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(57) Kivonat

A talalmany HIV-pozitiv betegek kemoterapiajanak
meghatarozésara szolgalé in vitro eljarasra vonatkozik,
amelynek soran egy betegb6l szarmazé biolégiai-
anyag-mintabdl virus-RNS-t izolalnak, és a HIV-pol-
gén egy kivant szakaszat reverz transzkripcioval atir-
jak, a kapott szekvenciaval és egy HIV-DNS-szerkezet-
tel, amelybdl az emlitett szekvenciat térélték, egy HIV-
fertozésre fogékony sejtvonalat transzfektalnak, a
transzfektalt sejtek tenyésztésével kiméravirusok egy
allomanyat allitjak el6, meghatarozzak a kiméravirusok

A leiras terjedelme 36 oldal (ezen beliil 18 lap ébra)

fenotipusos érzékenységét a HIV-pol-gén altal kédolt
enzim egy inhibitoraval szemben, és erre meghataroz-
nak egy értéket, készitenek egy adatsort, amely a ki-
méravirusra megallapitott érzékenység értékét és egy
kiméra vad tipusu HIV-torzs megfeleld értéket tartal-
mazza, legalabb két tovabbi inhibitorral szemben meg-
ismételik az érzékenységi vizsgalatot, az adatsorokat
kétdimenzids vagy haromdimenziés grafikus formaban
abrazoljak, a grafikus abrazolas alapjan kivalasztjak az
optimalis inhibitor(oka)t.
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meghatarozasara szolgalo in vitro eljarasra vonatkozik,
az ilyen betegeket kezeld orvosok hasznalatara. Ez az
eljgras human HIV-térzsek gydgyszerérzékenységén
alapul, amely a HIV-pol-gén egy vagy tébb enzimének
inhibitoraival szemben alakul ki. Vonatkozik még a ta-
lalmany a HIV-pol-gén egy vagy tébb enzimének inhibi-
toraival szemben kialakult gyogyszerérzékenység egy-
idejd meghatarozasara.

Maig szamos kemoterapias protokolit dolgoztak ki a
HIV-fert6z6tt betegek kezelésére. Néhany ilyen proto-
koll klinikai hasznalatat mar jovahagytak, masok pedig
meég folyamatban lévé klinikai kiprébalas alatt alinak.
Feltételezhetd, hogy a jovahagyott kemoterapias proto-
kollok szama a kdzeljévében allandéan névekedni fog.
Egyre né a kombinalit terapia vagy az dsszetett gyégy-
szerkezelési protokoliok hasznalata, minthogy gyogy-
szerrezisztens HIV-variansok alakulnak ki a terapia fo-
lyaman. Jollehet bebizonyosodott, hogy ezek a kemo-
terapias protokollok hatast gyakorolnak a HIV-beteg-
ség viroldgiai (virusterhelés), immunolégiai és klinikai
parameétereire, gyakorlati tapasztalatbdl azonban tud-
juk, hogy ezek a hatasok atmenetiek. Pontosabban azt
talaljuk, hogy a HIV-torzsek, amelyek egy adott beteget
megfertéztek, egy id6 utan csokkent érzékenységet
kezdenek mutatni a gyogyszerrel vagy a gyogyszer-
kombinacioval szemben, amellyel az emlitett beteget
kezelik. A kemoterapia hatasossaganak elvesztése be-
tegrél betegre, gyégyszerrdl gyégyszerre, vagy gyogy-
szer-kombinaciorél gydgyszer-kombinaciéra valtozhat.
Jol megallapitott tény, hogy egy meghatarozott tipusu
kemoterapia hatasossaganak megsziinése dsszefligg-
het az aminosavvaltozasok genotipusos képével,
amely a beteget megfertzd HIV-térzsek genomjaban
alakul ki. Valésziniileg az teszi ezeket a HIV-térzseket
kevésbé érzékennyé a kemoterapiara.

Minthogy egy HIV-fert6zott beteg szamos kemote-
rapias protokolinak van kitéve hosszu idén at, a fert6z6
HIV-térzsek genomjaban az aminosavvaltozasok
Osszetettebb képe jelenik meg, és ez jelenleg meghiu-
sitia a megfert6zott beteg tovabbi kezelésének racio-
nalis megkozelitését. Mint az el6z6 magyarazat is utal
ra, rutinszerlen meghatarozhaték az olyan HIV-tor-
zsekben el6fordulé genotipusos valtozasok, amelyek ki
vannak téve egy vagy tdbb anti-HIV-gyégyszert maga-
ban foglalé kiildnb6zé kemoterapias protokolinak, de
mindeddig nagyon nehéznek bizonyult ezekbdl az ada-
tokbdl olyan informaciét kapni, amely felhatalmazna a
kemoterapia eldirasaéert felelés orvost, vajon célsze-
rii-e vagy sem meginditania vagy folytatnia egy sajatos
kemoterapias protokollt. Mas szavakkal, a genotipusroél
kapott informaciét, amely korlatozottan all rendelkezés-
re, nem lehet rutinszerlen olyan fenotipusra vonatkozé
informacidra leforditani, amely felhatalmazza a kezeld-
orvost olyan dénté elhatarozas meghozatalara, hogy a
betegnek milyen kemoterapiat kell kdvetnie. Ez a prob-
léma olyan, nem gydgyszerelt betegeknél is fennall,
akiket gy6gyszerrezisztens HIV-térzsek fertdztek meg.

A virusterhelés monitorozasa a HIV-beteg-ellatas
rutin vonatkozasava valt. Azonban egyediil a viruster-
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helés szamat nem lehet alapul venni annal az elhatéaro-
zasnal, hogy milyen gyégyszereket hasznaljunk egye-
diil vagy kombinalva.

A valasztott kemoterapias protokollban egyre tébb
a kombinalt terapia. Amikor egy gyogyszer-kombina-
ciét hasznalo beteg kezdi észrevenni a gydgyszer
eredménytelenségét, lehetetlen biztonsaggal megalla-
pitani, hogy a kombinacioban melyik gyogyszer az,
amelyik mar nem aktiv. Nem lehet az 6sszes gyogy-
szert egyszeriien kicserélni, mivel a jelenleg rendelke-
zésre allo gydgyszerek szama korlatozott. Ezenkiviil,
ha valaki a teljes kemoterapias protokolit lecseréli, el-
dobhat egy vagy tobb olyan gyogyszert, amelyek ennél
az adott betegnél aktivak. Ezenkivil virusoknal, ame-
lyek rezisztenciat mutatnak egy adott inhibitorral szem-
ben, el6fordulhat, hogy kiilonb6z6 foku keresztrezisz-
tenciat mutatnak mas inhibitorokkal szemben is.

Idedlis esetben tehat, hogyha egy beteget barmikor
virusterhelésre tesztelnek, és a teszt a virusterhelés
névekedését mutatja ki, el kell végezni egy gyogyszer
érzékenységi/rezisztencia tesztet is. Ameddig nincs ki-
fejlesztve hatékony gyodgyitoterapia, a HIV-betegség
ellatasa ilyen tesztelést igényel.

Létezik jelenleg egy olyan fenotipizald eljaras,
amely plazmabdl torténd virusizolalason alapul, donor
periférias vér mononuklearis sejtek (PBMC-k) jelenléte-
ben, és ezutan végzik a fenotipizalast az emlitett sej-
tekben [A. J. Japour et al., Antimicrobial Agents and
Chemotherapy, 37,1095-1101 (1993)]. Ez az egyiitt-
tenyésztési eljaras, amelyet az AIDS Clinical Trial
Group (ACTG féként az AZT- [a zidovudine/Retrovir (a
Retrovir egy védjegy) szinonimaja] rezisztencia fenoti-
pizalasara javasol, idGigényes, koltséges és tul kompli-
kalt a rutinszer hasznalathoz.

Az 1 tipusu HIV-virus-mintak reverztranszkriptaz-
(RT) inhibitorokkal szembeni gyégyszerérzékenységeé-
nek megadllapitasara egy fenotipusos rekombinansvi-
rus-assay-t fejlesztett ki Kellam és Larder [P. Kellam,
B. A. Larder, Antimicrobial Agents and Chemotherapy,
38, 23-30, (1994)]. Ez az eljaras éI6 virus képzddését
teszi lehetévé, mégpedig RT-kédolé szekvencidk PCR-
rel el6allitott poolja és egy RT-re kimeritett, nem fert6-
z6 provitalis kion pHINARtBetEIl homoldg rekombina-
cidja révén. Két betegnél zidovudine-terapia folyaman
végzett analizis azt mutatta, hogy ez a probalkozas
olyan virusokat hozott létre, amelyek pontosan ugyan-
azt a genotipust és fenotipust mutattak, mint az erede-
tileg fert6z6tt PBL-DNS-é. Azonban ez az eljaras a be-
tegbdl valé virusizoldlast ugy oldja meg, hogy egyiitt
tenyésztik a beteg plazmajat vagy a beteg-PBMC-t a
donor-PBMC-kkel. A virusnak ezen el6zetes tenyész-
tése eltorzithatja az eredeti virusdsszetételt. Ezenfelll
ez az eljaras, bar lehetbvé teszi a mintak érzékenyse-
gének a kiilénbdz6 inhibitorokkal szembeni meghataro-
zasat, mégsem nyujt az orvosnak olyan informaciét,
hogy folytassa-e a meglévé kemoterapias protokollt
vagy valtoztasson a terapian.

Amennyiben a pol-génnek csak az egyik enzime
kerll vizsgalatra, az eljaras a kombinacios terapia ~
amely rendszerint egy protedz- és két RT-inhibitor
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hasznalatat tartalmazza - rutin fenotipusos meghata-
rozasara szintén nem kdnnyen alkalmas.

A rekombinansvirus-assay-ben hasznalt  fészkes”
PCR (nested PCR: polymerase chain reaction: poli-
meraz-lancreakcid) egy olyan helyzetet eredményez-
het, amelyben a rekombinans virus nem tikrozi helye-
sen a vizsgalt beteget fert6z6 HIV-torzsekkel kialakult
helyzetet. Ez a probléma a DNS-szekvencia homolo-
gidjaban rejlik, és az emlGssejtekben bekovetkezé ho-
molég rekombindacidhoz sziikséges homoldgia minima-
lis mennyiségében [C. Rubnitz, S., Subramini, Molecu-
lar and Cellular Biology, 4, 2253-2258 (1984)}. Tehat
minden, rekombinans virus hasznalatan alapuld, feno-
tipusara iranyuld assay-nek arra kell torekednie, hogy
biztositsa, amennyire lehetséges a betegb6! szarmazé
anyag sokszorozasat és a maximalis rekombinaciét.

Tehat az RNS-extrakcidval és az alkalmazott ,fész-
kes” (nested) PCR-eljarasokkal biztositani kell, hogy a
virdlis genetikai anyagot olyan médon sokszorozzuk
fel, hogy a sokszorozott anyag maximalisan tiikrGzze a
viralis genetikai véltozatokat a vizsgalando betegben.

A jeleniegi klinikai gyakorlatban tehat igen erés
igény van arra, hogy (a) gyorsan és rutinszer(en hata-
rozzak meg azon HIV-térzsek fenotipusos gyogyszer-
érzékenységét, amelyekkel egy adott beteg megferto-
z26détt, hogy (b) az igy kapott adatok kénnyen értheté
informaciova legyenek feldolgozva, és hogy (c) az em-
litett informacié alapjan kezdjék, folytassak vagy beal-
litsak az emlitett, adott beteg szamara el6irt kemotera-
piat.

A talalmany egy elsé szempontja szerint HIV-pozi-
tiv betegek HIV-kemoterapidjanak meghatarozasara
alkalmas in vitro eljarast bocsatunk rendelkezésre,
amely tartalmazza a kbvetkezbket: egy HIV-fertézésre
erzékeny sejtvonalat egy betegbdl izolalt HIV-pol-gén-
b6l szarmazé szekvencidval és egy HIV-DNS-szerke-
zettel — amelybdl az emlitett szekvenciat toréltiik —
transzfektalunk, az emlitett transzfektalt sejteket te-
nyésztjiik, és igy kiméravirusok egy allomanyat hozzuk
letre, meghatarozzuk a kiméravirusok fenotipusos ér-
zékenységét az emlitett, HIV-pol-gén altal kédolt enzim
egy inhibitoraval szemben, és erre meghatarozunk egy
értéket, majd egy olyan adatsort szerkesztiink, amely
magaban foglalja a kiméravirusra megallapitott érze-
kenység értékét és egy kiméra vad tipust HIV-torzs
megfelelé értékét, az érzékenység meghatarozasat
legalabb két tovabbi inhibitor vonatkozasaban megis-
mételjik, és ezaltal legalabb Osszesen harom adatot
tartalmazo sort hozunk létre, az emlitett adatsorokat
kétdimenziés vagy haromdimenzios grafikus formaban
ugy abrazoljuk, hogy mindharom adatsor esetében a
kiméra- és vad tipusu érzékenyseg kozotti kiildnbség
azon rezisztencia vizualis mértékéiil szolgaljon, ame-
lyet a kiméraallomany a szoban forgo inhibitorral valé
kezeléssel szemben tanusit, és kivalasztjuk az optima-
lis inhibitor(oka)t az ilyen médon mért rezisztencia gra-
fikus abrazolasa alapjan.

A talalmany szerinti eljards nagyszamu individualis
HIV-fertézott betegrdl ad fenotipusra vonatkozé infor-
maciot, gazdasagosan és gyorsan. Az eljaras minden,

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

jelenleg rendelkezésre allé kemoterapias protokollra al-
kalmazhatd, és valdszinlleg a jovébeni kemoterapids
protokollokra is alkalmazhato lesz.

A talalmany szerinti eljaras a beteg HIV-térzseinek
fenotipusara vonatkozéan olyan adatokkal szolgal az
orvosnak, amelyeket azonnal fel tud hasznalni annak
meghatarozasara, hogy sziikséges-e elkezdeni, foly-
tatni vagy modositani egy egyéni kemoterapias proto-
kollt.

Elényds, ha az adatsorokat egy sokszodgu vagy egy
kvazi kor alaku grafikonon abrazoljuk, amelyben

a) egy kozéppontbdl (origdbdl) tobb korrigalt ten-
gely indul ki, mindegyik tengely egy adatsornak vagy
inhibitornak — vagy ezek kombinacidjanak — felel meg,

b) a tengelyeket Ggy korrigaljuk, hogy a vad tipusu
HIV-érzékenységi értékeit a kiilonbdzd inhibitorokkal
szemben minden tengelyen egyenldnek visszik fel, a
vad tipust HIV-re vonatkozo adatpontokat tetszés sze-
rint abrazoljuk, és ezeket gy kotjlik 6ssze, hogy szaba-
lyos soksziget kapjunk, amelynek a csuicsai a tengelye-
ken vannak, és kézéppontjat az origd hatarozza meg,

c) minden tengelyre felvisziink egy olyan adatpon-
tot, amely a kiméra-HIV allomanynak az emlitett tenge-
lyeknek megfeleld inhibitorral szembeni érzékenységét
reprezentalja, a kiméra adatpontokat adott esetben
Osszekotjik, midltal egy szabalyos vagy szabalytalan
sokszoget kapunk, amelynek az alakja a kiméraallo-
many rezisztenciajat jeleniti meg egy sor inhibitorral
szemben.

Egy sokszogli vagy kvazi kor alaku abra azzal az
elénnyel jar, hogy a betegnek egy sor gydgyszerrel
szembeni rezisztencidjat a beteg kiméra-HIV-alloma-
nyanak megfeleld sokszég és a vad tipusu térzset kep-
visel6 sokszdg kozotti eltérés fokaval fejezziik ki.
A sokszogek teriiletei altalaban egyes terileteken job-
ban el fognak téri, mint mas teriileteken, ami minden
esetben azt mutatja, hogy a rezisztencia foka azzal az
inhibitorral szemben, amelynek a tengelye a széban
forgé teriileten athalad, nagyobb vagy kisebb.

A talalmany szerinti eljaras szerint tehat egy kimeé-
ra-HIV-allomanyt alkalmazunk, és elkészitjik ezen al-
lomany egy sor inhibitorral szembeni rezisztenciajanak
a térképét. llyen mddon a térkép, vagy diagram a kime-
raallomany egy sajatossagardl olyan technikai jellem-
zést ad, amelyet hagyomanyos mérésekkel nem ka-
punk meg.

Egy el6nyds kiviteli alakban a korrigalt tengelyek
egymassal azonos szdget zarnak be.

El&nyds tovabba, ha a tengelyeken logaritmikus be-
osztas van.

Ezenkivil elényds, ha a kimérasokszdgben az ab-
razolt adatpontok excentrikusan helyezkednek el, azok
olyan inhibitorokat azonositanak, amelyeknek a hasz-
nalhatosagardl feitételezhetd, hogy a betegnel kevés
vagy semmiféle j6 eredményt nem adnak, mig ha az
adatpontok beliil helyezkednek el, a vad tipust sokszg-
gbn vagy kdzvetleniil ezenkiviil, ezek olyan inhibitoro-
kat azonositanak, amelyeknek a hasznossagarol felté-
telezhetd, hogy a betegnél valésagos jotékony hatast
fejtenek ki.
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Amennyiben a legrosszabb eseti értékeket a kimé-
ra- és vad tipusu HiV-vel egyitt abrazoljuk, egy rend-
szerint szabalytalan sokszdg veszi korll a kiméra- és
vad tipust soksztgeket. A fent hasznalt ,excentrikus”
meghatarozas egy olyan adatpontot jeldl, amely vi-
szonylag kozel esik a legrosszabb eseti hatarhoz és vi-
szonylag tavol a vad tipusu sokszdgtél. Hasonléan, a
kozvetlenill a vad tipusti sokszdgdn kiviil kifejezés a
vad tipusu sokszéghoz vald viszonylagos kbzelségre
vonatkozik, ha a legrosszabb eseti hatartél valo tavol-
saggal hasonlitjuk dssze.

A fentiekben meghatarozott eljaras abban az érte-
lemben korlatozott, hogy az inhibitorral szembeni mér-
het6 rezisztencia a hasznalt inhibitor koncentracidinak
adott mertékétdl fiigg. Torekedni kell arra is, hogy
csdkkentsik a biologiai variabilitas hatasait. Ennek
megfeleléen kivanatos, hogy a maximalisan vagy leg-
rosszabb esetre mérheté rezisztenciara egy olyan érté-
ket kapjunk, amelynél feltételezhetd, hogy az adott in-
hibitornak nincs hatdsa. Ez a koncentracié — példaul
100 pM - altalaban az a maximalis koncentracio,
amely gyakorlatilag tesztelhetd, de szarmazhat példaul
farmakoldgiai, toxikologiai vagy farmakokinetikai vizs-
galatokbol is. A vizsgalat alatt allé beteg rezisztencia-
szintjének és a maximalis mérhetd rezisztencianak az
Osszehasonlitasa hatarozza meg, hogy a vizsgalt be-
tegnél milyen a szignifikans rezisztenciaszint. A maxi-
malisan mérhetd rezisztencia és az aktualis reziszten-
cia megfeleld mddon mutathatd be egy alabb leirt osz-
lopos diagramon.

A taldlmany egy tovabbi kiviteli alakjaban az emli-
tett harom vagy tébb adatsor tartalmaz még egy érté-
ket a legrosszabb esetben merhet6 rezisztenciara a
szoban forgd inhibitor vonatkozasaban, s az emlitett
legrosszabb eseti értékeket igy mutatjak be az emlitett
grafikus abrak, hogy a kiméraallomany adatpontjat
mind a vad tipusl, mind a legrosszabb eseti HIV-hez
lehet hasonlitani, s ez egy adott esetben az inhibitor re-
lativ értékének megallapitasara nyujt iehetdséget.

A tobb mint 150 betegbdl vett mintaval végzett ki-
sérletek szoros Osszefliggést fedtek fel a rezisztencia
kialakulasa és a terapias elézmények kdz6tt, mind ezt
a példakban még ismertetjiik. Szoros dsszefiiggést ta-
laltunk a talalmanynak megfeleléen kapott adatok és a
klasszikus virusizolalasi és -fenotipizalasi technikakkal
kapott adatok kozétt.

A talalmany szerinti eljaras tehat a HIV-kemotera-
pia egyénre szabott és ésszer(bb menedzselésére
hasznalhaté. Ennélfogva, a taldimany szerinti eljaras
hasznalata, kombinalva az anti-HIV-gyégyszerek he-
lyes alkalmazasaval, a HIV-virussal fert6zétt betegek
megfelelébb kezelését és jobb tulélését eredményezi.

A taldlméany szerinti eljaras alkalmazasanak akkor
van kilonés jelentésége, amikor egy beteg sok kilén-
b6z6 gyogyszert kapott, és a kezelGorvos nehezen tud-
ja ertelmezni mutaciés motivumat.

A taldlmany egy tovabbi szempontja szerint a HIV-
pozitiv betegek HIV-kemoterapiajanak meghataroza-
sara az alabbi lépéseket tartalmazd eljarast ismertet-
juk:
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(a) idészakosan megallapitjuk egy beteg HIV-tér-
zsének a fenotipusos érzékenységét egy fent leirt elja-
rassal;

(b) a kemoterapianak a kivalasztott inhibitorral valé
fenntartasara vonatkozd instrukciét adunk, ameddig a
beteg HIV-torzsei érzékenyek maradnak a valasztott
kemoterapiara;

(c) masik inhibitort valasztunk, ha és amikor az ere-
deti inhibitorral szembeni érzékenység csékken.

A leirasban ismertetett klinikai eszkdzre az ,Antivi-
rogram” (védjegy) kifejezést alkottuk meg, és a részle-
tes leirasban ezutan ezt a kifejezést fogjuk hasznalni.
Ez az eszk6z a kiilonbozG inhibitorokkal szembeni rela-
tiv valtozasokrol és érzékenységekrdl ad egyértelmi
felvilagositast az orvosnak, mégpedig, hogy mely inhi-
bitorokat hasznalja vagy mely inhibitorokat hasznalhat-
ja az egyes HIV-fert6zott betegek kiinikai protokollja-
ban.

HIV-en dltaldban HIV-1-et értink. A talalmany
azonban HIV-2 esetén is alkalmazhato.

Elénybs, ha az emlitett kiméravirusok legalabb két
— HIV-pol-gén altal kodolt — enzim inhibitoraval szem-
beni fenotipusos érzékenységét egyszerre allapitjuk
meg.

A taldlmany egy kovetkezd vonatkozasa, hogy elja-
rast bocsatunk rendelkezésre egy betegben 1év6 egye-
di HIV-térzsek legalabb két — HIV-gén altal kddolt — en-
zim inhibitoraval szembeni gyogyszerérzékenységének
a meghatarozasara, amelynek soran egy betegbdl
szarmazo bioldgiai anyagmintabdl virus-RNS-t izola-
lunk és a HIV-pol-gén egy kivant szakaszat reverz
transzkripcioval atirjuk, a kapott szekvencidval és egy
HIV-DNS-szerkezettel amelybdl az emlitett szekven-
ciat toréltik — egy HIV-fertozésre fogékony sejtvonalat
transzfektalunk, a transzfektalt sejtek tenyésztésevel
kiméravirusok egy allomanyat allitjuk elé, meghataroz-
zuk a kiméravirusok érzékenységét a HIV-pol-gén altal
kédolt enzimek inhibitoraival szemben.

A pol-génbdl szarmazé kivant szekvenciat annak a
betegnek a bioldgiai anyagabdl vett mintabdl izolaljuk,
akinek a fenotipusos gyogyszerérzékenységét meg
ohajtjuk hatarozni. A bioldgiai anyagok széles valaszte-
kat hasznalhatjuk a kivant szekvencia izolalasara.

A biologiai anyag lehet plazma, szérum vagy egy
sejtmentes testfolyadék, amelyet az ondé vagy a hiive-
lyi folyadék kozll valasztunk ki. Kiléndsen el6nyds a
plazma, amely — mint fent leirtuk — az eddigiek folya-
man hasznalt TBMC-khez viszonyitva elénydsebb.

A biologiai anyag lehet még teljes vér, amelyhez
RNS-stabilizatort adtunk.

Egy tovabbi kiviteli alakban a biolégiai anyag lehet
szilard szbveti anyag, példaul agyszdvet, nyirokmirigy-
szbvet, vagy biopsziaval kapott mas szévet.

Mint alabb bemutatjuk, amennyiben olyan bioldgiai
anyagot hasznalunk a kivant szekvencia izolalasahoz,
mint a plazma, minimalis plazmamennyiséget hasznal-
hatunk, altalaban koriilbelll 100-250 p-t, pontosabban
200 pl kordli mennyiséget.

Ezenkivil elonyds, ha a két enzimet a HIV-RT,
-proteaz és -integraz kéziil valasztjuk ki.
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A virus-RNS koénnyen izolalhaté ismert eljarasok-
kal, ilyen péeldaul Boom és munkatarsai eljarasa [R.
Boom et al., J. Clin. Microbiol., 28., 495-503 (1990)].

Plazma, szérum és szérummentes testfolyadékok
esetében hasznalhatjuk a QlAamp (védjegy) viralis-
RNS-készletet (kitet) is, amelyet a Qiagen csoport for-
galmaz,

A HiV-fertézésre fogékony sejtvonal el3nybsen egy
CDH+ T-sejtvonal.

Elényds ezenkiviil, ha a CDH+ T-sejtvonal az MTH-
sejtvonal vagy a HeLa CDH+ sejtvonal.

A reverz transzkripcio kivitelezéséhez kereskedelmi
kitet hasznalhatunk, ilyen a Perkin-Elmer cég altal forgal-
mazott GeneAmp (védjegy) Reverse Transcriptase Kit.

A beteg pol-génje kivant szakaszanak reverz
transzkripciojat elénydsen egy specifikus 3’ primer
hasznalataval végezhetjlik.

Abban az esetben, amelyben a reverz transzkrip-
tazt vagy reverz transzkriptazt és proteazt kodol6 szek-
vencia, elényds, ha a 3' primer az OUT3; 5'-CAT TGC
TCT CCAATT ACT GTG ATATTT CTC ATG-3' (1. sz.
szekvencia).

Egy kiildbndsen el6nyds kiviteli alakban a HIV-RT-
gén és HIV-proteaz-gén reverz transzkripcidjat a
HIV-1-specifikus OUT primer hasznélataval és egy ge-
netikailag manipulalt, RNaz H aktivitismentes reverz
transzkriptazzal végezziik gy, hogy az atirandé 6sszes
RNS degradalas nélkil alakuljon at cDNS-sé. llyen ge-
netikailag manipulalt reverz transzkriptaz az Expand (az
Expand egy védjegy) reverz transzkriptaz, amely a
Boehringer Mannheim GmbH-tol beszerezhetd.

Az Expand ™ reverz transzkriptdz egy RNS-re haté
DNS-polimerdz. Ez az enzim a Moloney Murine Leu-
kaemia Virus Hoesz transzkriptaz (M-Mu +V-RT) egy
genetikailag manipulalt valtozata. Az RNaz H szekven-
cian bellli pontmutacié a kimutathatésagi szint ala
csOkkenti az RNaz H aktivitasat. Ennek a genetikailag
manipulalt reverz transzkriptaznak a hasznalata lehe-
tévé teszi, hogy nagyobb mennyiségi teljes hosszusa-
gu cDNS-atiratokat kapjunk.

A reverz transzkripcio utan az atirt DNS-t PCR-
technika hasznalataval sokszorozzuk fel.

Elényds, ha a reverz transzkripcié termékét fészkes
PCR- (nested PCR) technikaval sokszorozzuk.

Abban az esetben, ha a széban forgé szakasz az
RT-szakasz, elénydsen a ,fészkes” PCR-technikat al-
kalmazzuk, Kellam és Larder szerint. [P. Kellam, B. A.
Larder, Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 38,
23-30 (1994)], belsd és kiilsd primereket hasznaiva.
Amennyiben a széban forgd szakasz atéri az RT- és a
protedazgént, akkor elénydsen az OUTS/INS (3') és
RVP5 (5') kombinaciét hasznaljuk specifikus primerek
gyanant.

Az RPVS5 primer [B. Maschera et al., J. Virol., 69,
5431-5436 (1995)] szekvenciaja a kdvetkezd: 5'-G-G-
G-AAGATCTGG-CC TTCCTACAAGGG-3' (2. sz.
szekvencia).

A felsokszorozast a 3. abran mutatjuk be vazlato-
san és a 2. példaban ismertetjik nagyobb részletes-
séggel.
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A proteaz cDNS sokszorozasa ténylegesen egy fél-
oldali fészkes PCR- (himinested PCR) eljarast tartal-
maz, ami a 3. abrabdl kitiinik.

A fészkes" PCR-technikanak az az elénye az is-
mert, egyszerd PCR-technikakhoz képest, hogy lehetd-
vé teszi, hogy sokkal specifikusabb PCR-terméket kap-
junk.

Mindazonaltal, hogy a PCR folyaman meég nagyobb
pontossagot és kitermelést érjiink el, igénybe vehetiink
egy héstabil polimerazokbdl allé keveréket [(W. M. Bar-
nes, Proc. Natl., Acad. Sci., 91, 22316-2220 (1994)).
llyen polimerazkeverék a Boehringer Mannheim GmbH
cégtdl szerezhetd be Expand (az Expand egy védjegy)
nagy pontossag PCR-rendszer (Sexpand high fidelity
PCR system) néven. Ennek a rendszernek az alkalma-
zasaval megndvekedett érzékenységet kaptunk, meg-
pedig olyan érzékenységet, amely tizszer nagyobb,
mint ami egy hagyomanyos PCR-eljarassal — egyediil
Tag polimerazt hasznalva - érhetd el.

Amennyiben a pol-gén-szakasz feldleli mind az
RT-, mind a proteazgént, elényds az a HIV-DNS-szer-
kezet, amelybdl az RT- és a proteazgént téroltiik, és ez
a pGENT3-APRT plazmid, amelyet 1996. november
8-an helyeztiink letétbe a Belgian Coordinated Collec-
tions of Microorganisms — BCCM LMBP Collection — in-
tézményben LMBP3590 szam alatt.

Mindazonaltal szamos megoldas alkalmazhaté egy
olyan HIV-1 provirust tartalmazé plazmid eldallitasara,
amelyben mind a proteaz-, mind az RT-gén deletalt. Az
egyik lehetség, hogy a kivant deléciét oligonukleotid-
kozvetitett mutagenezissel vezetjiik be. Az alabbi 2.
példaban kdvetett eljaras azonban a kivant szerkezetet
specifikus restrikcios enzimek és szubklonozasi eljara-
sok hasznalataval hozza létre, mint a késébbiekben le-
irjuk. Bar a végs6é eredmények a rendelkezésre allé
restrikcios helyektd! fliggnek, az eljaras nagy elénye
az, hogy ezzel gyorsan megbizhatd eredményeket
kaphatunk.

Annak érdekében, hogy biztositsuk a transzfekcio
leghatékonyabb végeredmeényét, a transzfektalt PCR-
terméket tisztitanunk kell, idealisan anioncserél6 cent-
rifugalhatd oszlopokon, ismert modon. Megfelel§ kit
erre a célra a Qiagen csoport altal forgalmazott QIA-
quick (védjegy) PCR Purification Kit.

A transzfekciot végrehajthatjuk elektroporacioval
vagy mas modon, lipidek, foként kationos lipidek,
DEAE dextran, kalcium-hidrogén-foszfat stb. hasznala-
taval.

Lipides transzfekcié esetében hasznalhatjuk a
PERFECT (a PERFECT egy védjegy) transzfekcids ki-
tet, amelyet az Invitrogen BV cég (Leek, Hollandia) for-
galmaz.

Tehat a HIV-DNS-szerkezetet, amelybél toroltik a
kivalasztott, pol-gén-eredetl gént vagy géneket, a fel-
sokszorozas utan kapott termékekkel egyitt hasznaljuk
a transzfekciohoz.

Ha csak az RT-gén deletalt, a szerkezet a
pHIVART-plazmid (kaphatd a Medical Research Coun-
cil - (MRC) -tél) lehet. Ha mind az RT-, mind a proteaz-
gen deletait, akkor a megfelel6 szerkezet az itt leirt



1 HU 226 203 81 2

pGEMTS-APRT plazmid, amely egy magas masolat-
szamu vektor. Az ilyen plazmidokat transzfekcio elGtt
ismert eljarasokkal linearizaljuk.

Klléndsen eldnyds egy olyan szerkezet hasznala-
ta, amely egynél tobb pol-gén-enzimet kadol, példaul a
APRT-szerkezet, mivel az a szerkezet tébbet tartalmaz
az eredeti beteg anyagabdl, mintha egyetlen gént
hasznalnank, igy a sokszorozott anyag nagyobb mér-
tékben tiikrdzi a vizsgalat alatt allé konkrét betegben a
viralis genetikai kiilénbségeket.

Megitélhetdé annak elénye, hogy a .fészkes” PCR-
hez valasztott specifikus primerek a sokszorozandé és
vizsgalando célenzimek szekvencidinak férészén kiviil
helyezkednek el. Ugy itéljiik meg tovabba, hogy az RT
és a protedz kombinacidja valészindleg jobb eredmé-
nyeket ad az RT vizsgalatdhoz, mint egyedil az RT;
mivel a csak RT hasznalataval kialakult helyzethez ké-
pest igy negyvennél tobb aminosav szarmazik a beteg-
bél. A proteaz vizsgalatanal tudni kell, hogy a proteaz
elsé kilenc aminosava meég a szerkezet (pGEMT3-
APRT) vad tipusu gerincéb6l szarmazik.

Amennyiben a sejtek transzfekcidjat elektroporacio-
val végezziik, a valasztott paramétereket gy optimali-
zaljuk, hogy jo sejtnOvekedést és virustermelést érjiink
el. Az elektroporacié megfelelGen kivitelezheté 250 pF
és 300 V mellett. El6ny6s, ha az elektroporaciét kéril-
beliil 10 ug linearizalt plazmid példaul pHIVARTBStEII
— és korulbelll 5 ng sokszorozott PCR-termék — pél-
daul RT-PCR-termék - jelenlétében végezziik. Ered-
ményes intracellularis homolog rekombinacié esetén
5-10 napon beliil Gj kiméra-HIV képzédik. Ismert tech-
nikak esetén a tenyésztési id6 altalaban 12-14 nap,
miel6tt kiméra-HIV képzddik. A tenyészet-fellliszok
részleteit —70 °C-on vagy alacsonyabb hémeérsékleten
taroljuk.

Konnyen belathatd, hogy a fenti eljarasok felhasz-
nalhaték mas HiV-gének — példaul az integrazgen —
vagy egynél tobb HIV-gén — példaul RT- és integraz-
gén - izolalasara és sokszorozasara és egy CD4+
T-sejtnek az illetd integraz- vagy RT/integraz PCR-ter-
mékekkel és egy megfeleld linearizalt HIV-DNS-szer-
kezettel — amelybdl a széban forgd gént (vagy géne-
ket) toroltiik egyitt vald transzfektalasara.

Az Gjonnan képzbdott kiméravirusokat megtitraljuk,
majd a kllénb6z6 pol-gén-enziminhibitorokkal szembe-
ni fenotipusos érzékenységiiket (azaz fogékonysagu-
kat), elénydsen egy automatizalt, sejtre alapozott as-
say-ben analizaljuk.

A kiméravirusok és a vad HIV-térzs — amely alkal-
masan egy rekombinans vad HIV-térzs — egy vagy
tobb RT-, protedz- vagy integrazinhibitorral szemben
megnyilvanuléd gyégyszerérzékenységét eldnydsen
gatlokoncentracidban (IC=inhibitory concentration) fe-
jezztk ki.

A kiméravirusok és a vad tipusu HIV-térzs egy vagy
tobb RT-inhibitorral és/vagy egy vagy tobb proteazinhi-
bitorral és/vagy egy vagy tobb integrazinhibitorral
szembeni érzékenysége példaul 50%-os vagy 90%-os
gatlokoncentracidként (ICsq vagy ICqq €rtékek) fejezhe-
to ki.
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Elény0s, ha az RT-inhibitorokat az AZT, dd| [didano-
sine/Videx (a Videx egy védjegy)], ddC (zalcitabine),
3TC (lamivudine), d4T (stavudine) nukleozid RT-inhibi-
torok kozil, és a delavirdene [U 9051125 (BMAP)/Re-
scriptor (a Rescriptor egy védjegy)], loviride (alfa-APA),
nevirapine [B1-RG-587/Viramune (a Viramune egy véd-
jegy)] és tivirapine [8-CI-TIBO(R86183)] nemnukleozid
RT-inhibitorok kdziil valasztjuk ki, a proteazinhibitorok
kozil a saquinavirt, indinavirt és ritonavirt és az integra-
zinhibitorok kéziil a koffeinsav-fenil-etil-észtert (CAPE)
valasztjuk.

A kovetkez6 alkalmas RT- és/vagy proteazinhibito-
rok és/vagy integrazinhibitorok kézll valasztunk: nuk-
leozid RT-inhibitor az AZT, ddi, ddC, 3TC, d4T,
1592V89 és hasonlok, nemnukleozid RT-inhibitor a lovi-
ride, nevirapine, delaviridine, ateviridine és tivirapine
(8-Cl TIBO) és hasonldk, proteazinhibitor a saquinavir,
indinavir és ritonavir, és integrazinhibitor a koffeinsav-
fenil-etil-észter (CAPE) és a WO 95/0 8540 szamu nem-
zetkozi szabadalmi leirasban és a GB 2,271,566 szamu
nagy-britanniai szabadalmi leirdsban ismertetett tipusui
HIV-integraz-inhibitorok.

A talalmany szerinti eljaras tartalmazhat olyan lé-
pést, amelyben &sszehasonlitjuk a betegek HIV-tor-
zseinek a fenotipusos gyogyszerérzékenységét a vad
tipust HIV-térzs egy vagy tobb RT-inhibitorral és/vagy
egy vagy tébb proteazinhibitorral és/vagy egy vagy
tobb integrazinhibitorral szembeni fenotipusos érzé-
kenységével. A vizsgalt kiilonbdz6 gydgyszervegylile-
tekkel (vagy kombinaciokkal) szembeni érzékenység-
ben torténd relativ valtozasok kénnyen értheté abra-
zolasa végett egy Antivirogram diagramot szerkesz-
tink.

A diagramot a kdvetkez6képpen kell értelmezni: az
excentrikus adatpontok az antivirogramban olyan ke-
moterapias protokollokra utalnak, amelyek valdszinG-
leg tébbé mar nem hasznalnak a HIV-fert6z6tt beteg-
nek, mig azok az adatpontok, amelyek a referencia-
sokszdgon beliil vagy rajta vannak, vagy csak kevésse
lepik tul a sokszoget, olyan kemoterapias protokollokra
utalnak, amelyek valdszinileg jétékonyan hatnak a
HIV-fert6z6tt betegre.

Az anti-HIV-gydégyszerek pontos alkalmazasaval
kombindlva a talaimany szerinti eljarasokat, ezek végiil
jobb kezelést, javitott életmindséget és a HIV-fert6zott
betegeknek kedvez6bb tulélést kell eredményezzenek;
azaz a hatastalan kezelés (rezisztens HIV-torzsek je-
lenléte vagy felbukkanasa kévetkeztében) megel&zhe-
té vagy abbahagyhatd, és a hatdsos kemoterapia id6-
ben megindithaté.

Az abrak révid ismertetése

1.dbra: a pGEMT3-APRT plazmid szerkeszté-
sének vazlatos bemutatasa;

2. dbra: a pGEMT3-APRT plazmid szerkeszté-
sének tovabbi és kiegészitd vazlatos
bemutatasa,;

3.abra: a HIV-HXB2D szekvencia proteaz- és

RT-gént tartalmazé részének vazlatos
bemutatasa;
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4A~H. abrak: a HIV-HXB2D szekvencia proteaz-
és RT-gént tartalmazé részének teljes
szekvencidja;
3TC-rezisztens HIV-térzseket tartalma-
z0 beteg Antivirogramja (védjegy), az
5. példaban leirtak szerint;
vadtipus-szeri HIV-térzseket tartalma-
z6 nem gydgyszerelt beteg Antivirog-
ramja (védjegy), a 6. példaban leirtak
szerint;
a 7. példaban emlitett beteg gyogyszer-
érzékenységében bekdvetkezd relativ
valtozast bemutatd oszlopos diagram;
a 7. példaban emiitett beteg Antivirog-
ramja (védjegy);
a 8. példaban emlitett beteg gyogyszer-
érzékenységének relativ valtozasat be-
mutato oszlopos diagram;
a 8. példaban emilitett beteg Antivirog-
ramja (védjegy);
a 9. példaban emlitett beteg gy6gyszer-
érzékenységének relativ valtozasat be-
mutatd oszlopos diagram;
a 9. példaban emlitett beteg Antivirog-
ramja (védjegy);
a 10. példaban emlitett beteg gyogy-
szerérzékenységének relativ valtoza-
sat bemutaté oszlopos diagram;
a 10. példaban emlitett beteg Antivirog-
ramja (védjegy);
a 11. peldaban emlitett beteg gyogy-
szerérzékenységének relativ valtoza-
sat bemutatd oszlopos diagram;
a 11. példaban emlitett beteg Antivirog-
ramja (védjegy);
a 12. példaban emlitett beteg gydgy-
szerérzékenysegének relativ valtoza-
sat bemutatd oszlopos diagram;
a 12, példaban emlitett beteg Antivirog-
ramja (védjegy).

A taldlmanyt az alabbi példakkal szemléltetjiik,
azonban ezekkel a példakkal nem 6hajtjuk korlatozni a
taldimany oltalmi kérét.

5. abra:

6. abra:

7A. abra:

7B. abra:

8A. abra:

8B. abra:

9A. abra:

9B. abra:

10A. abra:

10B. abra:

11A. abra:

11B. abra:

12A. abra:

12B. abra:

1. példa

Protokoll

1. A virus-RNS izolaldsa és sokszorozasa

Az RNS-t 100 pl plazmabdl izolaltuk Boom és mun-
katarsai [R. Boom et al., J. Clin. Microbiol., 28,
495-503 (1990)] eljarasa szerint, majd reverz transzk-
ripcidval irtuk at GeneAmp (védjegy) reverztranszkrip-
taz-kit (Perkin-Elmer) hasznalataval — az el6allité cég
eléirasa szerint — és egy HIV-1-specifikus 3’ primer
(OUT3: 5'-CAT TGC TCT CCA ATT ACT GTG ATA
TTT CTC ATC-3; 1. szamu szekvencia) hasznalataval.
A reverz atirt RNS PCR-sokszorozasat belsé és kiilsé
primerekkel végeztiik Kellam és Larder [P. Kellam, B.
A. Larder, Antimicrobial Agents and Chemotherapy,
38, 23-30 (1994)] leirasa szerint. Kloroformos extraha-
las és Centricon 100 oszlopokon vald centrifugalas
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vagy anioncsereld centrifugaoszlopokon (Qiagen) valo
centrifugalds utan az izolalt PCR-termék kész a transz-
fekcids reakcidkban valé felhasznalasra.

2. A plazmid termelése és izolalasa

A pHIVART- (MCR) plazmid termelését E. coliban
végeztilk. A plazmid DNS-t egyéjszakas tenyészetek-
bdl izolaltuk Qiagen oszlopokat hasznalva, ahogyan a
gyarto leirta. Az izolalt plazmid kitermelését spektrofo-
tometriasan hataroztuk meg A260/280 mérésével (opti-
kai slriiségmérés A=260 és 280 nm-en). Kérilbelll
250 pg ultratiszta plazmid DNS-t kaptunk 500 ml bakté-
riumtenyészetbdl. Az izoldlt plazmid azonossagat rest-
rikciés analizissel igazoltuk. Ezutan az izolalt DNS-t
BstEll-vel linearizaltuk, majd egy klasszikus fenol/klo-
roform extrahalassal jbol tisztitottuk.

3. A sejtek transzfekcidja

MT4 sejteket tenyésztettiink szubkultiraban
250 000 sejt/ml siriiségig a transzfekcié elbtt (expo-
nencidlis névekedési fazis). A sejteket lecentrifugaltuk
és foszfattal pufferolt konyhasdoldatban (PBS) re-
szuszpendaltuk ugy, hogy a szuszpenzié koncentracio-
ja 3,1x108 sejt/ml legyen. Minden egyes transzfekcio-
hoz 0,8 mi-t (2,5%108 sejt/ml) hasznaitunk. A transzfek-
ciét Bio-Rad Gene pulserkésziilékkel, 0,4 cm-es eleki-
rédkivettak hasznalataval végeztik. A sejtek elektro-
poraciéjat 10 ug linearizalt pHIVART-plazmid és koriil-
belil 5 ug RT-PCR-termék jelenlétében, 250 pF és
300 V mellett vegeztilk. Ezutan 30 perces szobahd-
mérsékleten valo inkubalas kovetkezett. A sejtszusz-
penziéhoz ezutan 10 ml friss taptalajt adtunk, és az in-
kubalast 37 °C-on, 5% szén-dioxid-tartalmu nedves at-
moszféraban végeztiik.

4. A transzfektalt sejtek tenyésztése és ellenérzése

Transzfekcio utan a sejteket 7-10 napon at monito-
roztuk citopatogén hatas (CPE=cytopathogenic effect)
megjelenése szempontjabdl. Amennyiben ilyen hatast
nem észleltiink, a sejteket kiilonbdz6 palackokban te-
nyésztettiik. Ezutan a transzfektalt sejtek tenyészeté-
nek felliliszoit hasznaltuk fel egy rekombinans virusal-
lomany létrehozasahoz, amelyet 1,5 ml-es részleten-
ként 70 °C-on taroltunk.

5. Betegeredet(i virdlis RNS-b6l szarmazé

rekombinans virus analizise

Az vj virusok titralasa utan az allomanyokat hasz-
naltuk antiviralis kisérletekhez, a klilénb6zd HiV-inhibi-
torok sorozathigitasai jelenlétében. A learatott fellil-
uszok titerét MT4 sejteken hatarhigitasos (véghigita-
sos) titralassal hataroztuk meg.

A hasznalhato titer( virusokat hasznaltuk az antivi-
ralis kisérletekben. Erre a célra 96 tartalyos mikrotitra-
I6lemezek tartalyaiba 100 i teljes taptalajt téltottink.
Ezutan a vegyliletek térzsoldataibdl 25 pl-eket mértiink
be a tartalyok parhuzamos soraiba. Mindegyik gyogy-
szernél (vagy gyogyszer-kombinacional) HIV-vel és
vakkal fert6z6tt sejtmintakat alkalmaztunk. Ekkor expo-
nencialis névekedésben lévé MT4 sejteket vittiink a
mikrotitralédlemezekre 150 000 sejt/mi sdriiségben.
A sejttenyészeteket ezutan 37 °C-on, 5% szén-dioxid-
tartalmi, parasitott atmoszféraban inkubaltuk. A befer-
tézes utan 5 nappal MTT-eljarassal [R. Pauwels et al.,
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J. Virol. Meth., 20, 309-321 (1988)] spektrofotometria-
san vizsgaltuk — az alabbi 6. pontban leirtak szerint— a
vak- és HIV-fert6zott sejtek életképességét.

6. MTT-assay

A mikrotitralolemezek tartalyaiba 20 ul MTT (tiazo-
lilkék) oldatot (7,5 mg MTT/ml PBS) mértiink. A leme-
zeket ezutan 1 6ran at 37 °C-on inkubaljuk. Ezutan a
tartalyokbdl kivesziink 150 pi taptalajt anélkil, hogy a
formazankristalyokat tartalmazo MT4 sejtcsomét felza-
varnank. A formazankristalyok feloldasa végett 100 pl
5%-o0s Triton X-100-at ~ savanyitott izopropanolban
(5 ml koncentralt sésav per 1 liter oldészer) ~ mériink
be. A formazankristalyok teljes oldodasat ugy érjiik el,
hogy a lemezeket 10 percre lemezrazé gépre helyez-
zik. Veégul két hullamhosszisag (540 és 690 nm) mel-
lett olvassuk le az abszorpciot. Az optikai siiriségre
(OD) vonatkozod adatokbdl vezetjik le az 50%-os gét-
16- (IC50) és az 50%-os citotoxikus (CCgq) koncentra-
cidkat.

2. példa

HIV-1-protedz és reverz transzkriptaz-géndeléciot
tartalmazé pHIVARTBstEIl-varians szerkesztése

Az 1. példaban lesirt protokoll szerint jartunk el, ki-
véve, hogy a széban forgd HIV-pol-génszekvencia az
RT- és proteazkoédold szekvencia volt, és az eldallitott
szerkezet az alabb leirt pPGEMT3-APRT plazmidnak fe-
leit meg. Amennyiben mas médositasokra keriilt sor az
1. példaban elbadott eljarashoz képest, azokat az alab-
biakban ismertetjlik.

A viralis RNS sokszorozasa céljabdl az RNS reverz
transzkripciojat DNS-sé ugyancsak az OUT3 primerrel
végeztiik. Azonban a ,fészkes” PCR- (nested PCR) el-
jarashoz a 3. abran bemutatott primereket hasznaituk.
Tehat megjegyezzik, hogy a ,fészkes” PCR- (nested
PCR) eljaras kiils6é primerek gyanant az RVP5-6t és
OUT3-at és belsdé primerek gyanant az RVP5-6t és
IN3-at hasznalja. Ennélfogva ez a ,fészkes” eljaras
(nested procedure) valdjaban egy .féifészkes” PCR-
(hemi-nested PCR) eljaras.

A pGEMT3-APRT termelése és izolalasa

A végs6 pGEMT3-APRT szerkezet a pGEM9-Zf(-)
(Promega) szarmazéka.

Réviden kifejtve, a pGEMT3-APRT szerkezetet ligy
épitettiik fel, hogy a kivant HIV-HXB2 inszertumot (egy
proteaz és reverz transzkriptaz deletalt proviralis
HIV-1-klén, amelyet human szekvenciak szegélyez-
nek) a pGEM9-Zf(-) vektor Xbal restrikciés helyére
épitettiik be. A proviralis genomot a protedzgénen be-
IGli Ahdl helytél (koriilveszi a 9-es aminosavat) a
pHIVARTBStEIl szerkezet (MRC-letét hivatkozasi sza-
ma: ADB231) BstEll helyéig toéroltik. A AProRT-delécio
csatlakozasanal a Smal és BstE!l hely helyezkedik el,
amelyeket fel lehet hasznalni a proviralis szerkezet li-
nearizalasara a transzfekcié el6tt. A pGEMT3-APRT
szerkesztesét az 1. és 2. abrdn mutatjuk be vazlato-
san. A pGEMT3-APRT kihozatala kérlilbellil 1 mg volt
500 ml baktériumtenyészetbdl.

Mint fent emlitettik, a pGMT3-APRT plazmidot
1996. november 8-an helyeztiik letétbe a Belgian Coor-
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dinated Collections of Microorganisms - BCCM LMBP
Collection intézményben LMBP3590 szamon.

Nem tartottuk valdszinlinek, hogy a provirdlis ge-
nom bevezetése mas vektorba [pIB120 helyett
pGEMS-Zf(-)] nagyobb problémat okozna. A plB120,
amely a pEMBLS8(-) (a Kodak Scientific Imaging Sys-
tems-t6l kapott informacio szerint) egy szarmazéka és
a pGEM9-Zf(-) hasonld vektorok. Mindazonaltal a
pIB120HIV proviralis vektor recA+ E. coli-gazdasejtek-
ben instabil lehet [B. Maschera, et al., J. Virol., 69,
5431-5436 (1995)]. Ezért a pGEMT3-APRT szerkezet
stabilitasarol meg kell gy6z6dni minden Uj plazmid el6-
allitasa utan.

HIV-HXB2 szekvencia

A HIV-HXB2D szekvencian (1800-t6! 4400-ig terje-
dé nukleotidok) beliili lIényeges szakaszt a 3. abran
(vazlatosan) és a 4. abran (teljes szekvencia) mutatjuk
be. Szamos gén, restrikciés hely, primer és delécié
(APro, ART, AProRT) helyzetét is jeldljiik.

A HIV-1-szekvenciat (HXB2-izolalas, referenciage-
nom, 9718 bp) a National Center for Biotechnology In-
formation (CNCBI), National Library of Medicine, Natio-
nal Institutes of Health intézménytdl szereztiik be, az
ENTREZ Document Retrieval System utjan.

Génbank név: HIVHXB2CG

Génbank lajstromszam: 3455

NCBI szekvenciaszam: 327742

Rekombinaciés szakaszok

A pGEMT3-APRT vektort, az RVP5 és OUT3/IN3 pri-
merek segitségével elallitott RT-PCR-fragmentumokkal
kombinalva hasznalhatjuk az MT4 sejtek transzfektala-
sara az 1. példa 3. pontjaban leirtak szerint. A APRT &'
végén lévo rekombinacids szakasz 188 nukleotidot tar-
talmaz. A AProRT 3’ végén lév6, rekombinaciéhoz szol-
galo szakasz hasonlé a korabban leirt [P. Kellam, B. A.
Larder, Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 38,
23-30 (1994)] szakaszhoz, és 130 nukleotidot tartalmaz.

A rekombinaciéhoz szolgalo ezen szakaszok
hossza fontos. El6zdleg kapott adatok [P. K. Bandio-
padhyay, et al., Proc. Natl. Acad. Sci, 81, 3476-3480
(1984) J. Rubnitz, S. Subramani, Molecular and Cellu-
lar Biology, 4, 22532258 (1984)] mutatjak, hogy a re-
kombinacié gyakorisagaban tizszeres csodkkenés ko-
vetkezhet be, ha a szekvenciahomoldgia 214 bazispar-
tol 163 bazisparra cstkken. Ezenkivil elegendé re-
kombinaciés eseménynek kell térténnie az elektropora-
cidval kezelt sejtben annak biztositasara, hogy a kép-
z8dott viralis fenotipus a kezelt HIV-pozitiv betegben
jelen 1évé kvazispecies-t megbizhatéan titkrozze
vissza. A rekombinacios események optimalizalasat
egyrészt ugy érhetjiik el, hogy beallitjuk a linearizalt
provirdlis vektor aranyat a célsejtek elektroporacidja-
hoz hasznalt RT-PCR-fragmentumhoz. Az ehhez sziik-
séges standardeljarast — a jellemz6 végeredményekkel
- el6z6leg Kellam és Larder [P. Kellam, B. A. Larder,
Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 38, 23-30
(1994)] irtak le. Végeredményben elhatarozas sziile-
tett, hogy a PCR-termékbdl a koriitbellil 2 pug (10 ug
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vektorral) kezdeti bevitel kérilbelil 5 ng-ra vagy tébbre
emelendd. Ennek az eredménye a transzfektalt sejtek
tenyészetében a lathatd virusndvekedés (citopatogén
hatas) gyorsabb megjelenésében nyilvanult meg.

A rekombinacios események optimalizalasat szol-
galé masik valasztas lenne olyan primerek tervezése,
amelyek hosszabb rekombinacios szekvenciakat ered-
ményeznek.

Ambaér a transzfekcids reakcioba valé bevitel min-
dig a PCR utan kapott kihozataltdl fiigg. Bizonyos min-
taknak magas a kihozatala, és ennek eredményeként
tobb sokszorozott anyag vihetd be a transzfekciés
reakciéba (a rekombinacié hatékonysagara jobb ered-
ményeket kapunk). Azonban az alacsonyabb rekombi-
nacios hatékonysag ellenére, az alacsonyabb kihoza-
talt ado mintakat is transzferalhatjuk, és ez a viruspo-
pulacio megbizhaté visszatiikrozé6dését eredmenyezi
az él§ virusban.

3. példa

A ProRT-szekvencia alternativ RT-PCR-primerei

Olyan uj primereket (A-D) terveztlink a 2. példaban
hasznalt primerekhez képest, amelyeknek hosszabb
rekombinacios szekvencidkat kell eredményeznilik a
ProRT-szakasznak mind az 5, mind a 3' végén. Két-
két primert terveztiink az illeté szakasz 5' és 3' végére,
a fészkes” PCR (nested PCR) kivitelezéséhez. Mint a
3. és a 4. abraban jelezziik, az illetd primerek terveze-
sénél figyelembe vettik a ProRT-szakasz 5' végén
lévo direkt ismétiédést. Az uj primerek a kdvetkezbk:
A PRTO-5: 5-GCCCCTAGGA-AAAAGGGCTG-TTGG
(3. sz. szekvencia),
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B PRTI-5: 5-TGAAAGATTG-TACTGAGAGA-CAGG
(4. sz. szekvencia),
C PRTI-3: 5-GATATTTCTC-ATGTTCATACT-TGGG
(5. sz. szekvencia),
D PRTO-3: 5-AGGTGGCAGG-TTAAAATCAC-TAGC
(6. sz. szekvencia).

4. példa

Alternativ AProRT-vektor szerkesztése

Mint fent emlitettiik, egy alternativ ProRT deletait
vektor szerkesztése oligonukleotidkdzvetitett mutage-
nezissel valdsithaté meg. Az is Iehetséges azonban,
hogy kiszélesitjik a ProRT-deléciot a meglévd 3'-végtdl
az RT-génben lévé legkdzelebbi Kpul helyig (40 bazis-
par tovabb 3’ felé). Egy Klenow-kezelt Kpul hely ligalasa
egy Klenow-kezelt BstEll helyhez, helyredliitia az ere-
deti BstLll felismerfszekvenciat. Ez az alternativ vektor
a 2. példaban leirt pGMT3-APRT vektorhoz hasonléan
viselkedik, de kissé nagyobb RT-deléciot tartalmaz.

5. példa

Egy HIV-fertézdtt beteg — aki 1989. decemberétdl
egy nem dokumentalt kés6bbi idépontig AZT-t kapott,
és akit 1994 februartol 1995. oktéberig AZT+3TC (1:1)
kombinalt terapiara fogtak — leadott plazmajanak egy
sor RT-inhibitorral szembeni érzékenységét az 1. pél-
daban leirt technologia szerint hataroztuk meg. Re-
kombinans vad tipusu HIV-reclliB torzset hasznaltunk
az emlitett technologiaban referencia-HIV-virus gya-
nant. Az 1. tablazat a mért ICgp-értékeket (UM) és az
emlitett értékek hanyadosat mutatja. Az Antivirogramot
(védjegy) az 5. abra mutatja.

1. tdblazat

Gyogyszer Anti-HIV-1-aktivitas
ICs0 (UM)
Vizsg. 1. Vizsg. 2. Kozépeérték (1) reclliB ref (2) (1)/(2) hanyados
Loviride 0,1 0,12 0,11 0,05 2
Tivirapine 0,019 0,018 0,019 0,01 1,5
AZT 0,001 0,002 0,002 0,004 0,4
3TC 31,6 100 65,8 0,56 118
d4T 0,07 0,49 0,06 0,12 0.5
ddt 2,0 0.8 1.4 2,83 0,5
ddC 0.2 0.2 0.2 0,38 0.5
AZT+3TC (1:1) 0,001 0,001 0,001 0,002 0,5

Ezekbdl az adatokbol megallapithatd, hogy a 3TC-
vel valé monoterapia valosziniileg nem hasznal az
adott betegnek. Az AZT+3TC-vel végzett kombinait te-
rapianak (a folyo terapia) valészinlleg még pozitiv ha-
tasa van.

6. példa
Egy nem gyogyszerelt betegtdl levett plazmanak
szamos RT-inhibitorral szembeni érzékenységét az 1.
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példaban fent leirt technoldgia szerint hataroztuk
meg. Referencia-HIV-virusként a rekombinans vad ti-
pust HIV-recllIB térzset hasznaltuk az emlitett tech-
nologiakban. A 2. tablazat a mért |Cgq-ertékeket (M)
és az emlitett értékek hanyadosat mutatja. Anti-
virogramot (védjegy) készitettiink, amelyet a 6. abra
mutat.
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2. téblazat
Gyobgyszer Anti-HIV-1-aktivitas
iCsq (LM)
Vizsg. 1. Vizsg. 2. Kozépérték (1) recllIB ref (2) (1)/(2) hanyados
3TC 1,81 2,02 1,91 3,08 1
ddl 3,07 4,47 3,77 8,58 04
ddC 1,45 1,47 1,46 2,21 1
AZT 0,04 0,05 0,05 0,06 1
d4T 1,31 0,97 1,14 1,74 1
AZT+3TC (1:1) 0,05 0,04 0,05 0,02 3
ddC+d4T (1:1) 0,62 0,44 0,53 0,77 1
3TC+d4T (1:1) 0,42 0,44 0,43 1,11 0,4

Az adatokbdl megallapithatd, hogy a beteg olyan
HiV-torzsekkel fert6z6dott, amelyek nagyon hasonléak
a vad tipusu HIV-hez. Egyetlen gyégyszer-adagolasi
séma sem kizart, tehat a kemoterapia elkezdhet6 egy

ismertetett technoldgia szerint hataroztuk meg. Refe-
rencia-HIV-virusként a rekombinans vad tipust HiV-re-
cllIB térzset hasznaltuk. A 3. tablazat a mért ICsp-érte-
keket (UM) és az emlitett értékek hanyadosat mutatja.

olyan gyogyszerrel, mint az AZT, amely pozitiv eléz- 25 A 7A. abran lathatd oszlopos diagram a gyogyszerér-
ménnyel (track record) rendelkezik. zékenységben bekovetkez6 relativ valtozast mutatja.
Antivirogramot (védjegy) is készitettiink, amelyet a
7. példa 7B. abra mutat be.
Egy nem gydgyszerelt betegtél levett plazma tbb
RT-inhibitorral szembeni érzékenységét az 1. példaban 30
3. tablazat
Gyogyszer Anti-HIV-1-aktivitds
ICsp (MM)
Vizsg. 1. Vizsg. 2. Kézépérték (1) recllIB ref. (2) (1)/(2) hanyados
AZT 0,052 0,050 0,051 0,023 2
3TC 2173 ND 2,173 1,381 2
ddt 0,475 0,429 0,452 0,648 0,7
ddC 1,042 1,389 1,216 1,616 0,8
d4T 1,142 1,657 1,399 1,368 1
Loviride 0,035 0,025 0,030 0,024 1
Tivirapine 0,042 0,049 0,046 0,021 2
Az adatokbol megallapithaté, hogy a beteg olyan - levett plazma tobb RT-inhibitorral szembeni érzé-
HIV-torzzsel fert6z6dott, amely nagyon hasonld a vad kenységét az 1. példaban ismertetett technoldgia sze-
tipusu HIV-hez. Egyetlen gyégyszer-adagolasi séma rint hataroztuk meg. Referencia-HIV-virusként a re-
sem kizart, tehat a kemoterapia elkezdheté egy olyan kombinans vad tipust HIV-recllIB térzset hasznaltuk.
gyogyszerrel, mint az AZT, 3TC vagy masok, amelyek 55 A 4. tablazat a mért IC5o-értékeket (UM) és az emlitett
pozitiv elézménnyel (track record) rendelkeznek. értékek hanyadosat mutatja. A 8A. abran lathat6 oszlo-
pos diagram a gydgyszerérzékenység relativ valtoza-
8. példa sat abrazolja. Antivirogramot (védjegy) is készitettlink,
Egy HIV-fertézott betegtél — olyan terapias el6z- amelyet a 8B. abra mutat be.
ménnyel, amely AZT-t, 3TC-t és loviride-et tartalmazott 60

10
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4. tablazat
Gyébgyszer Anti-HIV-1-aktivitas
ICsp (HM)
Vizsg. 1. Vizsg. 2. Kozépérték (1) | recliB ref. (2) | (1)/(2)hanyados
AZT 18,264 22,251 20,257 0,084 241
37C >100,000 >100,000 >100,000 6,304 >16
ddl 26,861 15,435 21,148 1,586 13
ddC 9,290 8,506 8,898 1,931 5
d4T 7,500 7,097 7,298 5,465 1
Loviride >100,000 >100,000 >100,000 0,037 >2717
Tivirapine 1,626 1,604 1,615 0,021 78

Ezekbdl az adatokbdl megallapithatd, hogy a beteg

pelt — levett plazma tobb RT-inhibitorral szembeni érzé-

olyan HIV-térzzsel fertéz8détt, amely a legtébb vizsgalt 20 kenységét az 1. példaban ismertetett technologia sze-
nukleozid és nemnukleozid antiretroviralis gyogyszer- rint hataroztuk meg. Referencia-HIV-virusként a re-
rel szemben csokkent érzékenységet mutat. A terapia kombinans vad tipusu HIV-reclliB torzset hasznaltuk.
még megkezdhetd d4T-vel vagy ddC-vel. Megfontolan- Az 5. tablazat a mert ICsg (UM) értékeket és az emlitett
dé proteazinhibitoroknak a terapidba valé bevonasa- értékek hanyadosat tartalmazza. A 9A. abran lathato
nak a lehetdsége. 25 oszlopos diagram a gyogyszerérzékenység relatlv val-
tozasat mutatja. A 9B. abran bemutatjuk az elkészitett
9. példa Antivirogramot (védjegy) is.
Egy HIV-fert6zott betegtdl — akinél a terapias el6z-
ményben szamos nukleozidanalég RT-inhibitor szere-
5. tablazat
Gydgyszer Anti-HIV-1-aktivitas
ICs0 (UM)
Vizsg. 1. Vizsg. 2. Kozépertek (1) recllIB ref. (2) (1)/(2) hanyados
AZT >100,000 ND >100,000 0,291 >344
3TC >100,000 >100,000 >100,000 16,670 >6
ddl >100,000 >100,000 >100,000 4,757 >21
ddC 60,079 73,049 66,564 3,444 19
aaT >100,000 >100,000 >100,000 12,030 >8
Loviride 0,064 0,058 0,061 0,065 0,9
Tivirapine 0,052 0,043 0,048 0,042 1
Ezekbdl az adatokbdl megallapithato, hogy a bete- 10. példa
get egy olyan HIV-térzs fertézte meg, amely minden Az 1. példaban ismertetett technoldgia szerint meg-
nukleozidanaldg antiretroviralis gyogyszerrel szemben hataroztuk egy nemgydgyszerelt betegtdl levett plazma
csokkent érzékenységet mutat. A nemnukleozid anti- érzékenységét szamos RT-inhibitorral szemben. Refe-
retroviralis gyogyszereket nem kellene kizarni a tera- 55 rencia-HIV-virusként a rekombinans vad tipusu HIV-re-
piabol. Megfontolandé proteazinhibitorok bevonulasa- clliB térzset hasznaltuk. A 6. tablazat a mért ICgy-érté-
nak lehetdsége a terapiaba. keket (uUM) és az emlitett értékek hanyadosat mutatja.
A 10A. abran lathato oszlopos diagram a gydgyszerér-
zékenység relativ valtozasat abrazolja. A 10B. abran
60 bemutatjuk az elkészitett Antivirogramot (védjegy) is.

11
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6. tablazat

Gydgyszer Anti-HIV-1-aktivitas
ICsp (M)
Vizsg. 1. Vizsg. 2. Kozépérték (1) reclliB ref. (2) (1)/(2) hanyados
AZT 0,019 0,019 0,019 0,041 0,5
3TC 1,525 1,718 1,622 4,608 04
Saquinavir 0,003 0,003 0,003 0,006 04
Ritonavir 0,022 0,017 0,019 0,033 0,6
Indinavir 0,013 0,013 0,013 0,016 0,8

Ezekbdl az adatokbdl megallapithatd, hogy a beteg 15 plazma érzékenységét szamos RT-inhibitorral szem-
olyan HIV-tdrzsekkel fertézédoétt, amelyek nagymérték- ben, az 1. példaban ismertetett technologia szerint ha-
ben hasonidak a vad tipusu HIV-hez. Nem zarando ki taroztuk meg. Referencia-HIV-virusként a rekombinans
egyetlen gyogyszertipus sem, tehat a kemoterapia vad tipusu HIV-reciliB térzset haszndltuk. A 7. tablazat
megkezdhetd egy olyan gyégyszerrel, mint az AZT, a mért ICsq-értékeket (UM) és az emlitett értékek ha-
3TC vagy masok, amelyek pozitiv el6zménnyel (track 20 nyadosat tartalmazza. A 11A. abran lathaté oszlopos
record) rendelkeznek. diagram a gyogyszerérzékenység relativ valtozasat

mutatja. A 11B. abran bemutatjuk az elkészitett Antivi-

11. példa rogramot (védjegy) is.

Egy HiV-fert6zott betegtdl — akinél a terapias eléz-
ményben RT- és proteazinhibitorok szerepeltek — levett 25

7. téblazat
Gyogyszer Anti-HIV—-1-aktivitas
IC5 (MM)
Vizsg. 1. Vizsg. 2. Kozépérték (1) recliIB ref. (2) (1)/(2) hanyados
AZT ND 0,015 0,015 0,047 0,3
3TC >100,000 93,962 96,981 5178 19
Saquinavir 0,014 0,015 0,014 0,012 1
Ritonavir 1,198 1,739 1,468 0,062 24
Indinavir 0,229 0,416 0,323 0,027 12
Ezekbd| az adatokbdl megallapithatd, hogy a beteg 40 vett plazma szamos inhibitorral szembeni érzékeny-

egy olyan HiV-térzzsel fertézétt, amely a 3TC RT-inhi-
bitorral és az indinavir és ritonavir proteazinhibitorral
szemben csoOkkent érzékenységet mutat. Ennek meg-
felel6en a kemoterapia olyan gyogyszerekkel végezhe-
t6, mint az AZT vagy saquinavir, amelyek pozitiv eléz-
ménnyel rendelkeznek.

12. példa
Egy HIV-fert6z6tt betegtél — akinél a terapias eldz-
ményben RT- és proteazinhibitorok szerepeltek — el-

45

ségét az 1. példaban leirt technoldgia szerint hata-
roztuk meg. A 8. tadblazat a mért ICgp-értékeket
(uM) és az emlitett értékek hanyadosat tartalmazza.
A 12A. abran lathatd oszlopos diagram relativ valto-
zast mutat a gyogyszerérzékenységben. A 12B. ab-
ran bemutatjuk az elkészitett Antivirogramot (véd-

jegy).

8. tablazat

Gyégyszer Anti-HIV-1-aktivitas
ICsp (UM)
Vizsg. 1. Vizsg. 2. Kozépeérték (1) recllIB ref. (2) (1)/(2) hanyados
AZT 3,833 3,355 3,594 0,041 88
3T7C >100,000 >100,000 >100,000 4,608 22

12
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8. tablazat (folytatés)

Gybgyszer Anti-HIV-1-aktivitas
ICs0 (M)
Vizsg. 1. Vizsg. 2. Kozépérték (1) reclliB ref. (2) (1)/(2) hanyados
Saquinavir 0,350 0,352 0,351 0,006 56
Ritonavir 1,610 1,530 1,570 0,033 47
Indinavir 0,124 ND 0,124 0,016 8

Ezekbdl az adatokbdl megallapithatd, hogy a beteg
egy olyan HiV-térzzsel fert6zétt, amely a 3TC és AZT
RT-inhibitorral és az indinavir, virotravir és saquinavir

Sequenase (a ThermoSquenase egy védjegy) fluores-
cent labelled primer cycle sequencing kit és 7-deaza-
dGTP (amersham, kat. szam: RPN2438) hasznalata-

proteazinhibitorral szemben csokkent érzékenységet 15 val. Négy szekvenaloprimert hasznaltunk minden min-
mutat. tahoz, hogy mindkeét iranyban — az RT-gén 27. nukleo-
tidjatsl a 681. nukleotidig — lehet6vé valjgk a szekven-
13. példa ciameghatarozas. A reakciokat egy ALF (az ALF egy
A fenotipizalas dsszevetése a genotipizalassal védjegy) automata szekvenatorral (Pharmacia) anali-
Plazmamintékat vettiink olyan HIV-fertzétt egyé- 20 zaltuk. A képzGdott szekvencidkat egy Power Macin-
nektdl, akik hosszan tarté nemnukleozid RT-inhibitor tosh (védjegy) gépre vittik ki, és tovabb analizaltuk a
(NNRTI) monoterapiaban részesiltek. A HIV-RNS-t GeneWork (védjegy) 2.5 software (Oxford Molecular
extrahaltuk, reverz transzkripcioval atirtuk és felsok- Group Inc.) segitségével. A kapott aminosavszekven-
szoroztuk az 1. példaban leirtak szerint. A pozitiv min- cidkat a laboratériumi HXB2D HIV-1-klon megfeleld
tak killsé anyagabol kiindulva, az RT-gén elsé 785 nuk- 25 szekvencidjaval hasonlitottuk dssze, és a betegmintak-
leotidjat felsokszoroztuk, és a tovabbiakban ezt az ban azonositottuk a rezisztenciaval dsszefiiggd muta-
anyagot hasznaltuk genotipizalashoz. ciokat.
Réviden: a 785 nukleotidbal allé fragmentumot cikli- Az eredményeket a 9. tablazat tartalmazza, amely-
kus szekvenalasi reakcidknak vettettiik ala, a Thermo- ben az egybetlis aminosavkédokat hasznaltuk.
9. tablazat
P Rezisztenciahoz tarsult mutacidk Rezisztencia foka
M D K A K K \ E Y M G T K | AZT | 3TC | NNRTI | NNRTI
41 67 | 70 | 98 | 101 | 103 | 108 | 138 | 181 | 184 | 190 | 215 | 219 1 2
1 N 1 1 56 437
2 S 1 04 102 53
3 N 04 | 1 36 87
4 03 | 01 1 04
5 1 0,4 4 3
6 N 1 0,3 103 | 245
7 S 1 0,04 112 57
8 N 1 1 30 81
9 c 2 1 >1432 12
10 N 04 | 01 53 | 172
11 N R N \ F Q |94 |>8 321 | 669
12 Y 28 2 1 3
13 E | KN A G/A NK [ 1 1 >1466 | 455
14 N 1 1 93 349
15 N 2 1 >2424 | 449
16 N \Y 1 >8 21 115
17 N 1 1 29 102
18 S 1 1 95 181
19 N 1 1 78 260

13
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9. tdblazat (folytatés)

P Rezisztencidhoz tarsult mutaciok Rezisztencia foka
M D K A K K \ E Y M G T K AZT | 3TC | NNRTI | NNRTI
41 | 67 | 70 | 98 | 101 | 103 | 108 | 138 | 181 | 184 | 190 | 215 | 219 1 2
20 G 04 | 1 22 25
21 N 04 47 68
22 | 0,4 3 3
23 N 02| 0,2
24 Q 1 59
B=beteg
NK=nem kimutathato
A 9. tablazat fels6 sora a vad tipust szekvenciaban és a gyogyszerrel szemben fenotipusos érzé-
talalt aminosavakat (AA) és poziciojukat tartaimazza. kenységet mutattak.
A kévetkezd sorokban az egyes betegeknél ezekbena 20 — Azoknal a betegeknél, akik az NNRTI-kkel szem-
poziciokban észlelt aminosavvaltozasok vannak feltiin- ben rezisztenciat mutattak, a 103-as pozicidban
tetve. Csak azokat a poziciokat mutatjuk, amelyeknél (K103N/S) NNRTI-rezisztenciaval tarsult muta-
véltozast kaptunk a beteg anyagaban. A 9. tablazat ciot mutattunk ki.
jobb oldali része a kiilénbdz6 RT-inhibitorokkal szem- Egy beteg (9-es), akinél Y181C NNRTI-reziszten-
beni rezisztencia fokat tartalmazza, amelyet az egyes 25 cidhoz tarsult mutaciét mutattunk ki, jelentds fenotipu-
betegek mintaira vonatkozdan a taldimany szerinti elja- sos rezisztenciat (>1432-szeres) mutatott.
rassal hataroztunk meg. Az NNRTI 1 a betegeknek — A 13-as betegnél szamos NNRTI-rezisztenciahoz
adott nemnukleozid RT-inhibitort jelenti. Az NNRTI tarsult mutaciot (K101E, K103N részleges és
2 egy masik nemnukleozid inhibitor, amelynél bizonyos G190A részleges) észleltiink. Ez a beteg az
mértékii keresztreakciot észleltiink az egyessel. 30 NNRTI 1 ellen is jelents fenotipusos reziszten-
A genotipizalas eredménye a nukleozidanaldg ciat (>1466-szoros) mutatott. A mintaban kimuta-
RT-inhibitorok rezisztenciajat illetéen a kévetkez6: tott E138A mutacié eddig nem fliggétt 6ssze re-
— M41L, D67N, K70R, T215F/Y és K2190Q/E AZT- zisztenciaval. Azonban ugyanebben a pozicidban
rezisztenciaval tarsult mutaciok [B. Larder, S. egy masik mutaciordl, az E138K-rél kimutattak,
Kemp, Science, 246, 1155-1158 (1989); P. Kel- 35 hogy fontos szerepet jatszik a TSAO-vegyiiletek-
lam et al., PNAS, 89, 1934-1938 (1992)]. Ezek- kel szembeni rezisztenciaban [J. Balzarini et al.,
nek a jelenléte — egyediil vagy kiilénb6z6 kombi- PNAS, 90, 6952-6956 (1993)]. Az E138A muta-
naciokban ~ a betegbél izolalt HIV genomjaban a cid szerepét még tisztazni szikséges.
megszerkesztett Antivirogram (védjegy) altal — A 20-as betegnél, aki fenotipusos rezisztenciat
meghatarozott fenotipusos rezisztencidval mutat 40 mutatott a tesztelt NNRTI-kke! szemben, az
Osszefliggést (11-es és 12-es beteg). A98G NNRTI-rezisztenciahoz tarsult mutacié for-
~ Ugyanez vonatkozik a 3TC-vel szembeni rezisz- duit eld.
tenciara, amely az M184V mutaciéval van kapcso- — A 22-es betegnél a V108l NNRTI-rezisztenciahoz
latban [M. Tisdale, PNAS, 90, 5653-5656 (1993)], tarsult mutacié fordult el6, de a tesztelt NNRTI-
és ezt csak azokban a betegekben figyeltiik meg, 45 kkel szemben nem mutatott fenotipusos rezisz-
akik a gyogyszerrel szemben fenotipusos rezisz- tenciat.
tenciat mutattak (11-es és 16-os beteg). — A 24-es betegnél nem talaltunk NNRTI-reziszten-
A genotipizalas az NNRTI-k rezisztenciajat illetéen ciahoz tarsult mutaciot (a K101Q mutaciot sza-
a kovetkezéket eredményezte: mos vad tipusi HIV-1 genomjaban kimutattak),
- Harom betegnél (3-as, 4-es és 12-es beteg) nem 50 de fenotipusos rezisztenciat mutatott a tesztelt
volt NNRTI-rezisztencidhoz kapcsolodé mutacio, NNRTI-kkel szemben.
SZEKVENCIAJEGYZEK

Az 1. szamu szekvencia adatai
(i) A szekvencia jellemzdi
A. HosszUsag: 33 bazispar
B. Tipus: nukleinsav
C. Szaltipus: egyszalu
D. Topoldgia: linearis
(i) A molekula tipusa: CDNS

14
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(iii) Hipotetikus: nem
(vi) Eredeti szarmazas

A. Organizmus: Human immunelégtelenség-virus, tipus: 1
(xi) A szekvencia leirdsa: 1. sz. szekvencia

CATTGCTCTC CAATTACTGT GATATTTCTC ATG

A 2. szamu szekvencia adatai
(i) A szekvencia jellemzéi
A. Hosszlsag: 26 bazispar
B. Tipus: nukleinsav
C. Szaltipus: egyszail
D. Topoldgia: linearis
(i) A molekula tipusa: cDNS
(iii) Hipotetikus: nem
(vi) Eredeti szarmazas
A. Organizmus: Human immunelégtelenség-virus, tipus: 1
(xi) A szekvencia leirasa: 2. sz. szekvencia

GGGAAGATCT GGCCTTCCTA CAAGGG

A 3. szamu szekvencia adatai
(i) A szekvencia jellemzgi
A. Hosszisag: 24 bazispar
B. Tipus: nukleinsav
C. Szaltipus: egyszallu
D. Topologia: linearis
(i) A molekula tipusa: cDNS
(iii) Hipotetikus: nem
(vi) Eredeti szarmazas
A. Organizmus: Human immunelégtelenség-virus, tipus: 1
(xi) A szekvencia leirasa: 3. sz. szekvencia

GCCCCTAGGA AAAAGGGCTG TTGG

A 4. szdmu szekvencia adatai
(i) A szekvencia jellemzéi
A. Hosszusag: 24 bazispar
B. Tipus: nukleinsav
C. Szaltipus: egyszald
D. Topologia: lineéris
(i) A molekula tipusa: cODNS
(iii) Hipotetikus: nem
(vi) Eredeti szarmazas
A. Organizmus: Human immunelégtelenség-virus, tipus: 1
(xi) A szekvencia leirasa: 4. sz. szekvencia

TGAAAGATTG TACTGAGAGA CAGG

Az 5. szamu szekvencia adatai
(i) A szekvencia jellemzdi
A. Hosszusag: 24 bazispar
B. Tipus: nukleinsav
C. Szaltipus: egyszalu
D. Topoldgia: linearis
(ii) A molekula tipusa: cDNS
(iii) Hipotetikus: nem
(vi) Eredeti szarmazas
A. Organizmus: Human immunelégtelenség-virus, tipus: 1

15
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(xi) A szekvencia leirdsa: 5. sz. szekvencia
GATATTTCTC ATGTTCATCT TGGG

A 6. szamu szekvencia adatai
(i) A szekvencia jeliemzsi
A. Hosszlsag: 24 bazispar
B. Tipus: nukleinsav
C. Szaltipus: egyszali
D. Topoldgia: linearis
(i) A molekula tipusa: cDNS
(iii) Hipotetikus: nem
(vi) Eredeti szarmazas

A. Organizmus: Human immunelégtelenség-virus, tipus: 1

(xi) A szekvencia leirasa: 6. sz. szekvencia

AGGTGGCAGG TTAAAATCAC TAGC

SZABADALM! IGENYPONTOK

1. In vitro eljaras HIV-pozitiv betegek kemoterapia-
janak meghatérozasara, azzal jellemezve, hogy
egy betegbdl szarmazo bioldgiaianyag-mintabél virus-
RNS-t izolalunk és a HiV-pol-gén egy kivant szakaszat
reverz transzkripciéval atirjuk,

a kapott szekvenciaval és egy HIV-DNS-szerkezettel,
amelybdl az emlitett szekvenciat tordltiik, egy HIV-fer-
t6zésre fogékony sejtvonalat transzfektalunk,

a transzfektalt sejtek tenyésztésével kiméravirusok egy
allomanyat allitjuk el6,

meghatarozzuk a kiméravirusok fenotipusos érzékeny-
ségét a HIV-pol-gén altal kodolt enzim egy inhibitoraval
szemben, és erre meghatarozunk egy értéket,
készitlink egy adatsort, amely a kiméravirusra megal-
lapitott érzékenység értékét és egy kiméra vad tipusu
HIV-térzs megfelel6 értékét tartaimazza,

legalabb két tovabbi inhibitorral szemben megismétel-
jOk az érzékenységi vizsgalatot,

az adatsorokat kétdimenzidos vagy haromdimenziés
grafikus formaban abrazoljuk,

a grafikus abrazolas alapjan kivalasztjuk az optimalis
inhibitor{oka)t.

2. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy az adatsort sokszdgu, vagy kvazi kér alaku grafi-
konon abrazoljuk, amelyben

(a) egy kézéppontbol (origobdl) tobb normalizalt ten-
gely indul ki, mindegyik tengely egy adatsornak vagy in-
hibitornak, vagy ezek kombinacidjanak felel meg;

(b) a tengelyek normalizalasat Ggy végezziik, hogy a
vad tipusu HIV érzékenységi értékeit a kiilénbdza inhibi-
torokkal szemben minden tengelyen egyenlének tiintet-
juk fel, adott esetben abrazoljuk a vad tipust HIV-re vo-
natkoz6 adatpontokat, és dsszekotve szabalyos sokszo-
get képeziink, amelynek a cslicsai a tengelyeken van-
nak, és kdzéppontjat az origo hatarozza meg;

(c) minden tengelyre felvisziink egy olyan adatpon-
tot, amely a kiméra-HIV-allomanynak az emlitett ten-

25

30

35

40

45

50

55

60

16

gelynek megfelel6 inhibitorral szembeni érzékenységét
jeleniti meg, a kiméraadatpontokat adott esetben
Osszekatjiik, a kapott szabalyos vagy szabalytalan sok-
szdg alakja a kiméraallomany rezisztencidjat abrazolja
egy sor inhibitorral szemben.

3. A 2. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy a tengelyeken logaritmikus lépték van.

4. Az 1-3. igénypontok barmelyike szerinti eljaras,
azzal jellemezve, hogy a harom vagy tobb adatsor tar-
talmaz még egy értéket a szdban forgd inhibitomal a
legrosszabb esetben mérheté rezisztenciara.
nak meghatarozasara, azzal jellemezve, hogy tartal-
mazza a kévetkezd lépéseket:

(a) id6szakosan megallapitjuk egy beteg HIV-tér-
zsenek a fenotipusos érzékenységét az 1-4. igénypon-
tok barmelyike szerint;

(b) a kemoterapianak a kivalasztott inhibitorral valé
fenntartaséra vonatkozo instrukciot adunk, ameddig a
beteg HIV-térzsei érzékenyek maradnak a valasztott
kemoterapiara;

(c) masik inhibitort valasztunk, ha és amikor az ere-
deti inhibitorral szembeni érzékenység csdkken.,

6. Az 1-5. igénypontok barmelyike szerinti eljaras,
azzal jellemezve, hogy a kiméravirusoknak legalabb
két — HIV-pol-gén altal kédolt — enziminhibitoraval
szembeni érzékenységét egyszerre hatarozzuk meg.

7. Eljaras egy betegben 1évS egyedi HIV-torzsek
legalabb két ~ HIV-gén altal kodolt — enziminhibitoraval
szembeni gyégyszerérzékenységének a meghataroza-
sara, azzal jellemezve, hogy
egy betegbdl szarmazod bioldgiaianyag-mintabol virus-
RNS-tizolalunk, és a HIV-pol-gén egy kivant szakaszat
reverz transzkripcival atirjuk,

a kapott szekvenciaval és egy HIV-DNS-szerkezettel —
amelybél az emlitett szekvenciat tréltik — egy HIV-fer-
t6zésre fogékony sejtvonalat transzfektalunk,

a transzfektalt sejtek tenyésztésével kiméravirusok egy
allomanyat allitjuk eld,
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meghatarozzuk a kiméravirusok fenotipusos érzékeny-
ségét a HIV-pol-gén 4ltal kddolt enzimek inhibitoraival
szemben.

8. Az 1-7. igénypontok barmelyike szerinti eljaras,
azzal jellemezve, hogy a bioldgiai anyagot a kdvetke-
z6k kozul valasztjuk: plazma, szérum, sejtmentes test-
folyadék, példaul mag- és hiivelyfolyadék.

9. Az 1-7. igénypontok barmelyike szerinti eljaras,
azzal jellemezve, hogy biologiai anyagként teljes vért
alkalmazunk, amelyhez RNS-stabilizatort adtunk.

10. Az 1-9. igénypontok barmelyike szerinti eljaras,
azzal jellemezve, hogy bioldgiai anyagként szévetet al-
kalmazunk, amely lehet agyszévet vagy nyirokmirigy-
szbvet.

11. A 7-10. igénypontok barmelyike szerinti eljaras,
azzal jellemezve, hogy a HIV-RT, -proteaz és -integraz
kdzil legalabb két enzimet valasztunk ki.

12. Az 1-11. igénypontok barmelyike szerinti elja-
ras, azzal jellemezve, hogy a HIV-fert6zésre fogékony
sejtvonalként egy CD4* T-sejtvonalat alkalmazunk.

13. A 12. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy CD4* T-sejtvonalként MT34 sejtvonalat vagy
Hela CD4* sejtvonalat alkalmazunk.

14. Az 1-13. igénypontok barmelyike szerinti elja-
ras, azzal jellemezve, hogy a beteg pol-génjének ki-
vant szakaszat reverz transzkripcioval, egy specifikus
3' primer hasznalataval irjuk at.

15. A 14. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy a reverz transzkriptazt és protedzt koédolo
szekvenciat irjuk at reverz transzkripciéval.

16. A 15. igenypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy 3' primerként a kbvetkezét alkalmazzuk:
OUT3: 5-CAT TGC TCT CCAATT ACTGTG ATATTT
CTC ATG-3' (1. szamu szekvencia).

17. A 14-16. igénypontok barmelyike szerinti elja-
ras, azzal jellemezve, hogy a reverz transzkripcio ter-
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meékét fészkes” PCR- (nested PCR) technikaval sok-
szorozzuk fel.

18. Az 1-17. igénypontok barmelyike szerinti elja-
ras, azzal jellemezve, hogy a HIV-DNS-szerkezet egy
olyan szerkezet, amelybdl az RT- és a proteazgént to-
réltik, és ez az 1996. november 8-an a Belgian Coordi-
nated Collections of Microorganisms - BCCM LMBP —
Collection intézményben, LMBP3590 szamon letétbe
helyezett pGEMT3-APRT plazmid.

19. Az 1-18. igénypontok barmelyike szerinti elja-
ras, azzal jellemezve, hogy a transzfekciot elektropora-
cidval végezziik.

20. Az 1-18. igénypontok barmelyike szerinti elja-
ras, azzal jellemezve, hogy a transzfekciot kationos li-
pidek hasznalataval végezziik.

21. Az 1-20. igénypontok barmelyike szerinti
eljaras, azzal jellemezve, hogy a kiméravirusoknak a
kiildbnb6z6 RT-, proteaz- és integrazinhibitorokkal
szembeni fenotipusos gyogyszerérzékenységét
automatizalt, sejtre alapozott assay-ben hatarozzuk
meg.

22. Az 1-21. igénypontok barmelyike szerinti elja-
raés, azzal jellemezve, hogy a kiméravirusoknak és a
vad tipusu HIV-térzsnek egy vagy tobb RT-, proteaz-
vagy integrazinhibitorral szembeni fenotipusos gyogy-
szerérzékenységét gatlé koncentracidként (IC érték)
fejezziik ki.

23. Az 1-22. igénypontok barmelyike szerinti elja-
ras, azzal jellemezve, hogy az RT-inhibitorokat a nuk-
leozid RT-inhibitorok kéziil — ilyenek az AZT, ddl,
dolC, 3TC, d4T — a nemnukleozid RT-inhibitorok kézdl
— ilyenek a loviride, nevirapine és tivirapine — valaszt-
juk ki, a proteazinhibitorokat a sasquinavir, indinavir és
ritonavir kdzil valasztjuk, és az integrazinhibitorok ko-
zll, példaul a koffeinsav fenil-etil-észter (CAPE) va-
lasztjuk.
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1. abra

Eam1105/=Ahdl
Apal
Eam1105! Xbal

1. LEPES %

A pHIVARTBStEIl emésztése Ahdl-gyel 2. LEPES
Kezelés DNS pol I-gyel (Klenow fragm.) Xbal fragmentum
Emésztés Apal-gyel szubklénozasa

A mintegy 270 bp méretli Apal-Adhl

fragmentum tisztitasa és Apal/Smal-
gyel felnyitott pGEM7zf(-) plazmidba
szubkiénozva

pGEMOzf(-) plazmidba,
egyetien Apal hely
pHIVARTBstEI eléallitasa végett

pIB120- szdrmazék ——1

Eam1105!
TApal
Xbal l' Eam1105} Xbal
Apal
[ Smal=Xmal ) 4BstEll

iranyultsag ismeretien

3. LEPES

l >
A pGEMS-T2 mintegy 750 bp méretd Apal-BstEll
fragmentuma (BstEll-végek Klenow-kezeltek) a

pGEM7-T1 mintegy 270 bP méretd ApAl-XmalQ0 frag-
mentummal helyettesitve (Xmal-végek Klenow kezeltek)

f

pGEMS-T3

I HIV provirust szegélyezé human genomidlis szekvenciak
2 ARTBstE!

% R
Proteaz
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2. abra

1. LEPES

5'-GACNNN/NNGTC (Ahdl felismerd hely és hasitasi hely)

5-GACCCC/TCGTC (Ahd! hely a prote4z kédol6 szakasz elején)
Ahdl hasitas

3'-tuinydié 1-nukleotid eltavolitdsa DNA polimeraz |
(Klenow fragment) kezeléssel

5-GACCC « » 5'-CCC/CGG (Smal)

tompa végek ligalasa helyre-
allitjia a Smal véget

3. LEPES

5-GAC/CCGGG 5'-G/GTNACC (BstEl)
5'-G/GTGACC (BstEll a ART-ki6nban)

A helyreallitott Smal felismerd hely hasltasa Xmal-
gyel (egy 4-nukleotid tulnyulé vég elGallitasa) és at-
alakitasa tompa véggé DNS polimeraz I-gyel (Kle-
now fragment)

A pGEMBS-T2 BstEll-vel emésztett recipiens vektort
Is kezeljlik DNS pol. I-gyel (Klenow fragment) Apal-
gyel vald kezelés el6tt

GACCCGG < , » GTGACC

A GACCCaggtgACC (az alahuzott kédon a P9 a protedzban)
A AProRT junkcional van egy Smal/Xmal és egy BstEIl hely
A AProRT junkcidnal lévé “idegen szekvencidkat” kisbetikkel jeleztiik
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3. abra
2000 2500 3000 3500 4000
F BstYi/Bglil
rEar!
r Bsu36i
rEam1105!
) rBecll
Eam1105i r PpuM] r Accl
- Hind!l - Bst1107!
Hindli EcoRV
Nsp! Eael Sspl BspMi
PpuMi Mscl BstYil Pvull
Eael {Bpml [ [Pvull[.PflMl [Kpn! I'Kpn! “Acci
MunH ] A#
Styl
Avrll
Banli
Apal
BR
egyenesen
ismétléde 1
szakaszok B
I REVERZ TRANSZKRIPTAZ |
RvPs' (AP} RVP3’ |
I l |
| jt -
[OUTS/INS ORT N3/0UT3
] |
] |
[ —>
(AProRT)
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HXB2 (szekvencia részlet:1880-4400)

4A. abra
>Nspl

>Eaml105I

|
1800 1810 1820 1830 | |1840
* * + * l ‘ *
GGA CCA GCG GCT ACA CTA GAA GAR ATG ATG ACA GCA TGT CAG
G P A A T L E E M M T A C Q

— —— oty it s e i s oo mto e

>PpuMl >Eael
i |
1850 | | 1860 1870 1880
* ‘ ] . * H
GGA GTA GGA GGA CCC GGC CAT AAG GCA AGA GTT TTG GCT GAA
G v G G P G B R A R v L A E
a a a a GAG POLIPROTEIN a a a a a

o g—— | So—— oy ot - ——— —— ir————— | o———— Vo—

GCA ATG AGC CAAR GTA ACA AAT TCA GCT ACC ATA ATG ATG CAG
A M S © v T N s A T I ¥ ¥ Q
a__a__GAG POLIPROTEIN_a a_ _a a__a

el S T —— gt oot s o

1930 1840 1950 1960 !
« * * * I
AGA GGC AAT TTT AGG AAC CAA AGR AAG ATT GTT AAG TGT TTC
R G N F R N Q R K I \Y K [ F
a_ a a___a__ GAG POLIPROTEIN_a a__a_a__a_
>Banll
|
>Apal
|
1970 1980 1§90 2000 ]
* * * * '
AAT TGT GGC AAA GAA GGG CAC ACA GCC AGA AAT TGC AGG GCC
N C G K E G R T A R N c R A
a_a a a  GAG POLIPROTEIN_a a a a a

e s—— o—— | ot ittt — — ——— ot o et

Semmmmmmm oo egyenesen ismétigds=—=—="""=- >
szakaszi#1

>AvrII
|

>StyI
I

2010 2020 2030 2040 2050

* . * x 3

CCT AGG ARR AAG GGC TGT TGG AAA TGT GGA ARG GAA GGA CAC
P R KX K G o W K C G K E G =&

e V——— r—— oot e s — st sttt o

<----ggyenesen isméldds--

szakasz#2
2060 2070 0 2090

t * * %
CAA ATG AAA GAT TGT ACT GAG AGA CAG GCT AAT TTT TTA GGG
Q 4 K p ¢ T E R Q & N F L G
a a a a GAG POLIPROTEIN_a a a a a

——— S——— St ot e b t— g o Sttt

e e e s e e e e o L
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4B. abra

>BglIl
|
>BstYI
|
| 2100 2110 2120 2130
{ * - * *
RAG ATC TGG CCT TCC TAC AAG GGA AGG CCA GGG AAT TTT CTT
K I w P S Y K G R P G N F L
a a a a GAG POLYPROTEIN a & a a a

S ——— ———y. Wit o S —— n— ———— it e

2
— X > T
>Earl
2140 2150 2150% 2170
* * t‘ *

CAG AGC AGA CCA GAG CCA ACA GCC CCA CCA GAR GAG AGC TTC
Q S R P E P T A P P E E S§ F
—B__ 8 & _a GAG POLYPROTEIN a__ =& a a a

Q § R P E P T A P P E E s F
b b_b b GAG P6 (52 2aA) b _b b b b

e, S ——— S—— Sot——r — —— — ————— — e

2180 2190 2200 2210
* * L *
AGGTCTGGGGTAGLGACAACAACTCCCCCTCAGAAGCAGGAG
R S G Vv E T T T P Q K Q BE

— a __a GAG POLYTPROTEIN a__a a__a__a
R 8§ 6 VvV £ T T T P P Q K Q E
b b b b GAG P6 (52 aA) b b b b b

e St Wotiers | St st —— — — c—— —— voponremats:

>Bsu36I

|
2220 2230 2240 2250 | 2260
*

* * * ‘ *
CCG ATA GAC ARG GAAR CTG TAT CCT TTA ACT TCC CTC AGG TCA
P I D K E L Y P L T s L R s

W s e, —— it sttt

|

| ~-=>aPro
>Eaml105I
l
2270 2280 2290 2300
* *

* | *
CTC TTT GGC AAC GAC CCC TCG TCA CAA TAA AG ATA GGG GGG
F G N D P s S Q *
a GAG POLTPROTEIN__a a a
F

N D P 5 § @
b_GAG P6 (52 BA)__b__ b
2 R P L V T I K I G G
—F__C _Cc ¢ c_PROTEAZ. c_ € _ _c c € e

i—— st msnmm— T ——— — — —— vo——" S————  —— - ————.

R

b

=

|

2310 2320 2330 2340
* * * *

CAA CTA AAG GAA GCT CTA TTA GAT ACA GGA GCA.GAT GAT ACA
QLKEBL,LDTGADD‘I‘

S— —— ———— —————
mr—  tm—m————"

s ——. . ——— ——— S ——
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4C. abra
2350 2350C 2370 2380
* * * £
GT2 TTA GAR GAR ATG AGT TTG CCA GGA AGA TGG ARA CCR ARA
V. L E E ¥ & 1L ,B G R W K P K
T c c ¢ (= PRD’I’EAZ. c ¢ [ c ¢

2390 2400 2410 2420 |

ATG ATA GGG GGA ATT GGA GGT TTT ATC AAR GTA AGA CAG TAT
¥ I 6 G I G G r I X Vv R Q0 X

2430 2440 2450 2460 2470
*

GAT CAG ATA CTC ATA GAA ATC TGT GGA CAT ARA GCT ATA GGT
b 0 I L 1I E I Cc G B X A I G

—_—F__ e ¢ _¢c . c PROTE%\SL c_ e _e© _c© _¢©__
€
>PpuMI >BindII
| |
2480 | 2450 |2500 2510
* * *

* |
ACA GTR TTA GTA GGA CCT ACA CCT GTC AAC ATA ATT GGA AGR
T vV L VvV G P T P v N I I & R

. C_e ¢ _¢c_ _c PROTERZ c__c__e__c__¢
— ouTs ->
>Bindll
|
2520 2530 2540 2550
* 13 * *

ART CTG TTG ACT CAG ATT GGT TGC ACT TTA AAT TTT CCC ATT
N L L T Q I 'G C T L N F
¢ ¢ et ¢ PROTEAZ c =) c__©

——— v st Sttt it e —— o—— T——— o ———

P I

L ORTE Sm———

2560 2570 2580 2550

* * * *

AGC CCT ATT GAG ACT GTA CCA GTA ARA TTA ARG CCA GGA ATG
s p 1 E T V P v K L X P G H

.8 _d d REVERZTRANSZKRIPTAZ _d__d d d
——w INS -
APro --~>[
>Mscl
!
>Eael
2600 2610 2620 2630
*

3 « | =
GAT GGC CCA AAR GTT AAA CAR TGG CCA TTG ACA GAA GAA AR

» ¢ P K v XK Q@ W P L T E E K

—d 4 4 CcVERZ TRANSZKRIPTAZ —%—9_d d
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4D. abra

284G

¢ 2650 2660 2670 2660

r * * ¥ .
ATR A2x GCA TTR GTA GRA ATT TGT ACAR GAG ATG GAR HAG GAX

I K A L v E 1 C T E M E K E

—d__d__d_  REVERZTRANSZKRIPTAZ _d_ d__d__9d___
-—=>ART
>BpmI
|
2690 2700 ] 2710 2720

* x 5
GGG ARA ATT TCA ARR ATT GGG CCT GRA RET CCR TAC ART ACT
G X I S K I G P E N P Y N T
.d__d__d___ REVERZTRANSZKRIPTAZ _d__d _d__d

2730 2740 2750 2760

® * * -
CCA GTA TTT GCC ATA AAG RARA ARA GAC AGT ACT ARR TGG AGR
P v F A I K K K D s T K, 2 W R

—d__d 94 pryprzrANszKRIPTAZ —9—Sd_ 9
2770 2780 2790 2800
* N * *

AAA TTA GTA GAT TTC AGA GAA CTT AAT ARG AGR ACT CAA GAC
XK L v b F R E L X K R T Q D

——d__d__d _ REVERZTRANSZKRIPTAz —d——8d__d_
2810 2820 2830 2840

* * t

TTC TGG GAR GTT CRR TTA GGA ATA CCA CAT CCC GCa GGG TTA
F w E v 0 L G I 4 B ? A G I

—d_d_d REVERZ TRANSZKRIPTAZ ~d_d d 4
2850 2860 2870 2B8B0 2890
* * * - *

ARR ARG RAA ARA TCA GTA ACA GTA CTG GRT GTG GGT GAT GCA
R K K K S v T v L 0 v G o] A

d__d_d _ REVERZTRANSZKRIPTAz 4. d_d_d
>Bst11071
|
>hcel
I
2900 2910 2920 (2930

* * * l ! *

TAT TTT TCA GTT CCC TTA GAT GAR GAC TTC AGG AAG TAT ACT
Y F S vV ¢ L D E D F R K Y T

—d__d 4 pryerz TRANSZKRIPTAZ —9—d4.d d
2940 2950 2960 2970
* * * *
GCA TTT ACC ATA CCT AGT ATA AAC AAT GAG ACA CCA GGG ATT
E ¥ © 1 PP £ I ® ® E T P £ I
—d_ & _d _  REVERZTRANSZKRIPTAZ —Cd._d @& d
>ECORV
|
2980 2930 3000 3010
t * * * t

AGR TAT CAG TAC AAT GTG CTT CCA CAG GGR TGG ARk GGA TCA
R ¥ Y X v L P Q G W X G s

d__d_d REVERZ TRANSZKRIPTAZ —dd__d_d_

—
am——
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4E. abra
>Sspl
|
3020 | 3030 - 3040 3050
* * x* *

CCA GCA ATR TTC CAR AGT AGC ATG ACA ARR ATC TTA GAG CCT
P A I F Q S S M T K I L E P

d
—d_d d. REVERZ TRANSZKRIPTAZ — 4 4.3 .
3060 3070 3080 3090 3100
* * ® * *

TIT AGA AAA CAA AAT CCA GAC ATR GTT ATC TAT CAR TAC ATG
F R X Q N P' D I v I Y Q Y M

—9d__d__d__ REVERZ TRANSZKRIPTAZ —S—d—d_d
>BgtY]
i
3110 | 3120 3130 3140

* ! * * *
GAT GAT TTG TAT GTA GGA TCT GAC TTA GAA ATA GGG CAG CAT
D O L Y v G S D L E I G Q B

—d_d d REVERZ TRANSZKRIPTAZ ——9—9 9
3150 3160 3170 3180
* * * *

AGA ACA AAA ATA GAG GAG CTG AGA CAA CAT CTG TTG AGG TGG
R T K I E E L R Q B L L R W

8 __d_d _ REVERZTRANSZKRIPTAz -4 4 d d
3190 3200 3210 3220
* * * *

GGA CTT ACC ACA CCA GAC AAA AAA CAT CAG AARA GAA CCT CCA
G L T T P D K K | Q K E P P
—9d_d 34  ReverRzTRANSZKRIPTAZ —% 9 _d d

3230 3240 3250 3260
+ * ’ * x*
TIC CTT TGG. ATG GGT TAT GAA CTC CAT CCT GAT ARA TGG ACA
F L W ¥ 6 Y E L B P D K W T

—d_d_d  peverRz TRANSZKRIPTAZ —4..d _d d
' >Pvull
|
3270 3280 3290 3300 3310
* + +* * *

GTA CAG CCT ATA GTG CTG CCA GAA AAA GAC AGC TGG ACT GTC
v Q P I v L P E K D 8 w T Vv

—d_d_d  RryERZTRANSZKRIPTAZ —d_d d &
3320 3330 3340 3350

* * * *

AAT GAC ATA CAG ARG TTA GTG GGG AAA TTG AAT TGG GCA AGT
N D I Q K L v G K L N W A S

—d_d_ 4 REVERZ TRANSZKRIPTAZ —d_d__d d
3360 3370 3380 3390
*

* * *

CAG ATT TAC CCA GGG ATT AAA GTA AGG CAR TTR TGT AaAR CTC
Q I Yy P 6 I K VvV R Q L <€ X L

—d__d d  ReverzTRANSZKRIPTAz —d__d__d _d
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4F. abra

3400 3410 3420 3430

* * % *

CTT AGA GGA ACC AAA GCA CTA ACA GAA GTA ATA CCA CTA ACA
L R G T K A L T E v I P L T

d d4 4 d

S m— REVERZ TRANSZKRIPTAZ — — —— — —
3440 3450 3460 3470
L 4 * “* *

GAA GAR GCA GAG CTA GAA CTG GCA GARA AAC AGR GAG ATT CTA
E E A E L E L A E N R E I L

4 _d_d REVERZ TRANSZKRIPTAZ .4 d d d
>PE1MI
[
3480 3490 | 3500 3510 3520

* x l
ARA GAA CCa GTA CAT GGA GTG TAT TAT GAC CCA TCA AAA -GAC
K E P v B G v Y Y D P 5 K D

y d d
. — REVERZ TRANSZKRIPTAZ -4 d —_—
3530 3540 3550 3560
* * E 3 *

TTA ATA GCA GAA ATA CAG AAG CAG GGG CAA GGC CAA TGG ACA
L I 2 E I Q K Q G @ 6 Q@ Ww T
4 d d d d d
—dd_ 4 orverz TRANSZKRIPTAz ———3—3—

3570 3580 3590 3600
* * . *

TAT CAA ATT TAT CAA GAG CCA TTT AAA AAT CTG AAA ACA GGA

Y Q I Y Q E P F K N L R T G

— 4 d d  REVERZTRANSZKRIPTAz 4.4 d d_
3610 3620 3630 3640

* ® * 3

AAA TAT GCA AGA ATG AGG GGT GCC CAC ACT AAT GAT GTA ARA
K Y A R M R G A B T N D v K

—d_d d S RevERz TRANSZKRIPTAZ —3—d d d
3650 3660 3670 3680
* * * *

CAA TTA ACA GAG GCA GTG CAA RAAA ATA ACC ACA GRAA AGC ATA
Q L T E A VvV ©Q XK I T T E S§ I
—<A4 94 d_ Reverz TRANSZKRIPTAZ —9—9—dd

3690 3700 3710 3720 3730
* * *
GTA ATA TGG GGA AAG ACT CCT AAA TTT AAR CTG CCC ATA C2A
vV I ¥ G K T P X F K L P I Q

—8__d_d___ REVERZTRANSZKRIPTAz _d__d d_d
3740 3750 3760 3770

* * * o=
AAG GAA ACA TGG GAA ACA TGG TGG ACA GAG TAT TGG CAA GCC
K BE T W E T w W T E Y W Q A
—9_4 d_ peverz TRANSZKRIPTAZ & —9%—d d d

3780 3790 3800 3810

* * * *
ACC TGG ATT CCT GAG TGG GAG TTT GTT AAT ACC CCT CCC TTA
T W I P E w E F v N T P P L

d d a4
— " —"—— REVERZ TRANSZKRIPTAZ —d_d 4 d
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4G. abra

>Kpnl

!
3820 3830 3840 3850

- NN * *
GTG AAR TTA TGG TAC CAG TTA GAG AAR GAA CCC ATA GTA GGA
v R L W Y @ L E K E P I V G
. d__d__d___ REVERZTRANSZKRIPTAz _d__d d_d

3860 3870 3880 3880

* *

GCA GAA ACC TTC TAT GTA GAT GGG GCA GCT AAC AGG GAG ACT
A E T F Y v D G A A N R E T

4 4 d  REVERZTRANSZKRIPTAz d_d d d
3900 3910 3920 3930 3540
* * * * x

ARA TTA GGA AAA GCA GGA TAT GTT ACT AAT AGA GGA AGA CAA
K L G K A G Y v T N R G R Q

—d _d _d _ RpevERZ TRANSZKRIPTAZ —d_d d d
3950 3960 3970 3980
+* * £ 3 +*

AAR GTT GTC ACC CTA ACT GAC ACA ACA AAT CAG ARG ACT GAG
K v v T L T D T T N 0] K T E

—d__d _d  REVERZTRANSZKRIPTAZ —%—d_d_d__
3990 4000 4010 4020
* * +* +*

TTA CAAR GCA ATT TAT CTA GCT TTG CAG GAT TCG GGA TTA GAA
L Q A I Y L A L o D S G L E

—d_d 4  RevgRZ TRANSZKRIPTAZ —9—d_d__d
4030 4040 4050 4060
* * * *

GTA AARC ATA GTA ACA GAC TCA CAA TAT GCA TTA GGA ATC ATT
vV X I v T D 5 Q Y A L G I I

A4 _da d  RevERZTRANSZKRIPTAZ .d__.d__d_d
4070 4080 4090 4100
* * * *

CAA GCA CAR CCA GAT CAAa AGT GAA TCA GAG TTA GTC AAT CAA
Q A Q )4 D Q S E S E L v N Q

—d d A4  pevERZTRANSZKRIPTAZ 4 d_d d
4110 4120 4130 4140 4150
*

* * * *

ATA ATA GAG CAG TTA ATA AAA AAG GAA AAG GTC TAT CTG GCA
I I E Q L I K K E K v Y L A

—4 4 d _ RevERZTRANSZKRIPTAz —dd__d d
ART ——=>|
APToRT (Tibotec) —->|
>Kpnl
14160 4170 4180 4190
. * * = 4 *

TGG GTA CCA GCA CAC AAA GGA ATT GGA GGA AAT GAA CAA GTA
w v P A B K G I G G N E Q v

_d_ 4 d _ REVERZTRANSZKRIPTAZ _d__d d_ d
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4H. abra

4200 4210 4220 4230
¥ * * *
GAT AAA TTA GTC AGT GCT GGR ATC AGG ARR GTA CTA TTT TTA
b kK L Vv s a 66 I R X v L F 1L
d d REVERZTRANSZKRIPTAZ : 4 d 4 4

e et e s —— — e e e e

4240 4250 4260 4270 4280

*

GATGGA ATAGATAARGG CCCAAGATGA ACATGAGAAA TATCACAGTA
----------- > Cmmmmmmaeme OUT3 ——-

>BSpMI
4290 4300 4310 4320 4330
: 4 * *

* *

ATTGGAGAGC AATGGCTAGT GATTTTAACC TGCCACCTST AGTAGCAARA

>Pvull

l
4340 | 4350 4360 4370 4380

* * * * *

GAARTAGTAG CCAGCTGTGA TAAATGTCAG CTARAAGGAG ARGCCATGCA

>Accl
|

4390 4400
|+ *

TGGACAAGTA GACTGTAGTC
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A Erzékenység

Loviride
100

5. abra

A Erzékenység

31C
100

3TC+D4T 131 10

0ODC+D4T 1:1 - 4 '

AZT+3TC 111 <+ AZT

DaT

6. dbra
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A gybgyszerérzékenység relatlv vé’ﬁozésél

% . Beteq rezisztencia Ndvekvd
2 g rezisztencia

] : Max. mérhets rezisztencia
~—{: standard eltérés Normal /
-3zeres rezisztencia tartoma

GYOGYSZER X oy,

1) AZT

23TC

3)001

4)D0C

5)D4T
6)LOVIRIOE
TTIVIRAPINE

7A. abra

!Tezisztet:écia szint 1) AZT
(log egységek) 10.000

7)TIVIRAPINE ' 2)3TC

6)LOVIRIDE

Maximalisan mérhetd rezisztencia
Beteg minta aktudlis rezisztenciaja.

NI 1B referencia torzs

7B. abra
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A gydgyszerérzékenyseéq relativ véltozé34

V77 : Beteg rezisztencia Novekvs
rezisztencia.

- Max. mérhetd rezisztencia
—|: standard eltérés Normal
x-szeres rezisztencia tartormdny
P

GYOGYSZER t
x01: 1 : 10 100 1
1) AZT = 241 R
3)00! = 13|} j‘:m :
4)D0OC 5 i “r57577 0 KRR ARG
5)04T = 1
G)LO\AH‘DE 2 271 7) i e
7ITIVIRAPINE | = ETIE et —
8A. abra
Rezisztencia szint 10, 010)0 AZT

(log egységek)
7)TIVIRAPINE

6)LOVIRIDE &<

N

2)37C

)

\
e

1)
<A

~—_/

5)D4T 4)DDC

Maximalisan mérhetd rezisztencia
; Beteg minta aktudlis rezisztencidja
dHHENE 1B referencia térzs

8B. abra
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A gyogyszerérzékenység relativ véltozasg
Navekvs

77, - Beteg rezisztencia rezisztencia
(] : Max. mérhetd rezisztencia
—|: standard eltérés Normal

x-szares rezisztencia tartomany

YOGYSZER e
¢ x0.1 1 1% 10 100 16

1) AZT > 344 D ISP
3)001 > 21
4D0C - v
35)04T >
S)LOVIRIDE} =
NTIVIRAPIN =
Rezisztencia szint 1) AZT

(log egységek) 10.000

7)TIVIRAPINE 2)3TC

6)LOVIRIDE 3)DDI

il 2

pAL

5)D4T 4)DDC
Maximalisan mérhetd rezisztencia

Beteg minta aktualis rezisztencidja

I 1B referencia tdrzs

9B. abra
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V7771 : Beteg rezisztencia

1 : Max. mérhets rezisztencia ‘
—{ : standard eitérés Normai ‘
'X-8zares rezisztencia tartomany
GYOGYSZER] e o)

A gyogyszerérzékenyseg relativ valtozasa

Névekvd
rezisztencia

x0.1 "1 10 100 10
3tc = 0.4 7
Saquinavir | = 0.4 S
Hnonawr = 0 ) 6 R0 BRI PRI AR OGS

....................................

indinavir = 0.8

10A. abra

. N AZT
Rezisztencia szint 1 000 -

(log egységek)

indinavir

11
-lllliﬁnlb

il

Ritonavir

B e LR SALAEA AR SATA AL RS AT A~y ¢

3TC

Saquinavir

Maximalisan mérhetd rezisztencia
Beteg minta aktudlis rezisztencigja

[lilli| B referencia torzs

10B. abra
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A gyogyszerérzékenység relativ valtozasg

77/ : Beteg rezisztencia Novekvd
. . rezisztencia
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