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BEVEZETES

HIV-2 epidemioldgiaja és klinikai megjelenése

A WHO adatai alapjan, megkozelitéleg 37.9 millio HIV fert6zott van vilagszerte. A
fertdzések jelentés hanyada HIV-1 fert6zés, azonban jelenleg is hianyosak az adatok a
HIV-2 fertézottek szamarol; egy régebbi statisztika alapjan 1-2 millio HIV-2 fert6zott él
vilagszerte, mely szdm magaban foglalja a HIV-2 és a HIV-1/HIV-2-vel duplén fert6zott
(HIV-D) betegeket is. A HIV-2 és a HIV-D fertézéseket leginkabb Nyugat Afrikdban
regisztraltak, illetve az e tertilettel torténelmi kapcsolatot apolo6 régidkban, mint példaul:
Portugalia, Franciaorszag és Spanyolorszag. A legtobb HIV-2 fertdzottet Sierra Leone,
Gambia, Szenegal, Elefantcsontpart, Guinea és Bissau-guineai Koztarsasag teriiletén
regisztraltak. A HIV-2 fertéz¢s, - a HIV-1-hez képest - kevésbé patogén, a plazma virus
szint alacsony vagy nem detektalhaté (Avettand-Fenoel et al.,, 2014), a CD4+ szint
lassabb csokkenése (Van der Loeff et al., 2002) és az AIDS progreszidjanak lassabb

kialakulésa jellemzd, még antiretroviralis terdpidban nem részesiilo betegek esetén is.

HIV-1 és HIV-2 dupla fertozés

Azokon a teriilteken, ahol mind a két HIV virus el6fordul, a betegek fert6zottek lehetnek
mind a két virussal. A HIV dupla fertézés (HIV-D) prevalencidja megkdzelitéleg 0-3,2
% olyan nyugat afrikai orszagokban, mint Guinea és a Bissau-guineai Koztarsasag (Da
Silva et al., 2008). Tovabba, a francia HI'V betegek 0,2%-a és a spanyol HIV-2 fertdzottek
32%-a dupla fertozott (Barin et al., 2007) (de Mendoza et al., 2017). A CD4+ T-sejtek
csokkenése a fert6zés elérehaladasanak egyik indikatora lehet. A HIV-D fert6zottek
esetén a CD4+% és a CD8+ T sejtek szintje szignifikansan magasabb, illetve a CD8+ T-
sejt szint lassabb csokkenését regisztraltak, HIV-1 fertézottekhez képest (Esbjornsson et
al., 2012). HIV-D fertézottek kozel felénél a plazma virus szint nem volt
meghatarozhatd, hasonléan a HIV-2 infekcidnal tapasztaltakhoz (Gottlieb et al., 2018).
Tovabba a dupla fert6zott betegek esetén a HIV-1 plazma virus szint is alacsonyabb volt,
mint a csak HIV-1-el fertézott egyéneknél. Ezen feliil a dupla fert6zésre jellemzo az
AIDS lassabb progressziojanak kialakuldsa, a HIV-1 monoinfekcidhoz képest. A dupla
fertdz€és mechanizmusa jelenleg nem ismert. Traver és mtsai., 70 %-os HIV-1-el
szembeni “protekciot” jegyeztek le a dupla fertézottek esetén (Travers et al., 1995), mig

mas tanulmany nem talalt ilyen, a HIV-1-el szembeni gatl6 hatast (Greenberg, 2001).



Virus evolucio és a betegség progressziojanak kapcsolata

A magas mutacios és replikacios ratanak koszonhetéen mind a két HIV virusra
jellemz6 a gyors evolucids készség. A spontdn mutdciok magas ratajabol kifolyodlag
kialakulo gyors virdlis evolucié kovetkeztében a virus képes az immunvalaszok
kijatszasara, mint példaul neutralizacié ,elkeriilésére”, illetve a betegség
reverz transzkriptdz (RT) hibajavito aktivitdsanak hidnya €s a viralis cDNS celluldris
citidin deaminazok altali médositasa all (Andrews and Rowland-Jones, 2017) (Cuevas et
al., 2015). A HIV-1 mutacios rataja extrém magas, ezzel szemben a HIV-2 mutacios
ratdjarol az adatok hianyosak. A HIV evolucio és a betegség progresszidjanak kapcsolata
mar régota ismert a szakirodalomban (MacNeil et al., 2007) (Lemey et al., 2007). Mig ez
a kapcsolat a HIV-1 esetén jol karakterizalt (Salemi, 2013), a HIV-2 virus evoluciojarol,

specifikusan a fertdzottekben lejazld evolucios folyamatokrol ismereteink hianyosak.
A HIV-2 genomjanak specifikus elemei a HIV-1 genomjahoz viszonyitva

A két HIV virus 55-48% hasonlosagot mutat a nukleinsav 0sszetételben. A HIV-1-hez
hasonl6an 3 f6 csoportba oszthatéak a HIV-2 gének is: a szerkezeti gének: gag, pol, env;
szabalyozo6 gének: tat, rev, és a kiegészitd gének: vif, nef, vpr and vpx. A 6 szerkezeti
gének esetén: gag: 54 %, pol: 55 % és env: 35 % hasonlosag figyelheté meg. A két virus
esetén a legnagyobb eltérést a kiegészitd gének esetén figyelhetiink meg. Példaul a HIV-
2 kodol viralis protein X (vpx) gént, mig a HIV-1 nem. Tovabba, habar mind a két HIV
virus kédol szabalyo géneket, ezek jelentés mértékben eltérhetnek aminosav szinten,

ilyen példéul a transzkripcids transz-aktivator fehérje (Tat).

HIV-2 TranszKkripcids transz-aktivator protein (Tat)

A Tat jelentds szerepet tolt be a viralis transzkripcid elinditdsdban. Habar mind a két HIV
a két Tat kozott. A HIV-2 Tat mindossze 30 % hasonlosadgot mutat aminosav szinten a
HIV-1 Tat-tal. A Tat transzkripcids aktivitdsaban az elsé harom doménje jatszik szerepet
(Pro-gazdag, Cys-gazdag, és a mag régi6). Habar a Pro-gazdag régio is felelds a
transzaktivator funkcioért, a két virus Tat-janak ezen régioja kozott minddssze 10 %
hasonlosag figyelheté meg. Tovabba, mig a HIV-1 Tat Pro-gazdag doménjében 1étrejovo
mutacidoknak semmilyen hatasa nincs a fehérje funkcidjara, HIV-2 Tat esetén ismereteink

hianyosak (Rossenkhan et al., 2012). Ezzel szemben a Cys-gazdag régidban kialakulo



Tyr -Ala szubsztiticiok a HIV-1 és a SIV Tat fehérjék hibas feltekeredését, ezaltal
inativalasat okozzak (Das et al., 2007).

Vpx

Viralis protein X (vpx) csak a HIV-2 és az SIVsmm (kormos mangabé) genomjaban
kodolt. Egyik f6 funkcidja a preingetracidos komlex nukleéris trnaszportja, amelyben a
K68 és R7? aminosavrészek vesznek részt (Belshan, 2002). A Vpx masik 6 funkcidja a
cellularis restrikcids faktorral, a SAMHDI1-el valé kapcsolddas, mely restrikcios faktor
specifikusan képes a HIV-1 replikacidjanak gatlasara; a fertézés korai fazisaban a
cellularis szabad dNTP szint lecsokkentése révén (Hollenbaugh et al., 2014).

A Vpx a SAMHDI1 proteoszomalis lebontasat indukalja a Cullin4-DDB1-DCAF1 E3
ligdz komplexszel vald kapcsolodas révén (Ciftei et al., 2015). Ezen kapcsolodasban a

K68 aminosavrész kiemelt jelntdséggel bir (Mcculley et al., 2012).



CELKITUZES

Habar a HIV-2 virust €s az ehhez kapcsolodo fertdzést mar tobb mint 30 éve leirtdk a
virus patomechanizmusardl, a virus evolucidjardl ismereteink hianyosak. Ehhez
hasonldan a két HIV virus altal okozott dupla fert6zés HIV-D) patomechanizmusarol is
kevés irodalmi adat all rendelkezésilinkre. Annak ellenére, hogy a két HIV virus hasonlo
replikécios ciklussal rendelkezik, genomjuk minddssze 40 %-os hasonldsagot mutat, és
mind a két HIV virus kodol egyedi géneket, mint példaul: a viralis protein x (vpx) a HIV-
2 esetén. Tovabba a legtobb HIV viralis protein polimorf, és ugyan mind a két virus esetén
azonos, vagy hasonld funkciot toltenek be, az aminosav szekvenciajuk jelentdsen eltér;
erre példa az egyik szabalyozo fehérje, a transzkripcids transz-aktivaror, a Tat (Kurnaeva
et al., 2019).

A HIV-2 fert6zés tobbnyire az AIDS lassu, vagy a HIV-1 infekciohoz képest lassabb
progresszidjaval jellemezheté (Esbjornsson et al., 2018), annak ellenére, hogy
feltételezhetoleg a HIV-2 is magas mutéacios rataval rendelkezik, akar csak a HIV-1
(Rambaut et al., 2004). Az eltéro progresszi6 ellenére is limitaltak az ismereteink a HI'V-

2 evolucios rataja és a betegség progresszidja kozotti dsszefliggésrol.

Céljaink a kdvetkezoek voltak:
1. HIV-1/2 dupla fertézés karakterizalasa sejt laboros koriilmények kozott
2. A HIV-2 Tat savas doménjaban 1évé mutaciok hatdsdnak tanulményozasa in

silico és in vitro

3. Szenzitiv HIV-2 DNS kvantifikalasi protokoll belallitasa
4. A HIV-2 evollcids ratajanak Osszehasonlitisa a gyors ¢és lassi betegség

progresszorok kozott



ANYAGOK ES MODSZEREK
Plazmidok

A HIV-1 ¢és HIV-2 pszeudovirion termeléshez 2. generéacios lentiviralis vektor
rendszert alkalmaztunk. A HIV-1 pszeudovirion termeléshez a kovetkezd plazmidokat
alkalmaztuk: psPAX; csomagoldé plazmid, amit Dr. D. Trono-t6l (Geneva Orvosi
Egyetem) kaptunk ajandékba; pWOX-CMV-GFP transzfer vektor, mely zold
fluoreszcens proteint (Green Fluorescent Protein (GFP)) kodol, valamint a pMD.G
pszeudovirion termeléshez a kovetkezd plazmidokat hasznaltuk: HIV-2 CGP (HIV-2
ROD alapu expresszios vektor), CRUSSINCGW transzfer plazmid , mely egy CMV
promoter indukélta GFP expresszos kazetta rendszer és a pMD.G plazmid. A HIV-2-
CRUSSIN-WPRE vektor U5 és HIV-2 gag regiokat tartalmaz, azonban a pol és env
régiok elimindlva vannak a rendszerbdl. HIV-2 CGP és CRUSSINCGW plazmidokat
Joseph P. Dougherty -t61 kaptuk (Robert Wood Johnson Medical School). A pcDNA3.1-
Vpx-NeGFP egy HIV-2 Vpx-GFP fuzids fehérjét kodold plazmid, amiben a kodolt HIV-
2 vpx gén szekvencidja azonos a HIV-2 CGP vektorban kddolt vpx gén szekvenciajaval.
A mock plazmidot, a pcDNA3.1-NeGFP-t a pcDNA3.1-Vpx-NeGFP, Kpnl és Xbal
restrikcios enzimekkel tortént hasitasa, majd ligalasa révén hoztuk létre. A THP-1
sejteken elvégzett kisérleteink soran a pTY-EFeGFP vektort hasznaltuk kontrollként.
Mutagenezis

“QuikChange II és QuikChange Lightning Multi Site-Directed Mutagenesis Kit”-eket
(Agilent Technologies) hasznaltunk a HIV-2 CGP plazmidban létrehozandé mutéaciok
kialakitasahoz. Proteaz: D25N, Tat: Y44A / YS55A, Rev: H73R, Vif: S144A, Vpr: R78A,
Vpx: K68A és R70A. A Vpx inaktivald mutaciot (K68A és R70A) a pcDNA3.1-Vpx-
NeGFP vektorban is létrehoztuk. A mutagenezis sikerességét szekvenalo PCR reakcioval
ellendriztiik.
Tat mutaciok in silico predikacidja

Az in silico joslasokhoz a HIV-2 Tat protein szekvenciakat az UniProt adatbazisbol
(UniProt ID: P04605), a fehérje modell szerkezeteket a Swissmodel rendszerébol
toltottiik le (Bienert et al. 2017). A pontmutaciok indukalta stabilitasi valtozasokat és a
rendezetlenségi vizsgalatokat [UPred (Dosztanyi et al. 2005) és [-Mutant 2.0 szerverek
segitségével josoltuk (Capriotti, Fariselli, and Casaio 2005); mig a masodlagos szerkezet

vizsgalatokhoz a JPred4 szervert alkalmaztuk (Drozdetskiy et al. 2015). A josolt



pontmutaciok Tat protein stabilitasra kifejtett hatdsait SDM szerver (Pandurangan et al.

2017) és FoldX algoritmus segitségével vizsgaltuk (Guerois, Nielsen, and Serrano 2002).

HIV-1/2 dupla fertozés viszedalata HEK293T sejteken

HIV-1 és HIV-2 virionok termelése

A pszeudovironok termeléséhez HEK293T, huméan embriondlis vese-eredetli
sejtvonalat hasznaltunk (Invitrogen). A HIV-1 pszeudovironok termeléséhez: psPAXo,
pWOX-CMV-mCherry, és pMD.G plazmidokat; mig HIV-2 termeléshez: HIV-2 CGP,
HIV-2 CRUSSINCGW, és pMD.G lentiviralis vektorokat hasznaltunk. Az Y44A és
Y55A Tat mutans HIV-2 virionok termeléséhez olyan CGP plazmidot hasznaltunk a
transzfekcid soran, mely a fent emlitett Tat mutacidokat kddolja. HEK293T sejteket a
transzfekciot megel6z6 napon ugy passzaltuk, hogy masnap a konfluencia
megkozelithetdleg 70% legyen. A transzfekcids reagensiink polietilén-imin (PEI) volt, és
miutdn a PEI-DNS elegyet a HEK293T sejtekhez adtuk, a sejteket 5-6 6ran at 37°C-on,
5 % CO; tartalom jelenlétében antibiotikum mentes, 1 %-os FBS-t tartalmazé6 DMEM-
ben tartottuk. Az inkubalast kovetden a sejteken médiumot cseréltiink és 72 oran
keresztiil, 24 o6ranként a termelt virusokat tartalmazo feliiliszot 0sszegytjtottik és a
sejtekhez 1) médiumot (DMEM) adtunk. A virusokat ultracentrifugalas segitségével
koncentraltuk, majd a pelletet 200 pl PBS-ben oldottuk. A reverz transzkriptaz (RT)
aktivitast és a HIV-1 (p24) és HIV-2 (p27) kapszid termelést, ELISA alapt kolorimetrias

esszek segitségével végeztiik.
HIV-1 és HIV-2 dupla transzdukcios esszék

Szimultan infekcios (transzdukcios) modell

A transzdukciot megel6zo napon a HEK293T sejteket 48-lyukt sejttenyésztd edényre
osztottuk, majd a transzdukcid napjan 30 ng RT mennyiségnek megfeleltetheté HIV-1 és
HIV-2 pszeudovirionokkal szimmultan transzduktaltuk, szérum- és antibiotium-mentes

A HIV-1 ¢és HIV-2 mono-infekcidés kontrollok esetén a sejteket 30 ng RT
mennyiségnek megfeleltethetd HIV-1 vagy HIV-2 pszeudovirionokkal fertdztilk meg. A
transzdukcié masnapjan a sejtekhez dupla DMEM-et mértiink (20 % FBS, 2 % glutamin,
¢s 2 % penicillin-streptomicint tartalmaz6 DMEM), majd 4 napig inkubaltuk. Ezt
kovetden a fertdzés mértékének detektalasat aramlasi citométer segitségével allapitottuk

meg.



“Szuperinfekcios” (szuper-transzdukcios) modellek

Hasonldan a szimultan transzdukcidohoz, a HEK293T 48-lyuku sejttenyészté edényre
osztottuk. A HIV-1 ,szuperinfekcid” esetén a sejteket eldszor 30 ng HIV-2-vel, majd 24
ora elteltével 30 ng RT mennyiségnek megfeleltetheté HIV-1 pszeudovironnal
transzduktaltuk és 4 napig inkubaltuk. A HIV-2 ,,szuperinfekcié” esetén a sejteket eldszor
30 ng RT mennyiségnek megfeleltethetd HIV-1 virussal fertoztiik, majd 24 6ra elteltével
30 ng HIV-2 pszeudovironnal transzduktaltuk és 4 napig inkubaltuk. Az inkubalést
kovetben a HIV-1 (mCherry) és HIV-2 (GFP) positivitast FACS segitségével
kvantifikaltuk.

Vad tipusu és mutans HIV-2 CGP vektorokkal elé-transzfektalt HEK293T sejtek
HIV-1 transzdukcidja

A fent emlitett transzfekcios protokollt alkalmazva, a HEK293T sejteket 10 ug vad
tipust €s mutans proteaz, szabalyozd vagy kiegészité géneket kodolé CGP plazmiddal
transzfektaltunk PEI reagenst hasznéalva, majd 5-6 6ra elteltével a feliiliszot lecseréltiik
Uj sejttenyésztd médiumra. Majd 30 ora inkubalést kovetden a transzfektalt sejteket 48-
lyukua sejttenyésztd edényre osztottuk, €s 30 ng HIV-1 virussal transzduktaltuk, 50 ul
tartalmazott, 24 o6ra elteltével a sejteket kiegészitettiik ,,dupla” DMEM-mel, majd tovabbi
3 napig inkubaltuk. Ezt kovetden a sejteket felkapartuk, 1 % formaldehidet tartalmazo
PBS-ben fixaltuk és aramlasi citométer segitségével, a HIV-1 pozitivitast (mCherry)

megallapitottuk.
HIV-1 transzdukcio a Vpx transzfektalt HEK293T sejteken

A fent emlitett transzfekcios protokollt alkalmazva, a HEK293T sejteket 10 pg
pcDNA3.1-Vpx-NeGFP plazmiddal transzfektaltunk, majd 30 ora elteltével a Vpx-
transzfektalt sejteket 48-lyuku sejttenyésztd edényre osztottuk, és 20 ng HIV-1 virussal
transzduktaltuk. A fent emlitett protokollhoz hasonld koriilmények kozott inkubaltuk,
majd aramlasi citométer segitségével a HIV-1 pozitivitast detektaltuk. Kontroll
kisérleteinkben nem transzfektalt; csak HIV-1 pszeudovironnal transzduktalt;
pcDNA3.1-NeGFP vektorral, és KO68A-R70A funkcioképtelen Vpx mutanssal
transzfektalt, majd HIV-1 szuperinfektalt sejteket detektaltunk.



HIV-2 Vpx expresszio detektalasa HEK293T sejtekben Western Blot segitségével

A HIV-2 Vpx jelenlétének bizonyitasara Western blottot alkalmaztunk. A fent emlitett
transzfekcios protokollt alkalmazva a HEK293T sejteket transzfektaltuk 10 pg HIV-2
CGP, pcDNA3.1-Vpx-NeGFP vagy pcDNA3.1-NeGFP plazmidokkal, majd 30 o6ras
inkubaciot kovetden a feliiluszot eltavolitottuk és a sejteket PBS-ben kapartuk fel.
Centrifugalasi 1épést kdvetden a sejteket pH 7,4 lizis pufferben vettiik fel (50 mM Tris-
HCI, 250 mM NaCl, 0.5 % NP-40, 5 mM EDTA, 50 mM NaF), és szokinalassal segitettiik
eld a feltarast, majd a lizdtumot centrifugéltuk és a fehérjét 14 % SDS poliakrilamid
gélben szeparaltuk és nirtrocellul6z membranon detektaltuk. A Vpx detektalasara HIV-2
Vpx monoklonalis antitestet (Kappes et al., 1993), majd anti-egér IgG (Sigma-Aldrich)
masodlagos antitestet alkalmaztunk. A protein mennyiségét B-aktinra normalizaltuk
(primer antitestnek -aktin antitestet (Covalab) alkalmaztunk, majd a méasodlagos antitest

anti- egér IgG volt).
A Vpx transzfektalt és HIV-1 transzduktalt sejtek qPCR analizise

,»Qiagen Blood and Cell culture DNA Mini Kit (Qiagen)” segitségéval vontuk ki a
viralis DNS-t a HIV-1 transzduktalt, és Vpx-el eld-transzfektalt sejtekbol. Ezt kdvetden
a HIV-1 2-LTR cirkularis junkciok mennyiségét qPCR segitségével kvantifikaltuk. A
qPCR 1épései a kdvetkezdek voltak: iniciacios denaturaldsi 1épés 95°C, 10 perc; ezt
kovette 45 ciklus: 95°C 1 perc, és 60°C 1 perc. Standardként pWOX-CMV-mCherry
plazmidot alkalmaztunk, mivel LTR régiokat kodol. A HIV-1 DNS mennyiségét PBDG-

re (porfobilinogén deaminaz) normalizaltuk.

A HIV-2 Vpx HIV-1 pszeudovirionokba valé beépiilésének kimutatasa

Eloszor a HEK293T sejteket 10 pg pcDNA3.1-Vpx-NeGFP plazmiddal
transzfektaltuk, majd 30 ora inkubdalast kovetden a sejteket elvégeztik a HIV-1
pszeudovirion termeléshez sziikséges transzfekciot. A kontroll kisérletekben pTY-
EFeGFP plazmidot alkalmaztunk. Az igy termelt virionok RT aktivitdsat RT ELISA
segitségével allapitottuk meg. Tovabba Western blottot alkalmazva detektaltuk a Vpx
jelenlétét a termelt HIV-1 pszeudovirionokban. Ennek sordn a virionokat pH 7,8 lizis
pufferbe vettiik fel (50 mM Tris, 80 mM KCl, 25mM DTT, 0,75 mM EDTA, 0,5 % Triton
X-100), majd a virus lizatumot 14 % SDS poliakrilamid gélen torténd elvalasztas utan
vizsgaltuk Vpx jelenlétére. Primer antitestként anti-Vpx és anti-p24 monoklonalis

antitesteket akalmaztunk (Chesebro et al., 1992), a szekunder antitest anti-egér 1gG volt
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(Sigma-Aldrich). Tovabba a termelt virionokkal 4 HEK293T sejteket transzduktaltunk,
a mar emlitett protokoll alapjan. A transzdukcié hatékonysagat floureszcens mikroszkop

segitségével hataroztuk meg.
Kisérletek THP-1, monocita sejteken

Szimultan és ..szuperinfekcios” (transzdukcios) vizsgalatok THP-1 sejteken

A THP-1 sejteket 96-lyuku sejttenyészté edénybe osztottuk, szérum- és antibiotium-
10 ng HIV pszeudovirionokkal transzduktaltuk. A transzdukciot kovetd napon a sejteket
dupla RPMI médiummal egészitettiik ki, majd tovabbi 3 napig inkubaltuk. A HIV-1
»szuperinfekcid” esetén a sejteket eldszor 10 ng HIV-2 virionnal transzduktaltuk, majd
30 ora inkubalast kovetéen 10 ng HIV-1 virussal ismételten transzdukaltuk a sejteket.
Szintén 3 nap inkubalast kovetéen a transzdukcids hatékonysdgot dramlasi citométer

segitségével hataroztuk meg.

A THP-1 sejtek aktivalasa, transzfekcidja. és transzdukcioja

A THP-1 sejteket 48-lyuku sejttenyészté edénybe osztottuk és 50 nM forbol-12-
mirisztat 13-acetat (PMA) segitségével aktivaltuk. A monocitak adherens makrofagokka
torténd differencialodasat optikai mikroszkop segitségével detektaltuk. Az aktivalt
monocitakat ezt kovetden pcDNA3.1-Vpx-NeGFP vagy pcDNA3.1-NeGFP vektorokkal
transzfektaltuk, Lipofectamine LTX reagens felhasznalasaval (Thermo Fisher Scientific).
30 ora inkubalést kovetden 13 ng HIV-1 virussal transzduktaltuk a sejteket, madj 3 nap
inkubalast kovetden fluoreszcens mikroszkdép és aramlési citometria segitségével

detektaltuk a fluoreszcens sejteket.

A HIV-2 Tat Y44A mutdacio hatasanak tanulmanyozdasa

Kisérletek GHOST(3) sejteken
GHOST(3) sejtek transzdukcioja

GHOST(3) sejteket 12-lyuku sejttenyésztd edényre passzaltuk, majd 5 ng (p27,
kapszidra normalizalt) HIV-2 pszeudovirionnal (vad tipusu és Y44A / Y55A Tat muténs)
transzduktaltuk, majd 3 napig inkubaltuk. Ezt kdvetéen az LTR-indukélta GFP
pozitivitast FACS segitségével detektaltuk.

Dot Blot
A Dot Blot analizishez 1 ng (p27, kapszidra normalizalt) vad tipusu vagy Tat mutans

(Y44A/ Y55A) HIV-2 pszeudoviriont pH 7,8 lizis pufferben lizaltunk, majd 20 pl
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lizatumot nitrocellul6z membranra vittiink fel. Ezt kdvetéen HIV-2 Tat anti-szérumot
(Echetebu and Rice, 1993), hasznaltunk els6dleges antitestnek, amit anti-nyual IgG
masodlagos antitest kovetett a HIV-2 Tat jelenlétének kimutatasara. Dot-blottolast az 5
ng HIV-2 (vad és mutéans) indikator, GHOST(3) sejteken is elvégeztiik. A sejtekrol a
transzdukciot kdvetden a médiumot eltavolitottuk, majd a sejteket PBS-ben kapartuk fel
¢s centrifugalasi 1épést kovetden, pH 7,4 lizis pufferben vettiik fel, majd szonikaltuk,
majd ismételten centrifugaltuk a lizatumot. 20 pl lizalt feliiliszot vittiink fel, majd HIV-
2 Tat anti-szérumot hasznaltunk a Tat detektalasara. B-aktint hasznaltunk normalizalo

kontrollként.
Kisérletek HEK293T sejteken
A HIV-2 RT és Tat detektalasa Western-blottal

A HIV-2 RT ¢és Tat pszeudovirionokbol torténd detektalasara western-blot analizist
végeztiink. Ennek soran 1 ng (p27, kapszidhoz normalizalt) HIV-2 pszeudoviriont pH
7,8 lizis pufferben lizaltunk, majd 14 % SDS poliakrilamid gélen szeparaltunk. A HIV-
2 RT, Tat és a normalizasashoz alkalmazott p24 detektalasara: HIV-2 Tat anti-szérumot,

anti-HIV-2 RT (Klutch et al., 1993) és anti-p24 monoklonalis antitestet alkalmaztunk.

Az intracellularisan expresszaloddo RT és Tat kimutatdsdra, HEK293T sejteket
transzfektaltunk 10 pg vad tipusu és Y44A mutans Tat-ot kddoldo HIV2 CGP vektorral.
A transzfektalast koveto 24 €s 72 oraval a sejteket PBS-ben kapartuk fel és szonikalassal
tartuk fel. Ezt kovetéen 30 pl sejtlizaitumot (B-aktinhoz normalizalva) 10 % SDS
poliakrilamid gélen szeparaltuk és nitrocellul6z memranon detektaltuk. Az RT és Tat

kimutatasara HIV-2 Tat anti-szérumot, €s anti-HIV-2 RT primer antitestet hasznaltunk.

HIV-2 DNS kvantifikalasa teljes vérbol

DNS extrakcio PM1, Ul sejtekbdl és teljes vérbol

A DNS-t 5 x 10° PM1 sejtekbdl és 5 x 10% Ul sejtekbdl (U937 kronikusan HIV-1
fertdzott sejtek szubklonja) ,,Qiagen QIAamp DNA Mini Kit” segitségével nyertiik ki.
Az Ul sejteket a HIV-2 specifitas detektalasanak kontrolljaként alkalmaztuk. A viralis
DNS-t 200 pl teljes vérbdl nyertiik ki ,,Qiagen QIAamp Blood DNA Mini Kit”
felhasznalasaval.
qPCR HIV-2 standard

A HIV-2 RNS-t 1.44 x 10'" RNS-kopia/ml elektronmikroszoppal szamolt HIV-2
partikulumbol extraktaltuk ,,Qiagen miRNeasy micro Kit” segitségével. Ezt kovetden a

cDNS szintézishez ,,SuperScript III One-Step RT-PCR System” (Thermo Fisher
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Scientific) és Platinum Taq DNA polimerazt (Thermo Fisher Scientific) hasznaltunk. A
reakci6 elegy (25 pl 6ssztérfogatu) a cDNS szintézis soran a kdvetkezd volt: 2x RT pufter,
1 pl az elualt teljes RNS-bdl (5,000 kopia/pl), 100 ng forward €s reverz primerek, 1 pl
SuperScript™ I1I,,0ne-Step RT-PCR System Platinum™” Taq DNS polimeraz (Thermo
Fisher Scientific), és RNaz/DNaz—mentes steril viz.

Az RT-PCR reakci6 koriilményei a kovetkezdek voltak: iniciacidos cDNS szintézis 30
perc 50 °C-on, ezt kovette egy inicidcids denaturdlas 2 percig 94 °C-on, majd 35 ciklus
15 mp 94 °C, 30 mp 50 °C, 45 mp 68 °C, és egy végso elongacios 1épés 5 percig 68 °C-
on. A keletkezett terméket 1%-o0s agardz gélen detektaltuk, és a PCR terméket QIAquick
PCR tisztité Kit (Qiagen) segitségével tisztitottuk meg.
qPCR PBDG standard

A PBDG fragmenteket egy kétlépéses PCR segitségével hoztuk létre. Az elsé PCR
soran a reakcio elegy a kovetkezdeket tartalmazta: 10 ng PM1 DNS, 0.125 pl Dream Taq
DNS polimeraz (5 U/ul), 5 mM dNTP mix és 100 ng primererk (PBGD-CF1 and PBGD-
CR2). A masodik PCR soran a reakci6 elegy a kovetkezo volt: 1 pul PCR termék az els6
PCR reakciobol, 0.125 pl Dream Taq DNA polimeraz (5 U/ul), 5 mM dNTP mix és 100
ng primerek (PBGD-CF1 and PBGD-CR1). A PCR terméket 1 %-os agar6z gélen
detektaltuk. A két PCR koriilményei a kovetkezdek voltak: inicidcids denaturalas 2 percig
94 °C-on, majd 35 ciklus 30 mp 94 °C, 30 mp 55 °C, 45 mp 72 °C, és egy végsd elongacios
1épés 5 percig 72 °C-on. A keletkezett PCR terméket QIAquick PCR tisztitd Kit

segitségével tisztitottuk meg.
qPCR a HIV-2 DNS detektalasara

A gPCR reakcio elegy (30 pl) a kovetkezdeket tartalmazta: 15 pl Thermo Fisher
Maxima probe qPCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific), 4 uM préba, 100 ng/ul
primer par (Damond et al., 2002) és 8 pl templat DNS (a koncentracidja az eludlt DNS-
nek 800-1000 ng kozott volt). qPCR 1épései: iniciacids denaturalasi 1épés: 95°C 10
percig, majd 40 ciklus 95°C 15 mp, 60°C 30 mp és extenzid 72 °C-on 30 masodpercig.
A mennyiségi meghatdrozashoz a HIV-2 gag standardbdl tizszeres és kétszeres higitasi
sort alkalmaztunk, mely 10° -t6l 1 kopia szdm DNS-nek felel meg. A HIV-2 DNS
meghatdrozasara a kovetkezd egyenletet alkalmaztuk: (HIV-2 DNS kopia / pl)/(PBDG
kopia / pl / 2 kromoszéma / sejt) x 10° cells = HIV-2 DNA kopia / 10° sejt. A gPCR

detekcios limitjének (LOD) megallapitasara és a mennyiségi limit (LOQ) megéllapitasara

13



a Schwarz és mtsai. (2004) éltal leirt formulat alkalmaztuk.

CD4" T-sejt szint és a HIV-2 evolucios rata kapcsolatanak meghatarozasa

Guinea-Bissau-i kohort

A betegek mintait a SWEGUB CORE csoport munkatarsai gytijtotték 1990 és 2011

kozott egy Guinea-Bissau-i HIV fertézott beteg csoporttél (Mansson et al., 2009)
(Norrgren et al., 1995) (Esbjornsson et al., 2012). A kohort 438 HIV-2 fertdzott betegbdl
allt. A HIV-2 env V1-C3 régidjanak amplifikalasa 16 betegtdl szarmazo, dsszesen 53
mintabol tortént (Mansson et al., 2009) (Norrgen et al., 1995).

HIV-2 eny V1-C3 régiojanak amplifikalasa

A betegek plazmajabol szarmazd HIV-2 RNS izolalasa Qiagen miRNeasy micro kit
segitségével tortént. A ¢cDNS szintézishez “SuperScript III One-Step RT-PCR System”
¢s “Platinum Taq DNA” polymeraz, KH2 OF, és TH2 OR primer part hasznaltunk. A
kovetkezd PCR soran “Platinum Taq High Fidelity” polimeraz és KH2 OF, ¢és
KH2 OR primer part alkalmaztunk (MacNeil et al., 2007) (Barroso and Taveira, 2005).
A PCR Iépési a kdvetkezdek voltak: inicidcios cDNS szintézés: 30 perc 50 °C, ezt kovette
egy iniciacios denaturalasi 1épés 94°C 2 percig, majd 40 ciklus 94°C 15 mp, 50°C 30 mp,
68°C 60 mp, majd 68 °C-on 5 percig a végsd elongacios lépés. Az amplifikalt
fragmentumok pCR2.1 TOPO rendszerbe lettek beklonozva, majd 12 egyedi klon kertilt
analizise CodonCode Aligner v1.5.2 és MEGAS (Clustal algoritmust alkalmazva) révén
tortént (Tamura et al., 2011).

Filogenetikai analizis

Kaplan-Meier analizis az AIDS progresszios idejének meghatarozasara alkalmazzak,
a ,,log rank” tesztet pedig a kapott eredmények statisztikai 0sszehasonlitasara. A nem
szignifikans interakciok kovariansainak detektalasira Cox proporcionalis hazard
regressziés modellt alkalmaztunk. A PHI teszt a betegeken beliili rekombinécio
meghatdrozasarda alkalmas (Bruen et al., 2006), mig Maximum-likelihood (ML,
legnagyobb valosziniiség) filogenetikai fak a Garli v2.0 (Zwick) rekonstrukcios inferrald
model révén lettek létrehozva. A szubtipus analizishez sziikséges referencia szekvencidk
a Los ALamos adatbazisbol lettek letdltve és Clustal algoritmus révén illesztve (Tamura

et al., 2011).

HIV-2 burokfehérje evolucios analizise

Az idofiiggés rekonstrukcidja és a Bayes rooting filogenetikai fa BEAST v1.7.5
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segitségével lett megjosolva. Minden analizis soran a Markov Chain Monte Carlo
(MCMC) 50x10% generacid lett alapul véve, mely minden 2500-5000 generaciot vesz
mintaként, és az effektiv minta szam >100. A szubsztiticiok meghatirozasara a
Hasegawa, Kishino and Yano (HKY) szubsztituciés modell volt alkalmazva (Hasegawa
et al., 1985). A duplikalt analizisek egyesitése LogCombiner v1.7.5 programmal tortént
(Drummond and Rambaut, 2007). A nukleotid (HKY) és kodon (GY94 kodon modell)
(Hasegawa et al., 1985) (Goldman and Yang, 1994). BEAST vl1.7.5: hierarchiai
filogenetikai modellt (hierarchical phylogenetic model (HPM)) a gyors ¢és lassu
progresszorok kozotti evoliicios rata 6sszehasonlitasara volt alkalmazva (Drummond and
Rambaut, 2007) (Edo-Matas et al., 2011), €s abban az esetenben, ha a Bayes Faktor (BFs)

>3, akkor szignifikans asszociaciorol beszéliink (Kass and Rafter, 1995).

Az abszolut ratak és a divergencia plottok

A szelekcids index és a molekuldris adaptacié a nem szinonim és szinonim ratak
aranyat jelzi (dN/dS rata aranya), azonban ez nem alkalmazhat6 a szimultan ndvekedés
¢s csokkenés detektalasara (Seo et al., 2004). Ebbdl kifolydlag, a szubsztiticios rata
fajanak minden agat nem szinonim (nonsynonymous (E[N])) és szinonim (synonymous
(E[S])) szubsztituciés rataként kell jellemezni (Lemey et al., 2007). A HPM analizis
révén, minden egyén esetén, 200 random fa generalds tortént, melyek [N] és E[S]
rataként valo definidlasara a HyPy 2.2.0 program volt alkalmazva (Pond et al., 2005).

HIV-2 env szelekcios analizise

BEAST v1.8.1 (Drummond and Rambaut, 2007) program segitségével az (E[N]) és
(E[S]) szubsztiticiok hozzavetdleges aranya lett meghatarozva minden kodonra, majd a
pozitiv és negativ szelekcid kozotti kiillonbségek lettek meghatarozva (Lemey et al.,
2012).

HIV-2 burok fehérje felszin hozzaférhetoségének analizise

A HIV-2 gp125 (PBD ID:5cay) felszin hozzaférhetdségének analizisére DSSP szerver

volt alkalmazva (Touw et al., 2015). Az aminosavrészek relativ hozzaférhetdségének
meghatarozasa (Relative solvent accessibility (RSA)) Tien és mtsai altal leirtak alapjan
tortént (Tien et al 2013). Abban az esetben, ha az RSA >5% az aminosavrész a protein
felszinén exponalodik (Miller et al., 1987). A pozitivan szelektdlodott aminosavrészek

felszinen val6 exponalasanak reprezentalasa Chimera program segitségével valosult meg.
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Statisztikai analizis

One-way ANOVA analizist alkalmaztunk a vad és Tat mutans esetén detektalt RT
aktivitds, transzdukciés hatékonysag ¢és az LTR-indukdlta GFP pozitivitas
Osszehasonlitasara, a dupla fertdzéses kisérleteink esetén (GraphPad Prism 7.0).

A filogenatikai analizisek soran IBM SPSS Statistics 21 volt alkalmazva a Mann-
Whitney U teszt, a Fisher’s Exact Teszt, €s a Friedman teszt, és a Spearman korrelacios

analizis esetén.
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EREDMENYEK
HIV-2 Vpx HIV-1 replikaciojara Kifejtett gatlo hatasa

HIV-1 és HIV-2 dupla transzdukcios kisérletek

A szimmultdn transzdukcioés kisérleteink soran a HIV-1-hez kapcsolddo
fluoreszcencia tobb mint 60 %-kal lecsokkent a HIV-1 mono-transzdulalt sejtekéhez
képest (P értek = 0,001), ezzel szemben a HIV-2 transzdukcidja nem valtozott
szignifikansan (P érték = 0.7). Amikor a HEK293T sejteket el6-transzduktaltuk HIV-2
virionokkal, majd ezt HIV-1 transzdukci6 kovette, a HIV-1-hez kapcsolddo fluoreszcens
szignal tobb mint 80%-al lecsokkent (P érték < 0,01), ez a HIV-2, HIV-1

szuperinfekcidjaval szembeni védo hatasat jelzi.
HIV-2 Vpx védé hatasa a HIV-1-el ,,szuper-transzduktalt” sejtekben

Annak meghatarozasara, hogy mely HIV-2 fehérje jatszik jelentds szerepet a HIV-1
szuperinfekcid gatlasaban, a HEK293T sejeket defektiv HIV-2 géneket kodolo CGP
plazmidokkal transzfektaltuk, majd HIV-1 pszeudovironokkal transzduktaltuk. A HIV-1
transzdukcios hatékonysaga a mutans proteaz, Rev, Tat, Vpr és Vif esetén 40 %, 30 %,
51 %, 36 % ¢és 45 %-al csokkent. Ezzel szemben a kontroll kisérletben, amikor a sejteket
elészor  HIV-2-CRUSSIN-WPRE  vektorral transzfektaltuk, majd HIV-1-el
transzduktaltuk a HIV-1 ,infektivitads” nem valtozott. Azonban, amikor a sejteket eldszor
a funkcidvesztett vpx-et kddoldé CGP plazmiddal transzfektaltuk, majd HIV-1-el
»szuperinfektaltuk”, a HIV-1  fert6zoképessége” szignifikansan valtozott (P érték <

0,05).

Vpx-GFP transzfektalt sejtek HIV-1 transzdukcioja

Az eredményeink alapjan a HEK293T sejteket, olyan pcDNA3.1 vektorral
transzfektaltuk, amely HIV-2 Vpx-GFP-t kédol (pcDNA3.1-Vpx-NeGFP), majd ezt
kovetden HIV-1-el transzduktaltunk. A pcDNA3.1-Vpx-NeGFP vektorban kodolt vpx
gén a vad tipustt HIV-2 CGP plazmidban kodolt vpx génnel azonos. A mock vektort, a
pcDNA3.1 plazmid Kpnl és Xbal restrikcios enzimekkel torténd hasitasa révén hoztuk
létre, ezaltal a vpx-et kodold szekvenciat eltavolitottuk a plazmidbol. A HIV-2 Vpx
jelenlétében a HIV-1 infektivitasa (transzdukcids hatékonysaga) tobb mint 80 %-al
csokkent a kontroll transzdukcidhoz képest. A Vpx intracellularis expressziojat a
pcDNA3.1-Vpx-NeGFP és HIV-2 CGP vektorokkal transzfektalt sejtekb6l Western Blot
segitségével detektaltuk. Eredményeink arra engednek kovetkeztetni, hogy a HIV-2 Vpx

jelentds szerepet jatszik a HIV-1 replikacidjanak a gatlasaban.
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A Vpx HIV-1 replikaciora kifejtett hatasa

Annak jellemzésére, hogy a Vpx milyen gatl6 hatdssal van a HIV-1 replikaciéra, gPCR
segitségével detektaltuk a HIV-1 2-LTR junkciokat. Amikor a HEK293T sejtek el6szor
Vpx-GFP fuzios proteint kodold plazmiddal lettek transzfektdlva, majd ezt kdvette a
HIV-1 transzdukcio, a 2-LTR junkcidk szama tobb mint 40%-al lecsokkent (P-érték <
0,01). Tovabba, a Vpx jelenlétében a p24 kapszid termelés és a HIV-1 RT aktivitas is

szignifikansan csokkent.
Vpx-GFP beépiilése a HIV-1 pszeudovirionokba

Annak tanulményozasara, hogy a Vpx-GFP képes-e beépiilni a HIV-I
pszeudovirionokba, a HEK293T sejteket eloszor pcDNA3.1-Vpx-NeGFP plazmiddal
trnaszfektaltuk, majd a sejtekben HIV-1 pszeudovironokat termeltiink. Az igy termelt
HIV-1 virionokbdl detektalni tudtuk a 37 kDa méreti Vpx-GFP fazios fehérjét. Ezen
vironokkal torténd transzduktalas utan a Vpx-GFP jelenlétét fluoreszcens mikroszkdp

segitségével tudtuk igazolni a sejtekben.
Kisérltetek THP-1 sejteken

Amikor a THP-1 sejteket egyszerre transzduktaltuk mind két pszeudovironnal, illetve
amikor a HIV-1 virussal ,,szuperinfektaltuk” a HIV-2 trnaszduktalt sejteket a HIV-1
transzdukcios hatékonysaga nem valtozott. Azonban amikor a THP-1 sejteket aktivaltuk
¢s differencidltuk PMA-val makrofagokkd, majd pcDNA3.1-Vpx-NeGFP vektorral
transzfektaltuk és ezt kovetben HIV-1-el transzduktaltuk, a HIV-1 ,infektivitasa”
szignifikansan lecsokkent, hasoloan a HEK293T sejteknél tapasztaltakhoz (P érték <
0,05).

A HIV-2 Tat Y44A mutacio hatasa az RT expressziojara és aktivitasra és a

proviralis genom transzaktivalasara

HIV-2 Tat mutaciok in silico jellemzése

A ,rendezetlenségi” predikacidink azt mutattak, hogy a protein centralis régioja (39-
78 aminosavak) globularis természetii, ezzel szemben mind az N-, mind a C-terminalis
rész rendezetlen. SWISS-MODEL volt alkalmazva a potencialis destabilizal6 mutaciok
meghatarozasara, mivel jelenleg nem all rendelkezésre sem kristaly-, sem NMR szerkezet
a HIV-2 Tat proteinr6l. Az inaktivald6 mutdcidk meghatarozasara szerkezet-alapu
predikciokat végeztiink. Az Un. Alanin-szubsztitiicid hatdsanak vizsgalatara FoldX

algoritmust és SDM szervert hasznaltunk. Eredményeink azt mutattadk, hogy alanin
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szubsztiticio hatasara a G36, L40, Y44, L47, L72, és a G80 aminosavak destabilizalast
helyezkednek el és a szekvencia alapu predikéaciok alapjan - melyek az [-Mutant szerver
segitségével torténtek - a fehérje szerkezetében és a stabilitasaban indukalhatnak
valtozasokat. Annak meghatarozasara, hogy a Y44A mutacioé milyen hatassal van a HIV-
2 Tat masodlagos szerkezetére [UPred2A ¢s Jpred4 szervereket alkalmaztunk. A Y44A
képes eldidézni.

Y44A mutans HIV-2 Tat in vitro jellemzése

Kisérletek GHOST(3) sejteken

GHOST(3) sejtek tat-fliggd HIV-2 LTR-GFP konstruktot kodolnak, és a detektalhato
GFP fluoreszcencia Osszekapcsolddik a a funkcionalisan megfeleléen miikodé Tat
fehérjének a jelenlétével és a transzdukcié hatékonysagaval. A Tirozin mutéciok Tat-
indukélta HIV LTR transzaktivitasra kifejtett hatdsanak vizsgalata érdekében a HIV
indikator sejteket 5 ng (p24 kapszidraz normalizélt) virionnal transzduktaltuk. A GFP
fluoreszcens signdl szignifikansan lecsokkent tobb, mint 93 %-kal és 91 %-kal a HIV-2
Tat Y44A és Y55A mutaciok jelenlétében (P érték < 0.0001), a vad tipust Tat estén
¢észleltekhez képest. Tovabba dot blottal detektalni tudtuk a HIV-2 Tat jelenlétét, mind a
transzduktalt sejtek lizdtumabol, mind a pszeudovirionokbol.

Tat mutaciok hatasa a reverz transzkriptazra

RT aktivitast ELISA alapi kolorimetrids esszé segitségével detektaltuk a
pszeudovirionokbdl. Az RT aktivitas 97%-kal csokkent le a Y44A és 96%-kal a YSSA
tat mutéciok esetén, a vad tipust HIV-2-ho6z viszonyitva (P érték < 0,0001). Ez arra enged
kovetkeztetni, hogy a mutaciok gatld hatassal birnak az RT aktivitasra.

Western blot analizist végeztiink annak érdekében, hogy meghatarozzuk, hogy a
Y44A Tat mutacionak van-e hatdsa az RT pszeudovirionba val6 becsomagolasara. Az RT
nem volt detektalhatd a Tat Y44A mutans pszeudovirionokban. Ez megmagyarazhatja,
miért nem volt detektalhtad semmilyen RT aktivitds, azonban a mutacié a kapszid szintet
nem befolyasolta. Annak kideritése érdekében, hogy a mutacié milyen valtozast indukal
a RT expresszidjaban, HEK293T sejteket transzfektaltunk vad és Y44A mutans Tat-ot
kédold HIV-2 CGP plazmidokkal, €s az RT mennyiségében torténd valtozasokat Western
blot segitségével detektaltuk a transzfektalt sejtek lizatumabol egy 3 napos peridduson
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keresztiil. Mar a transzfekciot kovetd 24 ora elteltével csokkent az RT mennyisége a

mutans esetén a vad tipuséhoz képest, majd a 3. napon az RT nem volt detektalhato.

HIV-2 DNS menyiségi meghatarozasa

A specificitas meghatarozasara a qPCR-t tobb kontroll felhasznalasaval is vizsgaltuk:
Ul sejtekbol nyert DNS, HIV-1 fert6zott betegekbdl szarmazdé DNS és negativ
egyénekbdl szarmazo DNS. A felsorolt mintak koziil egyik sem adott pozitiv eredményt,
igy a specificitas 100%-nak adodott. Az esszé szenzitivitasa 100% volt 5 kopia/reakcid
esetén (14/14, 0.69 logio és SD 0.44), mig 78%-nak addodott 1 kopia/reakcid esetén
(11/14). A detektalas limitje (LOD) 1 kdpia/reakeio volt (11/14), és a median korrelacios
koefficiens 0,999 (0,998-1,000), a kvantifikalasi limit (LOQ) 5 kopia/reakcio volt.
Osszesitve a provirdlis DNS detektalasi limitje 0.5 képia/10° leukocita volt. Annak
meghatarozasara, hogy az esetleges human DNS szennyezés hatassal van-e a qPCR
szenzitivitasara, a reakciokat 1 pg PM-1 DNS jelenlétében is elvégeztiik. A ,,hattér” DNS-

nek semmilyen hatassal nem volt.

Alacsony posztszerokonverziéos CD4" T-sejt szint kapcsolata a gyors és lassd

betegség progresszioval és a gyors viralis evolucids rataval HIV-2 fert6zés soran

V1-V3 env régiok filogenetikai analizise

A ,maximum likelihood” analizis 16 betegbdl szarmazo, 409 env szekvencian lett
elvégezve. Minden beteg esetén, minden minta gyiijtési idopontban kb 7 klon keriilt
megszekvenaltatasra, igy 0sszesen 528 szekvenciat kaptunk, azonban a 119 rekombindns
szekvenciat eliminalva végil 409 szekvencian tortént az evolucidés analizis. A

filogenetikai analizis azt mutatta, hogy az Osszes szekvencia az A szubtipusba tartozik.
HIV-2 fertozott betegek csoportositasa a betegség progressziojanak fiiggvényében

A tanulmany résztvevoi a longitudinalis CD4+ T sejtek dinamikaja alapjan lettek
csoportositva gyors €s lassu progresszor csoportokba. A csoportositas 3 kiillonbozo elven
tortént: CD4 % szint csokkenésének ratija, a CD4 % szint elsé és utolsd6 mintavétel
kozotti szintjének meghatarozasa alapjan, €s ezen kettd kombinacioja révén. A CD4 %
csokkenésének szintje alapjan: 111 beteg lasst, mig 81 paciens gyors progresszorként lett
csoportositva. Ekkor a CD4 % csokkenés mértéke 2,7% /év (SD: 2,6), és a median AIDS-
ig eltelt id6 11,7 évnek adddott (95% CI 7,3-16,1) a gyors progresszorok esetén. A lassu
progresszoroknal a CD4% csokkenése atlagosan 0,5% / év (SD: 1,6) és a median AIDS-
ig eltelt id6 16,8 évnek adodott (CI 12,3-21,3). A CD4 % szintje alapjan: 87 beteg gyors
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progresszorként lett csoportositva, atlagos CD4% szint: 21.0% (SD 4.3), median AIDS-
ig eltelt id6 9.4 év (CI 6.7-12.1). Ezzel szemben 105 beteg lassu progresszor lett, atlagos
CD4% szint: 35,0% (SD 5,7), median AIDS-ig eltelt id6 15,5 év (CI 14,3-16,6)
(p<0,001). A csokkenés mértékének és a CD4+ % szintnek egyiittes figyelembevétele
esetén 85 beteg gyors progresszor volt: medidan AIDS megjelenéséig eltelt id6 8,6 év
(95% CI 6,5-10,8) és 107 beteg lassu progresszor let: median AIDS megjelenéséig eltelt
id6 18,7 év (CI 13,6-23,8) (p<0,001).

HIV-2 evolucios rata és a CD4 % kapcsolata

A HIV-2 evoltcios ratdjanak meghatarozasa hierarchiai evoluciés modellezéssel
tortént (HPM). A V1-C3 régiok evolucidja 23,5x10 kodon szubsztitiicid/pozicid/év-nek
adodott. A CD4% szint és a kombindcids meghatarozas alapjan (CD4 % csokkenés
mértéke és a szintje) a gyors progresszorok evolucioja sokkal gyorsabban jatszddott le,
28,6x107 kodon szubsztiticid/pozicié/év; mint a lassu progresszoroké: 14,9x10-3 kodon
szubsztitucid/pozicid/év. Tovabba a betegség progresszidja €s virus evolicid kdzott erds
kapcsolat figyelhetd meg, mely az Env els¢ varidbilis régioit (V1V2) (BF=11,8), és a
konzervalt régiokat (C2 (BF=28,4); C3 (BF=6,1)) érinti. Annak kideritésére, hogy
milyen kiilonbségek vannak a két csoport kozott a nem szinonim és szinonim
szubsztituciok aranyat (dN/dS) hataroztuk meg. A dN/dS aranyt a két csoport kozott
Osszehasonlitva azt figyeltiik meg, hogy csak a C2 régi6 volt az, ami erdsen negativan

szelektalodott a gyors progresszorok esetén (BF=3,7) .

e rer

A két csoport Osszehasonlitasa soran megallapitottuk, hogy a pozitiv szelekcié mértéke
hasonld volt a V1/V2, V3 ¢és C3 régiokban. Azonban a C2 régi6 Env a lasst
progresszoroknal tobb pozitivan szelektalodott aminosavrésszel rendelkezik, mint a gyors
progresszorok (35 vs 20; P=0,026, Fisher Exact Teszt [FET]). Vannak olyan konzervalt
aminosavrészek az Env esetén is, melyek kritikusak a virus fitnesszét tekintve. A 246
aminosavbol, 84 konzervalt a V1-C3 regiodban, és 20 konzervalt aminosav pozitivan
szelektalodott a lasst progresszoroknal, mig a gyors esetén csak 5 aminosav (P=0,002,
FET). Megfigyeltiik azt is, hogy a legtobb ilyen aminosav a C2 régidban a burokfehérje
felszinén helyezkedik el.
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DISZKUSSZIO

Mig a HIV-1 és HIV-2 hasonlésagot mutat a replikdcios ciklusukban és az
eredetiikben, a HIV-2 tobb szempontbol is eltér a HIV-1 virustél. A HIV-2 infekcio
altalaban gyengébb tlinetekkel és csokkent transzmisszios képességgel rendelkezik. Amig
a legtobb HIV-2 fertdzottet Nyugat Afrikaban regisztraltdk (Sousa et al., 2016), egyre
tobb eurdpai orszagban regisztralnak HIV-2 fertézottet (Soriano et al., 2000) (Barin et al.,
2007) (Dougan et al., 2005) (de Mendoza et al., 2014) (Ruelle et al., 2008). Azokban az
orszagokban, ahol mind a két HIV virus eléfordul a fertdzottek dupla fertézottek is
lehetnek. Annak ellenére, hogy a HIV dupla fert6zés mar régdta leirt folyamat, a
patomechanizmusarol hianyosak az informacidink. Amig Travers és mtsai. a HIV-2 HIV-
1-el szembeni védo hatasat irtak le (Travers et al., 1995), mas tanulmanyok nem jutottak
ilyen kovetkeztetésre (Norrgren et al., 1999) (Greenberg, 2001).

Célunk egy olyan in vitro modell 1étrehozasa volt, mellyel sejtkulturaban tudjuk
modellezni a HIV dupla fertézést (HIV-D), tovabba célul tlztiik ki, hogy meghatarozzuk,
hogy a HIV-2 szabalyozo ¢és kiegészitd fehérjék milyen szerepet jatszanak a HIV-D-ben.
A dupla transzdukcios kisérleteink alapjan megallapitottuk, hogy a HEK293T szimultan
»infekcid” esetén a HIV-1 transzdukcio mértéke 60 %-kal csokkent, mig a HIV-2-é nem
valtozott.

A HIV-1 “szuperinfekcio” esetén a HIV-1 transzdukcid tobb mint 90 %-kal csdokkent
le. Annak kideritése érdekében, hogy a szabalyozo és kiegészitd fehérjék milyen szerepet
jatszanak ebben a gatlasban: a HEK293T sejteket elészor defektiv HIV-2 protedz,
szabalyozo ¢és kiegészité géneket kodold vektorral transzfektaltuk, majd HIV-1
pszeudovirionnal ,,szuperinfektaltuk”. Eredményeink azt mutattdk, hogy a defektiv Vpx
esetén a HIV-1 , infektivitds” nem valtozott, tehat feltehetdleg a Vpx jelentds szereppel
bir a HIV-1 fertézoképesség gatlasaban. Amikor a sejteket csak Vpx-GFP fizids proteint
kodolo vektorral transzfektaltuk, majd HIV-1-el transzduktaltuka HIV-1 transzdukcio 80
%-kal lecsokkent. Tovabbé a Vpx jelenlétében a 2-LTR junkcidk szama is szignifikansan
lecsokkent, tobb mint > 40 %-kal. A Vpx expresszio6 hatasara lecsokkent a HIV-1 kapszid
mennyisége és az RT aktivitasa. Amikor differencialt THP-1 sejteket transzfektaltunk
Vpx-el, majd HIV-1 pszeudovirionnal transzduktaltunk, a HIV-1 floureszcencia tobb
mint 80 %-al csokkent le.

Tovabbi célunk a HIV-2 Tat savas doménjében 1évé mutaciok hatdsanak
tanulmanyozasa volt in silico és in vitro. Szekvencia alapt predikacidink ¢€s a stabilitasi

analizisek alapjan azt talaltuk, hogy a Y44A szubsztiticié a Tat protein inaktivalasat

22



okozza. In silico analiziseink alapjan tobb in vitro kisérletet végeztiink a Y44A mutacid
karakterizalasara. Annak megéllapitasara, hogy a Y44A mutacié milyen hatassal van a
proviralis genom transzaktivalasaira, GHOST(3), HIV indikator sejteket transzduktaltunk
mutans és vad tipusu HIV-2 virionokkal. A Y44 A Tat mutacié esetén az LTR-indukalta
GFP szignal 90 %-kal lecsokkent. Eredményeink arra engednek kovetkeztetni, hogy a
Pro-gazdag régioé jelentds szerepet jatszik az LTR transzaktivalasaban. A HIV-1 Tat
képes kapcsoldédni a HIV-1 RT-vel és ez a kolcsonhatas interakcio stimuldlja az RT
aktivitasat (Apolloni et al., 2007). Eredményeink azt mutattak, hogy a Y44A mutacio
jelenlétében a viralis RT mennyisége szignifikdnsan lecsokkent, és az RT nem volt
detektalhatd a pszeudovirionokbdl Western blottal. Szintén Western Blot segitségével
vizsgaltuk meg a Y44A Tat mutacidé RT expressziora kifejtett hatasat transzfektalt sejt
lizatumbol. Az RT nem volt detektalhato a transzfekciot kovetd 3. napon. Eredményeink
arra engednek kovetkeztetni, hogy a Tat jelentds szerepet jatszik az RT stabilizalasaban,
vagy -fliggetlen modon.

Habér a plazma virus szint a két virus infekcid esetén eltér, a proviralis DNS szint
mind a két virus esetén hasonld (Popper et al., 1999) (Popper et al., 2000). Célunk egy
cellularis HIV-2 DNS kvantifikédciés modszer optimalizésa volt. A HIV-2 DNS qPCR
specificitasa kozel 100%-nak adddott, és mely lehetové teszi a HIV-2 infekcid
detektalasat/monitorozasat abban az esteben is, amikor a plazma virus szint nem
detektalhato.

Habar a HIV-2 altaldban hosszi aszimptomatikus fazissal jellemezhetd, a HIV-2
betegek egy alacsony szdzalékanal a fertézés a HIV-1-hez hasonléan gyorsan jatszodik
le (Van der Loeff et al., 2010). Annak detektalasara, hogy a milyen &sszefiiggés
figyelhet6 meg a HIV-2 virus evolucidja és a betegség progresszidja kozott, a
tanulmanyban részt vevo betegeket lasst €s gyors progresszios csoportokra osztottuk a
longitudinalis CD4" T-sejt adatok alapjan. Ennek alapjan a CD4% szint és ennek
CD4%szint csokkenésének a kombinacidjaval asszocialodik a HIV-2 evolucids rataval,
¢s a virus evolucioja sokkal gyorsabb a gyors progresszidt mutatd betegek esetén. Azt is
aminosavrész pozitivan szelektalodott és ezen aminosavrészek a burok fehérje felszinén

expozalddnak.
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Eredményeink lehet6séget nyudjtanak a HIV dupla fert6zés megértésére; a HIV-2
evolucids rata és a betegség progresszid kapcsolatara €s a Tat virus replikacidban betoltott

szerepére.
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OSSZEFOGLALAS

Vizsgalataink célja az volt, hogy jobban megértsik a HIV-2 virus replikacidjanak
dinamikdjat, a virus fertozoképességét €s a dupla fertézésben betdltott szerepét.

A HIV-1 és HIV-2 dupla fert6zés modellezésére ¢és tanulmanyozasara sejtkultiras
modellrendszert alkalmaztunk. A HIV-2 jelenlétében a HIV-1 infektivitasa szignifikansan
lecsokkent. Miutan kisérleteinket ,,funkcio-vesztett” HIV-2 regulatorikus és / tartozék
géneket hordozo plaszmidokkal elvégeztiik, megallapitottuk, hogy a viralis protein X képes
a HIV-1 transzdukci6é gatlasdra. Ez a gatldé hatds megmutatkozott a 2-LTR junkciok
szamanak csokkenésében, feltehetdleg a kapszid fehérje (p24) termelésben és a HIV-1
reverse transzkriptaz aktivitas csokkenésében egyarant. A HEK293T sejtekhez hasonloan,
az aktivalt és differencalt THP1 monocyta sejteken is a Vpx HIV-1 ,infektivitassal”
szembeni gatld hatasat észleltiik. Fontos kiemelni, hogy ezen gatlas csak abban az esetben
volt tapasztalhatd, amikor a PMA-val tortént aktivalas révén valoszintleg le tudtuk
csokkenteni a sejten belil SAMHDI szintet. A sejtkultaras és in vitro kisérleteink alapjan
feltételezhetd, hogy cellularis szinten a HIV-2 Vpx felelés a HIV-1 transzdukcios
képességének gatlasaért.

Tovabba, eredményeink azt mutatjak, hogy habar a HIV-2 Tat hasonld szerkezettel és
funkcioval rendelkezik, mint a HIV-1 Tat; az N-terminalis régio — mely a leginkabb eltérd
szerkezettel rendelkezik a két HIV virus Tat fehérjéje esetén - jelentds szerepet tolt be a virus
replikacioban, ellentétben a HIV-1 Tat proteinjének azonos doménjével. In silico és in vitro
kisérleteink révén a Y44A mutacid hatdsat tanulmanyoztuk. Eredményeink arra engednek
kovetkeztetni, hogy az Y44 A mutacié negativ hatassal van a fertézoképességre, a HIV-2 RT
expressziojara és stabilitdsara. Eredményeink arra engednek kovetkeztetni, hogy az N-

crer

aktivitasaban, ellentétben a HIV-1 Tat Pro-gazdag doménjével.
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