. Az ábraaláírás a 4. táblázat alatt található.
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már kondícionált SNP is szerepelt. Ezzel a módszerrel felderíthettük a független asszociációs

szignálokat egy-egy kromoszómális régióból.

Asszociációvizsgálat a vírus mutációi és a vírusszint között

Az asszociációvizsgálatot lineáris regressziók sorozatával végeztük el a plink szoftvert használ-

va. További korrekciós magyarázóváltozóként a páciensek nemét vontuk be a regresszióba.

Több statisztikai teszt elvégzése után végzett korrekció

Minden esetben Bonferroni-korrekciót alkalmaztunk az asszociációvizsgálatok szignifikanciá-

jának megállapítására abban az esetben, ha több statisztikai teszt került elvégzésre.

Lókuszok közti kapcsoltság kifejezése

A HLA-allélok és az SNP-k közti kapcsoltságot Pearson-féle korrelációval és D’-mértékkel fe-

jeztük ki, mindkettőt a plink szoftverrel számoltuk. A D’ az adott haplotípus megfigyelt, illetve

függetlenség esetén várt frekvenciájának a különbsége, az adott allélfrekvenciák esetén elérhető

maximumra normalizálva.

A vizsgálat során felhasznált szoftverek

Az egyes részfeladatokhoz felhasznált szoftverek összesítését a 7. táblázat tartalmazza.

A szerző hozzájárulása a tanulmányhoz

A szerző a projekt munkatársaitól megkapta a vizsgálatban résztvevő páciensek genotípusada-

tait és HIV-szekvenciáit. Ő végezte el az összes fent ismertetett adatelemző és adatfeldolgozó

lépést (kivéve a HLA-allélok imputációját). A felhasznált szoftvereket a 7. táblázat tartalmazza,

az ezeken kívül szükséges szoftvereket a szerző saját maga készítette.
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Részfeladat Szoftver Megjegyzés és hivatkozás

Diszkrét genotípusmátrix manipu-

lálása

plink v.1.07 (Purcell, 2007)

Alléldózisokat tartalmazó genotí-

pusmátrix manipulálása

saját

Főkomponens-analízis a genotípus-

mátrixon

smartpca (eigenstrat) (Price, 2006)

genotype imputation mach (Li, 2010)

bináris változók generálása saját

szekvenciaillesztés Muscle v.3.8.31 (Edgar, 2004)

nukleotidszekvenciák fordítása emboss transeq és saját (Rice, 2000)

genotípuseloszlások összehasonlí-

tása

saját χ
2-eloszlás innen (Commons

Math 2012)

lineáris és logisztikus regressziók plink v.1.07 (Purcell, 2007)

részfeladatok koordinálása számí-

tógépklaszteren

saját

grafikonok rajzolása R, gral, saját (R Core Team, 2013; Seifert,

2009)

7. táblázat. Az egyes részfeladatokhoz felhasznált szoftverek.
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3. A HIV-felülfertőzés gyakoriságának becslése rutin genoti-

pizálás során gyűjtött vírusszekvenciákból

Második kutatási projektemben a HIV-felülfertőződés gyakoriságát becsültem egy klinikai adat-

bázisban található nukleotidszekvenciákból. Tudomásunk szerint ezideáig a jelen munka a fe-

lülfertőződés gyakoriságának a legtöbb pácienst felhasználó becslése.

HIV-felülfertőződésről (szuperinfekció) akkor beszélünk, ha egy HIV-fertőzött páciens egy

újabb vírustörzssel fertőződik meg (Smith, 2005a). Ennek lehetnek mind klinikai, mind epide-

miológiai következményei a HIV-járvány szempontjából. Elsősorban ez teszi lehetővé a vírus

evolúcióját elősegítő rekombinációt (Bretscher, 2004; Fraser, 2005; Mostowy, 2011; Althaus &

Bonhoeffer, 2005) két különálló törzs között (Templeton, 2009). Klinikai szempontból pedig a

vírusszint megemelkedéséhez, és a progresszió felgyorsulásához vezethet abban az esetben, ha

a felülfertőző törzs könnyebben kerüli ki a CD8 immunválaszt (Yang, 2005; Cornelissen, 2012).

Továbbá, egy terápiával alacsony szinten tartott gyógyszerérzékeny vírustörzset egy gyógyszer-

rezisztens vírus felülfertőzhet (Smith, 2005b).

Két egymástól különböző, azaz nem egymásból leszármazó vírustörzs megléte egy páci-

ens mintái között felülfertőződésre utal. Hasonló szituáció adódhat két külön törzs szimultán

transzmissziója során (Smith, 2005a), azonban az átvitt vírusrészecskék alacsony száma mi-

att (Keele, 2008) úgy gondoljuk, hogy az ilyen transzmisszió nagyon ritka, és a továbbiakban

minden duális fertőzést felülfertőzésnek tekintünk.

A felülfertőződés gyakoriságának a becslését bonyolítja, hogy ez a jelenség lehet tranziens,

mikor az eredeti rezidens törzs nem szorul ki teljesen, hanem változó koncentrációban együtt él

a felülfertőző törzs mellett (Templeton, 2009). Ilyenkor a két vírustörzs aránya jelentősen vál-

tozhat az idő folyamán, hol az egyik kerül túlsúlyba, hol a másik. A felülfertőző törzs jelen lehet

a szervezetben alacsony koncentrációban, esetleg egy idő után teljesen eltűnhet: ilyen esetekben

a felülfertőződés észrevétlen maradhat a konszenzusszekvenciát eredményező populációszek-

venálás vagy ritka mintavételek mellett. Ezért a HIV-felülfertőződés gyakoriságára vonatkozó

irodalmi adatok jelentősen különböznek egymástól, amit a különböző vizsgálatok eltérő min-

tevételi stratégiájának tulajdonítunk. Egyes szerzők alacsony (<5%) prevalenciát találtak akár

populációs szekvenálást alkalmaztak (pl.:(Gonzales, 2003)), akár következő generációs mély

szekvenálást (pl.: (Tsui, 2004; Redd, 2012)). Ezzel ellentétben más tanulmányok jóval maga-
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sabb prevalenciát mértek, például egy amerikai kohorszban klonális szekvenálást és gyakori

mintavételt alkalmazva 23 felülfertőződést találtak az 58 vizsgált páciens között (Templeton,

2009). Jurriaans és munkatársai két esetet talált a 14 páciensből álló vizsgálati csoportban (Jur-

riaans, 2008), míg egy másik csoport 5 esetről tett jelentést 14 magas rizikójú kenyai asszony

között (Piantadosi, 2008).

Nem tisztázott, hogy egy már kialakult vírusfertőzés gátolja-e, hogy egy újabb vírus meg-

telepedjen a szervezetben (Nethe, 2005; Piantadosi, 2007; Ronen, 2013). Azonban a hatékony

antiretrovirális terápia a vérben mérhető vírusszintet nagyon alacsony szintre csökkenti, amit

a célsejt-populációk fokozatos regenerációja és a HIV-ellenes immunválasz gyengülése követ

(Ogg, 1999). Így elképzelhető, hogy ez megteremti a környezetet egy új drogrezisztens vírus-

törzs inváziójához. Felvetettük ezért a lehetőséget, hogy a felülfertőződés a drogrezisztencia-

mutációk (DRM) egy fontos terjedési útja is lehet.

A jelenlegi tanulmányban a felülfertőződés gyakoriságát becsüljük egy nagy európai popu-

lációban (a nemzetközi együttműködésben létrehozott Virolab és EuResist adatbázisok alapján),

amelynek tagjai az esetek többségében terápia alatt állnak, és alacsony, de detektálható vírus-

szinttel rendelkeznek. Ez a kezelt populáció megfelelő annak eldöntésére, hogy a felülfertőző-

dés hozzájárul-e a drogrezisztencia-mutációk terjedéséhez. Az adatbázisban a terápia beállítá-

sához szükséges rezisztenciatesztelés során keletkezett, rutin módon gyűjtött HIV-szekvenciák

találhatóak. Egy olyan felülfertőződés, amelynek következtében az addig terápiával kontrollált

vírusszint hirtelen megemelkedik, nagy valószínűséggel vezethet újbóli gyógyszerrezisztencia-

teszthez, ami pedig lehetővé teszi ennek az eseménynek a kimutatását az adatbázisból. A rutin

módon gyűjtött genotípus adatok populációs szekvenálással készültek, így a tranziens és ki-

sebbségben lévő felülfertőződéseket ezzel a módszerrel nem lehet kimutatni. Utóbbi eseteknek

viszont kicsi a jelentőségük a drogrezisztencia-mutációk terjedésében. A rutin módon gyűjtött

populációs szekvenálással kinyert HIV-szekvenciákról korábban már megmutatták, hogy alkal-

masok a felülfertőződés kimutatására (Hué, 2004).

Ezek alapján, a tanulmány elsődleges célja a sikeres, a rezidens vírustörzs lecserélésével

járó felülfertőzések kimutatása, és azok gyakoriságának becslése volt a Virolab és EuResist

adatbázisokban. Utóbbi adatbázisok klinikai adatokat és rutin HIV-genotipizálás során keletke-

zett nukleotidszekvenciákat tartalmaznak német, belga, olasz, svéd és spanyol kórházakból.
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3.1. Eredmények

3.1.1. Felhasznált adatok és leíró statisztikáik

4425 olyan páciens volt a Virolab és Euresist konzorciumok adatbázisában, akiktől legalább két

időpontból származtak vírusszekvenciák. Tőlük összesen 13816 szekvencia állt a rendelkezé-

sünkre. A legtöbb szekvencia a pol régiót fedte (proteáz és/vagy részleges reverz transzkriptáz

géneket); átlagos hosszuk 1026 nukleotid volt. Egy pácienshez tartozó szekvenciák számának

mediánja 2 volt (minimum 2, maximum 29).

3653 páciens állt kezelés alatt a mintavétel idején vagy azt megelőzően. 772 páciensről ke-

zelési előzmény nem állt rendelkezésre. A páciensek rizikócsoport szerinti megoszlása: 1123

(25%) heteroszexuális, 910 (20%) homoszexuális, 1000 (22%) intravénás droghasználó páci-

ens, 1236 (27%) ismeretlen, 156 (3%) egyéb. 1308 (29%) nőről állt rendelkezésünkre adat.

3878 pácienstől volt legalább egy vírusszint adatunk, míg közülük 3552-nek volt legalább egy-

szer 10000 kópia/ml felett a vérbeli vírusszintje. A vérbeli vírusszintek mediánja az összes

páciens összes mérésére vonatkoztatva 3,3 log10 kópia/ml (IQR:1,9-4,4 log10 kópia/ml). A

CD4+ T-sejtek számának mediánja az összes páciens összes mérésére vonatkoztatva 349 sejt/µl

(IQR:208-521 sejt/µl). A páciensek korának mediánja a legkorábbi rendelkezésre álló adat idő-

pontjában 35,8 év volt (IQR: 29.3 - 40,9 év). Egy páciens legkorábbi és a legkésőbbi szekven-

ciái között eltelt idő mediánja 756 nap (IQR:367-1497 nap) volt. A HIV-szekvenciák 86% a B

altípushoz tartozott (lásd 8. táblázat).

3.1.2. Felülfertőzés kimutatása filogenetikai módszerekkel

Módszerünk egy adott pácienstől származó szekvenciák és a pácienstől független háttérszek-

venciák közös filogenetikai elemzésén alapszik. Egy ilyen filogenetikai fában, ha a páciens

összes szekvenciáját magába foglaló legkisebb részfa nem monofiletikus az adott páciensre néz-

ve (tehát tartalmaz háttérszekvenciákat is), akkor ennek a részfának a közös őse nem a páciens-

ben volt (10.A ábra), vagy pedig a részfába tartozó idegen szekvenciák néhány transzmissziós

lépésen keresztül mégis a pácienstől származnak (10.B ábra).

Ezek alapján a vizsgálatunkban a következő két kritérium segítségével döntöttük el a filo-

genetikai fákról, hogy azok felülfertőződést tükröznek-e: először, a vizsgált páciens legalább

két szekvenciája erősen támogatott részfát alkot idegen szekvenciákkal. Más szóval, legalább
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Altípus Szekvenciák száma

HIV-1 Subtype B 12238

HIV-1 Subtype C 289

HIV-1 CRF 02_AG 275

HIV-1 Subtype A(A1) 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_AG) 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

HIV-1 CRF 13_CPX 2

HIV-1 CRF 10_CD 2

Nem definiált 717

8. táblázat. Az elemzésünkben felhasznált HIV-szekvenciák altípus szerinti eloszlása. Az altípu-

sokba való besoroláshoz a Rega szolgáltatást használtuk. (Alcantara, 2009; de Oliveira, 2005)

két megbízható szekvenciaklaszternek jelen kell lennie a fában, melyek legalább egy szekven-

ciát tartalmaznak mind a pácienstől, mind a háttérszekvenciák csoportjából (lásd 3.4. fejezet és

10. ábra). Ezt a kritériumot azért választottuk, hogy elkerüljük annak a lehetőségét, hogy a fá-

ban kis megbízhatósággal elhelyezett szekvenciák miatt hibásan felülfertőzöttnek ítéljünk egy

pácienst.

A második feltételünk pedig, hogy a legkisebb részfa mérete legalább 50 legyen, amely

magában foglalja a páciens összes szekvenciáját. Utóbbi kritériummal azt szeretnénk kizárni,

hogy egy személyből eredeztethető transzmissziós láncot képező vírustörzs hamis szuperinfek-

ciót jelezzen. A konkrét küszöbértéket a beékelt idegen szekvenciák kétcsúcsú eloszlása alapján

állítottuk fel (11. ábra és 3.4. fejezet). Továbbá ez a második kritérium szükséges azon esetek

kikerüléséhez, amikor a pácienstől származó minták esetleg megjelennek a háttérszekvenciák

halmazában (pl. korábban anonim feltölthették a Genbankbe).

A filogenetikai fa építése számításigényes feladat, ezért valamiféle előszűrésre volt szük-

ségünk, amivel elkülöníthetjük azokat a pácienseket, akiket alaposabban tovább vizsgáltunk.
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pácienstől vett szekvenciák

kontrol szekvenciák

pácienstől vett szekvenciák

kontrol szekvenciák

a narancssárga páciens által

megfertőzött pácienstől vett

szekvenciák

A

B

10. ábra. Sematikus filogenetikai fák, amelyek felülfertőződést, illetve transzmissziós klasztert

ábrázolnak. A narancssárga levelek a vizsgált személy szekvenciáit jelzik, a szürke levelek ide-

gen háttérszekvenciákat jeleznek. Az A ábra felülfertőződést illusztrál, a B ábra transzmissziós

klasztert. A vizsgált egyén szekvenciái mindkét esetben polifiletikus leszármazásúak, azonban

felülfertőződés esetében a páciens szekvenciáit befoglaló részfa nagyobb.

Ezért először előzetes elemzéseket végeztünk az adataink egy kis részén, amivel beállítottuk a

filogenetikai rekonstrukció és a fák kiértékelésének optimális paramétereit. Ezeket az előzetes

vizsgálatokat az eredmények után a Függelék fejezetben tárgyalom.

A 4425 páciens szekvenciáit külön-külön, egymástól függetlenül vizsgáltuk. Mindegyik pá-

cienshez készítettünk egy filogenetikai fát előre rögzített számú háttérszekvenciát felhasználva.

A háttérszekvenciákat 70374 HIV-szekvencia lokális (helyben létrehozott) BLAST adatbázisá-

ból választottuk ki úgy, hogy a páciens minden szekvenciájához azonos számú hasonló háttér-

szekvenciát választottunk a BLAST adatbázisból (lásd 12. ábra és 3.4. fejezet). A filogenetikai

rekonstrukcióhoz a RAxML (egy gyors és megbízható implementációja a maximum likelihood
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11. ábra. A páciens mintáiból származó szekvenciák közé ékelődő háttérszekvenciák száma

azokban a páciensekben, akiknek a szekvenciái polifiletikus részfát alkottak. A beékelt háttér-

szekvenciák száma jól elkülönülő módon vagy kevés (kisebb mint 20), vagy sok (nagyobb mint

50). Ezért feltételeztük, hogy azokban az esetekben ahol kevés idegen szekvencia ékelődik be,

ott egymást fertőző páciensektől származó közel rokon szekvenciák által alkotott klaszterről

lehet szó. A filogenetikai fák 150 szekvenciával készültek.
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Kontrol 

szekvencia-

halmaz

páciens szekvenciái

150 szekvencia

többszörös 

illesztéseBLAST keresés 

!logenetikai fa MrBayes/RAxML

+ illesztés

12. ábra. A kettős fertőzés filogenetikai fákon alapuló kimutatása. Minden pácienshez kiválasz-

tottuk egy nagy BLAST adatbázisból a saját szekvenciáihoz legközelebb eső háttérszekvenciá-

kat, majd az így nyert háttérszekvenciákat és a páciens szekvenciáit felhasználva filogenetikai

fát készítettünk.

filogenetikai módszernek (Stamatakis, 2006)) és a MrBayes (amely a jóval lassabb, de alapo-

sabb bayes-i megközelítést alkalmazza (Ronquist, 2012)) szoftvereket használtuk. Először 170

előre kiválasztott páciensen összehasonlítottuk a két szoftver viselkedését, továbbá beállítottuk

az optimális megbízhatósági küszöbértéket a fák kiértékeléséhez. Ezt a 170 pácienst a Függe-

lékben tárgyalt előzetes elemzések során választottuk ki úgy, hogy ez a halmaz felülfertőzés-

gyanús esetekben fel volt dúsulva.

Ezen vizsgálatok alapján megállapítottuk, hogy a nem monofiletikus leszármazással bíró

esetek száma (felülfertőződés, vagy transzmissziós klaszter) csökken, ahogy növeljük a kiérté-

kelés során használt megbízhatósági küszöböt (9. táblázat). Azonban ez a küszöbérték beállít-

ható úgy, hogy a két szoftvert használva azonos páciensek halmazát kapjuk eredményül. Azaz

az irodalomban gyakran alkalmazott 0,95-ös bayesian küszöbbel kapott polifiletikus leszárma-

zással bíró egyének halmaza reprodukálható RAxML segítségével 0,6-os küszöböt alkalmazva

(9. táblázat). Emiatt úgy ítéltük, hogy biztonsággal használhatjuk a jóval gyorsabb RAxML

szoftvert az összes páciens vizsgálata során. Ahhoz, hogy megtaláljuk a háttérszekvenciák hal-

mazának optimális méretét, mind MrBayes, mind RAxML segítségével megismételtük az elem-

zéseket 20, 50, 150 és 250 szekvenciát tartalmazó halmazokon (ugyanazon 170 páciens adatait

felhasználva). Nem volt látható összefüggés a fa mérete és a felülfertőződéssel gyanúsítható

páciensek száma között (lásd 13. ábra), és a felülfertőződéssel gyanúsított páciensek is azo-

nosak voltak a különböző esetekben (10. táblázat). Ez azt mutatja, hogy a BLAST kereséssel
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13. ábra. Előzetes vizsgálat 170 páciensben: a grafikon a felülfertőződéssel gyanúsítható páci-

ensek számát ábrázolja a filogenetikai fa méretének (szekvenciák számának) a függvényében.

Nem látható számottevő növekedés a talált felülfertőződéses esetek számában a háttérszekven-

ciák számának növelése során.

megbízhatósági küszöb

MrBayes RAxML Metszet csak RAxML csak MB RAxML összes MB összes

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. táblázat. A bayesian és maximum likelihood módszerek eredményeinek összevetése, és a

megfelelő megbízhatósági küszöb kiválasztása. A táblázatban a felülfertőzéssel gyanúsítható

esetek száma szerepel különböző szoftverrel és különböző megbízhatósági küszöbbel számolva.

Minden esetben 150 szekvenciáról készült a filogenetikai fa. Az eredmények 170 páciens adatait

felhasználva készültek. A teli kör jelzi azt az értéket, amelyet végül a további vizsgálatokban

használtunk.
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faméret, küszöb RAxML

150

0,6

MrBayes

150

0,95

RAxML

20 0,6

MrBayes

20

0,95

RAxML

250

0,6

RAxML

50 0,6

MrBayes

50

0,95

RAxML 150 0,6 72

MrBayes 150 0,95 69 71

RAxML 20 0,6 67 66 70

MrBayes 20 0,95 61 62 62 63

RAxML 250 0,6 69 67 66 59 71

RAxML 50 0,6 69 66 65 59 67 69

MrBayes 50 0,95 67 68 64 62 65 66 69

10. táblázat. A bayesian és maximum likelihood módszerek eredményeinek összevetése és a

faméret változtatásának hatása az eredményekre. A táblázat celláiban a különböző famérettel,

illetve szoftverrel készült vizsgálatok eredményeinek a metszete szerepel. A fejlécek a filoge-

netikai szoftvert, a faméretet, és a megbízhatósági küszöböt mutatják.

kiválasztott háttérszekvenciák számát alacsonyan tarthatjuk.

Ezen megelőző, „kalibrációs” vizsgálatok alapján a 4425 páciens végső elemzését a gyor-

sabb futásidő miatt RAxML szoftverrel végeztük el 150 szekvenciát tartalmazó szekvencia-

halmazokon, míg a kiértékelés során 0,6-os megbízhatósági küszöbértéket alkalmaztunk (ez

konzisztens a bayesian fák 0,95-ös küszöbével). A 4425 páciens közül 201 szekvenciái alkottak

polifiletikus részfát. Felülfertőződéssel gyanúsítható esetből 107-et találtunk, míg 94 esetben

közel rokon vírustörzsek által alkotott transzmissziós klasztert gyanítottunk (azaz a páciens

szekvenciáit befoglaló minimális részfa mérete 50-nél kisebb volt - lásd 3.4. fejezet). A 107

eset közül az egyik hamisan pozitívnak bizonyult, ennek a páciensnek az egyik mintája a PCR

reakció során rekombinálódott egy labortörzssel - így ezt eltávolítottuk az eredmények összesí-

téséből és a további validációs vizsgálatokból.

Validáció Eredményeink megerősítése céljából az eltárolt minták egy részének újbóli szek-

venálását kezdeményeztük a közreműködő klinikai/virológiai partnereknél. Ideális esetben

mind a 107 felülfertőződéssel gyanúsított páciens mintáit ellenőrizni kellett volna, ám ennek

anyagi és technikai akadályai voltak (sok esetben az amplifikáció nem sikerült a régi mintákból).

Végül 14 felülfertőzéssel gyanúsított, és 4 kontroll esetben került sor validációs szekvenálásra,

amelynek eredményeit ezután analizáltam. A felülfertőződéssel gyanúsított esetekben a felül-

fertőzést közvetlenül megelőző és közvetlenül követő mintákat szekvenálták újra. Két esetben

az eredeti minták nem álltak rendelkezésre, itt egy időben közeli alternatív mintát használtak.
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A pol gén részleges amplifikációja és szekvenálása történt 6 esetben, 4 esetben az env C2-C4

régiója lett szekvenálva, míg 8 esetben mindkettő.

Az új szekvenciák elemzését az előző fejezetben leírtakhoz hasonlóan végeztük. Ezek alap-

ján két esetben tudtuk megerősíteni a felülfertőződést a 14 gyanús páciens közül (11. táblázat).

Kilenc esetben az új pol szekvenciák monofiletikus csoportot alkottak, megcáfolva a korábbi

eredményeket. Mind a kilenc esetben az új szekvenciák szoros monofiletikus csoportot alkottak

a páciens eredeti szekvenciáival, egy eredeti szekvenciát leszámítva. Ez arra utal, hogy az az

eredeti szekvencia, amely a felülfertőződésre utaló jelet okozta nem a pácienstől származik, ha-

nem felcserélt minták következménye. A kilencből három esetben az env gén C2-C4 variábilis

régióit is sikerült szekvenálni, ezek megerősítették a fenti eredményeket.

Két esetben csak az env génből sikerült az amplifikáció, ezek is monofiletikus csoportot

alkottak, ami arra utal, hogy valójában nem történt felülfertőzés, azonban ebben a két esetben a

pol szekvenciák validációjának hiányában nincs bizonyítékunk a minták elcserélésére.

Végül egy esetben az új szekvenciák elemzése polifiletikus leszármazást talált, de a legki-

sebb részfa mérete kicsi volt, így elképzelhető, hogy ez egy közeli szekvenciákból álló lokális

transzmissziós klaszter (a szekvenciák földrajzi eredete megegyezett). Ennek a páciensnek az

eredeti szekvenciáit MrBayes programmal megvizsgálva megerősítettük, hogy a RAxML fában

néhány háttérszekvencia rossz helyen volt, így hibásan megnövelve a legkisebb részfa méretét.

Az újonnan amplifikált env szekvenciák monofiletikus csoportot alkottak ebben az esetben.

A két megerősített felülfertőződött páciens esetében mind a pol, mind az env szekvenci-

ák szuperinfekcióra utaltak, igaz, az env szekvenciák esetében a megbízhatósági értékek éppen

alatta maradtak a kritériumnak. Az egyik pácienstől 7 szekvencia is rendelkezésünkre állt, ame-

lyek közül hat közös klasztert alkotott, és egy szekvencia reprezentálta a különálló vírustörzset.

Ezt a különálló szekvenciát időben követték is és meg is előzték a nagyobb klaszterhez tartozó

minták: ebből a mintázatból tranziens felülfertőzésre következtethetünk. A páciens CD4 sejt-

száma 430 sejt/µl-ről 125 sejt/µl-re esett a felülfertőződés lehetséges időintervallumában, és a

CD4 sejtszám később sem állt vissza. A szekvenciák drogrezisztenciára való hajlamát megvizs-

gálva nem tapasztaltunk megemelkedett rezisztenciát a felülfertőző törzsben azon hatóanyagok

ellen, amit a páciens akkor éppen kapott (12. táblázat). A másik felülfertőzött pácienstől csak

két minta állt rendelkezésünkre, megemelkedett drogrezisztenciát ott sem tapasztaltunk. Ennek
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Páciens Gén Eredmény Felcserélt

minta

dátuma

Megjegyzés

Case1 POL monofiletikus 10/26/2000

Case2 POL

ENV

monofiletikus 02/19/2004

Case3 POL

ENV

monofiletikus 04/19/2004 a felülfer-

tőződést

közvetlenül

megelőző

minta nem

állt ren-

delkezésre,

ehelyett egy

időben közelit

használtak

Case4 POL

ENV

monofiletikus 05/05/2004

Case5 ENV monofiletikus az eredeti

minták he-

lyett alterna-

tív mintákat

amplifikáltak

Case6 ENV monofiletikus

Case7 POL monofiletikus 01/25/2006

Case8 POL

ENV

közel rokon szekvenciák által

alkotott polifiletikus klaszter

Case9 POL

ENV

monofiletikus 19/07/1999

Case10 POL monofiletikus 04/20/1998

Case11 POL monofiletikus 09/10/1997

Case12 POL monofiletikus 11/24/1998

• Case13 POL

ENV

nem monofiletikus

•Case14 POL

ENV

nem monofiletikus

Control1 POL

ENV

monofiletikus

Control2 POL

ENV

monofiletikus

Control3 ENV monofiletikus

Control4 ENV monofiletikus

11. táblázat. 14 felülfertőződést mutató páciens és 4 kontroll páciens validációja. A mintákból

a 3.4. fejezetben ismertetett módon amplifikálták a pol és env gének megfelelő részeit. A teli

körök a megerősített felülfertőződéseket mutatják.
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Regime Case13 Case14 DBC+

Residens

törzs

Felül-

fertőző

törzs

Residens

törzs

Felül-

fertőző

törzs

Residens

törzs

Felül-

fertőző

törzs

3TC HR HR PL S •S HR

ABC HR LL R S S •HR

ATV/r S LL S S S S

AZT HR R •HR •LL •PL HR

D4T •HR •R HR PL LL •HR

DDI •HR PL •R •S PL HR

DLV S S S S S S

DRV/r S S S S S S

EFV S •S 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 •S •S S S

LPV/r S PL S S S S

NFV •S •HR S S S S

NVP S S S S S S

RAL S S S S S S

SQV/r S R S S S S

TDF R PL R S PL •LL

TPV/r S S S S S S

12. táblázat. A két validált felülfertőződést hordozó páciens és a magas DBC számmal rendel-

kező páciens (lásd 3.1. fejezet) drogrezisztencia-pontjai. A pontokat a stanfordi HIVdb prog-

rammal számítottuk (Rhee, 2003), majd kategóriákba soroltuk: HR - highly resistant (nagyon

rezisztens), R - resistant (rezisztens), LL - low level resistance (alacsony szintű rezisztencia),

PL - potential low level resistance (potenciális alasony szintű rezisztencia), S - susceptible (fo-

gékony). A teli körök azokat a hatóanyagokat jelölik, amelyeket a beteg az adott időszakban

szedett.

a páciensnek a CD4 sejtszáma stabil volt.

A négy validált kontroll páciens közül egyik se bizonyult felülfertőzöttnek.

Degenerált bázispárok számán alapuló módszer Végül Cornelissen módszerét alkalmaz-

va (Cornelissen, 2007), megszámoltuk a szekvenciákban található degenerált bázisokat jelentő

betűk számát (egyes helyeken erre mixture-ként utalnak, itt a továbbiakban degenerate base

count, DBC néven utalok rá). Populációs szekvenálás során akkor illesztenek degenerált kódot

a szekvenciába, ha a kapilláris gélelektroforézis spektrumán egynél több bázispár ad csúcsot
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egy adott pozícióban. Ez arra utal, hogy két vírustörzs is amplifikálódott, és a kevert minta ke-

rült szekvenálásra. Az, hogy a második amplifikált vírustörzs valódi-e, vagy szennyeződés, a

végső szekvencia alapján nem lehet eldönteni. Cornelissen és munkatársai azt találták, hogy

azokban a mintákban, ahol a DBC szám 44-nél magasabb volt, ott 73% eséllyel találtak később

felülfertőződést klonális szekvenálást alkalmazva.

Az általunk vizsgált adatbázisban 79 páciensnek volt legalább egy olyan szekvenciája, ahol

a DBC szám 44-nél magasabb volt (5 páciensnek két ilyen szekvenciája volt, és egynek 3). A

79 páciens közül hatot gyanúsítottunk felülfertőződéssel a filogenetikai vizsgálatunk alapján.

Egy esetben (Case2 a 11. táblázatban) a páciens mintáit újraszekvenálták, ami felfedte az ere-

deti minták elcserélését - érdekes módon, éppen az a minta származott egy idegen pácienstől,

amelyikben a DBC szám magas volt. Ebben az esetben mind a pol, mind az env szekvenciák

elemzése erős monofiletikus leszármazásra utalt, így a felülfertőződést itt kizártuk.

A 79 páciens közül 23 esetben a magas DBC számmal bíró szekvenciát időben megelőzték,

és követték is alacsony DBC számú minták, ami arra utal, hogy a páciensben található víruspo-

puláció egy tranziens időszakban heterogén volt. Az egyik ilyen esetben a magas DBC mintát

határoló szekvenciák két külön szekvenciaklasztert alkottak a filogenetikai fán, ami nagyon

erősen arra utal, hogy ez a páciens valóban felülfertőzött volt. Ezt az esetet ugyan nem tudtuk

újbóli szekvenálással megerősíteni, de mind a mi filogenetikai elemzésünk, mind a degenerált

bázispárok számolása sikeres, a vírustörzsek lecserélődésével végződő szuperinfekcióra utalt.

Ebben az esetben a magas DBC számmal rendelkező minta az átmeneti állapotot jelentheti.

Továbbá, ebben a páciensben a drogrezisztencia jelentős mértékben emelkedett a felülfertőzés

után azokkal a drogokkal szemben, amelyet a páciens éppen szedett (lásd 12. táblázat).

A többi 22 esetben a filogenetikai elemzés nem támasztotta alá a degenerált bázispárok ma-

gas száma által felvetett gyanúját a felülfertőződésnek. Tranziens, vagy kisebbségben maradó

felülfertőző törzs jelenlétét viszont nem tudjuk kizárni.

3.2. Diszkusszió

A tanulmány során létrehoztunk egy „protokollt”, amelynek segítségével gyorsan és megbízha-

tóan kimutatható a felülfertőződés nagy adatbázisokban. Módszerünk publikus és privát adat-

bázisokban található vírusszekvenciákon alapszik, hiszen az egymástól független leszármazás-

sal bíró vírustörzsek kimutatásához elegendően nagy mintára van szükségünk a szekvenciák
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mögött meghúzódó járványból. A vizsgálati módszerünket alaposan ellenőriztük, a felmerült

döntési pontokban a lehetséges opciókat mind megvizsgálva jutottunk ahhoz a „protokollhoz”,

amivel végül az eredményeket elkészítettük (lásd 3.5 és 3.1 .fejezetek).

Filogenetikai elemzésünk 107 páciens felülfertőződésére mutatott bizonyítékot a 4425 pá-

ciens közül. Azonban a lefagyasztott minták újraszekvenálása ezt 14 esetből csupán két esetben

erősítette meg. Ennek következtében nem állt módunkban pontos becslést készíteni a felülfertő-

ződés prevalenciájáról a populációban, azonban azt kijelenthetjük, hogy az alacsony (107/4425

is csak 2%-ot jelentene, és a validáció alapján a legtöbb eset valószínűleg elcserélt mintából

származik).

Ez az eredmény nem alkalmazható a szuperinfekció gyakoriságának becslésére kezelés alatt

nem álló páciensek esetében, de azt mutatja, hogy ART alatt a felülfertőződés viszonylag rit-

ka jelenség. Az egész tanulmány során egy esetet találtunk, ahol a megerősített felülfertőzés

megnövekedett drogrezisztenciával járt. Ez azt mutatja, hogy a felülfertőzés nem játszik fontos

szerepet a drogrezisztencia terjedésében.

Vizsgálatunkat a rutin klinikai ellátásban gyűjtött szekvenciákra alapoztuk, ez némileg tor-

zított mintavételezéshez vezethetett. Csak azokat a pácienseket tudtuk ugyanis vizsgálni, akiktől

legalább két minta állt rendelkezésre, és elképzelhető, hogy a második vagy harmadik mintavé-

tel oka a vírusszint megemelkedése, míg a stabilan alacsony vírusszinttel bíró páciensek mintáit

kisebb valószínűséggel vetik alá ismételt rezisztenciatesztnek. Egy ilyen torzítás azonban csak

növelheti a felülfertőződés becsült gyakoriságát, amely így is alacsonynak bizonyult.

Továbbá a vizsgálati populációban igen magas (82%) volt a terápia alatt állók száma.

Ezért az eredményeinket nem lehet ART alatt nem álló populációra kivetíteni. Azonban, ha

a drogrezisztencia-mutációk terjedését a felülfertőzés segítené, akkor azt a terápia alatt állók

csoportjában könnyebben észrevettük volna, hiszen a kezelés szelekciós előnyt biztosít a drog-

rezisztens törzsnek.

A szekvenciában megjelenő degenerált bázispárok magas száma két különálló vírustörzs je-

lenlétére utal a mintában (Cornelissen, 2007). Ezt a heterogén állapotot követheti a rezidens ví-

rustörzs lecserélődése. Vizsgálatunkban 23 esetet találtunk, ahol egy magas DBC számmal bíró

mintát időben megelőz, és követ is egy vagy több homogén minta. Ezek közül csupán egy eset-

ben tudtuk megerősíteni az eredeti vírustörzs lecserélődését, a többi 22 eset legfeljebb tranziens

felülfertőződés lehetett. A tranziens felülfertőződés azonban nem valószínű, hogy hozzájárul a
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drogrezisztencia terjedéséhez.

A vizsgálatunk során nem tettünk különbséget felülfertőződés és az általánosabb kettős fer-

tőzés között. Kettős fertőzés lehet a felülfertőzés mellett az az eset is, amikor két különbö-

ző leszármazással bíró vírustörzs egy transzmissziós esemény során (esetleg röviddel egymás

után) fertőzi meg az addig HIV-negatív személyt (Smith, 2005b). Azonban az alapító vírusok

nagyon alacsony száma (Keele, 2008) miatt ez a jelenség minden bizonnyal igen ritka. Továbbá

ehhez az is szükséges, hogy a fertőző páciensben mindkét vírustörzs hasonló, és elegendően

nagy koncentrációban legyen jelen a sikeres kettős fertőzéshez. Ilyen ritka események össze-

játszását elhanyagolhatónak tekintjük, és úgy gondoljuk, hogy az azonosított kettős fertőzések

valószínűleg felülfertőződést tükröznek.

A részleges pol szekvenciák alapján a sikeres, a rezidens törzs lecserélődésével járó felülfer-

tőződést voltunk képesek kimutatni (Hué, 2004; Lemey & Vandamme, 2005). Azonban egyes

esetekben a felülfertőzést követően az új törzs rekombinálódhat a rezidens törzssel, és az új

rekombináns törzs kiszoríthatja a többit. A mi vizsgálatunk ezeket az eseteket csak akkor képes

kimutatni, ha az új rekombináns törzs pol génje a felülfertőző vírusból származik. A rekombi-

náns formák megbízható felderítéséhez teljes genomi szekvenciákra lenne szükség.

3.3. Összefoglalás

Eredményeinkből levonjuk a következtetést, hogy a rutin módon gyűjtött HIV-szekvenciák al-

kalmasak a felülfertőződés kimutatására, azonban körültekintő validáció szükséges, hogy az

elcserélt mintákból származó hamis eseteket ki lehessen zárni. Vizsgálati csoportunk (króni-

kusan fertőzött, antivirális kezelés alatt álló páciensek) ideális volt ahhoz, hogy a felülfertőző-

dés szerepét tisztázhassuk a drogrezisztencia terjedésében. A felülfertőződés ritkasága ebben

a populációban tehát arra utal, hogy az nem játszik meghatározó szerepet a drogrezisztencia

terjedésében.

3.4. Felülfertőzés kimutatásában használt módszerek

Páciens és szekvenciaadatok

Az EU 6. Keretprogram támogatásával létrehozott Eurezist és Virolab adatbázisokat elemez-

tük (témavezetőm vezetésével az ELTE a Virolab konzorcium tagja volt), amelyekben klinikai

adatok, az antivirális terápia előzményei és HIV-szekvenciák találhatóak német, spanyol, olasz,
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belga és svéd kórházakból. Azon betegek adatait vizsgáltuk, akikből legalább két különböző

időpontból rendelkezésre állt vírusszekvencia.

Kettős fertőzés kimutatása

Annak eldöntésére, hogy egy páciens két különböző eredetű vírussal fertőzött-e, a következő

módszert használtuk. Filogenetikai fát készítettünk a pácienstől vett vírusszekvenciák (továb-

biakban a páciens saját szekvenciái) és bizonyos számú (lásd később) a pácienstől független

vírusszekvenciák (továbbiakban háttérszekvenciák) együtteséből. Ha a saját szekvenciák nem

alkottak monofiletikus részfát, és a páciens saját szekvenciái közé elegendő számú (lásd később)

háttérszekvencia ékelődött be, akkor az adott esetet kettős fertőzésként kezeltük. A háttérszek-

venciákat BLAST kereséssel (Lemey, 2005; Altschul, 1990) választottuk ki a rendelkezésünkre

álló összes HIV-szekvenciából, azaz a Virolab és az Euresist adatbázisokból és a Los Alamos-

i publikus adatbázisból (kivéve az adott egyén szekvenciáit). A lehetséges háttérszekvenciák

halmazában 13816 szekvencia származott az ezen tanulmány alapját képező szekvenciákból,

12314 szekvencia származott a Virolab és Euresist adatbázisok egyéb adataiból, és 44244 szek-

venciát töltöttünk le a Los Alamos-i adatbázisból. Minden pácienshez készítettünk egy előre de-

finiált méretű szekvenciahalmazt, azaz kiválasztottuk minden szekvenciájához a legmagasabb

BLAST pontot adó háttérszekvenciákat oly módon, hogy a páciens összes szekvenciája azonos

számú háttérszekvenciával legyen reprezentálva. Ezeken a szekvenciahalmazokon végeztük el

a filogenetikai elemzést minden páciensre külön-külön.

Az alábbiakban részletezem az előbb ismertetett módszer egyes lépéseit.

BLAST adatbázis készítése Letöltöttünk 44244, a HXB211 számozás szerinti 2253-3290. po-

zíciók közötti HIV-1 B szekvenciát a Los Alamos-i adatbázisból (http://www.hiv.lanl.

gov/). Ehhez hozzávettük a Virolab és Euresist adatbázisokban található ugyanezt a régiót lefe-

dő 26130 szekvenciát. A nukleotidszekvenciák illesztését Muscle v3.8.31 szoftverrel végeztük

(Edgar, 2004). A pol gén konzerváltságát kihasználva, ezeket a szekvenciákat 1000 darabos

kötegekben illesztettük, majd ezeket a részleteket összefésültük a HXB2 referenciaszekven-

cia segítségével. Az ismert rezisztenciapozíciókat (Rhee, 2003) eltávolítottuk (13. táblázat), és

minden legalább 50%-ban üres (gap-et tartalmazó) oszlopot kitöröltünk. Az így kapott illesztést

11A HXB2 egy referenciaként használt HIV-szekvencia http://www.hiv.lanl.gov/

62



használtuk a további BLAST keresésekben, amelyhez egy helyi BLAST adatbázist készítettünk.

Az eredmények validációjára szolgáló env szekvenciák elemzéséhez hasonló módon készült a

BLAST adatbázis, ehhez 13725 szekvenciát töltöttünk le Los Alamosból. Az env illesztést ami-

nosav szekvenciákon végeztük Muscle-al, majd visszafordítottuk azt nukleinsav szekvenciákra.

A fordításhoz az Emboss szoftvercsomag transeq szoftverét (Rice, 2000), illetve saját szoftve-

reket használtunk.

Filogenetikai fa készítése Filogenetikai fa készítéséhez RAxML v7.2 (Stamatakis, 2008; Sta-

matakis, 2006) és MrBayes v3.1.8 (Ronquist, 2012) szoftvereket használtunk. Mindkét esetben

az általános, időben megfordítható szubsztitúciós modellt (General Time Reversible, GTR) fel-

tételeztük, ennek (nuisance) paramétereit az adatokból becsültük. A RAxML esetében az el-

ágazások megbízhatósági értékeit (branch support values) bootstrap replikátumok segítségével

számoltuk. A bootstrap replikátumok számát a szoftver dinamikusan állította be (-autoMR kap-

csoló a RAxML-ben). MrBayes esetében 10000000 lépést végeztünk 4 láncon 3 párhuzamos

futással. A szekvenciák közti GTR szubsztitúciós modellen alapuló távolságot faépítés nélkül

maximum likelihood módszerrel becsültük a PAUP szoftverben (Swofford, 2003).

Filogenetikai fák kiértékelése Egy általam erre a célra ruby és scala nyelven készített prog-

ram végezte a filogenetikai fák kiértékelését, azaz annak eldöntését, hogy a fában a vizsgált

páciens szekvenciái monofiletikus csoportot alkotnak-e vagy sem, és ha nem, akkor a páciens

szekvenciái közé ékelődött háttérszekvenciák száma elér-e egy általunk meghatározott értéket

(lásd később). A fából minden olyan belső csomópontot eltávolítottunk, amely nem érte el a kí-

vánt megbízhatósági értéket. Ez az érték a maximum likelihood fák esetében 0,6, a bayesian fák

esetében 0,95 volt. A következő két kritériumnak kellett egy fának megfelelnie ahhoz, hogy az

adott esetet kettős fertőzésnek tekinthessük: I. A páciens legalább kettő szekvenciája közelebbi

rokonságot mutat idegen szekvenciákkal, mint a páciens egyéb szekvenciáival (lásd 10. ábra).

Ez a kritérium erősebb, mintha csupán a polifiletikus összetételt követelnénk meg: ahhoz elég

lenne, ha a páciens egy szekvenciája közelebb klasztereződne egy idegen szekvenciával, mint

a többivel. Ezt az erős kritériumot azért vezettük be, hogy a páciens megbízhatatlan módon

csoportosuló szekvenciái ne okozzanak esetlegesen hibásan pozitív eredményt. Továbbá II.: a

legkisebb olyan részfa mérete, amely magában foglalja a páciens összes szekvenciáját, legyen
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Gén Pozíció

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. táblázat. Drogrezisztenciapozíciók listája, amelyeket eltávolítottunk a szekvenciailleszté-

sekből.
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legalább 50. Utóbbi kritériumot azért állítottuk fel, mert úgy gondoljuk, hogy kis számú közbe-

ékelt szekvencia inkább transzmissziós klaszterre (a vizsgált pácienstől eredő fertőzési láncra)

utal, mintsem igazi felülfertőzésre. A küszöbértéket (50) a beékelt szekvenciák eloszlása alapján

állítottuk fel, amely kétcsúcsú eloszlást mutatott (lásd Eredmények és 11. ábra).

Validációs szekvenálás Az eredmények megerősítése végett a minták újbóli szekvenálását

kezdeményeztünk azokban az esetekben, ahol a vizsgálatunk kettős fertőzés gyanúját vetette

fel. Validáció céljából ugyanezt a pol régiót és az env gén C2-C4 régióját (hxb2 7021-7560)

szekvenáltattuk újra azokból a mintákból, amelyek az analízisünk alapján feltételezett felül-

fertőzést közvetlenül megelőzték, illetve követték. (Rachinger, 2010; Smith, 2005b; Campbell,

2009; Cornelissen, 2007) Az új szekvenciákon ugyanazt az elemzést végeztük el, mint az erede-

ti szekvenciákon. Hogy eldönthessük, hogyan viszonyul egymáshoz az új és a régi szekvencia,

a filogenetikai fák készítésénél a háttérszekvenciák mellé mind az új, mind a régi szekvenciákat

beválogattuk.

HIV-1 altípus meghatározása A szekvenciák altípusát a Rega v2 szoftverrel határoztuk meg

(Alcantara, 2009; de Oliveira, 2005).

Drogrezisztencia kvantifikálása A szekvenciák drogrezisztenciájának megállapításhoz a

Stanford HIVdb Sequence Analysis szolgáltatást használtuk (http://hivdb.stanford.

edu, (Rhee, 2003)). Magasabb pontszám erősebb rezisztenciát és gyengébb virológiai választ

jelent a kezelés során.

3.5. Függelék

3.5.1. Szekvenciatávolságon alapuló módszerekkel nem lehet megbízhatóan kimutatni a

kettős fertőzést

Kettős fertőzés kimutatásához el kell dönteni, hogy a páciensből származó HIV-szekvenciák

közös őse jelen volt-e az adott személyben. Ha nem, az felülfertőződést, vagy kettős fertőzést

jelent. Ez a döntés nem lehet pontos, mivel nem ismerjük a világ összes HIV-szekvenciáját,

csupán ritka mintavételek állnak rendelkezésünkre azok törzsfájából. Eleinte megpróbáltuk el-

kerülni a filogenetikai fa építését a nagy számításigény miatt, ezért kipróbáltunk néhány diver-

gencián alapuló módszert.
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Állandó sebességgel haladó molekuláris órát feltételezve felállíthatnánk egy küszöbértéket

a szekvenciák evolúciójának sebességére az átlagos gazdán belüli divergencia alapján. Azon

szekvenciák utalhatnának felülfertőződésre, amelyek jobban eltérnek egymástól, mint az át-

lagos egy gazdán belüli divergencia. Azonban, az egy gazdán belüli és gazdák között páros

szekvenciatávolságok eloszlásai átfednek, lehetetlenné téve két szekvencia egységnyi idő alat-

ti divergenciájára egy olyan egyértelműen interpretálható küszöbérték felállítását, amely érték

elkülönítené a kettősen fertőzött pácienseket a többitől (14. ábra). Ezek alapján megállapítot-

tuk, hogy pusztán szekvenciatávolságok alapján nem tudjuk eldönteni egy páciensről, hogy

felülfertőzött-e.

Továbbá, a mintavételi idők között eltelt idő nem jelzi megbízhatóan a két szekvencia közti

generációk számát, mert a vírus archiválódhat a látens rezervoárban, majd újra aktiválódhat ké-

sőbb (Yin, 2012). Ez a probléma megakadályozza annak az azonosítását is, hogy két vírustörzs

közül melyik fertőzte meg előbb a beteget.

Végül, a divergencián alapuló módszerek általános problémája, hogy a HIV-vírus esetében a

gazdán belüli és gazdák közötti evolúció léptéke, időskálája is átfed (Hill, 2012). Egy gazdából

származó két vírusváltozat kialakulhatott a gazdán belüli evolúció során, vagy több gazdában,

transzmissziós események sorozata során. Ha egy fertőzött páciens felülfertőződik egy vírussal,

akkor ez a vírus ugyanannyi ideje divergál a közös ősüktől, mint a rezidens vírus, így pusztán a

szekvenciák távolságából nem tudjuk eldönteni, hogy kettős fertőzéssel (felülfertőzéssel) van-e

dolgunk, vagy sem. Ezen problémák miatt úgy döntöttünk, hogy filogenetikai fák alapján fogjuk

eldönteni a páciensekről, hogy felülfertőzöttek-e (Lemey, 2005).

3.5.2. Előzetes szűrés maximum likelihood módszerrel

Első lépésként RAxML szoftver segítségével mind a 13816 szekvenciából készítettünk filoge-

netikai fát. Mivel a maximum likelihood keresés lokális optimumokba futhat, ezért a faépítést

100 véletlenszerűen inicializált replikátumon megismételtük. Mind a száz fában külön-külön

megkerestük a felülfertőződéssel gyanúsítható pácienseket (a fenti kritériumokat használva),

és minden pácienshez feljegyeztük, hogy hány replikátum fában mutatott felülfertőzést. Ez a

kétcsúcsú eloszlás látható a 15. ábrán, amely alapján úgy döntöttünk, hogy azt a 303 a pácienst

vizsgáljuk meg részletesebben, akik legalább 50 replikátum fában felülfertőzöttnek bizonyultak.
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Páciensek közötti páros szekvenciatávolságok eloszlása

maximum likelihood szekvenciatávolság
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Pácienseken belüli páros szekvenciatávolságok eloszlása

maximum likelihood szekvenciatávolság
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14. ábra. Az egy páciensből, illetve különböző páciensekből származó szekvenciák közötti pá-

ros szekvenciatávolságok eloszlásai. A szekvenciatávolságokat maximum likelihood módszer-

rel becsültük GTR szubsztitúciós modellt feltételezve, PAUP* szoftverrel. Felső: 80000 vé-

letlenszerűen kiválasztott, különböző páciensekből származó szekvenciapár távolságainak az

eloszlása. Alsó: az összes, páciensen belüli páros szekvenciatávolság eloszlása.
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15. ábra. Előzetes vizsgálat RAxML segítségével: 100 véletlenszerűen inicializált maximum

likelihood fa eredményei. A fákat 4425 páciens összes (13816) szekvenciája alapján építettük.

A hisztogram azt mutatja, hogy adott számú fában hány páciens mutatott felülfertőződést. A

kétcsúcsú eloszlás alapján azt a 303 pácienst vizsgáltuk meg részletesebben, akik legalább 50

fában felülfertőzöttnek bizonyultak. A hisztogram nem ábrázolja azt a kategóriát, amelyben

azok a páciensek szerepelnek akik egyetlen egy fában se tűntek felülfertőzöttnek.

Ezt a 303 pácienst a következő módon vizsgáltuk. Mindegyik páciens saját szekvenciái-

hoz kiválasztottunk 150 háttérszekvenciát egy nagy BLAST adatbázisból (lásd 3.4. fejezet) oly

módon, hogy a saját szekvenciák egyenlő számú idegen szekvenciával legyenek reprezentál-

va. Ha egy páciens több, különálló vírustörzssel van megfertőzve, akkor a módszer biztosítja,

hogy mindegyik vírustörzs szerepeljen a 150 háttérszekvencia között, míg a faépítéshez hasz-

nált szekvenciák számát alacsonyan tartja. Az így kiválasztott szekvenciákon minden páciensre

külön-külön filogenetikai fát építettünk a MrBayes szoftverrel. Ezekben a fákban 0,95-ös meg-

bízhatósági küszöbértéket használva 67 felülfertőzéssel gyanúsítható pácienst találtunk, meg-

erősítve, hogy a 303 páciens által alkotott halmaz valóban feldúsult a felülfertőzéses esetekben.

Az első RAxML szűrés szenzitivátását is meg szerettük volna becsülni, ezért 100 véletlen-

szerűen kiválasztott, de addig felülfertőződést nem mutató páciensen szintén elvégeztük a fenti

vizsgálatot a BLAST keresés és a bayesian faépítés segítségével. Ez 3 felülfertőzéssel gyanú-

sítható pácienst talált, amely eredmény rávilágított arra, hogy az első heurisztikus szűrés nem

rendelkezik megfelelő érzékenységgel. A 3%-os „hamis negatív” arány a teljes adathalmazra

vetítve 127 felülfertőzéssel gyanúsítható esetet vétene el. Ezért úgy döntöttünk, hogy a fenti-

ekben leírt előzetes szűrést nem alkalmazzuk, és minden pácienst egyenként megvizsgálunk a
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103 con!rmed cases
4425 páciens 

13816 szekvenciájából 

100 véletlenszerűen 

inicializált fát

készítettünk RAxML-lel

MrBayes+BLAST

303 p
ozitív

 eset

100 negatív eset
MrBayes+BLAST

3 mégis felülfertőzött

(3% false negatív ráta)

170 pácienst felhasználva MrBayes és RAxML összehasonlítása és a faméret

beállítása

Kalibráció

RAxML+BLAST
107 felülfertőződéssel gyanúsított eset

94 egymással közel rokon nem mono!letikus

14 felülfertőzött páciens mintáinak 

az újraampli!kálása és szekvenálása

(pol és env gének)

2 megerősített felülfertőzés
9 felcserélt minta
2 env alapján mono!letikus, pol nincs
1 rokon szekvenciák poli!letikus csoportja

Előzetes 

vizsgálat

Végső

analízis

Ellenőrző

szekvenálás

16. ábra. A filogenetikai elemzés lépései vázlatosan, a Függelékben szereplő lépésekkel együtt.

BLAST keresésen alapuló módszerrel.

A fenti 67 felülfertőződéssel gyanúsított páciens mellé kiválasztottunk még véletlenszerűen

103-at, majd az így kapott 170 páciensből álló, felülfertőződéssel gyanúsított esetekben feldú-

sított halmazon kalibráltuk a módszer végső paramétereit (lásd 3.1. fejezet).

A fent leírt lépésekről egy diagram látható a 16. ábrán.

A szerző hozzájárulása a tanulmányhoz

Miután a Virolab és Euresist adatbázisok kért részeit megkaptuk, a szerző végezte el az összes

adatfeldolgozási, adatelemzési és programozási feladatot. A szerző a témavezető tanácsai alap-

ján tervezte a vizsgálatokat és algoritmusokat, illetve értelmezte azok eredményeit.
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4. Részfeladatok egyéb projektekben

Doktori tanulmányaim alatt a fenti két nagy projekten kívül más munkákban kisebb részfelada-

tokat végeztem. Ezeket röviden összegzem az alábbiakban.

4.1. T-sejt populáció életidejének becslése

A T-sejtek életideje fontos immunológiai paraméter a HIV-fertőzéssel kapcsolatos kutatások-

ban. Ezt a paramétert in vivo rendszerben jelöléses vizsgálattal mérik. Ennek során a kísérleti

személlyel vagy állattal a DNS-be beépülő jelölőanyagot (BrdU vagy deutérium) itatnak hete-

ken keresztül. A jelölési szakasz során a sejtek az osztódás során felveszik és beépítik a „festé-

ket” a saját DNS-ükbe. A jelölési ún. uplabeling szakaszt követő downlabeling fázisban pedig

továbbadják az utódsejteknek a festéket, így egységnyi sejtben a festék mennyisége fokozato-

san csökken. A sejtek életidejére (osztódási gyakoriságukra) az uplabeling és a downlabeling

szakaszokban mért egységnyi sejtben levő festékből lehet következtetni.

Az adatok kiértékeléséhez megfelelő modellt kell illeszteni a mért pontokra, azonban he-

terogén (több kompartment) sejtpopuláció esetén apriori nehéz kiválasztani a kompartmentek

pontos számát, ez pedig befolyásolhatja a becsült átlagos turnovert.

Feladatom annak feltérképezése volt, hogy hogyan befolyásolja a becsült paraméter meg-

bízhatóságát az, ha a valóságtól eltérő számú kompartmentet feltételezünk a modellben. Mes-

terségesen generált adatokra illesztettem különböző számú kompartmentből álló modelleket,

majd nem parametrikus bootstrappel empirikus konfidenciaintervallumot készítettem a külön-

böző modellek alatt becsült paraméterekről.

A jelölési szakaszra illesztett modellek:

L(t) =
n−1∑

i=1

αi(1 − e−dit) + (1 −

n−1∑

i

αi)(1 − e−dnt),
∑

αi ≤ 1. (1)

A mesterséges adatokat n = 2-vel generáltam, majd minden adatpontot egy egyenletes

eloszlású (p ∈ [1 ± σ]) véletlen számmal szoroztam be.

Nem parametrikus bootstrap Az illesztendő adatpontok száma N . Visszatevéssel kihúzunk

ebből a halmazból N -et. 500 ilyen replikátumok készítek, mindegyiken elvégzem az illesztést

és az átlagos turnover így kapott eloszlásából konfidenciaintervallumot készítek.
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Eredmény A valódi átlagos turnover a konfidenciaintervallumon belül helyezkedett el akkor

is, ha a valósnál nagyobb vagy kisebb kompertmentű modellt illesztettem.

Ebből a következő publikáció született: 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 indukálta hipermutáció nyomainak keresése HIV-

szekvenciákban

Az antivirális APOBEC3G fehérje G->A hipermutáció révén képes hatástalanítani a vírus RNS

kópiáit. A projekt egy kis részfeladatában a lehetséges hipermutációs eseményeket számoltam

meg HIV-szekvenciákban. A mutációs eseményt egy feltételezett ősi referenciaszekvenciához

viszonyítottuk. Feltételeztük, hogy az APOBEC3G fehérje a

G[AG][^C]

(POSIX reguláris kifejezés) mintában az első guanint változtatja adeninné. Ezzel a módszerrel

az RT és a Gp120 fehérjékben találtunk hipermutációra utaló lenyomatokat.

Ebből a következő publikáció született: 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. Vizualizációs platformok készítése génexpressziós vizsgálatokhoz

HIV-fertőzés által indukált expressziós változások CD4-sejtekben Kollégáim CD4 sejtek

expresszióját RNA-seq következő generációs szekvenálással mérték HIV-fertőzés előtt, és 24

órán keresztül két óránként a fertőzés után. Feladatom a nagy mennyiségű feldolgozott adat köré

egy vizualizációs platform létrehozása volt, ahol tetszőleges gének expressziós mintázatának

változásait böngészeti az olvasó.

Ebből a projektből a következő publikáció született: Mohammadi P, Desfarges S, Bartha I,

Joos B, Zangger N, Muñoz M, Günthard HF, Beerenwinkel N, Telenti A, Ciuffi A: 24 hours in

the life of HIV-1 in a T cell line. PLoS pathogens 2013, 9:e1003161.
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Kivonat

Napjaink egyik jelentős egészségügyi kihívása a HIV-vírus által okozott világméretű járvány.

Dolgozatomban két adatelemzési munkát mutatok be, amelyek a HIV-fertőzés epidemiológiá-

jába és patogenezisábe engednek bepillantást.

Az első munkában a humán genom által a vírusra kifejtett szelekciós nyomást térképez-

tem fel. Ennek során genetikai asszociációvizsgálatot végeztünk teljes genomot lefedő gyakori

humán mutációk és a vírus aminosavszekvenciájában megtalálható variáció között. Azonosítot-

tunk 40 virális aminosavpozíciót, amelyek szignifikánsan asszociálnak a humán genomban ta-

lálható Fő Hisztokompatibilitási Komplex (MHC) polimorfizmusaival. Megerősítettük az MHC

kiemelt szerepét a HIV-fertőzésre adott válaszban.

Második munkámban a HIV-fertőzés epidemiológiájában fontos szerepet betöltő felülfertő-

ződés gyakoriságát becsültem nukleotidszekvenciákból. A HIV-felülfertőződés lehetővé teszi

a különböző virális törzsek rekombinációját, illetve meggyorsíthatja a betegség előrehaladását.

Továbbá egy esetleges drogrezisztens vírussal való felülfertőződés hatástalaníthatja az addig si-

keres terápiát. Rutin genotipizálás során gyűjtött nukleotidszekvenciák álltak rendelkezésünkre

egy terápia alatt álló páciensek adatait tartalmazó klinikai adatbázisból. A szekvenciák filogene-

tikai elemzésével azonosítottuk azokat a pácienseket, amelyek felülfertőződéssel gyanúsítható-

ak. Megállapítottuk, hogy a terápia alatt álló páciensek körében a felülfertőződés ritka, azonban

jelentős számú felcserélt mintát azonosítottunk.

A fentieken kívül kisebb részfeladatokat végeztem egyéb, a HIV-fertőzés biológiájával kap-

csolatos kutatásokban: nyugvó T-sejtek életidejének becslése, APOBEC3G potenciális hiper-

mutációs helyeinek megkeresése, és génexpressziós adatok vizualizálása.
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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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