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1. UvOD

Virus ljudske imunodeficijencije tipa 1 (HIV-1, eindgduman immunodeficiency virugpe 1)
je RNA-virus koji se ubraja u porodiddetroviridae rod Lentivirus (1). Infekcija s HIV-1
uzrokuje progresivnu depleciju CD4+-T-limfocitarajnu hiperaktivaciju imunosnog sustava
zara enih osoba i ako se ne lijeuzrokuje smrt. HIV-1-infekcija se lijé vrlo djelotvornim
antiretrovirusnim lijekovima (HAART, engHighly active antiretroviral treatmehkoji su se
pokazali uinkovitim u kontroliranju progresije HIV-a i prodanju ivota, ali korist od njih
mo e biti kompromitirana razvojom rezistencije (2l bolesnika koji imaju mijerljivu
viremiju u plazmi usprkos antiretrovirusnom li@ju razumno je za pretpostaviti da je

nastala rezistencija HIV-a na antiretrovirusnektiyee (3, 4).
1.1. Definicija problema

Na molekularnoj razini rezistencija se povezuje stavijama koje uzrokuju promjenu
aminokiselinskog sastava aktivnih mjesta enzima &oj ciljne strukture antiretrovirusnih
lijekova. Rezistencija HIV-a na antiretrovirusngeliove ograniava mogunost potpune
supresije virusne replikacije u zara enih osobareédstavlja vanu prepreku postizanju
viroloSkog uspjeha lijeenja (nemjerljiva viremija u plazmi) (5). Procjermmaevalencije
rezistencije i obrasca mutacija povezanih s rezcg@m na pojedine klase antiretrovirusnih
lijekova u lije enih bolesnika omogava analizu puteva rezistencije HIV-a na molekwdarn
razini i pru a mogunost procjene potrebe dizajna novih generacijadya (6, 7).

Literaturni podatci o prevalenciji rezistencije H&/na antiretrovirusne lijekove u bolesnika s
viroloskim neuspjehom lijeenja izrazito su varijabilni, a studije su metodddovrlo razli ite.
Prevalencija rezistencije HIV-a na antiretrovirudipgkove u lije enih bolesnika iz Hrvatske

nije poznata.
1.2. Ciljevi rada

1. Odrediti prevalenciju rezistencije HIV-a na ibitore reverzne transkriptaze (NRTI/NtRTI,
engl. Nucleoside/nucleotide reverse transcriptase inbiis)t (NNRTI, engl.Non-nucleoside
reverse transcriptase inhibitoysi inhibitore proteaze (PI, englProtease inhibitors
primjenom dvije metode (analize u jednoj vremenstmki uz primjenu odgovarajeg
denominatora i modela kumulativhe rezistencije) utestalost pojedinih mutacija koje

uzrokuju rezistenciju na pojedine klase antiretnasmih lijekova.




2. Usporediti kliniku znaajnost mutacija prema referentnom algoritmu StamdfdlV
Database, algoritmu proizva a testa Trugene i drugim interpretativnim algorirai
(algoritam ANRS, algoritam Rega) posebice u korttekgenotipa virusa (genotip B versus

non-B-genotipovi).
3. Odrediti distribuciju genotipova HIV-a.

4. Na odabranim uzorcima primijeniti metodu ultteep -sekvenciranja (UDS) za detekciju
varijanti koje ine <20% virusne populacije te rezultate usporesditonima dobivenim

standardnom metodom sekvenciranja.

1.3. Radne hipoteze

1. M184V je najeSa mutacija koja uzrokuje rezistenciju HIV-a na NRillije enih
bolesnika iz Hrvatske dok je K103N nef a mutacija koja uzrokuje rezistenciju na NNRTI.

2. Prevalencija rezistencije HIV-a na NRTI i NNRTlije enih bolesnika iz Hrvatske va je

od prevalencije rezistencije na PI.
1.4. Zadaci rada i metodologija istra ivanja
1. Odabir pacijenata za istra ivanje prema uklpim kriterijma

U istra ivanje uklju iti sve HIV-om zara ene osobe koje su ligne HAART-om u Ambulanti
za HIV/AIDS Klinike za infektivne bolesti u ZagreblReferentnom centru za dijagnostiku i
lije enje HIV/AIDS-a R. Hrvatske u razdoblju od siga 2008. do kraja prosinca 2012.
Dodatni kriterij za ukljuivanje u istraivanje je nepotpuna supresija vimisreplikacije
(granica mijerljivosti 50 kopija HIV-1-RNA po mL ptane) tijekom lijeenja i viremija u
plazmi ve a od 1000 kopija HIV-1-RNA po mL.

HIV-om zara ene osobe mla od 18 godina i trudnice iskljiti iz istra ivanja.
2. Sekvenciranje gena pol HIV-1

RNA iz plazme HIV-1 zara enih osoba izolirati priemjom reagensa QIAmp Viral RNA Mini
Kit.

Sekvencu gengol odrediti Sangerovom dideoksi-metodom primjenomgeesa Trugene
HIV-1 Genotyping kit te rezultate usporediti s rikatima UDS metode na odabranim

uzorcima.




3. Odre ivanje rezistencije HIV-a na antiretrovirusne ligle

Sekvencu gengol HIV-a bolesnika ukljuenih u istra ivanje usporediti sa sekvencom
divljeg tipa virusa (genotip B) te utvrditi postoja mutacija vezanih uz rezistenciju na
antiretrovirusne lijekove. BioloSku zrgjnost mutacija interpretirati sukladno preporukama
The International AIDS Society—USA (ISA-USA) Drugststance Mutations Group (5).

Dobivene rezultate interpretacije zagosti mutacija usporediti s rezultatima tri druga

algoritma: algoritam Trugene, algoritam ANRS i alggon Rega.
4. Odrediti genotip virusa

Genotip HIV-a lijeenih bolesnika odrediti primjenom bioinformatbg algoritma REGA

HIV-1 subtyping tool version 2.0 i sekvence g@oavirusa.
5. Odrediti prevalenciju rezistencije HIV-a na anti@tirusne lijekove

Prevalenciju rezistencije na antiretrovirusne lijes& odrediti za svaku kalendarsku godinu od
2008. do kraja 2012. primjenom dviju metoda: amalizednoj vremenskoj tki uz primjenu
odgovarajueg denominatora i modela kumulativne rezisten€jgnominator e uklju iti sve
bolesnike lijeene antiretrovirusnim lijekovima tijjekom odene kalendarske godine.
Rezistencija na odrenu klasu antiretrovirusnih lijekova bie definirana kao postojanje
najmanje jedne klinki znaajne mutacije povezane sa smanjenom osjetljivosti n
antiretrovirusne lijekove u toj klasi sukladno zaektima The International AIDS Society—
USA (ISA-USA) Drug Resistance Mutations Group (5).



2. LITERATURNI PREGLED

2.1 Virus ljudske imunodeficijencije

Sindrom steene imunodeficijencije (AIDS, engAcquired immunodeficiency syndrpprvi
je put opisan 1981. u homoseksualaca s kmmm multiplom limfadenopatijom i
neuobiajenim oportunistikim infekcijama (primjerice pneumonija uzrokovana s
Pneumocystis jirovegiite malignim bolestima (KapoSijev sarkom) iz Sygeinih Ameri kih
Dr ava (SAD). Istra iva i iz Pasteurovog Instituta u Parizu su 1983. iptata limfnog vora
bolesnika izolirali virus koji je nazvan virus udea s limfadenopatijom (LAV, fr.
Lymphadénopathie associé vijua 1984. identan je virus dokazan i u SAD-u te nazvan
ljudskim virusom leukemije T-limfocita (HTLV, engHuman T-cell leukemia virjis Od
1986. koristi se iskljuvo naziv virus ljudske imunodeficijencije (HIV, ngl. Human
immunodeficiency virgs Temeljem dokaza virusnog genoma, epidemioloskKiini kih
podataka o bolesnicima te povezanosti s deficijencistanine imunosti, HIV je prepoznat
kao etioloSki uzronik AIDS-a. Temeljna istra ivanja iz podria molekularne biologije i
virologije HIV-a omoguila su razvoj brojnih antiretrovirusnih lijekova)(8
HIV je retrovirus (porodicd&etroviridae rod Lentivirug koji se klasificira u dva tipa: HIV-1 i
HIV-2 (1). Temeljem slijeda aminokiselina, homologija izmmeHIV-1 i 2 iznosi 40-60%
(ovisno o subtipovima). Evolucijska i flogenetsk#ra ivanja pokazuju da HIV-1 potje od
virusa imunodeficijencije majmuna (SIV, en@imian immunodeficiency viru&oji inficira
impanzePan troglodytes troglodyte&SIV,y,) i rasprostranjen je u podiju Kameruna (9).
Najstariji bioloSki uzorak koji sadri HIV-1-RNA jauzorak tkiva ZR59 bolesnika iz grada
Léopoldvillea u Demokratskoj Republici Kongo iz BPO5Filogenetska i bioinformata
istra ivanja koja usporeuju sekvence genoma uzoraka HIV-a prikupljenihadaodblju od 80-
ih godina proSlog stolj@ do danas te uzorka ZR59 ukazuju na to da je ifgnpsa virusa s
impanzi na ljude doSlo oko 1931. Pretpostavlja @geddo prijenosa virusa $mpanzi na
ljude doSlo u nekoliko neovisnih dogga u razdoblju prije 1908. g., no pandemija HI\4-a

svijetu zapoela je krajem 20. stolj@ s pojavom urbanizacije i globalizacije (10).
2.1.1. Klasifikacija HIV-1

HIV-1 klasificira se u etiri grupe koje su nastale tijekom tri neovisngepiosa S\, na
ljude: grupa M (englMajor), grupa O (englOutlier), grupa N (engINon-M/Non-Q i grupa
P. Grupa P otkrivena je 2009. u Pasteurovom IrgtituParizu analizom sekvence HIV-a




bolesnice iz Kameruna koja je filogenetski srodiié-$ koji inficira gorile (SIVge) (8, 11,
12). Grupa M odgovorna je za weu infekcija s HIV-1 u svijetu i dijeli se na dev&ibtipova
(A, B, C, D, F, G, H, JiK). Pojedini subtipovi dgele i na varijante (primjerice subtipovi A
i F se dijele na varijante A1-A4, odnosno F1-F2jrijabilnost na razini sekvence nukleotida
unutar jednog subtipa HIV-a iznosi 15-20%, a izmerazliitih subtipova 25-35%.
Dostupnost kompletnih genomskih sekvenci HIV-a omdg je i detaljniju klasifikaciju
virusa te otkrivanje izolata koji su produkt rekandxije dijelova genoma koji pripadaju
razli itim subtipovima (11). Ukoliko se rekombinantni wér dokae u tri ili viSe
epidemioloSki nepovezane osobe, slubeno se ktasifikao cirkulirajua rekombinantna
forma (CRF, englCirculating recombinant forjn a podatci o CRF se pohranjuju u bazi Los
Alamos Sequence (13rocjenjuje se da su CRF odgovorne za oko 20% anpgekIV-om u
svijetu, a u nekim dijelovima svijeta rekombinaatei dominantni oblici virusa (3, 5, 6).
Hemelaar i sur. su istraili molekularnu epidemigiio HIV-infekcije u svijetu analizom
rezultata genotipizacije 65 913 uzoraka koji stazdoblju od 2000. do 2007. prikupljeni u
109 zemalja (14). Rezultati ovog istraivanja poilazsu da je 48% infekcija HIV-om u
svijetu uzrokovano subtipom C, 12% infekcija subtip A te 11% infekcija subtipom B.
Naj eSe CRF su CRF02_AG (8%) i CRFO1_AE (5%). Ostali gdsi HIV-a su rijetki
(subtip G 5%, subtip D 2%), a procjenjuje se dgl@alna zastupljenost subtipova F, H, J i
K zajedno manja od 1% (14). Subtip C je odgovoramskoro 50% infekcije HIV-1 u svijetu
te prevladava u zemljama s najviSom stopom preegéempoput Ju noafrike Republike i
Bocvane te u zemljama s brojnim stanovniStvom papdije. Subtip B je dominantni subtip
HIV-a u razvijenim zemljama relativno niske prevalge infekcije (<10%). Geografska
rasprostranjenost pojedinih subtipova HIV-1 na giojen kontinentima je razlita. Subtip B
je najzastupljeniji subtip HIV-1 u Sjevernoj i JwpAmerici, Zapadnoj i dijelu Ju ne Europe,
Japanu i Australiji. Subtip A je na&Si subtip HIV-a u zemljama Istome Europe (bivSi
Sovjetski Savez) te u dijelu Afrike (DR Kongo i Tamija). Subtip C najzastupljeniji je u
ve ini zemalja Subsaharske Afrike, Etiopiji i Indigubtip D u Libiji i Tanzaniji dok se subtip
F esto nalazi u zemljama Zapadne Afrike. U nekim gafsffim regijama CRF su postale
dominantni sojevi HIV-a. Primjerice, CRFO1_AE jejzastupljeniji soj HIV-a u zemljama
Sjeveroistone Azije, CRF02_AG u zemljama Zapadne Afrike, a CRBC i CRF08 BC u
Kini (Slika 1) (14).




F, @, H.J,K, CRF01,DRUGE
W b O REKDMBINANTE B [ CRFO1_AE B

A, B, AB NEDOVOLING
B B F REKOMEINANTE O A REKCMEINANTE O PODATAKA

i CRFo2 AGDRUGE W B, C, BC
REKCMBINANTE REKOMEBINANTE

Slika 1: Geografska rasprostranjenost glavnih subtipova HiNGirkuliraju ih rekombinantnih formi

(CRF) (preraeno s http://www.pbs.org/wgbh/pages/frontline/aitlas/clade.html).

2.1.2. Struktura i genom HIV-1

Virion HIV-1 ima promjer 100 nm i sadri dvije mdiele jednolanane (+)ssRNA
me usobno nekovalentno vezane na 5’-kraju. MolekuleARWezane su za proteine
nukleokapside (p7) i virusne enzime unutar virugagside koja se sastoji od glavnog
strukturnog proteina p24. Virusna kapsida okru gnavojnicom koja se sastoji od virusnog
proteina matriksa (pl7) i lipidne membrane kojarsad2 glikoproteinska kompleksa
sastavljena od trimera veznog glikoproteina gpl2@nsmembranskog glikoproteina gp41.
Glikoproteini gp120 i gp4l su produkti geravi imaju va nu ulogu u vezanju viriona za
stani ne receptore i koreceptore kao i u fuziji virus&@ilpnom stanicom. Virusnaestica
sadr i i enzime nu ne za replikaciju virusa i forranje novih viriona: reverznu transkriptazu
(RT), integrazu (p32) i proteazu (pl0). Tijekom oitmog ciklusa virusa, tj. nakon ulaska
virusne kapside u citoplazmu ciljne stanice, viausreverzna transkriptaza prevodi
jednolananu genomsku RNA u dvolamnu DNA, a nastala provirusna DNA se u jezgri
ugra uje u stanini genom pomau virusne integraze (Slika 2) (8, 15).
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Slika 2: Struktura viriona HIV-1: virusna ovojnica-glikopgeini gp120 i gp41; pl7-protein matriksa;
p24-glavni strukturni protein (prerano s
http://www.grin.com/object/external_document.232228e4a0aladf5d3b7bfe139f4c039ffb_ LARGE

-png).

Genom HIV-1 veliine 9.8 kb sadri 9 gena. Poput drugih retroviruganom HIV-1 sadr i
genegag pol i env iji su produkti va ni strukturni proteini i enzimodgovorni za replikaciju
virusa. Genigag (engl. group antige i env (engl. envelopg kodiraju za nukleokapsidu i
glikoproteine virusne membrane, a gpal (engl. polymerasg kodira za virusne enzime
reverznu transkriptazu, proteazu i integrazu (&&gg-i pol-mRNA molekule prevode se u
glikoproteinske polipetide koje virusne proteazeodikane genom pol) cijepaju u
funkcionalne proteine. Produkt geeav je glikoprotein kojeg proteaza doni@a cijepa na
gpl120 i gp41l koji se spajaju u trimere te ugia u virusnu ovojnicu. Ostalih Sest virusnih
gena Yif, vpuy, vpr, tat, rev i nef) ubrajaju se u regulatorne i/ili dodatne gene dditaju
sintezu proteina va nih za virusnu replikaciju fektivnost viriona (Tablica 1). LTR (engl.
Long terminal repeatregije na krajevima virusnog genoma ne kodirajusne proteine, ali

va ne su za ugradnju provirusne DNA u genom stadm®aina (Slika 3) (16).
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Slika 3: Genom HIV-1 (preuzeto s http://hivbook.com/tatdidigenomey/).

Tablica 1: Geni i genski produkti virusa ljudske imunodggcicije tipa 1 (HIV-1).

Gen Protein Funkcija proteina
gag prekursor (53kDa) prekursor Gag poliproteina
pl7 matriks (MA),
va an za stabilnost viriona
p24 kapsida (CA),
va an za sazrijevanje viriona
p7 nukleokapsida, vezana za ssSRNA,
va na za pakiranje RNA
p6 va na uloga u formiranju i otpustanju
virusnih estica
env prekursor (160kDa) glikoproteini ovojnice
gpl20 protein membrane, posreduje u vezanju
receptora,
va an za odreivanje tropizma
gp4l transmembranski protein, posreduje u
fuziji virusa i stanice
pol prekursor enzimi
p66/p51 reverzna polimeraza (DNA polimeraza
i RNaza H)
pl0 polimeraza, posreduje u cijepagagi
gag/polpoliproteina
p32 integraza, pospjesuje integraciju
provirusa
tat pl4d transkripcijski i posttranskripcijski
regulator, aktivira transkripciju
provirusne DNA
rev pl9 posttranskipcijski regulator
nef p27 rani regulatorni proteini, povava
kinetiku virusne replikacije
vif p23 imbenik infektivnosti virusa
vpu pl6 pospjeSuje sazrijevanje i otpustanje
virusa
vpr pl15 slabo aktivira transkripciju provirusne

DNA



2.1.3. Ciklus i tropizam HIV-1

Ciklus HIV-1 mo e se podijeliti u dvije faze. Pnfaza uklju uje po etne dogaaje infekcije
HIV-om: vezanje viriona za stanicu doniraa, ulazak virusne kapside u citoplazmu, reverznu
transkripciju, ulazak provirusne dvolame DNA u jezgru stanice domiaa i ugradnju u
genom domanske stanice. Druga faza ciklusa zapge transkripcijom virusnih strukturnih
gena Sto vodi k sintezi virusnih proteina i formiganovih virusnih estica (Slika 4) (8).
Infekcija HIV-om zapoinje vezanjem virusnog glikoproteina gp120 za molekCD4 na
membrani ciljne stanice. Molekula CD4 je eksprimaana membrani T-limfocita, monocita,
dendriti kih stanica i stanica mikroglije i primarni je stam receptor za HIV-1. Preduvjet
vezanja viriona HIV-1 za stamu membranu je i vezanje gp120 za koreceptoredian od
kemokinskih receptora (CCR5 ili CXCR4) (17, 18). Iklaule CCR5 i CXCR4 ubrajaju se u
porodicu transmembranskih proteina koji ve u G-pmtUporaba kemokinskih koreceptora
CCRS5 i/ili CXCR4 za ulazak HIV-a u stanicu naziva lereceptorskinmropizmom virusa
(19, 20). Sojevi HIV-a koji koriste koreceptor CCRazivaju se R5-virusima ili CCR5-
tropi ki virusima, dok se sojevi HIV-a koji koriste kosgmtor CXCR4 nazivaju X4-virusima
ili CXCRA4-tropi ki virusima. Pojedini sojevi HIV-a koriste oba keknawska koreceptora za
ulazak u stanicu (sojevi dvojnog tropizma). R5-gbf¢lV-1 dominiraju u ranoj fazi infekcije

i vjerojatno su odgovorni za viau infekcije HIV-om u svijetu. U bolesnika s kasno
simptomatskom HIV-bolesti mo e dodo promjene tropizma virusa te pojave X4-sojeva
virusa (3-4% lijeenih osobaj19, 20).

Nakon fuzije stanine membrane i viriona, ulaska virusne kapside nigtadomaina i
osloba anja virusne RNA dolazi do reverzne transkripdiezultat reverzne transkripcije je
dvolan ana HIV-1-DNA s LTR-regijama na svakom kraju. Aldoija stanice je preduvjet
uspjesSne ugradnje provirusne DNA u genom donske stanice (15). Nakon aktivacije ciljne
stanice, stanni transkripcijski faktor NF-B se ve e na promotore LTR-regija virusne DNA i
pokre e transkripciju genoma HIV-1 u RNA pomostanine RNA-polimeraze. U ranoj fazi
transkripcije sintetiziraju se regulatorni protekiV-a poput Tat i Rev koji potu virusnu
replikaciju u aktiviranim T-limfocitima. U ranom adiju virusne replikacije za koji je
karakteristina manja koliina proteina Rev, transkripti se sporije prenosestamice Sto
omogu ava stvaranje molekula mRNA koje kodiraju za retprtae proteine kao Sto je Tat
(15). Poveavanjem koliine proteina Rev u ciljnoj stanici dolazi do ubragnprijenosa

transkripata iz jezgre koji kao neprekrojeni ilijgdina no prekrojeni, kodiraju za kasne




virusne proteine ukljwju i strukturne proteine nukleokapside i ovojnice & zajedno s
reverznom transkriptazom, integrazom i virusnontgamom pakiraju u nove virusnestice.
Novonastali virus kojegine dvije kopije HIV-1-RNA, proteingagi enzimipol putuje prema
povrSini stanice, a virusna proteaza cijepa velkekursorske molekule u funkcionalne
virusne proteine (Slika 4). Ciklus virusa zavrSdeemiranjem zrelih virusnih estica koje
pupanjem izlaze iz ciljne stanice, tj. CD4+-T-limi@. Proces pupanja virusa u monocitima i

makrofagima rezultira nakupljanjem virusnistica unutar stamih vakuola (15).
2.1.4. Genska varijabilnost i fitnes HIV-1

HIV-1 je genski iznimno varijabilan virus. Najvajniuzrok genske varijabilnosti HIV-1 je
izostanak 3° 57-endonukleazne aktivnosti virusne reverzne kaptaze Sto onemoguje
provjeru komplementarnosti nukleotida koji se ugija u rastui lanac DNA. Izostanak 3°
5’-endonukleazne aktivnosti reverzne transkripteit&-1 uzrokuje delecije, insercije ili
duplikacije nukleotida s frekvencijom od 40do 10°. Osim pogreSaka u reverznoj
transkripciji, genskoj varijabilnosti HIV-1 pridoso i intenzivha replikacija virusa u
organizmu domana (10-10' viriona/dan) kao i velik ukupni broj domiaa u svijetu (21,
22). Intenzivna virusna replikacija i visoka stopatacija rezultiraju formiranjem velikog
broja genski srodnih virusnih varijanti virusne ptgrije. Ta populacija se naziva
kvazispecijes. Kvazispecijes karakteriziraju stafjgmske promjene, kompeticija i selekcija
unutar zara ene osobe. Rekombinacija izmevirusnih varijanti pridonosi heterogenosti
virusnog kvazispecijesa (22-24).

Virusni fitnes opisuje replikativnu prilagodbu vea na okoliS, odnosno njegovu sposobnost
za stvaranje novih infektivnih viriona u odenim okoliSnim uvjetima. Tijekom replikacije
sintetiziraju se razlite genomske varijante koje su podlo ne stalnoj ketrciji i selekciji.
Novonastale varijante viSeg fithesasto dominiraju u odnosu na varijante ni eg fithnebag
bre prilagodbe kvazispecijesa odenom okoliSu. Kompeticija razitih varijanti u
odre enom okoliSu dinaman je proces koji u konaici odre uje fithes cijele virusne
populacije i igra kljunu ulogu u njegovoj modifikaciji. U tom se smislirusni fithes mo e
gledati kao parametar koji se kontinuirano mijemjeastuoj virusnoj populaciji (21, 23, 25,
26).
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Slika 4: Ciklus HIV-1 (preraeno s http://jac.oxfordjournals.org/content/51/3/49 .expansion).

2.1.5. Imunopatogeneza HIV-1- infekcije

Infekcija s HIV-1 uzrokuje smanjenje broja CD4+iiiHocita, hiperaktivaciju stanne i
citokinske imunosti te brojne kvalitativne i kvaativhe promjene efektorskih mehanizama
uro ene i specifine imunosti koje u konaici uzrokuju imunodeficijenciju (8). Akutna HIV-
1-infekcija zapoinje ulaskom virusa u organizam, ne§ e putem sluznica reproduktivnih
organa (spolni prijenos), krvi (transfuzija krvi krvnih pripravaka), placente (vertikalni
prijenos s majke na dijete) ili dojenjem. Akutnadanfekcije je u velikog broja zara enih bez
klini kih simptoma dok se u dijela zara enih prezentirmpiomima slinima infekciji
virusima influence. U peetku akutne faze infekcije virus se intenzivno i@@ u aktiviranim
memorijskim CD4+-T-limfocitima (napS e CCR5+-stanicama). Nakon aktivacije speni
stani ne imunosti, posebice citotokaih CD8+-T-limfocita (CTL) specifinih za HIV, dolazi
do smanjenja virusne replikacije te priviemene kaatinfekcije. U poetku kronine faze
infekcije uspostavlja se faza klikie latencije bez simptoma bolesti. Du ina faze klke
latencije iznimno je varijabilna i mo e trajati o2 do 15 godina. Meutim, kontinuirana

replikacija virusa, hiperaktivacija imunosnog suatée poremegj funkcije timusa postepeno




dovode do intenziviranja replikacije virusa te pasga opsega imunodeficijencije stame
imunosti. U simptomatskoj i kasnoj simptomatskgi faolesti nastaju brojne oportuniste
infekcije i maligne bolesti koje su n&s e i uzrok smrti nelijeenih zara enih osoba (15, 16).

2.1.6. Epidemiologija HIV-1-infekcije

HIV-1-infekcija jedan je od najvénh globalnih zdravstvenih problema u svijetu. Teemal
procjene Svjetske zdravstvene organizacije, 20Eijatu je bilo zara eno oko 35.3 milijuna
ljudi (3.3 milijuna djece). Tijekom 2012., s HIVA4arazilo se oko 2.3 milijuna ljudi, a od
posljedica AIDS-a umrlo je 1.6 milijuna ljudi (27).

U Hrvatskoj je u razdoblju od 1985. do studenog30dafekcija s HIV-1 otkrivena u 1102
osoba od ega je 420 osoba oboljelo od AIDS-a. U navedenaamenskom periodu ukupno
176 osoba je umrlo od AIDS-a. GodisSnjaestalost HIV-infekcije u Hrvatskoj kre se u
vrijednostima od 12 do 17 na milijun stanovnika $tovatsku uvrStava u zemlje niske
u estalosti HIV- infekcije (prosjea vrijednost za zemlje EU/EEA u 2011. iznosildbjena
milijun stanovnika). Veina zara enih osoba u Hrvatskoj su muskarci (85,5&cfominira
spolni put prijenosa infekcije (87%). Infekcija HdM u Hrvatskoj nagSe se biljei u
grupama povenog rizika poput muskaraca koji imaju spolne oénesnuskarcima (MSM,

engl.Men who have sex with n)g»6.1% zara enih osoba) (28).
2.1.7. Antiretrovirusno lijeenje

Antiretrovirusni lijekovi uspjeSno inhibiraju pojee faze ciklusa HIV-1 no ne mogu
eradicirati virus. Cilj primjene vrlo djelotvornogntiretrovirusnog lijeenja, tj. HAART-a
koje se sastoji od kombinacije najmanije tri lijejeamaksimalna supresija virusne replikacije.
Supresija virusne replikacije omogye postepenu rekonstituciju imunosnog sustavaeaea
osobe Sto u konaici dovodi do smanjenja morbiditeta i mortalitgtavezanog s HIV-om.
Stoga je osnovni cilj primjene antiretrovirusnitjekova produ enje ivotnog vijeka i
poboljSanje kvalitete ivota bolesnika. Stna druStva koja se bave problematikom Bjgja
HIV-infekcije (European AIDS Clinical Society, Immational AIDS Society-USA)
preporuuju zapoinjanje antiretrovirusnog lijeenja u osoba kod kojih je broj CD4+-T-
limfocita po L periferne krvi manji od 350. Antiretrovirusnodijenje se mo e preporiti i
osobama s viSe od 350 stanica 9 naj eS e u svrhu prevencije infekcije HIV-negativnih
partnera (15).




Uspjesnost supresije virusne replikacije primjenantiretrovirusnih lijekova procjenjuje se
kvantifikacijom HIV-1-RNA u plazmi lijeene osobe. U razdoblju od 4 do 6 mjeseci nakon
zapoinjanja antiretrovirusnog lijeenja, viremija u plazmi (broj kopija HIV-1-RNA po L
bolesnika kod kojih je postignut viroloSki uspjeje lenja ni a je od granice detekcije PCR-
testova u realnom vremenu (20-40 kopija HIV-1-RNAmL). Nepotpuno smanjenje virusne
replikacije, tj. mjerljiva viremija u plazmi nakdhmjeseci lijeenja definiraju se kao viroloski
neuspjeh lijeenja. Perzistentna replikacija virusa (procijenjangrljivom viremijom u
plazmi) u bolesnika lijeenih HAART-om najeSe se povezuje s rezistencijom virusa na
antiretrovirusne lijekove (tzv. sekundarna rezist@n (15, 29-32). Va nu ulogu u postizanju
viroloskog uspjeha lijeenja imaju i imbenici poput adherencije bolesnika te apsorpicije
metabolizma lijekova.

Ameri ka agencija za lijekove (FDA, engkood and drugs administrationi Europska
agencija za lijekove (EMA, engEuropean medicines agencyu do kraja 2013. odobrile
ukupno 34 lijeka (pojedinai lijekovi ili kombinirani pripravci) za lijeenje HIV-infekcije
koji se klasificiraju temeljem ciljnih strukturag)L Ciljne strukture antiretrovirusnih lijekova
su pojedine faze ciklusa virusa: (1) ulazak virusatanicu domana (inhibitori ulaska
virusa), (2) reverzna transkripcija (NRTI/NtRTI iNRTI), integracija provirusne DNA u
genom domanske stanice (inhibitor integraze) i sazrijevamiuisnih estica (PI) (Slika 5)
(33).

Lije enje HIV-1-infekcije jednim antiretrovirusnim lijekn ne dovodi do dugotrajne supresije
virusne replikacije ve do nastanka rezistencije virusa na lijek (stogdl8ART temelji na
kombinaciji nekoliko antiretrovirusnih lijekova izazli itih klasa s cillem maksimalne
supresije virusne replikacije. N&s e se primjenjuju kombinacije dva NRTI i jednog NNRT
ili PI dok se u bolesnika kod kojih je vetkrivena rezistencije virusa na lijekove primjgnj

i inhibitor integraze te antagonist CCR5-korecegptor
2.1.7.1. Inhibitori reverzne transkriptaze

Glavna ciljna struktura NRTI i NNRTI je enzim rexen transkriptaza (RT) koja katalizira
sintezu dvolamane virusne DNA Kkoristé jednolananu virusnu RNA kao kalup. RT je
multifunkcijski enzim te iskazuje aktivnost RNADINA-ovisne DNA-polimeraze, aktivnost
RNaze H te enzimsku aktivnost prijenosa i zamjanada. RT se sastoji od dvije podjedinice
veli ine 66 i 51 KDA (p66 i p51) koje su podijeljene ontene ( fingers, thumb, palm i

conection ). Nazivi za odreene domene proizlaze iz trodimenzionalne strukpodiedinice




p66 koja se esto usporeuje s desnom rukom. Aktivno mjesto za DNA-polimenaz
aktivnost s konzerviranim aminokiselinskim ostacitkspl110, Asp185 i Aspl86 koji ve u
dva divalentna kationa magnezija (Mg2+) potrebn&atalizu te regijom YMDD (Y183-
M184-D185-D-186), smjeSteno je unutar palm -dompodjedinice p66 (33-35).

Lijekovi iz NRTI skupine dijele se na nukleozidnahibitore zidovudin (ZDV/AZT),
lamivudin (3TC), stavudin (d4T), didanozin (ddlala@tabin (ddC), abakavir (ABC) i
emtricitabin (FTC) te nukleotidni inhibitor ili ddi ki nukleozidni fosfonat tenofovir (TDF).

rE m
[ Smm? (i1}
L3 mn ::':_ o K=y
m G £ e £
= 5" i M
@ N o A o " 3
£ g T @ o & &
y g £ = : o
- e & 3 o s 8
x [ o
| Bt g [ ]
= o 'l.&r/::“—\_;‘
r s/ DMA N NGE
- l:r':--'-""-l" —|—. k] ..)\ l"-v:’
\\_.:_-f ——
4 \,x " 3
f/ \ e
NRARRRY @ €N
|' Stanitna :I s g y \,_r:-_;.'.
W P @ T
~. DN S @@ ]
- == = = @
!
i - e |
bt o Proteini o
— AR V‘Hi;ix)
i RHA iz L N
T — = o L.
Inhibitori . b_ =
Inhibitori o T
ulaska Inhibitori Inhibitori
reveringe :
integraze proteaze

transkriptaze

Slika 5: Ciljne strukture antiretrovirusnih lijekova (peeeno s
https://www.bcm.edu/departments/molecular-virol@mnd-microbiology/hivaids).

Zalcitabin se od 2006. ne primijenjuje u ljudi zbteskih nuspojava lijeenja. Nakon
endocitoze u stanicu domaa, nukleozidni i nukleotidni inhibitori RT fosfiiraju se u
aktivni trifosfatni oblik te djeluju kao kompetitiv inhibitori (ili alternativni supstrati)
reverznoj transkriptazi HIV-1 (15, 34). NRTI se uena hidrofobno mjesto u blizini aktivhog
mjesta za DNA-polimerazu u palm -domeni podjedaig66 enzima te inhibiraju njezinu
enzimsku aktivnost. Pojedini NRTI iskazuju i sposost vezanja na aminokiselinu Glu138

unutar podjedinice p51 (33).




U NNRTI skupinu ubrajaju se antiretrovirusni lijekanevirapin (NVP), delavirdin (DLV),
efavirenz (EFV), etravirin (ETV) i rilpilvirin (RPY. NNRTI su nekompetitivni inhibitori RT
koji se ve u na mjesto u enzimu u blizini veznogestp za supstrat (nukleotide). Stvoreni
kompleks blokira mjesto za vezanje enzima RT Stokama nici uzrokuje znaajno
usporavanje polimerizacije. Za razliku od NRTI, NNRsu bioloski aktivni bez
unutarstanine aktivacije (15, 33, 35). Vezanje inhibitora petstrukturnu distorziju enzima
Sto blokira njegovu polimeraznu aktivnost. Druga &jna promjena koja se dogauslijed
vezanja NNRTI je smanjenje mobilnosti thumb -doreepodjedinice p66. Ta promjena
uzrokuje smanjenje ili potpunu blokadu prijenosankteksa poetnice i ciljne sekvence te

elongaciju DNA-lanca u nastanku (35).

2.1.7.2. Inhibitori proteaze

Tijekom ciklusa HIV-a dolazi do aktivacije trangicije i translacije provirusnog genoma koji
je ugraen u staninu DNA te se sintetiziraju virusni poliproteini. ®eaza HIV-1 cijepa
virusne poliproteine na manje funkcionalne proteinga taj nain omoguuje formiranje
zrelih virusnih estica (15, 33). Proteaza HIV-1 je simatiihomodimer koji se sastoji od dva
identi na nekovalentno vezana polipeptida sastavljenaodn®inokiselina. Svaki monomer
sadri konzerviranu sekvencu od tri aminokiselinskatatka (Asp25-Thr26-Gly27) s
aspartiinom grupom koja ima vanu ulogu u reakdiptalize. Aktivho mjesto enzima
smjeSteno je na dodirnoj povrSinu dvije podjedinid® svakog monomera je i preklopnica
koja se zatvara uslijed vezanja inhibitora ili Sugi® za enzim. Oblik preklopnice u proteazi
zna ajno se razlikuje od preklopnice u kompleksu pro¢eianhibitora Sto ukazuje na njezinu
fleksibilnost koja je bitna za aktivnost enzim&dge enzim simetrini dimer, inhibitori se na
asimetrian nain ve u za njega kao i prirodni supstrati enzima,(86, 37). Temeljna
istra ivanja molekularne strukture proteaze HIV-fthaguila su razvoj inhibitora proteaze
koji se ve u na aktivno mjesto enzima. Veze izmesnzima proteaze i inhibitora proteaze
naj e$S e su hidrofobne i slne su vezama izma enzima i prirodnog supstrata (38-40). Svi
inhibitori proteaze dijele zajedrki mehanizam djelovanja: spri@vaju sazrijevanje virusnih
estica djelujui kao kompetitivni inhibitori proteaze HIV-1 u reaj proteolize (preduvjet
sazrijevanja virusnih estica). Farmakoloske zragke PI (osim nelfinavira) pojane su
kombiniranjem s malim dozama ritonavira (engbosted PI) Sto je naznano dodatkom r
iza imena svakog lijeka (15, 33). U antivirusnofe Enju se, sukladno odobrenjima EMA i
FDA koriste sakvinavir (SQV), ritonavir (RTV), ingvir (IDV), nelfinavir (NFV),




fosamprenavir (FPV), lopinavir (LPV), atazanavir T), tipranavir (TPV) i darunavir
(DRV).

2.1.7.3. Inhibitori integraze

Enzim integraza (IN) neophodna je za ugradnju pusvie DNA HIV-1 u genom stanice
domaina. U procesu integracije, integraza se zajedviousnim i staninim proteinima ve e
za specifine sekvence u cDNA HIV-1 te stvara preintegracijstimpleks koji cijepa dva
nukleotida s 3"-kraja svakog lanca cDNA dok se fajdvi spajaju sa stamiom DNA u
procesu prijenosa lanca. Nevezani 3’-krajevi naknase produ uju radi upotpunjavanja
praznina, a dodatno obrada krajeva dovodi do p@javalentne ugradnje provirusne DNA
u genom stanice domiaa (15, 33). Integraza je protein molekularnerte 32 kDa koji je
nastao proteolitkim cijepanjem prekursora Gag-Pol. Integraza s¢éogasd N-terminalne
domene s motivom cinkovog prstena, srediSnje donkerfge ima katalitiku aktivnost i C-
terminalne domene koja ve e DNA. Sve tri domenejalugl u procesu integracije no
najva nija je srediSnja domena u kojoj se nalaztivalo mjesto s konzerviranom DDE
regijom (aminokiseline Asp64, Aspll16, Glul52) kdjaordinira cijeli proces zajedno s
dvovalentnim ionom magnezija (Mg2+) kao kofaktor(88, 36, 41).

Inhibitori integraze ne sprjavaju ulazak virusa u stanicu veonemoguuju ugradnju
virusnog genoma u genom stanice doima& U procesu integracije virusne DNA u stami
genom, antivirusni lijekovi mogu djelovati naetiri razine: tijekom vezanja integraze na
virusnu DNA, obrade 3"-krajeva, prijenosa lancadgesa upotpunjavanja praznina. V&
inhibitora integraze inhibira prijenos lanca u @ee integracije virusne DNA (15). Prvi

inhibitor integraze odobren za linje lije enje HIV-1-infekcije je raltegravir (RAL).
2.1.7.4. Inhibitori ulaska virusa u stanicu

Ulazak HIV-1 u stanicu doma@a je ciljna struktura novih generacija antiretragnih
lijekova. Ulazak virusa u stanicu odvija se u néimlfaza na koje mogu djelovati
antiretrovirusni lijekovi: (1) vezanje virusa naast ni receptor, tj. molekulu CD4 (ciljna
struktura inhibitora vezanja virusa za stanicu),Y@zanje virusa na kemokinske koreceptore
(cilina struktura antagonista kemokinskih korecegtde (3) fuzija virusa i stanice (ciljna
struktura inhibitora fuzije) (15). Za lijenje HIV-1-infekcije odobreni su antagonist CCR5-
koreceptora maravirok (MVC) i inhibitor fuzije eatfirtid (T-20).




Maravirok je selektivni antagonist koreceptora CCRyi se alosteriki ve e za njegov
hidrofobni d ep koji se sastoji od transmembranskitvojnica. Vezanjem na koreceptor,
maravirok potie konformacijske promjene unutar molekule Sto n&zulinhibicijom
njegovog vezanja na gpl120 (15, 33).

Fuzija viriona i stanine membrane poslijednja je faza ulaska virusaniataFuzija HIV-1 i
stanine membrane je kompleksan proces koji je posredowa@msmembranskim
glikoproteinom gp41 (15). Glikoprotein 41 je trimieoji se sastoji od polipeptida veine
345 aminokiselina koji sadr e N-terminalnu ektodarmage transmembransku regiju i dugu
citoplazmatsku domenu (42, 4Bktodomena sadr i dvije uzvojnica (regije HR1 i HR®je

u procesu fuzije prolaze kroz konformacijske pramsjepri emu nastaje snop od Sest
uzvojnica. Uslijed konformacijske promjene, virusp&ojnica i stanina membrana se
pribli avaju te nastaje fuzijska pora koja omogie fuziju viriona i stanine membrane.
Inhibitori fuzije sprjeavaju fuziju virusne ovojnice i membrane stanicendana (33).
Enfuvirtid je prvi inhibitor fuzije odobren za lijenje HIV-1-infekcije. To je sintetki peptid
od 36 aminokiselina koji je strukturno kompatibil&@terminalnoj regiji HR2. Enfuvirtid

inhibira proces stvaranja Sesterostruke uzvojne&rjem na domenu HR1 (33, 44, 45).

HAART je u Hrvatskoj dostupan od 1997. kada je sggan prvi antiretrovirusni lijek
zidovudin. Broj antiretrovirusnih lijekova koji sbili dostupni u Hrvatskoj u razdoblju
provo enja ovog istra ivanja bio je manji u usporedbi samljama EU ili SAD-om i
uklju ivao je: (1) NRTI zidovudin, stavudin, didanozignmivudin, abakavir, (2) NNRTI
nevirapin i efavirenz, (3) PI nelfinavir, indinayvidarunavir, lopinavir/ritonavir i ritonavir za
poja ano lije enje te (4) inhibitor integraze raltegravir. Od &whuliranih pripravaka,
dostupne su kombinacije zidovudin/lamuvudin, landiwiabakavir i tenofovir/emtricitabin. U
lije enju se nages e koriste kombinacije: zidovudin+lamivudin+efavicen
zidovudin+lamivudin+ lopinavir/ritonavir; zidovudin lamivudin+nevirapin;

abakavir+lamivudin+efavirenz (28, 48).
2.1.8. Rezistencija na antiretrovirusne lijekove

HAART u inkovito suprimira virusnu replikaciju, omoguie postupnu rekonstituciju
imunosnog sustava te u komii pove ava kvalitetu ivota. Meutim, pojava rezistencije
HIV-a na antiretrovirusne lijekove onemogie potpunu supresiju virusne replikacije te

ograni ava uinkovitost HAART-a.




Rezistencija HIV-a na antiretrovirusne lijekove lpedica je mutacija gena koji kodiraju
sintezu upravo onih virusnih proteina i glikoprogi koji su ciljne strukture lijekova.
Molekularna heterogenost HIV-a ima vanu ulogu ustaaku rezistencije HIV-a na
antiretrovirusne lijekove. Visoka astalost greSaka reverzne transkriptaze {-1@°
mutacija po nukleotidu i replikacijskom ciklusu)zh virusna replikacija (nastanak®1m
viriona dnevno u zara enog domna) i visoka stopa rekombinacije (2-20 doggm po
replikacijskom ciklusu) uzrokuju selekciju brojnilnutacija u procesu replikacije virusa.
Stoga u zara enih domana nastaje heterogena populacije virusnih gendmaz(specijes),
tj. mnoStvo genski srodnih virusnih varijanti (490). Svaka virusna varijanta iskazuje
razli iti replikativni potencijal u razlitim uvjetima. U nelijjeenih zara enih osoba
kvantitativno je najzastupljenija varijanta divljéiga (WT, engl.Wild typg koja ima visok
replikativni potencijal. Nepotpuna supresija virasneplikacije (najeSe povezana s
neadekvatnom koncentracijom antiretrovirusnih tyek) omoguuje selekciju virusnih
mutanti veeg replikacijskog potencijala. Tijekom stalne rkatije virusa u prisutnosti
lijekova, najeSe se pojavljuje sve ve broj mutacija koje nastaju u svrhu poaaja
virusnog fitnesa (49, 51-53). Prekid primjene attovirusnih lijekova nags e dovodi do
brze replikacije divljeg tipa virusa koji ponovnogiaje dominantan kvazispecijes. M&m,
virusne varijante s mutacijama koje se povezujezstencijom i dalje ostaju u populaciji
kvazispecijesa u plazmi i tkivima (virusni rezerip&kao manjinske varijante koje mogu
ponovno postati dominantne pod selektivnim pritiekdijekova. Stvaranje rezistentnih
mutanti i njihova replikacija unutar virusnih rezeara (npr. limfni vorovi), mehanizam su
kojim virus izbjegava imunosne mehanizme i selektpritisak lijekova (49, 51-53).

Kinetika nastanka mutacija povezanih s rezistentildlV-a na antiretrovirusne lijekove je
razli ita, tj. neke mutacije nastaju neposredno nakorayegojnepotpune supresije virusne
replikacije (29, 54). Vjerojatnost nastanka rezistg ovisi o antivirusnom unku odre enog
lijeka. Naime, lijekovi slabijeg antivirusnog inka stvaraju minimalni selektivni pritisak na
virus Sto se povezuje sa sporim razvojem rezigeenigie utim, ukoliko antiretrovirusni lijek
ja eg antivirusnog unka koji iskazuje sna an selektivni pritisak narug, viSe ne mo e
suprimirati virusnu replikaciju, nagSe dolazi do brze pojave mutacija povezanih s
rezistencijom. Primjena lijekova s iznimno sna nantivirusnim uinkom (npr. tenofovir),

u inkovito smanjuju virusnu replikaciju te je pojarezistencije relativno rijetka (49, 55-61).
Svaki antiretrovirusni lijek karakterizira razlia genska barijera za rezistenciju. Genska

barijera lijeka za rezistenciju definirana je kaojbmutacija koji je potreban za nastanak




rezistencije. Rezistencija virusa na antiretrovieidijekove s niskom genskom barijerom
posljedica je samo jedne mutacije. U skupinu li)gkas niskom genskom barijerom za
rezistenciju ubrajaju se lamivudin i emtricitabMRT]I), prva generacija NNRTI, tj. efavirenz

i nevirapin, inhibitor fuzije enfuvirtid i inhibitoproteaze nelfinavir. Za nastanak rezistencije
na lijekove s umjerenom genskom barijerom potrefgnoekoliko mutacija. U tu skupinu
spadaju inhibitor integraze raltegravir, timidinsknalozi NRTI didanozin, abakavir i
tenofovir, NNRTI etravirin i veina Pl koji nisu pojaani s ritonavirom. U slwaju lijekova s
visokom genskom barijerom potreban je velik brojtacija za nastanak rezistencije. Lijekovi
iz skupine PI darunavir i tipranavir (u kombinagijiritonavirom) te zidovudin i stavudin iz
skupine NNRTI ubrajaju se u lijekove s visokom deams barijerom za rezistenciju (49, 62,
63).

Obzirom na sline ili identi ne molekularne mehanizme antivirusnoginka pojedinih
lijekova iz odreene skupine, mutacije povezane s rezistencijome8a& uzrokuju bioloski
zna ajnu rezistenciju na nekoliko lijekova iz odeme skupine (49). Opseg kri ne rezistencije
je varijabilan, tj. neke mutacije uzrokuju rezistgm na gotovo sve lijekove iz odrene
skupine dok druge mutacije uzrokuju rezistencijuaue eni lijek no mogu istovremeno
pove ati osjetljivost virusa na neke druge lijekove.nijer je mutacija M184V u genu za RT
koja uzrokuje rezistenciju HIV-a na lamivudin i emitabin no uzrokuje i poveanu
osjetljivost mutiranog virusa na zidovudin i tengifau odnosu na divlji tip (29).

Rezistencija na antiretrovirusne lijekove dijeli sBa primarnu i sekundarnu rezistenciju.
Primarna rezistencija, tj. rezistencija u nelijeenih osoba, posljedica je prirodne raznolikosti
virusa ili infekcije virusom koji je verezistentan na antiretrovirusne lijekoBekundarna
rezistencija nastaje tijekom nepotpune supresije virusne rapij& tijekom antiretrovirusnog
lije enja (29, 49).

Mutacije u genima za enzime proteazu i reverznasikaptazu povezane s rezistencijom na
lijekove najesS e se klasificiraju u skupinu primarnih (enghajor) ili sekundarnih (engl.
minor ) mutacija. Primarne mutacije pojavljuju se neposredno nakon gubitka kontrole
virusne replikacije te samostalno uzrokuju bioloZka ajan gubitak osjetljivosti virusa na
lijekove. Pojava primarnih mutacija nape uzrokuje smanjenje fitnesa virusnog
kvazispecijesa u usporedbi s divljim tiporak i bez selektivhog pritiska lijekova. Primarne
mutacije povezane s rezistencijom mogu se jautnelije enih osoba zbog vrlo visoke stope
mutacija i brze replikacije virusaSekundarne mutacije naj eSe se pojavijuju nakon

selekcije primarnih mutacija i samostalno ne utjea osjetljivost virusa na lijekove. U




kombinaciji s primarnim mutacijama, sekundarne rmijga mogu znaajno poveati
rezistenciju na odreni lijek (29). Varijante virusa sa sekundarnim mutacijama mogu bit
detektirane kao rezultat prirodnog polimorfizmagpmvo u genu za proteazu, kod kojih su
promijenjene aminokiseline na pozicijama u enzimkoge ne utjeu na rezistenciju.
Rezistencija na viSe antiretrovirusnih lijekova MDR mutacije (englMultidrug resistancg
opisuje skupine mutacija koje uzrokuju kri nu reeisciju na viSe skupina antiretrovirusnih
lijekova i stoga su biomedicinski iznimno zagne (29).

U nomenklaturi mutacija povezanih s rezistencijotv4d na antiretrovirusne lijekove prvo
slovo oznauje aminokiselinu koja je prisutna u divljem tipuVHa (subtip B, konsenzus
sekvenca) nakonega slijedi broj koji oznaava poziciju aminokiseline u sekvenci te slovo
koje oznauje aminokiselinu koja je prisutha u mutiranom suikoji je rezistentan na lijek.
Primjerice kratica M184V opisuje mutaciju u kojej jnetionin na poziciji 184 u enzimu RT
zamijenjen valinom. Ukoliko u bioloSkom uzorku pamstmjeSavina varijanti koje na
odre enoj poziciji imaju viSe od jedne aminokiseline,nigonente mjesSavine nazmase
odvojene kosom crtom (npr. K103K/N) (29Dio mutacija povezanih s rezistencijom na
antiretrovirusne lijekove su insercije jedne ilB&iaminokiselina u virusni protein. Primjer
ovog tipa mutacije je insercijski kompleks 69 k&g sastoji od supstitucije u kodonu 69 gena
za RT (obino T9S) te insercije 2 ili viSe aminokiselina (SS5A, S-G, ili drugo). Insercijske
su mutacije u usporedbi sa supstitucijskim mutatdarijetke i pojavljuju se u samo 2%

virusa rezistentnih na NRTI (5, 29).
2.1.8.1. Rezistencija na nukleozidne i nukleotidiigbitore reverzne transkriptaze

Mutacije povezane s rezistencijom na ovu skupijekdiva veinom se nalaze u palm- i
finger -domeni RT, a povezane su s dva ratdi mehanizma rezistencije. Prvi mehanizam
uklju uje poveanu diskriminaciju NRTI/NtRTI u odnosu na prirodr@dNTP-supstrate
tijekom polimerizacije u aktivnom mjestu mutiranelT Rmehanizam diskriminacije ili
pirofosforilacija). Drugi mehanizam obuhwa selektivho odstranjenje veugra enih
inhibitora s kraja virusne nukleinske kiseline (rmpizam ekscizije) (64-67).

U slu aju mehanizma diskriminacije, mutacije povezanezsstencijom sprjeavaju ugradnju
NRTI/NtRTI dok enzim zadrava sposobnost ugradnjeirgoinin dNTP-supstrata.
Diskriminacija se posti e putem steke smetnje ime se selektivno ometa ugradnja inhibitora

tijekom njegovog vezanja ili katalitke ugradnje (65, 66).




Mutacije koje potvruju rezistenciju na NRTI/NtRTI mehanizmom diskriraaije (Slika 6)
ometaju vezanje analoga i/ili utje na brzinu ugradnje u DNA-lanablutacije ili skupina
mutacija u RT koje uzrokuju rezistenciju ovim meizamom uklju uju mutaciju M184I/V,
skupinu mutacija Q151M te mutacije koje su povezanezistencijom na ne-timidinske
analoge kao 5to su K65R i L74Manje uobiajene mutacije koje se pojavljuju u bolesnika s
viroloskim neuspjehom lijeenja tijekom primjene netimidinskih analoga su K6BNOE/G i
Y115F (68).

Drugi mehanizam nastanka rezistencije na NRTI/NtH&l mehanizam ekscizijet].
deblokiranja poetnice. Pri ovom mehanizmu nastanka rezistencijgjrama RT uinkovito
ugra uje inhibitore Sto trenutno blokira DNA-sintezu nphibitori se ipak selektivho
uklanjaju s kraja virusne DNA Sto dovodi do debld&anhibitorom terminirane petnice i
nastavka virusne replikacije (64-66, 68). Rezisfanna NRTI/NtRTI putem mehanizma
ekcizije uzrokuju mutacije povezane s rezistencijoan timidinske analoge (TAMs, engl.
Thymidine analog resistance mutatipnensercijski kompleks 69 zajedno s mutacijama
povezanim s rezistencijom na viSe nukleozida i drpgpratne mutacije (Slika 6) (64-68).
Mutacije povezane s rezistencijom na timidinskel@y@mogu se podijeliti u dvije skupine.
Skupina TAM-I ulju uje mutacije M41L, L210W i T215Y dok skupina TAM-tlbuhvaa
D67N, K70R, K219E/Q i T215F (69-74).

184 65 74 115 41 67 70 210 215 219 69 151
Cons M K L Y W D BER L i K T Q
aTC VI R Ins M
FIC | MI R Ins M
ABC VI R V¥ F L W YF ins M
ddi Vi R ¥ L W YF Ins M
TOF | R[* F L R W YF Ins M
daT = R L N R W YF QE s M
ZDv [ v B L NR W YF QE Ins M

Slika 6: Sa et prikaz mutacija povezanih s rezistencijaaNRTI/NtRTI-e. Aminokiseline sekvence
divljeg tipa virusa prikazane su u prvom redu dolasinokiseline koje nastaju kao posljedica
mutacija prikazane su ispod crte. Podebljane i jade mutacije uzrokuju visoku razinu rezistencije

in vivoi in vitro; podebljane mutacije uzrokuju umjerenu rezistencippodebljane mutacije uzrokuju




nisku razinu rezistencije. Zvjezdice (***) predslaju pove anu osjetljivost na lijek ako je mutacija

prisutna. Cons=konsenzus divlji tip; Ins=insercffreuzeto od Tang i su(?5).
2.1.8.2. Rezistencija na nenukleozidne inhibiteneerzne transkriptaze

NNRTI su molekule koje se alosteti ve u za hidrofobni d ep (NNRTI-BP, englNon-
nucleoside reverse transcriptase inhibitor bindipgcke} koji se nalazi u blizini aktivnog
mjesta reverzne transkriptaze i na tajinamijenjaju njezinu fleksibilnost te inhibiraju
njezinu sposobnost za sintezu DNA. VW& mutacija povezanih s rezistencijom na NNRTI
smjeStene su u dijelu genoma koji kodira sintezinakiselina u aktivnom mjestu RT ili u
njegovoj neposrednoj blizini. Genska barijera zavog rezistencije na NNRTI je niska i
dostatna je jedna mutacija (ili 2) za pojavu reistjein vivo (15, 33, 35, 68, 76, 77).

Naj eS e mutacije povezane s rezistencijom na NNRTI su3NLDY181C, a esto se javljaju

i mutacije L100I, K101E, V106A, V179D, Y188L, G190A4°236L (Slika 7).

100 101 103 106 138 181 188 190 230
Cons L K K v E Y Y G M
NVP I EP NS AM CV LHC ASE L
EFV 1 EP NS AM C LHC ASE L
ETV I ER K CIV I ASE L
RPV I EP K Clv L ASE L

Slika 7: Sa eti prikaz mutacija povezanih s rezistencijgsiNNRTI. Aminokiseline sekvence divljeg
tipa prikazane su u prvom redu dok su aminokisedimautacijama prikazane ispod crte. Podebljane i
podcrtane mutacije uzrokuju visoku razinu rezisijenpodebljane mutacije uzrokuju umjerenu
rezistenciju; nepodebljane mutacije pridonose teadji. Cons=konsenzus divlji tigPreuzeto od
Tang i sur.) (75).

2.1.8.3. Rezistencija na inhibitore proteaze

Inhibitori proteaze svojom kemijskom strukturom ikaju na prirodne supstrate proteaze
HIV-1, veu se za aktivno mjesto enzima i na taj inainhibiraju njegovu katalitiku
aktivnost. Interakcije izmeu proteaze i inhibitora vénom su hidrofobne i slhe onima
izme u enzima i supstrata (15, 33, 37, 78, 79). Rezigeema PI posljedica je supstitucija
aminokiselina koje se pojavljuju u aktivnom mjestozima ili u njegovoj blizini. Promjene
sastava aminokiselina na odemim pozicijama mijenjaju broj i strukturu mjestazanja

inhibitora i proteaze Sto dovodi do smanjene ugednvezanja inhibitora. Mutacije izvan




aktivnog mjesta enzima ne utiesamo na vezanje inhibitora viekompenziraju za aktivnost
proteaze poveavaju i tako replikativhu sposobnost mutiranog virusa33, 50, 75, 77).
Genska barijera za rezistenciju na PI relativneigeka i potrebne su najmanje dvije mutacije
za razvoj rezistencije (29). Kri na rezistencijauti@r Pl-skupine antivirusnih lijekova vrlo je
esta pojava uzrokovana velikim brojem mutacija pewgh s rezistencijom na Pl kao i
injenicom da razlite mutacije na istim mjestima imaju razliu inak na osjetljivost virusa
na inhibitore (29). Mutacije povezane s rezisteamijna Pl dijele se na primarne (ili glavne) i
sekundarne (ili popratne) mutacije (Slika 8). Prineamutacije povezane s rezistencijom na
Pl samostalno smanjuju osjetljivost virusa na jedaniSe Pl. Pojavljuju se u ranoj fazi
razvoja rezistencije na odreni lijek, a smjeStene su u dijelu gena koji kodsiatezu
aminokiselina u aktivnhom mjestu virusne proteazekuddarne mutacije povezane s
rezistencijom na Pl kodiraju sintezu aminokiselizaan aktivnog mjesta proteaze te
kompenziraju za smanjenu replikaciju povezanu snamim mutacijama ime dodatno
smanjuju osjetljivost na PIl. Vea virusa rezistentnih na Pl sadr i i kompenzda@jsnutacije
u mjestima cijepanja polipeptida Gag. Navedene anetaamostalno ne uzrokuju rezistenciju
na Pl no kompenziraju za promjene u proteazi nagiab posljedica primarnih i sekundarnih
mutacija (5, 68, 75).

30 32 46 47 48 50 54 76 82 84 88 90
cons BBl v BN 1 BEN 1 I L v 1 Bl L
ATV/r | IL V VM L VTAM ATFS V S M
DRV/r 1 VA v LM v F Vv

FPV/r I L VA V VTALM V ATFS V M
IDV/r I Bl VA VTA V ATES V | 8 M
LPV/r I IL VA VM V VTALM V ATFS V M
NFV N IL VA VM VTALM ATFS V DS M
SQVir VM VTAM AT VvV 8 M
TPVIr | IL | VA VTAM L v

Slika 8: Sa et prikaz mutacija povezanih s rezistencijearPi. Aminokiseline sekvence divljeg tipa
prikazane su u prvom redu dok su aminokiseline @eaijama prikazane ispod crte. Podebljane i
podcrtane mutacije uzrokuju Klirki zna ajnu rezistenciju; podebljane mutacije zajao pridonose
rezistenciji; nepodebljane mutacije sporadi doprinose rezistenciji. Cons=konsenzus diylji ti
(Preuzeto od Tang i sur.) (75).




2.1.8.4. Rezistencija na inhibitore integraze

Vezanjem u blizini aktivnog mjesta enzima, inhibitointegraze ometaju ispravno
pozicioniranje virusne DNA u odnosu na aktivho rnge$l5, 33). Mutacije u genu za
integrazu mogu utjecati na reakciju prijenosa lakaa i na obradu 3’-krajeva u procesu
integracije (15).

Mutacije povezane s rezistencijom na inhibitor gméze raltegravir mogu se klasificirati u tri
skupine: (i) N155H, (i) Q148HRK+G140SA i (i) YBCR+T97A. Mutacije iz sve tri
skupine javljaju se uz popratne mutacije poput L7A82Q, T97A, G136R i/ili V151l u
slu aju N155H; E138K ili G140A/S u slaju Q148HRK+G140SA te L74A/l, E92Q, TI7A,
1203M i/ili S230R u sluaju mutacijskog puta Y143CR+T97A (33). Obzirom ma da
pojedinane mutacije mogu smanijiti osjetljivost virusa nlegravir za ak 10 puta, inhibitori
integraze Kklasificiraju se u skupinu lijekova skaisr genskom barijerom za rezistenciju (5,
33, 68).

2.1.8.5. Rezistencija na inhibitore ulaska virusganicu

lako se rezistencija na maravirok mo e razviti patenutacija koje dovode do promjene u
tropizmu virusa te omoguju HIV-u koriStenje koreceptora CXCR4, glavni melzam
rezistencije na maravirok ukljuje pojavu brojnih mutacija u genenv koje omoguuju
virusu kontinuirano vezanje na koreceptor CCR5 andblokadi inhibitora. Mutacije
povezane s rezistencijom na antagonist CCR5 poeegars promjenama u strukturi ogn
gp120 HIV-1, posebice u om V3 koja je glavna determinanta za odk@anje tipa
koreceptora kojeg virus koristi za vezanje na eilgtanice (5, 33, 68, 80, 81). Mutacije koje
uzrokuju rezistenciju na maravirok uklpju mutaciju T163K u om V2, S405A u omi V4,
N355Y u omi C3 te klju ne mutacije za razvoj rezistencije A316T i 1323@ma i V3 (5,
33,68, 80, 81). Enfuvirtid ima nisku gensku batijea rezistenciju. Mutacije u regiji na koju
se enfuvirtid ve e (kodoni 36-45 u transmembransk@moteinu gp41), primarno su
odgovorne za rezistenciju na inhibitor. Klne mutacije koje potvuju rezistenciju na
enfurvitid su: G36D/E/V, V38EA, Q40H, N42T i N435,(33, 68, 80). Pojedinaa mutacija
povezana s rezistencijom na enfuvirtid ol smanjuje osjetljivost virusa na inhibitor za

deset puta dok dvije mutacije obo sto puta (5, 33, 68, 80).




2.1.9. Laboratorijske metode za odv@nje rezistencije HIV-a na antiretrovirusne lipsle

Rezistencija HIV-a na antiretrovirusne lijekove omagu uje potpunu supresiju virusne
replikacije te znaajno ograniava uspjesnost antiretrovirusnog lgaja (75, 82, 83).

Metode odreivanja rezistencije HIV-a na antiretrovirusne lipele dijele se u tri skupine: (1)
genotipizacijski testovi, (2) fenotipizacijski test i (3) test virtualnog fenotipa.
Genotipizacijski testovi otkrivaju odrene mutacije u genomu virusa koje su povezane s
rezistencijom na lijekove temeljem kojih se pretpgga relativha rezistencija virusa na
antiretrovirusne lijekove (15, 29, 84). Obzirom ma&inu detekcije, genotipizacijske testove
dijelimo na testove koji se temelje na sekvencuapp Sangeru i detektiraju dominantne
genomske varijante u kvazispecijesu s razinom raanja od oko 20% i na testove detekcije
manjinskih varijanti metodom ultra-deep -sekveaadia (UDS).

Fenotipizacijski testovi mjere direktno enzimskutiakost produkata virusnih gena ili
kinetiku replikacije virusa u kulturi stanica vitro u prisutnosti odreenih koncentracija
antiretrovirusnih lijekova (15, 29, 84). Fenotipggaki testovi rezistencije HIV-a na
antiretrovirusne lijekove zaseni su patentima i izvode se u biotehnoloSkim bl na
komercijalnom principu (Tablica 2).

Genotipizacijski testovi nagS e se koriste u biomedicinskim istra ivanjima te ayuoauju
detekciju mutacija povezanih s rezistencijom pri@ Sto se ona moe dokazati
fenotipizacijskim testovima. Ovi testovi omogiyu i detekciju mutacija koje ne uzrokuju
rezistenciju no ukazuju na postojanje selektivhotisga lijeka (50, 83, 85).

Za analizu rezistencije HIV-a na antiretrovirusipgkove u ovom istra ivanju primijenjen je

genotipizacijski test.
2.1.9.1. Genotipizacijski testovi

Genotipizacijski testovi za odrivanje rezistencije HIV-1 na antiretrovirusne ligle
detektiraju mutacije u genomu virusa koje su pomezsa rezistencijom na antiretrovirusne
lijekove. Odreene mutacije u genu za PR (kodoni 10-93) povezang ezistencijom na
lijekove iz skupine Pl dok su mutacije u genu za RKbdoni 40-240) povezane s
rezistencijom na lijekove iz skupina NRTI i NNRHQ, 75, 85, 86). Prvi korak u odiganju
rezistencije HIV-a na antiretrovirusne lijekove wddm genotipizacije je izolacija HIV-1-
RNA iz plazme. Obzirom na to da je vrijeme poluigoHIV-1-RNA u plazmi priblino 6

sati, razumno je pretpostaviti da molekule HIV-1/&Nzolirane iz plazme pripadaju




replikacijski aktivnim genomskim varijantama koja secentno selektirane pod utjecajem
antiretrovirusnih lijekova (87). Virusna RNA se egznom transkripcijom prevodi u cDNA
(uz dodatak dNTP-ova, enzima RT i ptnica). Za potrebe reverzne transkripcije edje se
koriste molekule RT porijeklom od MMLV (engMoloney murine leukemia virus AMV
(engl. Avian myeloblastosis virjis Nakon reverzne transkripcije amplificiraju sgne regije
(geni za PR i RT) metodom PCR (29, 50). Redoslijakleotida u sekvenci amplificiranog
produkta odreuje se sekvenciranjem po Sangeru Sto je direktnkveseiranje, tj.
population-based -sekvenciranje.

Tablica 2: Prednosti i nedostaci genotipizacijskih i fenifeijskih testova za odrevanje

rezistencije HIV-a na antiretrovirusne lijekove.

Prednosti Br a izvedba Direktno i kvantitativho mjerenje

rezistencije

Ni i troSkovi Jasna interpretacija rezultata

Jednostavna tehnologija Procjena ukupndgka svih
mutacija (ukljuuju i mutacije

povezane s kri nom rezistencijom

Detekcija mutacija prije pojave Testiranje novih antiretrovirusnih

fenotipske rezistencije lijekova

Ve a osjetljivost za detekciju Mogu nost procjene unka

mijeSane populacije virusa interakcija izmeu mutacija
Nedostaci Indirektno mjerenje rezistencije Du a izvedba

Kompleksna interpretacija kod Visi troSkovi

ve eg broja mutacija

=3

Nedostatak standardizacije izme Nedostatak standardizacije cut-of

interpretacijskih algoritama vrijednosti izmeu testova

Nemogu nost detekcije mutacijskih Mogu i la ni rezultati u sluaju

veza mijeSane populacije virusa

Nemogu nost predvianja uinka Fenotipizacijska procjena samo
nepoznatih mutacija jedne HIV-1-varijante (obno

dominantne) u virusnoj populaciji

Nemogu nost detekcije manjinskih Nemogu nost detekcije manjinskih
genomskih varijanti (u testovima genomskih varijanti
koji se temelje na metodi

sekvenciranja po Sangeru)




Pri odreivanju rezistencije HIV-a na antiretrovirusne liggle analiziraju se sekvence
nukleotida kompletnog gena za proteazu (297 nuklapt dio sekvence gena za reverznu
transkriptazu koja kodira za aminokiseline od brfado 240 u kojoj se nalazi najvéroj
mutacija koje su povezane s rezistencijom na lijek&ekvenca nukleotida se potom prevodi
u sekvencu aminokiselina i uspouge sa sekvencom divljeg tipa virusa (referentrkaveeca)
pomo u odgovarajueg programa radi otkrivanja mutacija povezanihzstencijom HIV-1
na antiretrovirusne lijekove. ZavrSni korak analize povezivanje genotipizacijske
informacije (vrsta mutacija koje su detektiraneamg za RT ili PR) i interpretacije bioloSke
Zzna ajnosti mutacije za rezistenciju na pojedine atrirgrusne lijekove. Nags e koristeni
standardizirani testovi za odtieanje rezistencije HIV-a na antiretrovirusne ligele su HIV-

1 TruGene™ (Bayer Healthcare Diagnostics, SAD)ro8eqTM (Celera Diagnostics/Abbot
Molecular, SAD) (29, 50, 85).

Interpretacija bioloSke znajnosti mutacija otkrivenih genotipizacijskim testaemelji se na
primjeni bioinformatikih algoritama temeljenim na pravilima (englle-based algorithmg
i/ili algoritma koji se temelji na virtualnom fetipu (29, 50, 85, 86). Bioinformatki
algoritmi temeljeni na pravilima na&$s i su pristup u interpretaciji rezultata genotipiysicog
testa. Ovaj pristup temelji se na interpretacijolbfke znaajnosti mutacija poma
specijaliziranih bioinformatkih algoritama koje sastavljaju eksperti za poguezistencije
HIV-a na antiretrovirusne lijekove (tzv. Ekspertpanel znanstvenika) koji se redovito
(svakih nekoliko mjeseci) nadopunjuju novim podai@i (50, 85, 86). U najpoznatije
interpretacijske algoritme temeljene na pravilim@rajaju se HIVdb (Stanford University
Medical Center, CA, SAD), Regalnst (Rega Institide Medical Research and University
Hospitals Leuven, Katholieke Universiteit Leuvergl@ja), ANRS (Agence Nationale de
Recherches sur le SIDA) i algoritam OpenGene Db&§uencingystem, (Bayer Healthcare
LLC, Visible Genetics Inc., SAD) koji se koristi kombinaciji sa standardiziranim testom
HIV-1 TrueGene™ (Bayer Healthcare Diagnostics, SAD)snovna funkcija ovih
bioinformati kih algoritama je procjena vjerojatnosti aktivnastkog antiretrovirusnog lijeka
protiv mutiranog virusa u usporedbi s aktivnoSstog lijeka protiv divljeg tipa virusa.
Algoritmi se meusobno razlikuju po pravilima koja koriste za ipietaciju podataka koja su
pripravili referentni laboratoriji, tj. ekspertnapel znanstvenika.

Algoritam OpenGene DNA Sequencing Systemeljen na pravilima ( The GuideLiné¥
Rules ) koristi se za interpretaciju obrazaca midgaa sastavlja ga VGI Consensus Panel,

tj. panel neovisnih strunjaka koji se bave rezistencijom HIV-a na antireinesne lijekove.




Identificirane mutacije se interpretiraju na teragdyopisanih pravila VGI Consensus panela.
Krajnji rezultat je izvjeStaj koji je utemeljen ma unalnom algoritmu razvijenom unutar tih
pravila koja ukljuuju interaktivne uinke mutacija. Prvi dio izvjeStaja sa ima detektiea
mutacije i njihov utjecaj na rezistenciju na pojadni lijek, tj. interpretaciju rezistencije (50,
88-91).Tri su razine interpretacije detektiranih mutacija:

(1) rezistencija ne postoji, slaj kad nisu detektirane poznate mutacije ili smaaje
osjetljivost nije povezana s mutacijama detektiranitestu

(2) mogu a rezistencija, slaj kad su detektirane mutacije povezane sa smamjendloskim
odgovorom u nekih, ali ne i u svih bolesnika

(3) rezistencija postoji, slaj kad su detektirane mutacije povezane s maksonaln
redukcijom osjetljivosti.

U slu aju da ne postoji direktni ili indirektni dokaz zalre ivanje osjetljivosti na lijek,
program interpretira rezultat u smislu nedostdtok ine dokaza . U sluaju da je bioloSka
zna ajnost detektirane mutacije interpretirana kao avi@ koja uzrokuje mogu
rezistenciju na odreni lijek , preporuuje se uporaba tog lijeka samo u bolesnika koji su
rezistentni na sve ostale klase lijekova. U aju dokazivanja mutacija povezanih s
rezistencijom virusa na pojedini antiretrovirusjek opravdano je za pretpostaviti da postoji
mala klini ka korist od daljneg lijeenja, no valja istaknuti da za bolesnike bez drugih
terapijskih opcija (rezistencija na sve ostalekbjee), nastavak lijeenja lijekovima na koje se
ve razvila rezistencija mo e imati odrenu korist u smislu kontrole replikacije divljegadi
virusa. Pri interpretaciji rezultata koji pokazuja nije detektirana rezistencija treba istaknuti
da test ne mora detektirati rezistenciju na rakgastene lijekove jer mutacije povezane s
rezistencijom na te lijekove mogu biti prisutne kagetke varijante koje se ne mogu
detektirati population-based -sekvenciranjem,dh se ne mo e iskljuti njihov nepovoljni

u inak na viroloSki odgovor pri lijeenju. Algoritam daje i detaljna objasSnjenja o tokadéo
odre ene mutacije mogu modulirati utjecaj drugih mutacia osjetljivost na lijekak i u
smislu poveane osjetljivosti. Primjera radi, mutacija M184Vpusutnosti drugih mutacija
pove ava osjetljivost HIV-1 na zidovudim vitro (50, 88-91). Svaka detektirana mutacija i
preporuka o interpretaciji znajnosti detekcije mutacije rangirana je sukladncego
znanstveno utemeljenih literaturnih podataka odaasisljenja ekspertnih panela.

Algoritam Regaje prvi algoritam koji se pokazao uspjesnim u ke terapijskog odgovora
na antiretrovirusne lijekove koji se temelji na dak mutacija povezanih s rezistencijom na

antiretrovirusne lijekove. Rega je kompleksan dtgar koji uzima u obzir poznate




sinergistike i antagonistke kombinacije mutacija. Literaturni podatci i Wi#s iskustva
stru njaka koji su izradili algoritam temelj su interaeijskin pravila ovog algoritma i
a uriraju se svake godine. Tri su razine kritezja interpretaciju izolata virusa: rezistentan,
srednje rezistentan i osjetljiv izolat. Ovaj algan poseban je po tome Sto pri interpretaciji
rezultata uzima u obzir prisutnost eg broja sekundarnih mutacija koje ne smanjuju
osjetljivost na lijek no mogu smanjiti gensku bamyj rezistencije na lijek, posebice pri pojavi
neke nove primarne mutacije. Algoritam Rega iznimjgo kvalitetan u predvanju
rezistencije na lijekove i postizanja supresijausire replikacije u bolesnika koji ranije nisu
lije eni antiretrovirusnim lijekovima no ne daje dovaljnsmjernica za lijeenje
multirezistentnih pacijenata. U analizi zagosti mutacija povezanih s rezistencijom
algoritam navodi da lijekovi na koje virus iskazujgnjerenu razinu rezistencije mogu biti
djelomi no aktivni u kombinaciji s drugim antiretrovirusnilijekovima te pokazati barem
rezidualnu aktivnost, posebice u kombinacijama vidd lijeka (50, 88-91).

Algoritam se temelji na praviima dostupnim na nojbj internetskoj stranici
(http://www.rega.kuleuven.be/cev/) (92, 93).

Algoritam ANRS temelji se na podatcima o korelaciji iznme mutacija povezanih s
rezistencijom na lijekove i viroloSkog ishoda ligmja iz baze podataka pacijenata s
viroloskim neuspjehom lijeenja iz Francuske. Posebnost ovog algoritma jeslitkina
analiza znaajnosti mutacija virusa povezanih s rezistencijoanantiretrovirusne lijekove u
kontekstu genotipa virusa, tj. identifikacija mujackoje su u nekim genotipovima samo
polimorfne varijante koje nisu vezane uz rezistenca lijekove. Algoritam ANRS temelji se
na literaturnim podatcima o genotipskim prediktainsiroloSkog odgovora na abakavir,
tenofovir, didanozin, lopinavir/ritonavir, sakvingvitonavir, amprenavir/ritonavir i
atanazavir (50, 88-91). U algoritam se unose mjatalcisekvenca regija genaol, a rezultat
analize je procjena osjetljivosti na antiretroviraslijekove kojima mogu biti pridru eni
termini osjetljiv, mogua rezistencija ili rezistentan. Podatci o rezisijema zalcitabin su
nepotpuni i nedostatni za formiranje preporukaatiag lijek nije naveden u rezultatu analize.

Pravila algoritma ANRS dostupna su putem internatéhttp://www.medpocket.com/) (94).

Kod algoritmaStanford HIV Drug Resistance Datebaskvenca se unosi u algoritam preko
formulara za analizu sekvence ili preko liste migadostupne na internetskim stranicama

(http://www.hivdb.stanford.edu/) (95). Koristeformular za analizu sekvence (Sequence

Analysis Form), sekvenca gepal se u formatu fasta unosi u predsmo polje i usporeauje s

referentnom sekvencom subtipa B HIV-1. AlgoritanmVHD pridru uje svakom



antiretrovirusnom lijeku jedan bod za svaku mutacpovezanu s rezistencijom, a
pridru ivanje bodova se temelji na literaturnim @ocdma o znaajnosti mutacija za
rezistenciju na pojedine antiretrovirusne lijekd&a® | 0 povezanosti izme genotipa i ranije
primijenjenih antiretrovirusnih lijekova, genotiparusa i fenotipske rezistencije kao i
genotipskog obrasca mutacija i viroloSkog ishodg dnja. Mutacije koje uzrokuju
preosjetljivost na antiretrovirusne lijekove dohivanegativni bod za taj lijek. Na temelju
ukupnog broja bodova algoritam dodijeljuje svakajekl jednu od pet razina rezistencije:
osjetliiv, mogua niska razina rezistencije, niska razina rezisf@ncsrednja razina
rezistencije, visoka razina rezistencije (50, 88-91

Virtualni fenotip (Virco® TYPE HIV-1, Virco BVBA; Geno2Pheno, www.ge2pheno.org)
alternativni je pristup u interpretaciji rezultaganotipizacijskog testa koji se temelji na

usporedbi podataka dobivenih genotipizacijskimamss bazom podataka dostupnih genotip-
fenotipskih parova. Test omoguje otkrivanje i izraunavanje uinka znaajnih mutacija i
parova mutacija na temelju statige analize genotipskih i fenotipskih podataka \agjiloroja
ranije testiranih uzoraka. Virtualni fenotip za v lijekova pokazuje dobru korelaciju sa
stvarnim fenotipom. Glavni nedostatak ovog testdgj@jegova mogunost predvianja ovisi
o dostupnom broju odgovarapg seta podataka te je stoga odstupanje uesluaju manjeg
seta podataka kao i kod novih lijekova ili komplelkksmodela rezistencije. Nadalje,
usporedba poma virtualnog fenotipa vrsi se na temelju ranije lm@daih kodona, a ne cijele
nukleotidne sekvence i vima genotip-fenotipskih parova u bazi podatakaahiveena od
uzoraka subtipa B HIV-1 Sto zahtjeva oprez prinptetaciji genotipizacijskih podataka
dobivenih od uzoraka non-B-subtipova (29, 83, &,95).

Svi trenutno dostupni testovi za odreanje rezistencije ograreni su s nekolikoimbenika
(85, 97, 98).

i) Koli ina RNA u plazmi za vrijeme testiranja trebala bi hti barem 1000 kopija/mL.
Testiranje uzoraka plazme s niom razinom viremije daje dosljedne rezultate, ali
tehnologija testova se poboljSava.

i) Nemogu nost detekcije manjinskih varijanti (genoma) unutar populacije HIV-1.
Osim ako je zastupljen s viSe od 20-30% u cirkjdira) populaciji virusa, rezistentni se virus
ne mo e detektirati s trenutno dostupnim testoviMarijante genoma koje nisu detektirane

komercijalnim testovima mogu utjecati na viroloskigovor na lijeenje.




iii) Krina rezistencija. Ve ina mutacija koja se pojavljuje tijekom lifenja uzrokuje
rezistenciju na vise lijekova unutar iste skupikako je za postizanje trajne supresije HIV-1
nu no kombinirati lijekove iz barem dvije skupinkri na rezistencije predstavlja znajan
problem. Prisutnost mutacija povezanih s kri nonzisgencijom utjee na interpretaciju
rezultata genotipizacijskog testa jer ote ava odadlini ki najpovoljnijih antiretrovirusnih
lijekova za postizanje virusne supresije.

iv) Rezervoari HIV-1. Kako standardni testovi mutacije povezane s tezcgom detektiraju

u plazmi, rezistentni virusni sojevi pohranjeni toyarusnoj DNA i uskladiSteni u razitim
dijelovima tijela ostaju nedetektirani, ali se psdlektivnim pritiskom antiretrovirusnih

lijekova mogu ponovno pojaviti.
2.1.9.2. Metode detekcije manjinskih HIV-1-rezidteh varijanti

Manjinske rezistentne varijante HIV-a zastupljemeusvirusnoj populaciji svake zara ene
osobe. Istraivanja distribucije manjinskih varifanHIV-a i mutacija povezanih s
rezistencijom pokazuju da su primarne mutacije paxe s rezistencijom zastupljene 1-20%
u virusnoj populaciji, uestale u HIV-om zara enih osoba (75, 99-104). Isteenja klini ke
zna ajnosti manjinskih primarnih mutacija povezanitezistencijom pokazala su da primarne
mutacije povezane s rezistencijom na NNRTI kagest®103N koje su prisutne u kolnama
manjim od 1% nepovoljno utja na ishod lijeenja s NNRTI i poveavaju rizik za viroloSki
neuspjeh (99-104)nteres za istra ivanje manijinskih rezistentnihijaarti HIV-a pove ao se
razvojem tehnologija koje su omogie detekciju rezistentnih varijanti zastupljenihmanje
od 1% u virusnoj populaciji i spoznajom da rezist@nvirusna populacija postoji kao
mjeSavina viSe genskih varijanti u kojoj je samomdmantna varijanta detektirana
standardnim sekvenciranjem (102, 105-114). Viso$jetivi testovi za detekciji manjinskih
rezistentnih varijanti ukljuiju testove za otkrivanje tkastih mutacija (engPoint mutations
assay¥ i nove tehnike sekvenciranja visoke rezolucijestbvi tokastih mutacija detektiraju
mutacije povezane s rezistencijom s frekvencijon0dd % u virusnoj populaciji uzorka, ali
ne pru aju informaciju o cijeloj sekvenci vesamo 0 mjestima vezanim za rezistenciju. Za
razliku od njih, tehnike sekvenciranja visoke remie kao Sto su SGS (en@ingle genome
seguencingi UDS (engl.Ultra-deep sequencingomoguuju analizu cijele sekvence Sto daje
mogu nost istra ivanja popratnih mutacija koje sasto povezane s mutacijama va nim za
rezistenciju tijekom njihove selekcije (22, 83, L10DS je novija tehnologija sekvenciranja

visoke propusnosti koja omoguje sekvenciranje velikog broja individualnih malék DNA




u uzorku. Na principu UDS-a temelji se i 454 LifeiShce automatizirani sustav (Roche
Diagnostics, SAD) koji je posluio za detekciju miaskih rezistentnih varijanti/mutacija
HIV-a u sklopu izrade ovog doktorata. Ova metodgauma je za analiziranje heterogenih
genoma kao Sto je genom HIV-a jer omagje detekciju mutacija zastupljenih s niskim
frekvencijama te otkrivanje rijetkih varijanti vea. Tehnologija se temelji na kombinaciji
emPCR (englemulsion PCRi pirosekvenciranja. Pirosekvenciranje je metedivenciranja
DNA koja se temelji na principu sekvenciranja putsimeze, a razlikuje se od standardnog
sekvenciranja po Sangerovoj metodi jer se oslagjadetekciju otpuStenog pirofosfata
prilikom ugradnje nukleotida u lanac DNA. Kemolumsicentni signal koji se proizvodi pri
svakoj ugradnji komplementarnog nukleotida omage odreivanje slijeda nukleotida u
DNA (83, 115).

U ovoj metodi sekvenciranja, HIV-1-RNA se izoliragverzno transkribira poma
specifi nih po etnica, a rezultat su amplikoni koji nastaju pregisjem fragmenata odabrane
regije genoma HIV-a (gemol). HIV-1-po etnice koje se koriste za stvaranje amplikona
sadre usmjerenu GS FLX Titanium Primer A- i PrimBrsekvencu na 5°-kraju (koja
uklju uje tzv. key -sekvencu odetiri baze), sekvencu specifiu za ciljni fragment na 3'-
kraju i MID-sekvencu (engMultiplex identifie) izme u Primer A (B)-sekvence i specifie
sekvence koja omoguje automatsku identifikaciju uzoraka putemumalnog programa u
postupku sekvenciranja. Nakon mijeSanja amplikon&apture -mikro esticama, gdje se
svaka molekula DNA poma poetnica s adapterima na 5°-kraju imobillizira na
mikro esticu, provodi se emPCR radi stvaranja DNA bikket (klonska amplifikacija) (115,
116). Tijekom emulgiranja stvaraju se milijuni vode kapljica unutar kojih se amplificira
svaka jedinstvena molekula DNA vezana za jednu ondsticu. Amplificirani fragmenti
DNA vezani za mikroestice prenose se na ja ice pikotitarske me sekvencera (GS Junior)
na naina da samo jednaestica bude prisutna u svakoj od nekoliko tésja ica (117, 118).

U reakciji pirosekvenciranja osim amplificiranog@menta DNA sudjeluju i dNTP-i (dCTP,
dATP, dGTP i dTTP), peetnice za sekvenciranje, enzimi za sekvenciranijApolimeraza,
ATP-sulfuraza, luciferaza i apiraza) te supstratereozin 5 -fosfosulfat (APS) i luciferin.
Nakon dodatka enzima za sekvenciranje, prvi etri dNTP-a nanosi se preko jaica
pikotitarske ploice i u sluaju da je komplementaran, DNA-polimeraza katalizifagovu
ugradnju u lanac DNA. Pri svakoj ugradnji komplemaenog nukleotida stvara se
fosfodiesterska veza izme dNTP-a, a otpusta pirofosfat (PPi) u kirli ekvivalentnoj onoj

ugra enog nukleotida. ATP-sulfuraza pretvara PPi u ATiRisutnosti APS, a nastali ATP




aktivira luciferazu koja pretvara luciferin u oksiiferin. Nastali svjetlosni signaliji je
intenzitet proporcionalan broju ugenih nukleotida detektira CCD (endLharge-coupled
devicg kamera u sekvenceru i bilje i u obliku signalagpiwogramu. Visina svakog signala
proporcionalna je broju ugranih nukleotida. Sporedni produkti u reakciji seksieanja, kao
Sto su neugraeni nukleotidi i ATP, razgrauiju se apirazom. Signali nastali u procesu
sekvenciranja prenose se naumalo u Standard Flowgram formatu (SFF) i analaira
ra unalnim programom 454 Life Science sustava za salranje (117).

2.1.10. Istra ivanja prevalencije rezistencije Hha antiretrovirusne lijekove u Europi

Sustavna istraivanja o prevalenciji rezistencijdVFh na antiretrovirusne lijekove u
bolesnika s viroloSkim neuspjehom lignja su oskudna, metodoloski vrlo heterogena a
rezultati su izrazito varijabilni. U Europi je predeno nekoliko nacionalnih istra ivanja,
uglavnom u Zapadnoj Europi (Ujedinjeno Kraljevstverancuska, Svedska, Portugal i
Danska), no valja istaknuti da se rezultati navédestra ivanja ne mogu u potpunosti
usporediti obzirom na razlte kriterije uklju ivanja ispitanika, nacionalnu pokrivenost te
razli ite metode analize prevalencije rezistencije rekdiye.

Pillay i sur. objavili su rezultate prevalencijeisgencije HIV-a na antiretrovirusne lijekove u
Ujedinjenom Kraljevstvu (UK) koji se temlje na aizakezultata nacionalne baze podataka s
oko 4000 bolesnika (119). U navedenom istra ivapypevalencija rezistencije HIV-a na
antiretrovirusne lijekove analizirana je kombinani analize u jednoj vremenskoj kb i
kumulativnog modela rezistencije. Analiza u jednogmenskoj toki pokazala je visoku
prevalenciju (75% do 82%) rezistencije HIV-a nhantiretrovirusnih lijekova u UK tijekom
perioda praenja od 1998. do 2002. dok je prevalencija rezagema 2 skupine lijekova
bila oko 17%. Veina ispitanika ukljuenih u istra ivanje bila je rezistentna na NRTI nia
NRTI u kombinacijom s PI (do 2000.) odnosno u kamaliji s rezistencijom na NNRTI (od
2000.) (119).

Assoumou i sur. objavili su rezultate francuskogio@alnog istraivanja o prevalenciji
rezistencije HIV-a na lijekove u bolesnika s virggm >50 kopija HIV-1-RNA/mL (120).
Rezultati ovog istraivanja pokazali su da je 2009.Francuskoj samo 15% lijenih
bolesnika koji se prate u nacionalnom registru anatemiju >50 kopija/mL te da su u samo
8.9% bolesnika detektirane mutacije povezane stesmijom na lijekove (120).

Zna ajno je istaknuti i rezultate istraivanja Bonteil sur. koje opisuje prevalenciju

rezistencije HIV-a na antiretrovirusne lijekove aldsnika lije enih u Svedskoj u razdoblju




od 1997. do 2011. Rezultati ovog istra ivanja padasu znaajno smanjenje prevalencije
rezistencije na NRTI i PI tijekom perioda pemja i dokazali da se porast prevalencije
rezistencije na NNRTI u Svedskoj mo e povezati sfekcijom rezistentnim sojevima virusa
u inozemstvu (121).

Obzirom na va nost problema rezistencije HIV-a mdiratrovirusne lijekove, provedeno je i
nekoliko kolaborativnih istra ivanja u Europi.

De Luca i sur. su u razdoblju od 2007. do 2008rosgtektivno analizirali prevalenciju
rezistencije HIV-a na lijekove u sedam zemalja Zhyea Europe (122). Rezultati ovog
istra ivanja pokazali su znajno smanjenje postotka ispitanika kod kojih jevegiciranjem
regijepol genoma virusa otkrivena barem jedna mutacija paesaezistencijom na lijekove
s 81% u 1997. na 71% u 2008.

Bannister i sur. objavili su rezultate procjenevatencije rezistencije HIV-a na lijekove u
prospektivnoj, opservacijskog kohorti EUROSIDA ujikge uklju eno 16 599 HIV-om
zara enih osoba iz 102 klinka centra iz 31 europske zemlje, Argentine i |laa@?23).
EUROSIDA nije reprezentativha nacionalna kohoreanglji se na ukljuvanju odreenog
broja bolesnika kod kojih se zapoje lije enje u svakom kolaborativnhom centru) te se ne
bavi problemom rezistencije (cilj istraivanja jergpenje uspjeSnosti primjene raztih
kombinacija lijekova te pra&nje nuspojava). Stoga su rezultati genotipizacgskesta
rezistencije bili dostupni samo za 1143 od ukupd®86 analiziranih ispitanika dok se
procjena prevalencije rezistencije u ostalih 538k $nika temeljila na matematom modelu
koji je uzimao u obzir vrste lijekova i broj virdkih neuspjeha lijeenja (123). Temeljem
navedene metodologije, autori su procjenili da @& prevalencija rezistencije HIV-a na
NRTI u bolesnika ukljuenih u projekt EUROSIDA iznosila 43%, prevalencgaistencije na
NNRTI 15% te 25% na Pl. Obzirom na specifist metodologije, rezultate ovog istra ivanja
nije mogu e direktno usporediti s drugim literaturnim podatai123). Literaturni podatci o
prevalencije rezistencije HIV-a na lijekove u dmgieuropskim zemljama ukljuju i

Hrvatsku za sada nisu dostupni.



3. MATERIJALI | METODE

3.1 Ispitanici

U istra ivanje sam ukljuila sve HIV-om zara ene osobe starije od 18 godiog su lije ene
HAART-om u Ambulanti za HIV/AIDS Klinike za infekine bolesti u Zagrebu i
Referentnom centru za dijagnostiku i lgmje HIV/AIDS-a Ministarstva zdravstva R.
Hrvatske u razdoblju od sijeja 2008. do kraja prosinca 2012. Retrospektivaiisiira ivanja
obuhvatio je period od sijaja 2008. do rujna 2010. Kriteriji ukljivanja u istra ivanje bili
su: (1) nepotpuna supresija virusne replikacijekbm primjene antiretrovirusnih lijekova i
(2) viremija u plazmi >1000 kopija HIV-1-RNA po mHIV-om zara ene osobe mla od 18
godina i trudnice nisam ukljila u istra ivanje.

Eti ko povjerenstvo Klinike za infektivhe bolesti DFEran Mihaljevi odobrilo je ovo
istra ivanje koje je provedeno u sklopu znanstvesioa iva kog projekta ImunolosSka
rekonstitucija i rezistencija na lijekove u HIV-leshika iz Hrvatske (Ministarstvo znanosti
obrazovanja i Sporta R. Hrvatske, Sifra projekt8-180116-0097, glavni istra ivadr.sc. S.

idovec Lepe)).
3.2. Bioloski uzorci

Uzorci za genotipizacijski test rezistencije HI\ia antiretrovirusne lijekove, genotipizaciju
HIV-a, kvantifikaciju HIV-1-RNA i odreivanje broja CD4+-T-limfocita prikupila sam
tijekom redovitih kontrolnih pregleda ispitanikaAmbulanti za HIV/AIDS ili Zavoda za
infekcije imunokompromitiranih bolesnika Klinike zafektivne bolesti u Zagrebu. Tijekom
ovog istra ivanja nisam prikupljala dodatne bioleSkizorke ve sam koristila iskljuivo
ostatni dio uzoraka koji su prikupljeni za potrebggnosti ke obrade bolesnika. Za potrebe
genotipizacijskog testa rezistencije HIV-a na Igek, genotipizaciju virusa te kvantifikaciju
HIV-1-RNA Koristila sam plazmu koja je izdvojenantefugiranjem periferne krvi uzete
venepunkcijom u sterilnu epruvetu VACUTAINER (BeetDickinson, SAD) na 3500 x g, 10
minuta pri sobnoj temperaturi. Alikvote plazme od InL pohranila sam pri -8CG do
testiranja. Dio uzoraka periferne krvi za odwanje broja CD4+-T-limfocita metodom

proto ne citometrije pohranila sam pri sobnoj temperadoranalize (najdu e 3 sata).




3.3. Reagencije
3.3.1. Kompleti reagencija za kvantifikaciju HIVRNA

Molekularni test za kvantifikaciju HIV-1-RNA u ptaz metodom PCR Amplicor HIV-1

Monitor Test (Roche Diagnostics, Mannheim, Njekag, version 1.5.

Molekularni test za kvantifikaciju HIV-1-RNA u phaz metodom real-time PCR COBAS
TagMan HIV-1 Test (Roche Diagnostics, Mannheiremdjka), version 2.0.

3.3.2. Komplet reagencija za izolaciju HIV-1-RNA
QIAmp Viral RNA Mini KitQiagen, Hilden, Njem&a).

3.3.3. Komplet reagencija za odireanje genotipske rezistencije HIV-a na antiretrosne

lijekove
Trugene HIV-1 Genotyping kit (Bayer HealthCare LO@srytown, NY, SAD).

3.3.4. Kompleti reagencija za potrebe sekvenciramgolikona HIV-1-RT i -PR metodom

ultra-deep -sekvenciranja

NucliSENS® Nucleic Acid Extraction Reagents fory®&sG (bioMerieux SA, Marcy | etoile,
Francuska) za izolaciju HIV-1-RNA.

Komplet reagencija za sintezu cDNA (Roche Diagossiannheim, Njem&a)

FastStart High Fidelity PCR System (Roche DiagesstMannheim, Njem&a) za sintezu
amplikona za sekvenciranje HIV-1-RT i -PR.

Agencourt XP AMPure Kit (Agencourt Bioscience Coapion, A Beckman Coulter
Company, MA, SAD) za pn§ avanje amplikona za sekvenciranje HIV-1-RT i -PR.

Quant-iIT PicoGreen dsDNA Assay Kit (Invitrogen, 8bad, CA, SAD) za kvantifikaciju

amplikona za sekvenciranje HIV-1-RT i -PR.
Agilent DNA 1000 Kit ( Agilent Technologies, SABEeektroforezu produkata DNA.

GS Junior Titanium emPCR Kit (Lib-A) (Roche Diagiuss Mannheim, Njem&a) za
emPCR za sekvenciranje HIV-1-RT i -PR.




GS Junior Titanium PicoTiterPlate Kit (Roche Diagtios, Mannheim, Njemka) i GS
Junior Titanium Sequencing Kit (Roche Diagnostibannheim, Njemé&a) za reakciju
sekvenciranja amplificiranih amplikona HIV-1-RTRR na sekvenceru GS Junior.

3.3.5. Kompleti reagencija za protw citometriju

CYTO-STAT tetraCHROME CD45-FITC/CD4-RD-1/CDS8-ECD/BBC-5 Monoclonal
Antibody Reagents for use with tetraONE SYSTEMvarmdt (Beckman Coulter, Inc., Brea,
CA, SAD).

CYTO-STAT tetraCHROME CD45-FITC/CD56-RD-1/CD19-ECD3-PC-5 Monoclonal
Antibody Reagents for use with tetraONE SYSTEMvarddt (Beckman Coulter, Inc., Brea,
CA, SAD).

Monoklonsko protutijelo specifio za molekulu HLA-DR.HLA-DR-PC-7 (Beckman Coulter,
Inc., Brea, CA, SAD).

ImmnunoPrep Reagent System Whole blood lysing neéBeckman Coulter, Inc., Brea, CA,
SAD).

Flow-Count™ Flourospheres absolute count determinat@mn CXP Flow Cytometry System
(Beckman Coulter, Inc., Brea, CA, SAD).

Flow-Check™ Flourospheres, Flow Cytometer Alignment Verificati(Beckman Coulter,
Inc., Brea, CA, SAD).

IsoFlow™ Sheath FluidAzide free balanced electrolyte soluti¢Beckman Coulter, Inc.,
Brea, CA, SAD).



3.4. Oprema i potroSni materijal

Tablica 3: Popis opreme i potroSnog materijala

Oprema/potrosni materijal

Proizvo a

epruvete Vacutainer

Becton Dickinson, SAD

mikropipete

Thermo Fisher Scientific, SAD

ultracentrifuga SIGMA 3K30

Sigma, Njemnia

vorteks mikser Agitateur Top-Mix 11118

Thermo Eslcientific, SAD

nastavci za pipete

Herbos dijagnostika, Hrvatska

etanol (96% i 70%)

T.T.T.d.o.o0., Hrvatska

epruvete od 1.512 mL

Sarstedt, Njerka

epruvete za RT-PCR

Applied Biosystems, UK

epruvete i pokrovi za epruvete za CLIP-

reakciju

Applied Biosystems, UK

hladni blok

Eppendorf, Njemka

termocikli ki amplifikator GeneAmp PCR
System 9600

Applied Biosystems, UK

Instrument COBAS AmpliPrep

Roche Diagnostics, SAD

Instrument COBAS AMPLICOR

Roche Diagnostics, SAD

Instrument COBAS TagMan

Roche Diagnostics, SAD

natrijev hipoklorit (0.5%)

Meteor d.d., Hrvatska

sekvencer Long-Read Tower

Bayer Health Care, Nj&ma

aparat za polimerizaciju poliakrilamidnog

gela

Bayer Health Care, Njemka




Oprema/potrosni materijal

Proizvo a

SureFill TM, 6% gel za elektroforezu (Oper
Gene System)

1 Siemens, SAD

pistolj za ubrizgavanje gela (Open Gene
System)

Bayer Health Care, Njemka

MicroCell 500 cassettes (Open Gene Systg

2r8)emens, SAD

TBE pufer

Euroclone, ltalija

Bioanalyzer 2100

Agilent Technologies, SAD

plo ice i pokrovi za ploice od 96 jaica

Eppendorf, Njemiea

PP ploice s okruglim dnom

Thermo Fisher Scientific, SAD

plo ica od 96 jaica s magnetskim postoljen

n Ambion,5A

plo ice od 96 jaica s ravnim dnom za test

fluorescencije

Berthold Technologies, Njemkga

fluorometar

Berthold Technologies, Njerka

GS Junior emPCR Bead Counter

Roche Diagnostiesnalka

sekvencer GS Junior

Roche Diagnostics, Njé@ma

instrument Coulter PrepPlus 2 za pipetiranj

uzoraka za protmu citometriju

aéBeckman Coulter, SAD

instrument Coulter TQ-Prep za pripremu

uzoraka za protau citometriju

Beckman Coulter, SAD

proto ni citometar CYTOMICS FC 500

Beckman Coulter, SAD




3.5. Metode
3.5.1 Kvantifikacija HIV-1-RNA u plazmi

Broj kopija HIV-1-RNA u plazmi odredila sam kvariivnim RT-PCR-testom prema
uputama proizvoa a primjenom dviju metoda (obzirom na vremenska obljd u kojima je
provedeno istra ivanje). Za kvantifikaciju HIV-1-RNu uzorcima koje sam prikupila od
sije nja 2008. do lipnja 2010. koristila sam standafi@R-test COBAS AmpliPrep/COBAS
AMPLICOR HIV-1 MONITOR Test version 1.5 (Roche Draagtics, Mannheim, Njemka)
primjenom dvije verzije, tj. ultrasenzitivne meto@®nja granica detekcije: 50 kopija HIV-1-
RNA/mL) ili standardne metode (donja granica deiiekelO0 kopija HIV-1-RNA/mL). Broj
kopija HIV-1-RNA u uzorcima koje sam prikupila ogbmja 2010. do kraja prosinca 2012.
odredila sam PCR-om u stvarnom vremenu primjenomekatarnog testa COBAS
AmpliPrep/COBAS Tagman HIV-1 Test, version 2.0 ¢Re Diagnostics, Mannheim,
Njema ka).

COBAS AmpliPrep/COBAS AMPLICOR HIV-1 MONITOR Testersion 1.5 i COBAS
AmpliPrep/COBAS TagMan HIV-1 Test, version 2.0 isuvitro amplifikacijski testovi za
kvantifikaciju HIV-1-RNA u plazmi. Aparat za autommranu izolaciju nukleinskih kiselina
COBAS Ampliprep (Roche Diagnostics, Mannheim, Njekaa koristi se za izolaciju RNA, a
termocikli ki amplifikatori te analizatori za detekciju PCRodukata COBAS AMPLICOR,
odnosno COBAS TaqgMarkoriste se za amplifikaciju HIV-1-RNA i detekcijurqnukata
PCR-reakcije. COBAS AmpliPrep/COBAS AMPLICOR HIVMIONITOR Test detektira
koncentraciju HIV-1-RNA u rasponu u od 50-1 000 O@Opija/mL dok COBAS
AmpliPrep/COBAS TagMan HIV-1 Tesidre uje koncentraciju HIV-1-RNA u rasponu od
20-10 000 000 kopija/mL.

3.5.2. Izolacija RNA za test rezistencije i genizidgiju HIV-1

Virusnu RNA izolirala sam iz 140L uzorka plazme ispitanika primjenom standardizngn
kompleta reagensa QIAmp Viral RNA Mini Kit (Qiagéadilden, Njemaka), prema uputama
proizvo a a. Izoliranu RNA sam prikupila u 8L elucijskog pufera (AVE) i pohranila pri -
80 C do testiranja. U proces izolacije nisam ukifala pozitivnu i negativnu kontrolu jer ne

zahtjevaju izolaciju RNA.




3.5.3. Sekvenciranje gepal HIV-1

Sekvenciranje dijela genpol (cijeli gen za proteazu, od kodona 1-99 i 5-dieng za
reverznu transkriptazu, kodoni od 40 do 247) izarSam primjenom reagensa Trugene HIV-
1 Genotyping kit (Bayer HealthCare LLC, Tarrytowsy, SAD) i ra unalnog algoritma za
interpretaciju OpenGene DN8equencingystem, Bayer Healthcare LLC (Visible Genetics,
Tarrytown, NY, SAA Inc., Toronto, Ontario, Kanadap Long read Tower sekvenceru
(Visible Genetics Inc., Toronto, Ontario, Kanaga)mjenom Sangerove dideoksi-metode.
Postupak genotipizacijskog testa rezistencije geosam kroz nekoliko koraka.

3.5.3.1. RT-PCR

Izoliranu RNA iz uzorka pomijeSala sam s pripremdjm reakcijskom smjesom | (N-CTRL,
P-CTRL) i stavila u termociklki amplifikator GeneAmp PCR System 9600 na 5 mimrta
50 C. Nakon 5 minuta dodala sam reakcijsku smjesusiiaku od reakcijskih mikroepruveta.
Reakcija RT-PCR je tekla prema uputama proiava (Tablica 4). Nakon zavrSetka reakcije,

amplikone sam pohranila pri -ZD ili koristila odmah u sljedem koraku.

Tablica 4: Uvjeti reakcije lanane reakcije polimeraze s reverznom transkripcijopostupku

sekvenciranja regijpol genoma HIV-1

20 ciklusa od: 17 ciklusa od:

90 C/ 2min 94C/ 30s 94C/ 30s
50 C/ 60min 57C/ 30s 60C/ 30s | 68 C/ 7min
94 C/ 2min 68C/ 2min 68C/ 2.5min 4C/

3.5.3.2. CLIP-reakcija sekvenciranja PCR-amplikona

RT-PCR produkt svakog uzorka pomijeSala sam sgmfjenom CLIP-reakcijskom smjesom
te dodala u mikroepruvete s ddNTP-inGLIP-reakcija je tekla prema uputama proizaa
(Tablica 5). Nakon CLIP-reakcije dodala sam STO&gyems i pokrenula program za

denaturaciju pri 8%.




Tablica 5: Uvjeti CLIP-reakcije u postupku sekvenciranja jegol genoma HIV-1

30 ciklusa od:
94 C/20s

94 C/ 5 min 70 C/ 5min

56 C/ 20 s

70 C/ 1.5 min 4C/

3.5.3.3. Elektroforeza i analiza sekvenci

Nakon CLIP-reakcije i denaturacije, dobivene fragteekoji sadre PR- i 5-RT-regije,
analizirala sam elektroforezom u poliakrilamidnomlug uporabom sekvencera Long read
Tower. Nakon elektroforeze svaku sekvencu anal&isam prema uputama TRUGENE
HIV-1 Module Guide. Nakon zavrSenog sekvencirama,unalni program automatski
pohranjuje dobivene sekvence u programu Assay @naAnalizu sekvence zapela sam
postupkom basecalling koji ukljwje automatsko sravnjivanje linija, identifikacipignala,
oznhaavanje parova baza i normalizaciju osnovne linijpageline ). Razmak izme signala
sam definirala kao 10 jedinica (data point numbers razinu detekcije heterozigota kao
djelomi nu (20%+) sukladno uputama sadr anim u reagensu GRNE HIV-1 kit. Osim
funkcije basecalling, u programu je dostupna nKuoija basecalling inspector koja
omogu ava analiziranje pojedinaih baza, a koristila sam je u sju brisanja, dodavanja ili
mijenjanja baza kao i preciznog odneanja karakteristika podria i visine signala. Nakon
postupka basecalling, obilje ila sam svaku sekmemednog uzorka i poslu ila se funkcijom
search and combine . Ova funkcija omogua sravnjivanje svake odabrane sekvence, a
rezultat postupka zatim se kombinira u viSestrulewrgivanje za svaki uzorak. Prije detaljne
analize sekvenci provjerila sam cijelu sekvencuvth otkrivanja moguh insercija ili
delecija jer raunalni program automatski ne prepoznaje inserdje ke mogu pojaviti u RT-

regiji na kodonu 69, odnosno u RT-regiji na kodé@w sluaju delecije.
3.5.3.4.0dre ivanje rezistencije HIV-a na antiretrovirusne lipste

Sekvence genpol HIV-1-bolesnika ukljuenih u istra ivanje usporedila sam sa sekvencom
divljeg tipa virusa (genotip B) te utvrdila postoje mutacije vezane uz rezistenciju na

antiretrovirusne lijekove. U ovom sam istra ivargnalizirala rezistenciju na NRTI (abakavir,




zidovudin, didanozin, emtricitabin, lamivudin, stualin, tenofovir), NNRTI (efavirenz,
Pl

nelfinavir, sakvinavir, tipranavir, ritonavir). Kli ku znaajnost mutacija vezanih uz

etravirin, nevirapin) i (atazanavir, darunaviigsamprenavir, indinavir, lopinavir,
rezistenciju na pojedine klase antiretrovirusniliekiova interpretirala sam sukladno
preporukama The International AIDS Society-USA (188A) Drug Resistance Mutations
Group (5).

Sekvence gengol HIV-1-bolesnika analizirala sam pomo etiri algoritma: algoritam
Trugene HealthCare LLC, NY, SAD)algoritam ANRS
(http://www.anrs.fr/) (94), algoritam Rega _(http://www.rega.kuleuven.be/y (93) i
algoritam Stanford HIV Drug Resistance Datebasépitvww.hivdb.stanford.edu/) (95).

Dobivene raitli

(Bayer Tarrytown,

rezultate interpretacije zafmosti mutacija sam usporedila jer
interpretacijski algoritmi mogu raziio interpretirati bioloSku znajnost. Navedeni algoritmi
detaljno su opisani u Literaturnom pregledu.

Sekvence genaol HIV-1-bolesnika duge su 846 parova baza i pohranjsn u EMBL

Nucleotide
HG798548,
HG798556,
HG798564,
HG798572,
HG798587,
HG798596,
HG798604,
HG798612,
HG798621,
HG798632,

Sequence
HG798549,
HG798557,
HG798565,
HG798573,
HG798588,
HG798597,
HG798605,
HG798613,
HG798622,
HG798635,

Database
HG798550,
HG798558,
HG798566,
HG798574,
HG798589,
HG798598,
HG798606,
HG798614,
HG798624,

3.5.4. Genotipizacija HIV-a

(124) pod

HG798551,
HG798559,
HG798567,
HG798575,
HG798590,
HG798599,
HG798607,
HG798615,

brojeviH&798545,

HG79855G,7$8553,
HG79856G,7$8561,
HG798568,7$8569,
HG79858G,7$8581,
HG79859G,7$8592,
HG79860G,7$8601,
HG798608,7$8609,
HG798616,/98617,

HG798546,
HG798554,
HG798562,
HG798570,
HG798582,
HG798593,
HG798602,
HG798610,
HG798618,

HG798547,
HG798555,
HG798563,
HG798571,
HG798584,
HG798595,
HG798603,
HG798611,
HG798619,

HG798625, HG798625,/38629, HG798630, HG798631,
HG798636, HG798638, HG798638,/%8640, HG798641, HG798642,
HG798643, HG798644, HG798645.

Subtipove HIV-1-bolesnika ukljenih u istra ivanje odredila sam analizom sekvegeea
pol virusa primjenom algoriima REGA HIV-1 2.0
(http://www.rega.kuleuven.be/cev/) (93). REGA HIV-dubtyping tool version 2.0 je

bioinformati ki algoritam koji omoguava subtipizaciju HIV-1 temeljem analizi sekvence

subtyping oto version

dijela pol regije genoma virusa temeljene na kombinacijig@oetike i rekombinantnim

metodama detekcije.




3.5.5. Odreivanje prevalencije rezistencije HIV-1 na antir@irasne lijekove

Prevalenciju rezistencije na antiretrovirusne lije& odredila sam za svaku kalendarsku

godinu od 2008. do kraja 2012. primjenom dviju ndeto

(1) analiza u jednoj vremenskoj to uz primjenu odgovarajeg denominatora

(2) model kumulativne rezistencije.

Denominator je prema Pillay i sur. ukljuao sve bolesnike lijene antiretrovirusnim
lijekovima tijekom odreene kalendarske godine (119). Podatak za denomanaio broj
HIV-om zara enih pacijenata koji su primali HAARTjdkom perioda istra ivanja, dobiven je
analizom podataka Referentnog centra za dijagnostike enje HIV/AIDS-a R. Hrvatske
(centralizirani nacionalni sustav lijenja). Rezistenciju na odrenu klasu antiretrovirusnih
lijekova definirala sam kao postojanje najmanjengedlini ki zna ajne mutacije povezane sa
smanjenom osjetljivosti na antiretrovirusne lijekou toj klasi sukladno zakljgima The
International AIDS Society-USA (ISA-USA) Drug Rdsisce Mutations Group (5).
Primjenom navedenih metoda na temelju podatakaoqu kpacijenta s rezistencijom na
pojedinane skupine lijekova (NRTI, NNRTI, PIl) kao i na koméciju lijekova
(NRTI+NNRTI; NNRTI+PI; NRTI+NNRTI+PI) za svaku sakalendarsku godinu izranala
prevalenciju rezistencije prema speaifoj skupini lijekova kao i prema broju skupina

lijekova na koje je stvorena rezistencija.
3.5.5.1. Metoda 1-analiza u jednoj vremenskokito

Metodom 1 prevalencija rezistencije HIV-1 na artoeirusne lijekove odrauje se kao omjer
pacijenata s dokazanom genotipskom rezistencijamnif koji su imali barem jedan test
rezistencije u odreenom kalendarskom razdoblju. Za pacijente s viSgddog napravljenog
testa rezistencije u godini, koristila sam rezeltaadnjeg testa u odabranom vremenskom
razdoblju.Ova metoda predstavlja prosjel analizu i ne uzima u obzir mogwst da bi neki
pacijenti mogli razviti rezistenciju na ranije k&ene lijekove. Primjenom metode 1

prevalencija na rezistenciju tijekom vremena ostajestantna.
3.5.5.2. Metoda 2-model kumulativne rezistencije

Metoda 2 uzima u obzir kumulativnu rezistenciju&keg razvija tijekom vremena kao i ranije

stvorenu rezistenciju Sto daje procjenu apsolutiroga pacijenata s rezistencijom tijekom tog




razdoblja. Stoga, ako je pacijent imao zabilje epeimarne mutacije povezane s
rezistencijom na NRTI u 2006., a 2008. mutacije ggane s rezistencijom na NNRTI,
klasificirat e se kao da je imao rezistenciju na NRTI u periodu2006. do 2010. i
rezistenciju na NNRTI u periodu od 2008. do 201fmnom ove metode apsolutni broj
pacijenata s rezistencijom na bilo koju skupineKgva raste linearno i viSe je pogodna za
odre ivanje apsolutnog broja pacijenata s rezistenci@mednu, dvije ili tri skupine lijekova
jer uklju uje one pacijente kod kojih se rezistencija razvileanije, ali je drana pod
kontrolom primjenom odgovaraja terapije (rezistencija se mo e ponovno javitiijesl

pove anja viremije).
3.5.6. Sekvenciranje amplikona HIV-1-RT i -PR metod ultra-deep -sekvenciranja

Za ultra-deep -sekvenciranje (UDS) odabrala sanuzorka ispitanika kojima sam ranije
odredila rezistenciju standardnom metodom sekvanjar Ispitanike sam odabrala na temelju
povijesti lije enja, zanimljivog profila rezistencije i kontinumag viroloSkog neuspjeha. Za
ovaj dio istra ivanja nisam prikupljala dodatne logke uzorke vesam iskoristila ostatni dio
uzorka koji sam koristila za standardno sekveng@rabijeli postupak sekvenciranja metodom
UDS provela sam prema protokolu automatiziranogtasas 454 Life/Science (Roche
Diagnostics, SAD).

3.5.6.1. Izolacija RNA i sinteza cDNA za sekvengjeaamplikona HIV-1-RT i -PR

Virusnu RNA izolirala sam primjenom standardizirgnkompleta univerzalnih reagensa za
ekstrakciju nukleinskih kiselina NucliSENS® Nucleidcid Extraction Reagents for
easyMAG (bioMerieux SA, Marcy |’ etoile, Francusk& instrumentu easyMAG v. 2.0. U
izolaciju sam ukljuila i jednu negativnu (neinficirana plazma) i poaiu (HIV-1-inficirana
plazma) kontrolu. 1zoliranu RNAsvakog uzorka, negativne i pozitivhe kontrole prasdila
sam u dva reda po jaicama HIV-cDNA-Primer-ploe (Tablica 6), dodala pripremljenu
reakcijsku smjesu za cDNA i pokrenula reakciju esnet cDNA prema uputama proiz\aa.
Nakon reakcije sinteze cDNA u svaku sam ja icu dad@Nazu H radi eliminacije preostalih
RNA.



Tablica 6: Shematski prikaz HIV-cDNA-Primer-plice

Uzorak 1| Uzorak 2| Uzorak 3| PC | NC
A 4R 4R 4R 4R | 4R
B
C 5R 5R 5R 5R | 5R
D

3.5.6.2. Sinteza amplikona za sekvenciranje ampékalV-1-RT i -PR

Reakcijsku smjesu za sintezu amplikona pripreméan rema uputama proizva a koju
sam rasporedila po ja icama u redove A-D/kolone H{¥-RTP-PCR-Primer-place. Potom
sam sintetiziranu cDNA iz reda A, odnosno reda /-&IDNA-Primer-ploice, dodala u
redove A i B, odnosno u redove C i D HIV-RTP-PCRafar-plo ice (Tablica 7). Reakcija
sinteze amplikona tekla je prema uputama proiav@ (Tablica 8). Sljede postupke
pro iS avanja, kvantifikacije i odabira amplikona za fimalsmjesu napravila sam prema
uputama proizvaa a.

Tablica 7: Shematski prikaz HIV-RTP-PCR-Primer-pice

Uzorak 1 Uzorak 2 Uzorak 3 PC NC

A | 4ARcDNA | 4RcDNA | 4R cDNA | 4R pos| 4R neg

B | 4RcDNA | 4RcDNA | 4RcDNA | 4R pos| 4R neg

C | S5RcDNA | 5RcDNA | 5RcDNA | 5R pos| 5R neg

D | 5RcDNA | 5RcDNA | 5RcDNA | 5Rpos| 5R neg

Tablica 8: Uvjeti reakcije sinteze amplikona u postupku sekignja amplikona HIV-1-RT i -PR
40 ciklusa od:
95 C/30s
95 C/ 3min 55 c/20s | 72 C/8min

72 Cl45s 4C/

3.5.6.3. EmMPCR

Prije reakcije emPCR pripremila sam uljnu emulzijgakcijske smjese Live Amp Mix A i B
i provela postupak skupljanja DNA biblioteke pomo Capture -mikroestica prema

uputama proizvaa a. Reakcija emPCR tekla je prema uputama proa\a(Tablica 9).




Tablica 9: Uvjeti za emPCR u postupku sekvenciranja amplikdha1-RT i -PR

40 ciklusa od:

94 C/30 s

94 C/ 4min 58 C/4.5min 10 C/

68 C/30 s

Nakon emPCR provela sam postupak obogaja mikro estica vezanih za DNA biblioteku
prema uputama proizva a, a potom procijenila broj oboganih mikro estica. Preporeni
broj obogaenih mikro estica za sekvenciranje na GS Junioru je 500 OG&onastica.
Koli inu obogaenih mikroestica u talogu procijenila sam na mada sam tubicu s
istalo enim mikro esticama stavila u brojamikro estica (GS Junior Bead Counter). Donja
granica prozora brojaa definira koliinu od 500 000 mikraestica dok gornja granica
prozora brojaa definira koliinu od 2 milijuna mikroestica. Vrh taloga nalazio se unutar
prozora brojaa, ali blie gornjoj granici, Sto govori da je ulagu bilo 2 milijuna
obogaenih mikro estica. ViSak mikroestica do donje granice prozora br@asam
odvojila, a ostatak od 500 000 mikestica spremila na hladno do sljeelg postupka,

sekvenciranja.
3.5.6.4. Postupak sekvenciranja na sekvenceru GiSrJu

Prije pokretanja reakcije pripremila sam slojevé&nmiestica koje se koriste u sekvenciranju

prema uputama proizva a (Tablica 10).

Tablica 10: Vrste mikro estica koji se koriste u postupku sekvenciranjagiwenceru GS Junior

Sloj mikro estica Vrsta mikro estica
Sloj 1 Enzyme mikroestice pre-sloj
Sloj 2 DNA i Packing mikroestice
Sloj 3 Enzyme mikroestice post-sloj
Sloj 4 PPiase mikraestice




Pripremljene slojeve mikrestica nanijela sam na PTP uagprema uputama proizva a
koji sam potom stavila u sekvencer. Prije pokretaejpkcije izabrala sam broj nukleotidnih
ciklusa odgovarajuh za reakciju sekvenciranja HIV-12Q0 ciklusa koji e proizvesti
slijedove veli ine oko 500 bp te nain procesuiranja podatakgyll processing for Shotgun

or Paired End library ). Detaljan princip testa opisan je u Literaturnpragledu.
3.5.7. Imunofenotipizacija limfocita periferne kiptioto nom citometrijom

Metodom protone citometrije odreen je imunoloSki status HIV-om zara enih osoba koji
uklju uje analizu postotaka B-limfocita, T-limfocita, Né¢anica, CD4+-T-limfocita, CD8+-
T-limfocita i aktiviranih CD4+-T-limfocita kao i a@ ivanje apsolutnog broja CD4+-T-
limfocita po mikrolitru periferne krvi. Limfocitnesubpopulacije odredila sam metodom
etverostrukog bojanja (kombinacije protutijela gfiene za CD45-FITC/CD4-RD-1/CD8-
ECD/CD-3PC-5) i peterostrukog bojanja (kombinacgeotutijela specifine za CD45-
FITC/CD56-RD-1/CD19-ECD/CD3-PC-5 i HLA-DR PC7) pma uputama proizva a.
Uzorci su analizirani pomal proto nog citometra CYTOMICS FC 500 (Beckman Coulter,
SAD) i programa CXP.

3.5.8 Baza podataka

Rezultati molekularnih testova (viremija u plazmmytacije povezane s rezistencijom, subtip
virusa) kao i drugi epidemioloski i laboratorijgkddatci o ispitanicima koje sam analizirala u
istra ivanju (dob, spol, rizini imbenik za infekciju HIV-om, broj CD4+-T-limfocitgori

prezentaciji u kliniku skrb) pohranila sam u bazu podataka u programncuoSbft Excell.
3.5.9. Statistika analiza

U statisti koj analizi koristila sam deskriptivhu statistikdrijednosti kategorijskih varijabli
prikazala sam tablicama frekvencije, a vrijedndstintinuiranih varijabli aritmetikom
sredinom, standardnom devijacijom, medijanom irkuartiinim rangom. U analizi sam
koristila program SAS v. 8.2 (SAS Institute, Caxgrth Carolina, SAD).



4. REZULTATI

4.1. Ispitanici

U razdoblju od sijenja 2008. do kraja prosinca 2012., u istra ivagjauklju eno 55 HIV-om
zara enih osoba (sukladno kriterijima ukljuanja). Ispitanici su lijeeni antiretrovirusnim
lijekovima u Referentnom centru za dijagnostikuijé kenje HIV/AIDS-a R. Hrvatske, a
tijekom lije enja je analizirana rezistencija HIV-a na lijekozieog viroloskog neuspjeha.
Obzirom na to da je u dijela ispitanika rezistemchilV-a na antiretrovirusne lijekove
analizirana viSe puta (zbog opetovanih viroloSkéduspjeha lijeenja), tijekom istra ivanja
analizirani su rezultati ukupno 86 testova rezisjen Ukupno 39 od 55 (70.9%) ispitanika
uklju enih u istra ivanje bili su muskarci (Tablica 1Medijan dobi ispitanika iznosio je 48.3
godine (24.9-78.6 godine). Analizom rigih imbenika za infekciju HIV-om utvrdila sam da
je 22 ispitanika imalo spolne odnose s muskarciMm&N]l skupina), 23 ispitanika bili su
heteroseksualci, a 6 ispitanika su bili intraverigkiisnici opojnih droga. Za ostale je rigi
imbenik nepoznat. Medijan apsolutnog broja CD4+rifdcita ispitanika u vrijeme prvog
testa rezistencije iznosio je 230 stanita/periferne krvi (1-1019 stanical). Medijan
viremije (broj kopija HIV-1-RNA po mL plazme) isihika u vrijeme prvog testa rezistencije

iznosio je 4,4 log kopija/mL (3.0-7.0 logy kopija/mL).

Tablica 11: Odabrani demografski i bioloSki parametri ispit@nuklju enih u istra ivanje

prevalencije rezistencije HIV-a na antiretrovirugijekove

Odabrani parametar Ispitanici
(n=55)
Dob (medijan, 25 i 75 percentili, 48.3 (24.9-78.6)
godine)
Spol, broj (%)

ene 16 (29.1%)

Muskarci 39 (70.9%)
Broj CD4+ T-limfocita (medijan, 230 (1-1019)

251 75 percentili, stanicel.)
Viremija u plazmi (medijan, 251 7% 4,4 10go (3.0-7.0 logp)
percentili, log kopija HIV-1-RNA

po mL)
Rizi ni imbenik za infekciju
Muskarci koji imaju spolne odnose 22

s muskarcima

Heteroseksualci

Intravenski korisnici opojnih droga
Nepoznat / odbio odgovoriti/ostald

N
B O 5




Tijekom istra ivanja, rezistencija HIV-a na antiretirusne lijekove u 32 ispitanika
analizirana je jednom, u 19 ispitanika dva put&, ispitanika tri puta dok je za 2 ispitanika
rezistencija testirana po pet puta.

Nakon analize poma kompjuterskog softvera OpenGene DIS&quencingsystem, Bayer
Healthcare LLC, radi utvivanja postojanja mutacija povezanih s rezistengjjalobivene
sekvence pol gena HIV-1 svakog uzorka interpretirane su premap@ukama The
International AIDS Society—USA (ISA-USA) Drug Resisce Mutations Grou).

4.2. Mutacije povezane s rezistencijom na antiretnarusne lijekove

Ukupno 43/86 (50.0 %) sekvenci regiwl genoma HIV-1 sadr avalo je jednu ili viSe
mutacija povezanih s rezistencijom HIV-1 na antoetrusne lijekove: 8 sekvenci koje su
analizirane 2008. (8/14; 57.0%), 7 sekvenci kojeasdlizirane 2009. (7/17; 41.2%). i 2010.
(7/18; 38.9%), 6 sekvenci koje su analizirane 2Q®117; 35.3%) te 15 sekvenci (15/20;
75.0%) koje su analizirane 2012.

4.2.1. Mutacije povezane s rezistencijom na NRTI

Ukupno 34 od 86 (39.5%) sekvenci regpel genoma sadr avalo je primarne mutacije
povezane s rezistencijom na NRTI. Yfea NRTI mutacija bile su supstitucije na pozidig4

u genu za RT: metionin je zamijenjen s valinom (MNBu 26.7% (23/86) sekvenci, s
izoleucinom (M1841) u 3.5% (3/86) sekvenci, dokuj&.5% (3/86), ovisno o kvazispecijesu,
metionin bio zamijenjen s obje aminokiseline (M18@{Tablica 12, Tablica 13). NagsS e
mutacije povezane s rezistencijom na timidinskdag®a(TAM) bile su M41L i T215Y koje
su detektirane u 4.7% (4/86) sekvenci sv&a popratnih mutacija na pozicijama u genu za
RT vanim za rezistenciju (englmajor position} na lijekove najuestalije su detektirane
supstitucije na kodonu 69 bez insercije u 10/866%) sekvenci. U Tablici 12 prikazane su

sve detektirane mutacije povezane s rezistenci@iNRTI.
4.2.2. Mutacije povezane s rezistencijom na NNRTI

U 36/86 (42.0%) sekvence regimol genoma HIV-1 detektirane su primarne mutacije
povezane s rezistencijom na NNRTI. N&g a mutacija povezana s rezistencijom na NNRTI
detektirana je na poziciji 103 u genu za RT gdjkzja zamijenjen s asparaginom (K103N) u
16/86 (18.6%) sekvenci (Tablica 13, Tablica 14)blita 14 prikazuje sve detektirane

mutacije povezane s rezistencijom na NNRTI.




Tablica 12: Mutacije povezane s rezistencijom na nukleozidmalage inhibitore reverzne

transkriptaze.

Broj uzoraka s
Pozicija Aminokiselina Aminokiselina | BioloSka znaajnost mutacije odre enom
ugenu -~ : u mutiranom za rezistenciju na mutacijom/ukupni
u divljem tipu . : X - N ; ST
za RT soju antiretrovirusne lijekove broj analiziranih

uzoraka

Primarna mutacija iz skupin
TAM-I. M41L obi no se
javija u kombinaciji s T215Y
te zajedno s njom uzrokuje
visoku razinu rezistencije ng 4/86
AZT i d4t i nisku razinu
rezistencije na ddl, ABC i
TDF.

D

41 M L

Minimalno polimorfna
mutacija ija se uestalost 1/86
pove ava u pacijenta koji su
lije eni s NRTI.

44 E D

Popratna mutacija. A62V
pove ava rezistenciju
povezanu sa skupinom 2/86
62 A \Y, mutacija Q151M i
kompenzira za smanjenu
replikaciju kao posljedicu
mutacije K65R.

K65R uzrokuje srednju
razinu rezistencije na ddl,
ABC, 3TC, FTC i TDF, 1/86
nisku razinu rezistencije na
d4T i poveanu osjetljivost
na AZT

65 K R

Popratna mutacija iz skupin
67 D N TAM-II. D67N doprinosi 1/86
rezistenciji na AZT i d4T.

D

Nepolimorfna popratna
mutacija. T69D povezana je 3/86
sa smanjenom osjetljivosti na
ddl i d4T.

69 T D

Popratne mutacije nepoznate
klini ke znaajnosti. T6ON/A
su mutacije selekcionirane 7/86
tijekom lije enja s NRTI no
u inak na rezistenciju je
nedostatno istra en.

69 T N/A

TAM-lI-mutacija. K70R
uzrokuje umjerenu 1/86
70 K R rezistenciju na AZT i nisku
razinu rezistencije na d4T i
TDF.




Pozicija
u genu
za RT

Aminokiselina
u divljem tipu

Aminokiselina
u mutiranom
soju

Bioloska znaajnost mutacije
za rezistenciju na
antiretrovirusne lijekove*

Broj uzoraka s
odre enom
mutacijom/ukupni
broj analiziranih
uzoraka

74

Mutacija koja nastaje putem
diskriminacije. L74V uzrokuje
visoku razinu rezistencije na
ddl i umjerenu rezistenciju na
ABC.

3/86

118

v

Minimalno polimorfna
mutacija ija se uestalost
pove ava u bolesnika lijeenih
s NRTI. U kombinaciji s E44D
minimalno smanjuje
osjetljivost na veinu PI.

2/86

184

VI

Primarna mutacija koja nastaj
mehanizmom diskriminacije.
M184V/l uzrokuju visoku
razinu rezistencije na 3TC i
FTC i nisku razinu rezistencijg
na ddl i ABC Sto ipak nije
kontraindikacija za nastavak
terapije s 3TC ili FTC jer
M184V/| pove avaju
osjetljivost na AZT, TDF i
d4T.

D

29/86

215

Mutacija iz skupine | TAM-a.
T215Y uzrokuje rezistenciju n
AZT i d4T te smanjuje
osjetljivost na ABC, dd! i TDF
ponajprije u kombinaciji s
M41L i L210W.

4/86

215

S/L/D

Popratne revertantne mutaci
nepoznate klinke znaajnosti.
Pojavljuju se u bolesnika koji
Su zara eni sojevima s
mutacijom T215Y/F, posebno
nakon prekida lijeenja. Ne
utje u na osjetljivost virusa na
NRTI.

e

14/86

219

K

K219Q smanjuje osjetljivost n
AZT, avjerojatno poveava na
d4T u prisutnosti K70R ili
T215Y/F

1/86

RT-reverzna transkriptaza

NRTI-nukleozidni inhibitori reverzne transkriptaZei- inhibitori proteaze
ABC-abakavir, AZT- zidovudin, ddI-didanozin, d4Tastudin, FTC-emtricitabin, TDF-tenofovir,
3TC-lamivudin, TAM-timidin analogne mutacije

*preuzeto od Stanford HIV Drug Resistance Datel§aSg




Tablica 13: Deset najuestalijih mutacija u genu za reverznu transkriptérusa ljudske
imunodeficijencije tipa 1 koje su povezane s rezisiiom virusa ha antiretrovirusne lijekove u
ispitanika iz Hrvatske u razdoblju od 2008. do 2012

Mutacija Broj uzoraka s odreenom mutacijom/ukupni broj analiziranih uzoraka
Godina 2008. 2009. 2010. 2011. 2012.
M184V 4/14 5/17 4/18 3/17 4/20
K103N 2/14 3/17 1/18 4/17 6/20
Y181C 1/14 1/17 1/18 1/17 6/20
T6ON 4/14 0/17 0/18 0/17 3/20
M41L 0/14 1/17 2/18 1/17 0/20
T215Y 0/14 0/17 2/18 1/17 0/20
V1081V 0/14 1/17 1/18 0/17 2/20
H221Y 0/14 1/17 3/18 0/17 0/20
L74v 0/14 1/17 2/18 1/17 0/20
AB2V 1/14 0/17 0/18 0/17 1/20

Tablica 14: Mutacije povezane s rezistencijom na nenukleozafradoge inhibitore reverzne
transkriptaze

Broj uzoraka s

Pozicija Aminokiselina Aminokiselina BioloSka znaajnost odre enom
ugenu -~ . u mutiranom | mutacije za rezistenciju ng mutacijom/ukupni
u divljem tipu . : . - " ; o
za RT soju antiretrovirusne lijekove broj analiziranih
uzoraka

Nepolimorfna popratna
mutacija koja smanjuje
90 \% osjetljivost na NNRTI za 1- 2/86
5 puta. Pojavljuje se u 1-29
nelije enih bolesnika.

[=)

Primarna mutacija. L100I
naj e$ e se pojavljuje uz
K103N i u toj kombinaciji
100 L I uzrokuje visoku razinu 2/86
rezistencije na NVP i EFV
te umjerenu rezistenciju na

ETR i RPV.

Popratna mutacija. Izrazitg

100 L Y rijetka.

1/86

Primarna mutacija. K101E
uzrokuje umjerenu
101 K E rezistenciju na NVP i nisky 1/86
razinu rezistencije na EFV
ETR i RPV.




Pozicija
u genu
za RT

Aminokiselina
u divljem tipu

Aminokiselina
u mutiranom
soju

Bioloska znaajnost mutacije
za rezistenciju na
antiretrovirusne lijekove*

Broj uzoraka s
odre enom
mutacijom/ukupni
broj analiziranih
uzoraka

101

K101H je rijetka mutacija
koja je povezana s niskom
razinom smanjene
osjetljivosti na NVP, EFV i
ETR kad je prisutna s
drugim mutacijama
povezanim s rezistencijom

na NNRTI.

2/86

103

Primarna mutacija. K103N
uzrokuje visoku razinu
rezistencije na NVP i EFV.

Nema utjecaja na osjetljivos

na ETRi RPV.

—

16/86

106

AV

Primarna mutacija. V106A
uzrokuje visoku razinu
rezistencije na NVP i nisku
razinu rezistencije na EFV

2/86

108

v

Nepolimorfna popratna
mutacija. V108l dvostruko
smanjuje osjetljivost na NV¥
i EFV.

5/86

138

E138G je nepolimorfna
mutacija koja se javlja
uslijed terapije s ETR i
smanjuje osjetjivost na ETH
i RPV. Utjecaj na NVP i
EFV nije dovoljno istra en.

1/86

179

Nepolimorfna popratna
mutacija koja se pojavijuje

1% bolesnika koji nisu
lje eni s NNRTI. Smanjuje
osjetljivost na NVP i EFV z3
dva puta.

S—

1

1/86

181

CIYNV

Primarna mutacija. Y181C
uzrokuje visoku razinu
rezistencije na NVP,
smanjuje osjetljivost na EF
za dva puta, ana ETR | RP

za pet puta.

\Y

13/86

188

L/HIFIY

Primarna mutacija. Y188L
uzrokuje visoku razinu
rezistencije na NVP, EFV i
RPV. Ne smanjuje

osjetljivost na ETR.

5/86




Pozicija
u genu
za RT

Aminokiselina
u divljem tipu

Aminokiselina
u mutiranom
soju

Bioloska znaajnost mutacije
za rezistenciju na
antiretrovirusne lijekove

Broj uzoraka s
odre enom
mutacijom/ukupni
broj analiziranih
uzoraka

190

Primarna mutacija. G190S
uzrokuje visoku razinu
rezistencije na NVP i EFV.
Sinergisti ki djeluje s
Y181C na smanjenje
osjetljivosti na ETR.

1/86

221

Y/H

H221Y je nepolimorfna
popratha mutacija koja uz
selektivni pritisak s NNRTI
smanjuje njihovu osjetljivost
za 1-5 puta.

5/86

225

H/P/SIY

P225H je nepolimorfna
popratna mutacija koja u
kombinaciji s KI0O3N
doprinosi rezistenciji na

EFV.

2/86

227

CIF

Nepolimofna popratna
mutacija. F227C je rijetka
mutacija koju selektirin

vitro ETR a u kombinaciji s
drugim mutacijama
povezana je s visokom
razinom rezistencije na sve

NNRTI.

1/86

230

L/'M

M230L uzrokuje umjerenu
do visoku razinu rezistencij
na sve NNRTI.
Selekcionirana j& vitro s
ETR i smanjuje osjetljivost
virusa na taj lijek za 3-10
puta.

D

2/86

234

F/L

Popratha mutacija. Izrazito
rijetka.

1/86

238

Nepolimorfna popratna
mutacija. Rijetko se
pojavljuje i obino u
kombinaciji s K103N

smanjuje osjetljivost na NVP
i EFV.

1/86




A98S je esta polimorfna mutacija koja smanjuje
osjetljivost na NNRTI.

K103R samostalno ne ut na osjetljivost virusa na

NNRT]I, ali u kombinaciji s V179D smanjuje osjetlist

na NVP i EFV za viSe od deset puta.

E138A mo e pridonijeti smanjenju osjetljivosti ndR i

RPV u kombinaciji s drugim mutacijama povezanim|s

rezistencijom na NNRTI.

V179l je esta polimorfna mutacija selekcionirana nakon

terapije s ETR i RPV. Nije dokazano da smanjuje
osjetljivost na NNRTI.

Ostale Polimorfne | A98S, K103R,
mutacije| varijante E138A, V179l

RT-reverzna transkriptaza

NNRTI-nenukleozidni inhibitori reverzne transkripéa
EFV-efavirenz, ETR-etravirin, NVP-nevirapin, RP\pivirin
* preuzeto od Stanford HIV Drug Resistance Datel§aSge

4.2.3. Mutacije povezane s rezistencijom na PI

Primarne mutacije povezane s rezistencijom na Riveine su u samo pet sekvenci (5/86,
5.8%) regijepol genoma HIV-1. Primarne mutacije M461 i L76V detektie su u po tri
sekvence (3/86, 3.5%), mutacije V32l i 147V u psekvence (2/86, 2.3%) dok su mutacije
V82A i 154V detektirane u po jednoj sekvenci (Tahlil5). NajeS a sekundarna mutacija
bila je L10I (Tablica 16). Sve detektirane mutagi@/ezane s rezistencijom na Pl prikazane
su u Tablici 15.

Tablica 15: Mutacije povezane s rezistencijom na inhibitoret@aze

Broj uzoraka s
BioloSka znaajnost mutacije odre enom
za rezistenciju na mutacijom/ukupni
antiretrovirusne lijekove* broj analiziranih
uzoraka

Pozicija
u genu
za PR

Aminokiselina| Aminokiselina u
u divljem tipu | mutiranom soju

este nepolimorfne popratn
mutacije povezane s
rezistencijom na vénu Pl u
kombinaciji s drugim
mutacijama. L10F povezana
je sa smanjenom osjetjivost|
na sve Pl osim ATV/r, SQV/i
i TPVIr.

9%

10 L I/VIF 17/86

Primarna mutacija. V32l je

mutacija u dijelu enzima PR u

kojem se ve e supstrat a /86

povezana je sa smanjenon

osjetljivosti na sve Pl osim
SQVIr.

32 \Y




Pozicija
u genu
za PR

Aminokiselina
u divljem tipu

Aminokiselina u
mutiranom soju

BioloSka znaajnost mutacije
za rezistenciju na
antiretrovirusne lijekove*

Broj uzoraka s
odre enom
mutacijom/ukupni
broj analiziranih
uzoraka

33

Nepolimorfna popratna
mutacija koju selekcioniraju
FPV/r, DRVIr, LPVIr, ATVIr
i TPV/r te uzrokuje
rezistenciju na navedene

lijekove.

3/86

33

I/L

Nepolimorfna popratna
mutacija slinog uinka kao
L33F iako manje westala.

2/86

35

Nepolimorfna mutacija koju
selekcionira NFV a povezan
je sa smanjenom osjetljivosti

na TPV.

D

1/86

46

M46I je primarna mutacija u
dijelu enzima PR u kojem se
ve e supstrat. Smanjuje
osjetljivost na IDV/r, NFV,
FPV/r, LPV/ri ATVIru
prisustvu drugih mutacija.

3/86

47

Primarna mutacija u dijelu
enzima PR u kojem se ve €
supstrat. 147V smanjuje
osjetljivost na FPV/r, ATV/r,
IDV/r, LPV/r, TPVIr i DRV/r.

2/86

53

Nepolimorfna popratna

mutacija koja je povezana sga

smanjenom osjetljivosti na
SQVIri ATVIr.

2/86

54

154V pridonosi rezistenciji na
svaki Pl osim DRV/r.
Sinergisti ki djeluje s

V82A/S/T na smanjenje
osjetljivosti na Pl-e.

1/86

71

TV

A71T/V su polimorfizmi koji
se pojavljuju u oko 2-3%
nelije enih osoba, ali se

njihova u estalost poveava u

osoba koje su lijeene s PI.

5/86

74

Nepolimorfna popratna

mutacija koja je povezana sga

smanjenom osjetljivosti na

NFV. Pojavljuje se u oko 5%

nelije enih osoba subtipa C
HIV-a.

1/86




ugenu
za PR

Pozicija

Aminokiselina
u divljem tipu

Aminokiselina u
mutiranom soju

Broj uzoraka s
odre enom
mutacijom/ukupni
broj analiziranih
uzoraka

BioloSka znaajnost mutacije
za rezistenciju na
antiretrovirusne lijekove*

76

Primarna mutacija koja
indirektno utjee na
osjetljivost virusa na PI. L76
smanjuje osjetljivost virusa na
FPVI/r, IDV/r, LPVIr i DRV/r,
a poveava osjetljivost na

SQV/r, ATVIri TPV/r.

3/86

82

Primarna mutacija u dijelu
enzima PR u kojem se ve €
supstrat. V82A smanjuje
osjetljivost na IDV/r i LPV/r.
U kombinaciji s drugim
mutacijama povezana je sa
smanjenom osjetljivosti na
NFV/r, ATV/r, SQVIri
FPVIr.

1/86

Ostale
mutacije

Polimorfne
varijante

K20R, M36l,
162V, L63P,
V771, V82l,
L89M, 193L

este visoko polimorfne kompenzacijske mutacije K
kompenziraju za smanjeni fithes povezan s primartf
mutacija koje uzrokuje rezistenciju na PI.
K20R najmanje pridonosi smanjenju osjetljivostifia
M36I ne uzrokuje znajniju rezistenciju na Pl u
subtipovima B HIV-a u kombinaciji s drugim
mutacijama, no zastupljena je u ire non-B
subtipova.
L63P je est polimorfizam selekcioniran s PI.
V771 je mutacija koju selekcionira NFV.
V82| je esta polimorfna mutacija u nekih non-B
subtipova; ne utjee znaajnije na osjetljivost virusa n
PI.
L89M je est polimorfizam koji nije povezan sa
smanjenom osjetljivosti na PlI.
193L je zastupljena u véni subtipova HIV-a; pri
infekciji subtipom B HIV-a rijetko se dovodi u veau
rezistencijom na PI.

oje
nim

PR-proteaza
Pl-inhibitori proteaze.
ATV-atazanavir, DRV-darunavir, FPV-fosamprenavid\indinavir, LPV-lopinavir, NFV-
nelfinavir, SQV-sakvinavir, TPV-tipranavir, i /ij¢k kombiniran s ritonavirom.

* preuzeto od Stanford HIV Drug Resistance Datel§aSie



Tablica 16: Deset najuestalijih mutacija u genu za proteazu virusa ljediskunodeficijencije tipa 1
koje su povezane s rezistencijom virusa na araiitrsne lijekove u ispitanika iz Hrvatske u
razdoblju od 2008. do 2012.

Mutacija Broj uzoraka s odreenom mutacijom / ukupni broj analiziranih uzoraka
Godina 2008. 2009. 2010. 2011. 2012.
L10l 2/14 3/17 1/18 1/17 2/20
Liov 1/14 0/17 0/18 2/17 3/20
A7V 0/14 0/17 1/18 0/17 3/20
M46| 1/14 0/17 1/18 0/17 1/20
L76V 1/14 0/17 1/18 0/17 1/20
L33F 0/14 0/17 1/18 0/17 2/20
V32l 0/14 0/17 0/18 0/17 2/20
147V 0/14 0/17 0/18 0/17 2/20
F53L 0/14 0/17 0/18 0/17 2/20
V82A 0/14 0/17 0/18 0/17 0/20

4.3. Rezistencija HIV-a na antiretrovirusne lijekowe prema algoritmu Trugene

Sekvence regij@ol genoma HIV-om zara enih osoba lignih antiretrovirusnim lijekovima
kod kojih je dokazan viroloSki neuspjeh lignja analizirane su algoritmom Trugene za
interpretaciju bioloSke znajnosti pojedinin mutacija za rezistenciju na attovirusne
lijekove. Tijekom 2008. i 2009. na&@Se je detektirana rezistencija na NVP i 3TC/FTC
(Tablica 17). Tijekom 2010. taker je detektirana rezistencija na 3TC/FTC i NVPoigk
broj bioloskih uzoraka s dokazanim mutacijama pawén s rezistencijom bio nii u
usporedbi s prethodnim godinama. Tijekom 2011.12Qz rezistenciju na 3TC/FTC i NVP,

tako er je uestalo detektirana i rezistencija na EFV.

4.4. Interpretacija i usporedba genotipske rezisterije HIV-1 prema algoritmima ANRS,
Stanford HIVdb i Rega

Program za usporedbu interpretacije rezultata texmge prema tri algoritma na internetskoj
stranici Stanford HIVdb _(http://sierra2.stanfordifsierra/serviet/JSierra?action=hivalgs)

koriSten je za analizu svake sekvence. Pri intéapije rezultata primijenjene su tri razine

rezistencije: S (englsusceptible), R (engl. resistant) i | (engl. intermediate).



Tablica 17: U estalost rezistencije na antiretrovirusne lijekavdlV-om zara enih osoba u razdoblju
od 2008. do 2012.

Broj uzoraka s rezistencijom na lijek / ukupni broj analiziranih uzoraka
Godina 2008. 20009. 2010. 2011. 2012.
ARV lijekovi R MR R MR R MR R MR R MR
NRTI/NtRTI
3TC/FTC 5/14 | 0/14| 5/17| 0/17 4/18 0/1B 5/17 0/17 12/20 0/20
ABC 0/14| 0/14, 1/a7) 1/a7 2/18 1/18 1/17 0/17 1/20 201/
ddl 0/14| 0/14| 1/17) 2/a7 2/18 0/138 1/17 1/47  1/20 200/
d4T 0/14| 0/14| 0O/17 1/27 0/18 2/38 0/17 2/47  1/20 201/
TDF 0/14| 0/14| 0O/17, O/A7 0/18 1/18 0/17 1/p7  1/20 201/
ZDV 0/14 | 0/14| 0/Aa7| 1/a7 118 2/18 0/47 2/17 0/20 201/
NNRTI
DLV 2/14 | 0/14| 0O/17| O0O/17 0/18 0/A18 0/47 0/17 0/20 20/
NVP 6/14 | 0/14| 5/17, 1/17 4/28 2/18 5/17 0/17 13420/200
EFV 4/14 | 2/14| 4/17) /17 2/18 3/18 4/17 1/07  8/20 205/
ETR 0/14| 0/14| 0/17 0/A7 0/18 2/38 0/17 1/a7  1/20 209/
RPV 0/14| 0/14| 0/a7 0/a7 0/18 0/48 0/17 0/47 2/20 200/
Pl
APV/FPV 1/14 | 0/14| 0/17] 0/17 0/a8 0/18 0/47 0/17 0/20 0/20
APV/rili FPV/r | 3/14 | 0/14| 0/17| 0/1% 0/18 0/18 0/17 0/17 0/20 0/20
IDV 1/14 | 0/14| O/17| 0O/17) 1/a28 0/a8 O0/47 0/17 1/20 2@/
IDV/r 0/14 | 1/14| 0O/17| 0O/a7 1/18 0/18 0/17 0/17 0/20 3/20
SQVIr 1/24 | 0/14| 0O/17] 2/17 1/28 0/18 0/47 0/17 0/20 5/20
TPVIr 0/14 | 1/24| 0/17) 0/A9 0/18 0/A8 0/17 0/17 0/20 2/20
ATV 0/14 | 1/24| 0O/17| 0O/17 1/18 0/18 0/47 0/17  2/20 2Q1/
ATVIr 0/14 | 0/24| 0/17] 0O/A7 1/18 0/28 0/17 Of1 0/20  0/20
FPV 0/14| 0/14| 0/17 0/A7 1/18 0/48 0/17 O/f1  2/20 200/
FPVI/r 0/14 | 0/14| 0O/a7|] 0/a7 1/18 0/18 0/17  Of7 2/20 0/20
LPVI/r 0/14 | 1/14| 0O/17| 0O/a7 1/18 0/18 0/17 0/17 1/20 2/20
NFV 0/14 | 1/14| 0/17} 0O/17 1/18 0/A48 0/17 0/L7 0/20 201/
DRVIr 0/14 | 0/14| 0O/17| 0O/a7 0/18 0/18 0/17 0/17 0/20 2/20

R-uzorci s rezistencijom; MR-uzorci S mogun rezistencijom

NRTI/NtRTI-nukleozidni i nukleotidni inhibitori resrzne transkriptaze; NNRTI-nenukleozidni
inhibitori reverzne transkriptaze; Pl-inhibitoriqteaze.

Skra enice imena antiretrovirusnih lijekova: ABC-abaka®PV-amprenavir, ATV-atazanavir, ddI-
didanozin, DLV-delavirdin, DRV-darunavir, d4T-stalin, EFV-efavirenz, ETR-etravirin, FPV-
fosamprenavir, FTC-emtricitabin, IDV-indinavir, LPNgpinavir, NFV-nelfinavir, NVP-nevirapin,
RPV-rilpivirin, SQV-sakvinavir, TDF-tenofovir, TPWpranavir, ZDV-zidovudin, 3TC-lamivudin, i
Ir-lijek kombiniran s ritonavirom.

Kako HIVdb dodjeljuje pet razina rezistencije, ratbgu e usporedbe s ostala dva algoritma,
razine osjetliiv i mogua razina rezistencije smatrane su razinom S skai razina

rezistencije i srednja razina rezistencije sma® su razinom |, a visoka razina
rezistencije smatrana je razinom R . Rezultatissnatrani sukladnim ako je istoj sekvenci
svaki algoritam dodijelio istu razinu rezistencga odreeni lijek. Potpuna nesukladnost

interpretacije rezultata algoritama odnosila seslnaaj kad je istoj sekvenci jedan algoritam




dodijelio razinu S , a drugi razinu R za odemni lijek. Interpretacije algoritama smatrane

su djelomino nesukladnim ako je istoj sekvenci istovremendijdpenai S i | ili R i |

razina rezistencije za odreni lijek.

Tablica 18: Interpretacija bioloSke znajnosti mutacija povezanih s rezistencijom HIV-a na
antiretrovirusne lijekove primjenom bioinforméaih algoritama ANRS, HIVdb i Rega (N=86).

ARV lijek Algoritam ANRS Algoritam HIVdb Algorita m Rega

R I S R I S R I S
NRTI/NtRTI
3TC 31(36.0%) 0(0%) 55(64.0%) 31(36.0%) 0(0%) 5316¢) 31(36.0%) 0(0%) 55(64.0%)
ABC 5(5.8%) 0(0%) 81(94.2%) 5(5.8%)  28(32.6%) 53¢84) 5(5.8%) 2(2.3%) 79(91.9%)
ZDV 6(7.0%) 13(15.1%) 67(78.0.%) 0(0%) 14(16.3%) (8R7%) 1(1.2%) 10(11.6%) 75(87.2%)
daT 6(7.0%) 13(15.1%) 67(78.2%) 2(2.3%)  13(15.1%)1(82.3%) 0(0%) 11(12.8%)  75(87.2%)
ddl 4(4.7%) 1(1.2%)  81(94.2%) 5(5.8%) 20(23.3%) 7W10%) 13(15.1%) 2(2.3%) 71(82.3%)
FTC 31(36.0%) 0(0%) 55(64.0%) 31(36.0%) 0(0%) 53164) 31(36.0%) 0(0%) 55(64.0%)
TDF 2(2.3%) 2(2.3%)  82(95.3%) 0(0%) 6(7.0%) 80(98)0 0(0%) 2(2.3%) 84(97.7%)
NNRTI
EFV 34(39.5%) 0(0%) 52(60.5%) 25(29.1%) 11(12.8%)0(58.1%) 35(40.7%) 0(0.0%) 51(63.4%)
ETR 7(8.1%) 3(3.5%)  76(88.4%) 1(1.2%) 18(21.0%) 78M%) 1(1.2%) 16(18.6%) 69(80.2%)
NVP 36(41.9%) 0(0%) 50(58.1%) 35(40.7%) 9(10.5%) (4828%) 37(43.0%) 2(2.3%) 47(54.7.4%)
PI
ATVIr 1(1.2%) 0(0%) 85(98.8%) 1(1.2%) 3(3.5%) 82(3%) 0(0%) 3(3.5%) 83(95.1%)
DRVIr 0(0%) 2(2.3%)  84(97.7%) 0(0%) 5(5.8%)  81(94)2% 0(0%) 6(7.0%) 80(93.0%)
FPVI/r 2(2.3%) 0(0%) 84(97.7%) 5(5.8%) 1(1.2%) 80098) 1(1.2%) 4(4.7%) 81(94.2%)
LPVIr 5(5.8%) 0(0%) 81(94.2%) 1(1.2%) 5(5.8%) 80(®8) 1(1.2%) 4(4.7%) 81(94.2%)
NFV 0(0%) 1(1.2%)  85(98.8%) 1(1.2%) 8(9.3%) 77(88)5 3(3.5%) 3(3.5%) 80(93.0%)
SQVIr 1(1.2%) 4(4.7%)  81(94.2%) 0(0%) 1(1.2%) 85898) 1(1.2%) 2(2.3%) 83(97.0%)
TPVIr 16(18.6%) 3(3.5%)  67(77.9%) 0(0%) 2(2.3%) BATY) 0(0%) 2(2.3%) 84(97.7%)

NRTI/NtRTI-nukleozidni i nukleotidni inhibitori resrzne transkriptaze; NNRTI-nenukleozidni
inhibitori reverzne transkriptaze; Pl-inhibitoriqteaze.
ABC-abakavir, ATV-atazanavir, ddi-didanozin, DRVednavir, d4T-stavudin, EFV-efavirenz, ETR-
etravirin, FPV-fosamprenavir, FTC-emtricitabin, LIdpinavir, NFV-nelfinavir, NVP-nevirapin,
SQV-sakvinavir, TDF-tenofovir, TPV-tipranavir, ZD¥dovudin, 3TC-lamivudin, i /r-lijek

kombiniran s ritonavirom.

Razina rezistencije: R-rezistentan; I-srednja @azazistencije; S-osjetljiv

Usporedba interpretacije genotipizacije za tri atgma bila je mogua za abakavir (ABC),
atazanavir/ritonavir (ATV/r), didanozin (ddl), daavir/ritonavir (DRV/r), stavudin (d4T),
efavirenz (EFV), etravirin (ETR), fosamprenavignavir (FPV/r), emtricitabin (FTC),
lopinavir/ritonavir (LPV/r), nelfinavir (NFV), nevapin (NVP), sakvinavir/ritonavir (SQV/r),
tenofovir (TDF), tipranavir/ritonavir (TPV/r), zidaidin (ZDV), lamivudin (3TC).

Usporedba rezultata sva tri algoritma nije bila mm@gza delavirdin (DLV), rilpivirin (RPV),
atazanavir (ATV), fosamprenavir (FPV), indinaviD{) i indinavir/ritonavir (IDV/r). Rega
algoritam jedini analizira rezistenciju za DLV dokamo ANRS i HVdb analiziraju
rezistenciju na RPV. Siho tome, rezistenciju na ATV i FPV analizira sanfigoatam Rega,




rezistenciju na IDV samo algoritam ANRS dok rezisipi na IDV/r analiziraju samo
algoritmi HIVdb i Rega (Tablica 18).

Usporedba podudarnosti interpretacije rezultatdiznaezistencije primjenom algoritama
ANRS, HIVdb i Rega pokazala je potpunu sukladnasswah 17 antiretrovirusnih lijekova u
36% (31/86) uzoraka. Nesukladnosti u rezultatingortiama otkrivene su u 36% uzoraka
(31/86) dok je 27.9% (24/86) bilo djelomi sukladno.

Analiza sukladnosti rezultata algoritama temeljdasé& antiretrovirusnih lijekova pokazala je
visoku podudarnost u interpretaciji rezistencije NaTI (59.3% uzoraka je bilo sukladno,
28% djelomino sukladno dok je 12.8% rezultata bilo neuskla@iixa 9).

- yCIUT U Y e uRaun
30% nesukladni
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10% -
0% : , :
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Slika 9: Sukladnost interpretacije rezultata analize rensje HIV-a na antiretrovirusne lijekove
primjenom tri algoritma (ANRS, HIVdb i Rega) prermsieupini lijekova.

Algoritmi su dali najviSe sukladnih rezultata put@rpretaciji rezistencije na NNRTI (74.5%)
uz samo 4.7% nesukladnosti. Najv@ostotak nesukladnih rezultata opa en je pri emal
rezistencije na Pl @k 20.9% nesukladnosti) no uz vrlo mali postotalelaini nih
neuskladnosti (8.1%) te visoki postotak sukladn@stfo) za pojedine uzorke (Slika 9).
Analiza sukladnosti interpretacije rezultata resmisije za pojedinae antiretrovirusne
lijekove pokazala je potpunu (100%) sukladnosttsvalgoritma pri interpretaciji rezistencije
na 3TC i FTC dok jeak 85 od 86 uzoraka bilo sukladno interpretirariapalizi rezistencije
na NVP, a 82 od 86 uzorka pri analizi rezistenegeLPV/r i ATV/r. Najvei broj djelomi no

nesukladnih rezultata opa en je pri analizi rezisige na ABC (15/86 uzoraka).




Va no je istaknuti da je najve broj nesukladnih rezultata dokazan pri analizisencije na
TPV/r (17/86 uzoraka) (Slika 10).

Slika 10: Sukladnost interpretacije rezultata analize tenigje HIV-a na antiretrovirusne lijekove

primjenom tri algoritma (ANRS, HIVdb i Rega) za dijekove.

4.5. Analiza nesukladnih rezultata rezistencije pmjenom tri bioinformati ka algoritma

Naj eSi uzrok nesukladnosti pri interpretaciji rezultagaistencije na NRTI je rezistencija na
ddl (8/11 sekvenci) pri kojoj je prema algoritmugaesoj HIV-a bio rezistentan na ddl dok je
prema ANRS algoritmu bio osjetljiv. Pri analizi rgencije na ZDV i d4T za pojedine je
uzorke algoritam ANRS interpretirao rezultat tdst@ rezistentan (razina R) dok je prema
Rega algoritmu soj bio osjetljiv na ova dva lijdkazina S ).

Naj eSi primjer rezultata kod nesukladnosti je bio primje kojem algoritam HIVdb
dodjeljuje razinu | no ostala dva algoritma razits pri analizi rezistencije na ABC i ddl.
Uz to, primjer nesukladnosti pri interpretaciji o#ata analize rezistencije na ZDV, d4T i
TDF, algoritam ANRS je dodijelio razinu R a ostalgoritmi razinu |.

Naj eSi uzrok nesukladnosti pri interpretaciji rezultatezistencije na NNRTI bila je
rezistencija na EFV (3/4 uzoraka). Pri analizi e\dgkvence, algoritam ANRS interpretirao je
rezultat testa kao osjetljiv na EFV dok je anakdgoritmom Rega pokazala rezistenciju na
ovaj lilek (analiza tree sekvence dala je obrnuti rezultat algoritama)eldi na

nesukladnost uglavnom se odnosila na interpretaegistencije na ETR pri kojoj je ANRS




dodijelio srednju razinu rezistencije za ETR dols@g HIV-a prema interpretaciji ostala dva
algoritma bio osjetljiv na ovaj antiretrovirusnjek.

Ve ina nesukladnih rezultata (17/18 uzoraka) odnasglana problem rezistencije na TPV/r
pri emu je algoritam ANSR konzistentno interpretiraputiate u smislu rezistentnih sojeva
HIV-a dok prema intepretaciji druga dva algoritmge ibilo rezistencije na ovaj lijek. Ostale
nesukladnosti odnosile su se na rezistenciju na/ATWFV (u po 2 sekvence). U slaju
ATV/r, pri analizi jedne sekvence, prema algorithAlNRS otkrivena je rezistencija na ATV/r
dok prema rezultatima algoritma Rega nije bilo sezicije. Drugu je sekvencu HIVdb
proglasio rezistentnom na ATV/r dok prema ANRS &tgou nije otkrivena rezistencija.
Obje sekvence u slaju NFV je algoritam Rega proglasio rezistentnink goema algoritmu
ANRS nije otkrivena rezistencija. Djelonme nesukladnosti odnosile su se na sekvence
kojima je ANRS dodijelio razinu |, a ostali algomi razinu S za TPV/r (n=2) i SQV/r
(n=4).

4.6. Analiza nesukladnosti rezultata testova rezisthcije obzirom na subtipove HIV-a

etrnaest od 31 (45.2%) potpuno nesukladnih sekvamadale su subtipu B HIV-a dok su
ostale pripadale non-B-subtipovima: A (Al) (4/32,9%), G (3/31; 9.7%) i C (1/31; 3.2%).
Devet od 31 nesukladnih sekvenci non-B-subtipowa-&lbile su rekombinante subtipova:
osam sekvenci (25.8%) bile su rekombinante sub&igov A1 dok je jedna sekvenca (3.2%)
bila rekombinanta subtipova B i D. Kod najeg broja sekvenci s non-B-subtipovima virusa
(n=15) nesukladnost se odnosila na interpreta@gistencije na TPV/r primjenom ANRS
algoritma.
Algoritam ANRS je bio odgovoran za veu nesukladnosti pri interpretaciji rezistencige,
najvise nesukladnosti odnosilo se na sekvence aaijuha M361, H69K i L89M koje se

povezuju se rezistencijom na TPV/r (Tablica 19).

4.7. Usporedba interpretacije genotipizacijskih podtaka jednog algoritma s drugim

Najve i postotak sukladnosti u interpretaciji rezisteaaia lijekove dokazan je usporedbom
rezultata HIVdb i Rega algoritama kod kojih je 32.345/86) rezultata bilo u potpunosti
podudarno. Ukupno 43% (37/86) rezultata bilo je atppnosti podudarno pri analizi
algoritmima ANRS i Rega dok je najmanje podudanhultata (30/86, 34.9%) otkriveno
usporedbom algoritama ANRS i HIVdb. Najvgostotak sukladnih rezultata dokazan je za

rezultate analize rezistencije na NRTI izmalgoritama ANRS i Rega (68/86, 79.1%) dok je




sukladnost rezultata algoritma ANRS i HIVdb te HB/d Rega bila neSto nia (52/86 i
55/86). Pri analizi rezistencije na NNRTI, podudsinalgoritama HIVdb i Rega iznosila je
viSe od 70% dok je sukladnost interpretacije re#altanalize rezistencije na Pl u ova dva

algoritma iznosila ak 90.7%.

Tablica 19: Mutacije u sekvencama regipel genoma HIV-a u kojima su detektirane nesukladnosti
pri interpretaciji znaajnosti mutacije primjenom razitih algoritama.

Antiretrovirusni lijek Mutacijd Odgovorni
(interpretacija algoritam@) algoritant
ZDV T215Y (RIS) ANRS
T215S/Y (RIS) ANRS
daT T215Y (RIS) ANRS
T215S/Y (RIS) ANRS
K65R (RIS) ANRS
ddi T69N (SIR) Rega
T69DN (SIR) Rega
T6IONT (SIR/SSR) Rega
EFV Y188HY (SIR) Rega
K101E (RIS) ANRS
NVP K101E (RIS) ANRS
FPVIr M461+L76V(SRI) HIVdb
NFV M461+L76V(SIR) Rega
ATVIr G16EG+L33F+M46IM (RIS) ANRS
TPVIr M361(V)+H69K+L8IM (RSS) ANRS

4 Mutacija/e koja uzrokuje rezistenciju na odei lijek prema navedenom algoritmu
®interpretacija algoritama prikazana slijedom ANRB/db-Rega
¢ algoritam odgovoran za zapa enu nesukladnost

4.8. Genotipizacija HIV-1

Sekvence gengol 55 ispitanika ukljuenih u istraivanje analizirala sam primjenom
bioinformati kog algoritma REGA HIV-1 subtyping tool version 20svrhu odreivanja
subtipa HIV-1 (Slika 11, Slika 12). Subtip B dokkzaam u 39/55 (71%) ispitanika dok je 16
ispitanika bilo zara eno non-B-subtipovima grupe(§lika 13). Najes i non-B-subtip bio je
subtip A(Al) (Tablica 20). Sedam od 16 sekvepol regije HIV-1 ispitanika s non-B-
subtipovima virusa bile su rekombinante subtipoiasa. U pet od 16 (31.3%) ispitanika s
non-B-subtipovima virusa dokazala sam rekombinastdtipova C i Al, dok su

rekombinante subtipova B i D dokazane u dva ispitan




Slika 11: Primjer odreivanja subtipa B HIV-a analizom sekvence regij¢genoma virusa

primjenom bioinformatikog algoritma REGA HIV Subtyping Tool (uzorak CRO5S.

Slika 12: Primjer odreivanja subtipa C HIV-a analizom sekvence regippgenoma virusa
primjenom bioinformatikog algoritma REGA HIV Subtyping Tool (uzorak CR@28




Slika 13: Distribucija genotipova u ispitanika.

Tablica 20: Distribucija non-B-subtipova ispitanika

Non-B-subtip Broj ispitanika
(n=16)
CRFO05_DF 1 (6.3%)
subtip A(AL) 3 (18.6%)
subtip C 2 (12.5%)
subtip D 1 (6.3 %)
subtip G 2 (12.5%)

4.9. Prevalencija rezistencije HIV-1 na antiretrovrusne lijekove

Prevalenciju rezistencije na antiretrovirusne lije& procijenila sam primjenom dvije metode:
analizom u jednoj vremenskoj ta (metoda 1) i modelom kumulativne rezistencijee{ata

2) prema Pillay i sur (119). Za 55 pacijenata lspjipraeni u periodu istra ivanja napravila
sam najmanje jedan test rezistencije; za 58.2%gaai imala sam informaciju o jednom

testu rezistencije, za 34.5% pacijenata o dva testa 7.3% pacijenata za3 testa.




4.9.1. Odreivanje prevalencije rezistencije HIV-a na antirgtrosne lijekove metodom

analize u jednoj vremenskoj ta (metoda 1)

Prevalencija rezistencije na antiretrovirusne bk procijenjena metodom 1 (omjer
pacijenata s dokazanom genotipskom rezistencijoonifh koji su imali barem jedan test
rezistencije u odreenom kalendarskom razdoblju) 2009. (46.2%), 2088.9%0) i 2011.
(42.9%) bila je statistki zna ajno nia u usporedbi s prevalencijom rezistencigepo etku
perioda praenja (2008., 60%) te 2012. (p=0.0001) (Tablica 21).

Prevalencija rezistencije n& klase antiretovirusnih lijekova 2012. (56.3%)he statistiki
Znaajno vea u odnosu na prevalenciju u razdoblju od 20082@bl. (p=0.001) (Tablica
22).

Analiza prevalencije rezistencije temeljem klasératrovirusnih lijekova pokazala je da u
Hrvatskoj gotovo u potpunosti dominira rezistenaij@ NRTI i NNRTI (pojedinano ili u
kombinaciji) dok je rezistencija na Pl otkrivenargau kombinaciji s NRTI, NNRTI ili s obje

skupine lijekova (Tablica 23).

Tablica 21 : Prevalencija rezistencije virusa ljudske imunodgdicije tipa 1 na antiretrovirusne
ljekove metodom analize u jednoj vremenskokio

Godina Broj ispitanika s rezistencijom/ Prevalencija
broj testiranih pacijenata u kalendarskoj godini rezistencije
2008 6/10 60.0%*
2009 6/13 46.2%
2010 7/18 38.9%
2011 6/14 42.9%
2012 12/16 75.0%*

* statisti ki zna ajna razlika u odnosu na 2009. do 2011. (p=0.0001)

Tablica 22: Prevalencija rezistencije virusa ljudske imunodgfncije tipa 1 na antiretrovirusne
lijekove metodom analize u jednoj vremenskokt@nalizirana kao broj kompromitiranih klasa

antiretrovirusnih lijekova.

Godina 1 skupine lijekova] 2 skupine lijekova| 3 skupine lijekova
2008 6/10 (60.0%) 3/10 (30.0%) 0
2009 6/13(46.2%) 3/13(23.1%) 0
2010 7/18 (38.9%) 4/18(22.2%) 0
2011 6/14 (42.9%) 4/14 (28.6%) 0
2012 12/16 (75.0%) 9/16 (56.3%)* 1/16 (6.3%)

* statisti ki zna ajna razlika u odnosu na prethodna vremenska rgadg-0.001)




Najzastupljenije mutacije u ispitanika s dokazan@mnistencijom HIV-a na NRTI bile su
M184V (5/7 pacijenata u razdoblju od 2008. do 2piR141L (n=2). Rezistencija na NNRTI
bila je povezana s mutacijom Y188H/L (n=4), K103#1) i kombinacijom mutacija Y181C

i V106A (n=1) i K101lE i E138G (n=1). Rezistencija mvije skupine antiretrovirusnih
lijekova (NRTI i NNRTI) dokazana je u 22 ispitanjkabila je povezana s nizom mutacija od
kojih je najzastupljenija bila kombinacija mutaclfil84V i K103N (n=4). Rezistencija na PI
bila je povezana s mutacijama M46l1 i L76V u komigijas NRTI-mutacijama
(M18V+A62V, n=1), M46l, L76V i V82A u kombinaciji sNNRTI-mutacijama
(KL1O3N+V108I/V+P225H, n=1) i V32l i 147V u kombingics NRTI- i NNRTI-mutacijama
(M184V/I+K65R+L1001+K103N, n=1).

Tablica 23: Prevalencija rezistencije virusa ljudske imunodgfncije tipa 1 na antiretrovirusne
lijekove metodom analize u jednoj vremenskokt@nalizirana prema klasama antiretrovirusnih
lijekova.

agfg# " NRTI | NNRTI NRTI +
Godina| PATUERAA | NRT) | NNRTI | PI| + | NRTI+PI| NNRTI
iranif 1 NNRTI | PI +PI
reletenCUU
1710 | 2/10 2/10 1710
2008 10 (10.0%) | 20.0%)| © | @0.0%)| © | (10.0%)| °©
113 | 2/13 3/13
2009 13 7.7%) | 15.4%)| ° | 23.19%)| °© 0 0
118 | 2/18 318 | 1/18
2010 18 G.6%) | 11.1%)| O | (16.7%)| (5.6%)| ° 0
114 | 1/14 4114
2011 14 7.1%) | 7.1%) | ° | 28.6%) °© 0 0
116 | 1/16 8/16 1716 | 1/16
2012 16 63%) | 6.3%) | | (50.0%) O | (63%) | (6.3%)

4.9.2. Odreivanje prevalencije rezistencije HIV-a na antirgtrosne lijekove metodom

analize kumulativne rezistencije (metoda 2)

Prevalenciju rezistencije HIV-a na antiretrovirugdipgkove odredila sam i metodom analize
kumulativne rezistencije tijekom opetovanih testovav. metodom 2. Tijekom analize
koristila sam numerator (broj ispitanika s dokazanezistencijom HIV-a na antiretrovirusne
lijekove tijekom vremena) i denominator (broj HIVWwmo zara enih osoba lijeenih

antiretrovirusnim lijekovima u Hrvatskoj tijekom peda praenja). Prevalencija rezistencije

HIV-a na antiretrovirusne lijekove analizirana notion kumulativne rezistencije tijekom




perioda praenja kretala se od 1.1% (6/570) tijekom 2011. @94L(12/639) tijekom 2012. i
nije bilo statistiki zna ajnih promjena (p=0.368) (Tablica 24).

Analiza prevalencije rezistencije temeljem klasgratrovirusnih lijekova primjenom metode

2 tako er je pokazala da je rezistencija na NRTI i NNRJdjédinano ili u kombinaciji)

naj e$ a u Hrvatskoj dok je rezistencija na Pl u kombijjaNRTI i/ili NNRTI otkrivena u

etiri ispitanika (Tablica 25).

Tablica 24: Broj ispitanika s dokazanom rezistencijom HIV-aamdiretrovirusne lijekove i
prevalencija rezistencije prema kumulativnom biampromitiranih klasa lijekova (metoda 2).

D

Broj ispitanika s dokazanom rezistencijom HIV-aamiretrovirusne lijekove
ukupni broj lije enih bolesnika u Hrvatskoj tijekom odenog vremenskog
perioda
Godina
Rezistencija na Rezistencija na Rezistencija na 3 klas
1 klasa lijekova 2 klase lijekova lijekova
2008 6/397 3/397 0
(1.5%) (0.8%)
6/440 3/440
2009 (1.4 %) (0.7%) 0
7/505 4/505
2010 (1.4%) (0.8%) 0
6/570 4/570
2011 (1.1%) (0.7%) 0
2012 12/639 9/639 1/639
(1.9%) (1.4%) (0.2%)

Tablica 25: Prevalencija rezistencije virusa ljudske imunocigficije tipa 1 na antiretrovirusne
lijekove metodom analize kumulativne rezistencijalezirana prema klasama antiretrovirusnih

lijekova.
Broj ispitanika s dokazanom rezistencijom HIV-aamiretrovirusne lijekove
NRTI NRTI | Rezistencija
Godinal NRTI | NNRTI | PI + NNRTI | NRTI + na bilo koju Preyalenq!ja
NNRTI + Pl + Pl | NNRTI klasu rezistencije
+ Pl lijekova
6/397
2008 1 2 0 2 0 1 0 6 (1.5%)
6/440
2009 1 2 0 3 0 0 0 6 (1.4 %)
7/505
2010 1 2 0 3 1 0 0 7 (1.4%)
6/570
2011 1 1 4 0 0 6 (1.1%)
12/639
2012 1 1 0 8 0 1 1 12 (1.9%)




4.10. Detekcija rijetkin rezistentnih varijanti HIV -1 metodom ,ultra-deep*-

sekvenciranja

Mutacije povezane s rezistencijom na lijekove kapsu detektirane standardnim
tj. sekvence. Manjinske varijante HIV-1 troje igpitka analizirala sam metodom UDS, a
dobivene rezultate usporedila s rezultatima pdpaiabased -sekvenciranja. Tablica 26
prikazuje viremiju u plazmi, broj CD4+-T-limfoicitgpodatke o antiretrovirusnom lijenju,
rezultate population-based -sekvenciranja i intetaciju znaajnosti detektiranih mutacija za
rezistenciju HIV-a na antiretrovirusne lijekove dadbranih ispitanika.

Primjenom UDS-metode regifol genoma HIV-1 odabranih uzoraka detektirala sam n&up
84 mutacije. Ukupno 65 od 84 (77.3%) mutacija kejedetektirane metodom UDS nisu
ranije bile otkrivene primjenom population-basegkvenciranja.

Analiza zastupljenosti varijanti s novootkrivenimutacijama (n=65) pokazala je da su 63 od
84 zastupljene s <5% od ukupne virusne populagiggdatna analiza da je zastupljenost 54
od 63 varijante < 1% dok je prevalencija 9 od 68jaati u rasponu od 1-5%.

Primjenom UDS detektirane su sve mutacije kojeasuje otkrivene metodom population-
based -sekvenciranja razine detekcije oko 20% udmiku mutacije K103N u uzorku
CRO385 (nije detektirana s UDS).

Metodom UDS u sva tri uzorka detektirane su makgngarijante povezane s rezistencijom
na sve tri skupine antiretrovirusnih lijekova. Mtifa povezane s rezistencijom na NRTI
detektirane iskljuivo metodom UDS bile su D67N, K219Q i T69A (u dveotka) dok su u
sva tri uzorka metodom UDS detektirane ratdi mutacije (Tablica 27). Najve broj
mutacija koji je detektiran iskljivo metodom UDS bile su povezane s rezistencijoni®ha
(34/84, 40.5%) no prema IAS-USA interpretaciji v& tih mutacija (23/84, 27.4%)
klasificira se kao mutacije manje bioloSke zmaosti za rezistenciju (engl.minor
mutations).

Program Mutation List Analysis algoritma StanfoklVdb za interpretaciju rezistencije
koristila sam u procjeni inka novootkrivenih mutacija (metodom UDS) na iptetaciju
rezultata testa rezistencije. Novootkrivene mugaaiuzorku CRO385 (M46l, 147V i I50V) u
potpunosti su promijenile interpretaciju testa semicije na Pl. Prema rezultatima
population-based -sekvenciranja nije bilo rezisignna Pl dok je prema rezultatima UDS

otkrivena visoka razina rezistencije na FPV/r, sjadazina rezistencije na DRV/r, LPV/r i




NFV/r te niska razina rezistencije na ATV/r, IDVir TPV/r. Novootkrivene mutacije
povezane s rezistencijom na inhibitore RT (V75I7ET K219Q) u uzorku CRO385 taker

su promijenile interpretaciju testa rezistencije,rézistencija na ZDV i d4T je iz razine
osjetljiv promjenjena u srednju razinu rezistgac za ABC i ddl niska razina rezistencije

promijenjena je u srednju razinu rezistencije dekrgzultat testa za TDF promijenjen iz

osjetljiv u srednju razinu rezistencije .

Tablica 26: ViroloSki i imunoloSki parametri ispitanikadji su uzorci analizirani metodom ultra-

deep -sekvenciranja.

Broj : Antiretrovirus- L :
kopija Broj ni lijekovi u ) _ Bioloska znaajnost
CD4+ T- - Mutacije detektirang mutacija za
<. HIV-1 | . vrijeme . . ..
Sifra uzorka limfocita LT population-based - rezistenciju na
RNA viroloSkog L .
po L : sekvenciranjefh lijekove (prema
po mL . neuspjeha )
Kkrvi - : algoritmu Trugene)
plazme lije enja
Rezistencija na
CRO385 cl)gg 178 d4T,L3F')I'\SI ; ad, “&11%%\{\] -II-_6190'|\| 3TC/FTC,EFRV,
' NVP, DLV
163 ZDV, 3TC, . N
CRO273 000 213 LPV T74S Nema rezistencije
M184V, M41L, Rezistencija na
CRO529 21 700 278 ddl, ABC, RAL L74V, T215Y, 3TC/FTC,ABC,ddl,
Y181C NVP

4a e otisnute mutacije-mutacije povezane s rezistemcija antiretrovirusne lijekove (tzv. primarne
mutacije prema preporuci International AIDS SocieyA)

ABC-abakavir, ddI-didanozin, DLV-delavirdin, d4Tasudin, EFV-efavirenz, FTC-emtricitabin,
LPV-lopinavir, NVP-nevirapin, RAL-raltegravir , ZD¥idovudin, 3TC-lamivudin

Najve a promjena u interpretaciji rezultata testa renisje opa ena je u uzorku CRO273 jer
population-based -sekvenciranjem nije dokazandstemcija na antiretrovirusne lijekove.
Novootkrivene mutacije (metodom UDS) u genu zagapti (M46L, 150V, V82A i T74S)
promijenile su interpretaciju rezultata testa rexisije, posebice u smislu rezistencije na
FPV/r i NFV/r (visoka razina rezistencije premaalgnu HIVdb). Mutacije detektirane u
genu za RT (A62V, D67N, L100I i K1I03N) promjenile siterpretaciju rezistencije za \neu
inhibitora reverzne transkriptaze a posebno je aaa dokaz visoke razine rezistencije na
EFV i NVP.

Novootkrivene mutacije u uzorku CR0O529 (M46L, V8ZA/L90M) tako er su promijenile
interpretaciju rezultata testa rezistencije zbogay® visoke razine rezistencije na IDV/r i
NFV/r te srednje razine rezistencije na ATV/r, FE\XLPV/r, SQV/r i TPV/r. Mutacije u genu
za RT detektirane iskljuivo metodom UDS (V1081 i K219Q, M1841i Y181V) nisujecale




na promjenu interpretacije rezistencije na inhit@tdRT u odnosu na population-based -

sekvenciranje.

Tablica 27: Usporedba detekcije mutacija u regiji genqmaHIV-1 povezanih s rezistencijom na
antiretrovirusne lijekove metodom population-basediltra-deep - sekvenciranja.

Terapija Prethodna Gen za proteazu Gen za reverznu transkriptazu
kod terapija (% zastupljenosti virusnih varijanti (% zastupljenosti virusnih
Uzorak viroloSkog ultra-deep -sekvenciranjem) varijanti ultra-deep -
neuspjeha sekvenciranjem)
Mutacije Mutacije Mutacije Mutacije
detektirane i  detektirane samo s detektrane i detektirane samo s
sa SSi UDS UDS sa SSi UDS uUDS
CRO385 d4T, 3TC, EFV, G16E (95.8) A71T (0.31))50v  M184V F77L (0.3), D67N
ddl, LPV ABC 113V (98.9), (0.21) 154V (0.2), (72.6), (2.1), K219Q
L10I (96.2) K20R (1.5), LIOF T69N (91.0) (0.3),T69D (4.3),
(0.04), V771 (0.2), V751 (0.1),
147V (0.04) 185V L210M (0.12),
(0.02), G48E T69A (0.0%, V75S
(0.12),Mm46l (0.4), V179l
(0.04) E35G (0.38), P236L
(0.04), F53L (0.05), F227L
(0.13) (0.05)
CRO273 ZDV, 3TC, d4T,ddl, M361(99.8), GI16E (0.8)M46L / D67G (0.5),A62V
LPV EFV 193L (98.9), (0.8), V11I (0.6), (0.3), F77L
T74S (98.8), T74P (0.6)A71T (0.02),D67N
L89M (98.4), (0.4), 113V (0.3), (0.02)
G16A (93.9) 150V (0.3),V82A K70N (0.02),
(0.1) V179l (5.5),
K103E (4.7),
A98S (1.0)L100I
(0.7),
K103N (0.5)
F227L (0.4),
A98G (0.1)
CRO529 ddl, ABC, ZDV, L63P, (99.2) L10V (0.7)L90M L74V T69A (2.1),
RAL 3TC, 162V (98.7) (0.7), A71V (0.6), (99.7), K219Q (0.4)
LPV, V82T (0.7), M184V T215S (0.1),
NVP L10F (0.6), (99.1), L210F (0.2),
M361 (1.0), M41L M184l (0.05),
193L (0.7), (97.1), V108l (2.5),
L89M (0.7), L210S P236L (0.1),
G16E (0.6), (77.7) Y181V (0.05)
M46L (0.7) T215Y
V82A (0.1) 154V (89.6),
0.7) Y181C
K20R (0.7) (99.3),
G48A (0.7) H221Y
(86.3)

-ja e otisnute mutacije-mutacije povezane s rezistemcija antiretrovirusne lijekove (tzv.
primarne mutacije prema preporuci International 81Bociety-USA) detektirane samo s UDS
-mutacije oznaene kurzivom su detektirane iskljuo ultra-deep -sekvenciranjem
ABC-abakavir, ddl-didanozin, d4T-stavudin, EFV-afanz, LPV-lopinavir, NVP-nevirapin, RAL-
raltegravir , ZDV-zidovudin, 3TC-lamivudin




5. RASPRAVA

Rezultati ovog rada po prvi su puta pokazali prewaju rezistencije HIV-a na
antiretrovirusne lijekove iz skupina NRTI, NNRTIRI u lije enih osoba iz Hrvatske u
petogodiSnjem razdoblju kao i estalost pojedinih mutacija povezanih s rezistentiju
genima koji kodiraju enzime RT i PT, tj. ciljne @tture antiretrovirusnih lijekova. Ovo je
istra ivanje dokazalo da je Hrvatska zemlja s niskprevalencijom rezistencije HIV-a na
antiretrovirusne lijekove u lijenih osoba (manje od 5% tijekom perioda prga za sve
klase antiretrovirusnih lijekova) u usporedbi sginn zemljama Europe i bivSeg Sovjetskog
Saveza (125, 126). Analiza prevalencije rezistenpip klasama antiretrovirusnih lijekova
pokazuje najveu prevalenciju rezistencije na NRTI i NNRTI (pojedino ili u kombinaciji)
uz vrlo nisku prevalenciju rezistencije na Pl (5hagpizacijskih testova) Sto je u skladu s
naj eSe primijenjenim kombinacijama antiretrovirusnih ekpva. Analiza uestalosti
pojedinih mutacija detektiranih metodom populatlmsed -sekvenciranja pokazala da je
naj eSa mutacija M184V u genu za RT koja uzrokuje renesij@ virusa na lamivudin.
Zna ajno je istaknuti da je primjena ultra-deep -seketeanja (UDS) dokazala prisutnost
ve eg broja manjinskih virusnih varijanti (zastupljshonanja od 1%) koje nisu otkrivene
population-based -sekvenciranjem. Usporedba imetgeije bioloSke znajnosti pojedinih
mutacija povezanih s rezistencijom primjenom bioinfati kih algoritama pokazala je
nesukladnost uak 36% uzoraka ukazujuna va nost nastavka istra ivanja u ovom podtu

Ve ina analiziranih ispitanika bila je zara ena subtipB HIV-1.

Rezultati rezistencijskog testa za 86 uzoraka palkam da je rezistencija na NRTI i NNRTI
dominirala tijekom cijelog perioda istra ivanja ddk rezistencija na inhibitore proteaze
detektirana u svega pet sekvenci. Opa eni obra&zistencije odraz su rezistencije na lijekove
koji su dostupni pacijentima u Hrvatskoj. Dominacifezistencije na NRTI i NNRTI,
pojedinana ili u kombinaciji i opa ene mutacije odra avajuestalost kojom su kombinacije
lijekova prepisivane. Razlog niske rezistencije Rlaje injenica da su ispitanici u ovom
istra ivanju lije eni kombiniranim antiretrovirusnim lijenjem za razliku od pacijenata
ranijih godina lijeenih mono- ili dvojnom terapijom nukleozidnim inkidrima te
nepojaanim inhibitorima proteaze Sto je na§ e imalo za posljedicu nakupljanje virusa s
visokim razinama rezistencije na vise PlI.

Literaturni podaci o prevalenciji rezistencije HB/na antiretrovirusne lijekove u bolesnika s

viroloskim neuspjehom lijeenja izrazito su varijabilni, a studije su metodddovrlo razli ite.




U ve ini dosadasnjih istraivanja prevalencija rezistggmcna antiretrovirusne lijekove
odre ena je praenjem velikog broja lijeenih bolesnika u jednom ili viSe nacionalnih ceatar
i analizom rezultata genotipizacijskih testova kaji prikupljeni tijekom klinikog praenja
bolesnika (127-133). Vercauteren i sur. i Audelisur. su modificirali metodoloSki pristup
analizi rezistencije analiziraju incidenciju, a ne prevalenciju rezistencije HIViaa
antiretrovirusne lijekove u bolesnika iz Portugdlzanske (134, 135).

Pillay i sur. objavili su najopse nije nacionalnatra ivanje o rezistenciji HIV-a na
antiretrovirusne lijekove u bolesnika iz UK-a tekpmali odreene metodoloSke manjkavosti
ranijih istra ivanja od kojih valja izdvojiti potteu da se rezultati genotipizacijskih testova
stave u kontekst odgovaragg denominatora (cjelokupne populacije kgaih bolesnika) kao

I injenicu da analiza koja se temelji na rezultatdnfm genotipizacijskog testa nije
reprezentativna jer ne uzima u obzir maguanije stvorenu rezistenciju (119). Uzimaju
obzir obje injenice, Pillay i sur. su predlo ili metodologiju kojoj kombinacija analize u
jednoj toki i kumulativnog modela rezistencije (metoda 1hasho metoda 2 u ovom
istra ivanju) daje potpuniju procjenu prevalencigzistencije HIV-a na lijekove. Analizirali
su rezultate nacionalne baze genotipizacijskihotestrezistencije vise od 4000 bolesnika
lije enih u UK-u koji su prikupljeni u razdoblju od 19980 2002. U istra ivanje su bili
uklju eni bolesnici stariji od 16 godina kod kojih je makviroloSkog neuspjeha lijenja
analizirana rezistencija HIV-a na antiretrovirugijekove primjenom genotipizacijskog testa,
tj.  population-based -sekvenciranjem. RezistencijgllV-a na odreenu skupinu
antiretrovirusnih lijekova (NRTI, NNRTI i PI) defirana je kao postojanje barem jedne
mutacije povezane s rezistencijom u toj skupinenpa algoritmu IAS-USA (5, 119). Ovo
istra ivanje te predlo ene metode procjene prevalgnrezistencije poslu ili su mi kao model
za procjenu prevalencije rezistencije u lgaih pacijenata u Hrvatsko;j.

U istra ivanju iz UK-a uklju eno je ukupno 4218 ispitanika, a u 63% ispitanigastencija
HIV-a na antiretrovirusne lijekove testirana je sajpdnom (22% ispitanika testirano je dva
puta dok je 15% ispitanika testirano tri ili viSet@) (119). U istra ivanju koje sam provela u
sklopu ove disertacije vina ispitanika (58.2%}estirana je jednom dok je samo 7.3%
ispitanika testirano tri ili viSe puta. Ispitankmji su testirani tri ili viSe puta su oni kod Koji
se najeS e pojavljuju kompleksniji obrasci rezistencije, tjiSe mutacija koje uzorkuju
rezistenciju na viSe od jedne klase antiretrovitugijekova.

Primjenom metode 1 (analiza prevalencije rezisjenal jednoj vremenskoj tdi),

prevalencija rezistencije HIV-a nd skupine lijekova u UK-u u razdoblju od 1998. di®)2.




kretala se od 75% do 82% dok je prevalencija rea@je na 2 skupine lijekova bila
uglavnom identina (npr. 1999. izosila je 17%) (119). U istra ivankoje sam provela u
Hrvatskoj, prevalencija rezistencije HIV-a n& skupine lijekova bila je nia u usporedbi s
prevalencijom u UK-u (60.0% tijekom 2008., 38.94¢kom 2010. te 75.0% tijekom 2012.).
Rezistencija na2 skupine antiretovirusnih lijekova powaa se s 30.0% u 2008. na 56.3% u
2012

U istraivanju Pillay i sur. najeS e je dokazana rezistencija na NRTI, pojedimili u
kombinaciji s rezistencijom na Pl i /ili NNRTI. Na&gSi obrazac rezistencije na 2 skupine
lijekova u poetku perioda praenja (npr. od 1998. do 1999.) bila je kombinacgaistencije
na NRTI i Pl no u razdoblju od 2000. do 2002. ddmala je kombinacija rezistencije na
NRTI i NNRTI (119). Istraivanje koje sam provela sklopu ove disertacije pokazalo je
drugaiji obrazac rezistencije na antiretrovirusne lijekou usporedbi s UK-om. Naime, u
bolesnika lijeenih u Hrvatskoj gotovo u potpunosti dominira rezigija na NRTI i NNRTI
(pojedinano ili u kombinaciji). NajeS e opa ena mutacija bila je M184V koja uzrokuje
rezistenciju na NRTI (lamivudin i emtricitabin) dq& rezistencija na Pl opa ena samo u
kombinaciji s NRTI, NNRTI ili s obje skupine. Vamje istaknuti da je tijekom perioda
pra enja otkriveno smanjenje prevalencije rezistenwggojedinane klase lijekova, tj. NRTI
(10% tijekom 2008., 6.3% tijekom 2012.) i NNRTI @@Qijekom 2008., 6.3% tijekom 2012.)
dok je rezistencija na kombiniranu rezistenciju,rgzistenciju na NRTI i NNRTI porasla
(20% tijekom 2008., 50.0% tijekom 2012.).

Primjenom metode kumulativhe rezistencije, ukuparoj bbolesnika s dokazanom
rezistencijom na bilo koju skupinu lijekova u UKpove avao se s 402 (1998.) na 3460
(2002.) dok je ukupan broj ispitanika s mutacijakme uzrokuju rezistenciju na sve tri
skupine lijekova (NRTI, NNRTI i PI) porastao s 5%908.) na 797 (2002.) (119). U
istraivanju koje sam provela u Hrvatskoj, primjenometode analize kumulativhe
rezistencije, broj ispitanika s rezistencijom ni lkioju skupinu antiretrovirusnih lijekova bio
je konstantan tijekom perioda pemja.

Ukupan broj HIV-om zara enih osoba koje se lgeantiretrovirusnim lijekovima u UK-u
iznosio je 10 462 tijekom 1998., 12 594 tijekom 9993 753 tijekom 2000., 17 158 tijekom
2001. i 20 329 tijekom 2002. Analiza prevalencigzistencije HIV-a na lijekove koja
uklju uje analizu denominatora (ukupni broj lignih bolesnika tijekom godine) te
numeratora (broj bolesnika kod kojih je dokazanastencije na antiretrovirusne lijekove),

prevalencija rezistencije HIV-a na antiretrovirusijekove (bilo koja skupina) povela se s




4.5% tijekom 1998. na 15.3% tijekom 2000. dok j@220iznosila 17%. Slha dinamika
tjekom vremena opaena je i tijekom analize prewaije rezistencije po klasama
antiretrovirusnih lijekova, a prevalencija rezistggm na NNRTI bila je vea u usporedbi s
prevalencijom rezistencije na P1 (119).

Broj HIV-om zaraenih osoba lijeenih antiretrovirusnim lijekovima u Hrvatskoj
(denominator) porastao je tijekom perioda prga (397 tijekom 2008., 639 tijekom 2012.).
Prevalencija rezistencije HIV-a na antiretrovirusijgkove u Hrvatskoj (sve klase lijekova)
procijenjena kumulativnim modelom nije pokazala ajae razlike tijekom perioda pranja
(npr. 1.5% tijekom 2008., 1.9% tijekom 2012.). Daamtni obrazac rezistencije ostala je
kombinacija rezistencije na NRTI i NNRTI Sto je kiaglu s uestalosti primjene pojedinih
kombinacija lijekova, tj. relativno malim brojem leenika lije enih s PI.

Pillay i sur. dodatno su analizirali prevalencigzistencije tako da su tijekom analize izdvaoijili
mutaciju M184V u zasebnu skupinu. Mutacija M184Vja&kauzrokuje rezistenciju na
lamivudin najes a je pojedinana mutacija te znajno mo e utjecati na ukupnu prevalenciju
rezistencije. lzdvajanjem mutacije M184V iz analipgevalencija rezistencije analizom u
jednoj vremenskoj tki (metoda 1) koja je ranije iznosila 10-17% smiange na 5-8%
tijekom perioda preenja (119).U istraivanju koje je provedeno u Hrvatskoj, mujac
M184V nije bila izdvojena kao zasebna skupina (ig&d u ovom istra ivanju upravo ta
mutacija bila najeS a) zbog manjeg ukupnog broja analiziranih uzordkaoka u estalost
mutacije M184V koja je otkrivena u Hrvatskoj u sklaje s rezultatima drugih istra ivanja
koja su provedena u Europskim zemljama (134, 188{lelin i sursu u danskoj nacionalnoj
studiji izra unali incidenciju rezistencije HIV-a na antiretraxsne lijekove u lijeenih osoba
u razdoblju od 1999. do 2005 (135). Incidencijastencije za specifne mutacije povezane s
rezistencijom pokazala je koje se mutacije prvayajju nakon primjene HAART-a. Tako je
najvisa incidencija zapa ena za M184V dok je niskaidencija zabilje ena za mutacije
povezane s PI Sto je u skladu s rezultatima ovirg isanja gdje je M184V bila nags a
mutacija (135).

Istra ivanje Vercauteeren i sur. taker je pokazalo smanjenje incidencije rezistenciji u
lije enih osoba u Portugalw razdoblju od 2001. do 2006. Sto je u skladu sefnd sur.
(134). Rezultati spomenutog istra ivarpakazali su znajno smanjenje incidencije na sve
lijekove iz skupine NRTI, a smanjenje prevalencgeistencije na NRTI, izme ostalog,
zabilje ila sam i u svom istra ivanju (134). Rezait mog istra ivanja djelomino su u skladu

i s istraivanjem Bontell i sur(121) koje opisuje prevalenciju rezistencije HIVra




antiretrovirusne lijekove u bolesnika lignih u Svedskoj u razdoblju od 1997. do 2011. To
istra ivanje pokazalo je znajno smanjenje prevalencije rezistencije na NRWPI te porast
prevalencije rezistencije na NNRTI dok je u ovortrasvanju uz smanjenje prevalencije
rezistencije na NRTI zabilje eno i smanjenje prevalije rezistencije na NNRTI (121).
Mutacija M184V bioloski je vrlo znajna jer uzrokuje vrlo visoku razinu rezistencijé/H

na lamivudin, tj. smanjuje osjetljivost divljeg #iprirusa na lamivudin za viSe od 300 puta u
stani nim kulturamain vitro (5). Zanimljivo je istaknuti da soje¥1V-a koji sadr e mutaciju
M184V imaju nii replikacijski potencijal u usporéds divljim tipom te da ova mutacija
pove ava osjetljivost virusa na antiretrovirusne lijekozidovudin i tenofovir koji seesto
primjenjuju u lije enju HIV-infekcije (136). Istra ivanje prevalencijezistencije HIV-a na
lijekove u bolesnika kod kojih je dokazan virologkeuspjeh lijeenja pokazuju i da je
mutacija M41L iz skupine mutacija TAM-I taker vrlo esta, a navedene rezultate potvrdilo
je i istraivanje provedeno u Hrvatskoj (136). Ne§ a mutacija koja je uzrokovala
rezistenciju na NNRTI u ovom istra ivanju bila jelB3N za koju je prethodna studija
pokazala da se pojavljuje u bolesnika lgeih efavirenzom i nevirapinom, nas e u vrlo
ranoj fazi viroloSkog neuspjeha lifgnja (136) Ve ina mutacija povezanih s rezistencijom na
Pl bile su sekundarne mutacije, tj. one koje saahogtne uzrokuju rezistenciju virusa na ovu
klasu antiretrovirusnih lijekova. Niska prevaleacipzistencije na Pl u ispitanika iz Hrvatske
0 ekivana je obzirom na to da se regj e primjenjuju lijekovi iz ove skupine u kombinacgji
ritonavirom koji pojaava njihov antivirusni unak te da je ukupan broj bolesnika lgmih s

Pl u periodu praenja bio nii u usporedbi s brojem bolesnika lgaih s kombinacijom NRTI

i NNRTI.

BioloSka znaajnost pojedinih mutacija regijpol genoma virusa za rezistenciju HIV-a na
antiretrovirusne lijekove procjenjuje se primjentminformati kih algoritama. Obzirom na
to da literaturni podatci pokazuju odeme nepodudarnosti u interpretaciji bioloSke
zna ajnosti odreenih mutacija u razlitim algoritmima(137-139), u ovom sam istra ivanju
usporedila rezultate primjene tri algoritma kojirs® eS e koriste u europskim laboratorijima
(ANRS, Rega i HIVdb). Rezultati pokazujak 36% nesukladnosti u interpretaciji bioloske
zna ajnosti pojedinih mutacija dokazanih u ovom istvanju.

Vergne i sur. pokazali su nesukladnosti u integmi@t bioloSke znaajnosti pojedinih
mutacija povezanih s rezistencijom HIV-a na amingtusne lijekove u lijeenih ispitanika,
ali i u onih koji nisu ranije lijeeni (tzv. primarna rezistencija) (140). Va ne ndswkosti u

interpretaciji bioloSke znajnosti mutacija povezanih s rezistencijom u nedijegh osoba




dokazane su pri analizi primarne rezistencije naNesukladnosti se n&s e pojavljuju pri
analizi non-B-subtipova HIV-a. Naime, pojedine nujg&koje u subtipa B uzrokuju bioloski
zna ajnu rezistenciju na PI, u non-B-subtipova su zapgairodne polimorfne varijante koje
ne utjeu na osjetljivost na lijekovéNaj eS e nesukladnosti u lij@nih bolesnika opa ene su
pri analizi bioloSke znajnosti mutacija povezanih s rezistencijom na N@4D).
Ravela i sur. usporedili su rezultate interpretadjoloske znaajnosti mutacija u 2045
sekvenci regijgol genoma virusa iz ispitanika s viroloskim neuspjaHge enja primjenom
etiri razli ita algoritma (ANRS, TRUGENE, Rega i HIVdb) (141Ukupno 29.2%
interpretacija znajnosti mutacija povezanih s rezistencijom bilengsukladne, tj. prema
najmanje jednom algoritmu nije bilo zregnih mutacija povezanih s rezistencijom dok je
analiza ostalim algoritmima pokazala da postoje atij¢ povezane S rezistencijom na
lijekove (141).
Istra ivanje Sturmera i sur., u kojem su uspam rezultati analize rezistencije u 26
ispitanika primjenom ak devet bioinformatkih algoritama pokazalo je da se nesukladnosti
naj es e javljaju pri interpretaciji mutacija povezanilmezistencijom ddl, ddc, ABC i d4T Sto
je u skladu s rezultatima istra ivanja provedenadgruatskoj (142).
U ovom istra ivanju analiza nesukladnosti algoritamri interpretaciji bioloSke znajnosti
mutacija povezanih s rezistencijom na NNRTI pokazalvisok stupanj podudarnosti. Naime,
NNRTI su lijekovi s niskom genskom barijerom zaiseéanciju kod kojih je za razvoj bioloski
zna ajne rezistencije nags e dostatna samo jedna mutacija. Stoga su za liggkogkupine
NNRTI (kao i za lamivudin iz skupine NRTI) rezultgbojedinih algoritama nags e
sukladni. Interpretacija bioloSke zrmgnosti mutacija povezanih s rezistencijom na Pl je
podru je s najveim brojem nesukladnosti, posebice u interpretaegistencije na tipranavir
(TPVI/r) koji konzistentno daje iznimno veliku estalost rezistencije. Osnovni problem pri
interpretaciji znaajnosti pojedinih mutacija za rezistenciju na tigreir, tj. glavni izvor
nesukladnosti su kombinacije sekundarnih Pl-muadipje su u pojedinim non-B-
subtipovima prisutne kao polimorfne varijante, atekiji za njihovu interpretaciju u
pojedinim su algoritimima razliti. Primjerice, algoritam ANRS pri analizi rezisigje HIV-1
na tipranavir uzima u obzir mutacije M36l, H69K 82M dok algoritam Rega uzima u obzir
isklju ivo mutacije M361 i H69K (93, 94). Suprotno tomdgaitam HIVdb pri procjeni
bioloSke znaajnosti pojedinih mutacija za rezistenciju na tigreir ne uzima u obzir niti
jednu od navedenih mutacija (95). Obzirom na tgedsvaki algoritam odreen specifinim

pravilima koja opisuju specifne mutacijske obrasce te koriste rah naine interpretacije




podataka, nesukladnosti u procjeni rezistencijé-Blina tipranavir su neizbje ne. Posebno je
va no istaknuti da se mutacije M361, H69K i L89MIlaze u oko 90% non-B-subtipova virusa
no isklju ivo kao polimorfne varijante (143). Rezultati istvanja provedenog u Hrvatskoj
pokazali su nesukladnosti u interpretaciji pojeldinmiutacija za rezistenciju na tipranavir,
posebice u non-B-subtipovima (15 od 31 nesukladmatktivene su u non-B-subtipovima).
Ovi rezultati ukazuju na to da je potrebno detgdjistra iti ovisnost interpretacije znajnosti
mutacija za rezistenciju na antiretrovirusne lijeg&oo subtipovima HIV-1 jer je véna
algoritama dizajnirana za subtip B virusa.

Snoeck i sur. analizirali su rezistenciju HIV-a aatiretrovirusne lijekove u ispitanika
zara enih non-B-subtipovima virusa (neligni i lije eni ispitanici), a rezultati istra ivanja su
ukazali na povezanost odenih nesukladnosti s kombinacijama mutacija koje efie u
odre enih subtipova virusa (144). Opa ene nesukladnogtrpretacijskih algoritama u ovom
istra ivanju nedvojbeno ukazuju na potrebu formjeakonsenzusa pri interpretaciji testova
rezistencije HIV-a na antiretrovirusne lijekove.

Obzirom na to da je subtip virusa iznimno zgan za interpretaciju bioloSke zm@gnosti
pojedinih mutacija za rezistenciju HIV-a na lijeleoyposebice npr. tipranavir), pri analizi
rezistencije va no je odrediti i subtip virusa (34% Europi dominira infekcija subtipom B
HIV-1 (146-149). Hrvatska se ubraja u skupinu zgmali ne i jugoistone Europe s
najve om prevalencijom subtipa B (>74%), a non-B-subtipoglavhom su povezani sa
specifi nim putom prijenosa, tj. dominiraju u heteroseksillradnih migranata posebice
pomoraca. Nags i non-B-subtip u Hrvatskoj je CRF02_AG koji je ne§ a forma HIV-a u
ve ini dr ava srediSnjeg dijela Afrike (150).

Distribucija subtipova HIV-a nije odrena samo geografski (prema kontinentima i regijama)
ve ovisi i 0 nainu prijenosa virusa, tj. o riznim skupinama zara enih osoba (145).
Literaturni podatci o distribuciji subtipova HIV4a Europi pokazuju da je u viei zemalja
infekcija subtipom B vezana uz osobe iz MSM-skupidek su non-B-subtipovi
karakteristini za heteroseksualce i imigrante no postoje i aglre iznimke (146-150).
Primjerice, Paraskevis i sur. pokazali su odstugpadjuobiajene distribucije subtipova HIV-
1 u Grkoj u odnosu na druge Europske zemlje analizirajistribuciju subtipova HIV-a u
1158 ispitanika (151). Naime, u vei europskih zemalja infekcija non-B-subtipovima
karakteristina za imigrante i heteroseksualne osobe, ukdprje subtip A dokazan u
domicilnog stanovnistva koje pripada ralm rizi nim skupinama (151).




Prvo istra ivanje o molekularnoj heterogenosti HiM+ Hrvatskoj objavljeno je 2009 (152).

U istra ivanju je analizirana molekularna heterogsnHIV-1 u 145 HIV-om zara ene osobe
iji su bioloSki uzorci prikupljeni u Referenthomnteu za dijagnostiku i lijeenje HIV/AIDS-

a R. Hrvatske u razdoblju od 2000. do 2003. Ukupé®b ispitanika ukljuenih u ispitivanje
bilo je zara eno non-B-subtipovima i to: subtipom(8%), subtipom C (26%), subtipom F
(3%), CRFO1_AE (8%), CRFO02_AG (34%), CRFO05 DF (5%RF06_cpx (3%),
CRF10_CD (8%) (152).

Infekcija HIV-om u Hrvatskoj nagS e se Siri spolnim odnosima izme muskaraca, tj.
unutar MSM-skupine (153). Istra ivanje koje se tdjim&a principu RDS-a (engRespondent-
driven samplinguzorkovanje potaknuto ispitanicima) provedencagrbu pokazalo je da je
prevalencija infekcije HIV-om u MSM osoba oko 5%58). Grgi i sur. su analizirali
prevalenciju primarne rezistencije HIV-a na antweirusne lijekove u novodijagnosticiranih
nelije enih ispitanika u Hrvatskoj u razdoblju od 2006 2@08. te pokazali da je 89%
ispitanika (n=118) ukljuenih u istra ivanje bilo zara eno subtipom B (weom iz MSM-
skupine) (154). Non-B-subtipovi su u istraivanjurgs i sur. otkriveni u osoba iz
heteroseksualne skupine.

Rezultati genotipizacije u istraivanju koje je dawve disertacije pokazali su da je v&
ispitanika zara ena subtipom B te da pripada MSMpski no da se non-B-subtipovi i dalje
pojavljuju u Hrvatskoj Sto potvuje rezultate prethodnih istra ivanja (153, 154} Mo je
istaknuti da se u nekim europskim zemljama i u M@dpulaciji HIV-om zara enih osoba
esto nalaze non-B-subtipovi (146). Primjerice, @iuil i sur. su pokazali da jeak 13.5%
(15/111) MSM-ispitanika iz Rima analiziranih u rabju od 2004. do 2008. bilo zara eno
non-B- subtipovima (subtip C, Al i F1 bili su ne§ i) (146).

Razina razluivanja pojedinih virusnih varijanti u HIV-om zarangh osoba razlitim
tehnikama sekvenciranja te posljeth razliita osjetljivost pojedinih metoda u detekciji
rijetkin rezistentnih virusnih varijanti iznimno jea na za objektivhu procjenu va nosti i
opsega problema rezistencije HIV-a na antiretr®neu lijekove (102, 110). U ovom
istra ivanju primijenjene su metode population-bdssekvenciranja s razinom razianja
od oko 20% te UDS s razinom razkanja manjom od 1% (usporedba reprezentativnih
uzoraka). Selektivni pritisak antiretrovirusnifejpva mo e uzrokovati stvaranje rezistentnih
virusnih varijanti koje ine manje od 20% ukupne virusne populacije te ihnmeemo
detektirati population-based -sekvenciranjem (1556). Rezultati ovog istra ivanja pokazali

su da primjena metode UDS omogje detekciju mnogo veg broja mutacija (84 u odnosu




na 65) u usporedbi s population-based -sekvengmn Sve mutacije detektirane
population-based -sekvenciranjem detektirane |1 WDS (osim K103N). Jedna mutacija
detektirana je samo population-based -sekvenasran;

Va nost metode UDS u analizi rezistencije HIV-a aatiretrovirusne lijekove pokazalo je
istra ivanje Simen i sur. na 264 uzorka ispitankai su praeni tijekom perioda od 5 godina
(102). Mutacije povezane s rezistencijom otkrivene population-based -sekvenciranjem u
13.6% ispitanika, a metodom UDS ak 28.3% ispitanika. Obje metode detektirale su 33
mutacije, dvije mutacije detektirane su samo papoh-based -sekvenciranjem dok je 40
mutacija detektirano s UDS (102). U istra ivanju Lesur., 90/247 mutacija detektiranih
isklju ivo s UDS bile su upravo mutacije povezane s biole8a ajnom rezistencijom virusa
na lijekove te poveanim rizikom za viroloSki neuspjeh lijenja (110).

U istra ivanju koje sam provela u sklopu ove diseije, primjenom metode UDS detektirala
sam ukupno 28.6% (24/84) dodatnih Klkii zna ajnih mutacija prema (IAS-USA listi
mutacija) s prevalencijom <20% i to: 10.7% (9/84)itatija povezanih s rezistencijom na
NRTI, 4.8% (4/84) mutacija povezanih s rezistemijpa NNRTI i 13.1% (11/84) mutacija
povezanih s rezistencijom na PIl. M® rijetkih virusnih varijanti otkrivenih u ovom
istra ivanju imala je prevalenciju <5% (63/84,75%) je takoer u skladu s rezultatima Le i
sur. koji su detektirali ukupno 62% rezistentnifugnih varijanti s prevalencijom od 1-5% te
38% varijanti s prevalencijom od 5-20% (110). B&Mao znaajnost rijetkih rezistentnih
virusnih varijanti za uspjeh lij@njain vivo dokazalo je istra ivanje Simen i sur. posebice u
ispitanika koji imaju vei broj rijetkih virusnih varijanti rezistentnin n&INRTI (102).
Nekoliko drugih istra ivanja potvrdila su povezahagtektiranin NNRTI mutacija metodom
UDS i neuspjeha lijeenja (109, 156). Vena mutacija otkrivenih metodom UDS u ovom
istra ivanju bila je povezana s rezistencijom nasRi je u skladu s rezultatima Le i sur (110).
Ovaj podatak pokazuje da primjena population-basellvenciranja potcjenjuje prevalenciju
rezistencije HIV-a na Pl u Hrvatskoj te da je pbtre dobivene rezultate pa ljivo
interpretirati.

lako je ovo istra ivanje potvrdilo nisku prevalepcirezistencije HIV-a na sve tri skupine
antiretrovirusnih lijekova Sto je u skladu s niskgmevalencijom epidemije HIV-a u
Hrvatskoj, mogunost za poveanje prevalencije rezistencije postoji jer je izliggkova za
lije enje HIV-infekcije u Hrvatskoj, iako besplatan, al@ ogranien. lako se population-
based -sekvenciranje nedvojbeno dokazalo u odaeju rezistencije HIV-a na

antiretrovirusne lijekove i neizostavni je dio wree laboratorija koji se bave problematikom




rezistencije HIV-a, metoda UDS zragno je promijenila dosadasSnje spoznaje 0 gekaiti
raznolikosti i populacijskoj strukturi virusa HIV-&Rezistencija HIV-a na antiretrovirusne
lijekove ostaje globalni problem gdje u zemljamaazvoju kao Sto je Hrvatska zahtjeva
podrobnije praenje. Kako do danas nije otkriveno cjepivo protilWth, metoda UDS, kao
tehnologija sekvenciranja nove generacije, dajenogti an pogled u budunost u borbi
protiv rezistencije HIV-a na antiretrovirusne ligle posebno za zemlje koje i dalje

pokuSavaju osigurati puni pristup antiretrovirusnigen enju.



6. ZAKLJU CI

1. Hrvatska je zemlja s niskom prevalencijom rezistje HIV-a na antiretrovirusne lijekove
u lije enih osoba.
2. Analiza prevalencije rezistencije po klasamaretmovirusnih lijekova pokazala je najue

prevalenciju rezistencije na NRTI i NNRTI (pojedina ili u kombinaciji).

3. Analiza prevalencije rezistencije po klasamaraimovirusnih lijekova pokazala je vrlo

nisku prevalenciju rezistencije na PI.

4. Analiza uestalosti pojedinin mutacija detektiranin metodorpopulation-based -
sekvenciranja pokazala je da je m&a mutacija M184V u genu za RT koja uzrokuje

rezistenciju virusa na lamivudin.

5. Primjena ultra-deep -sekvenciranja dokazalprjsutnost veeg broja manjinskih virusnih

varijanti (zastupljenost manja od 1%) koje nisurioine population-based -sekvenciranjem.

6. Usporedba interpretacije bioloSke zmaosti pojedinih mutacija povezanih s rezistemijo
primjenom tri bioinformati ka algoritma pokazala je nesukladnost ak 36% uzoraka

ukazujui na va nost nastavka istra ivanja u ovom podru
7. Ve ina analiziranih ispitanika bila je zara ena subtipB HIV-1.

8. Od non-B-subtipova HIV-1 u ispitivanoj skupireteéktirani su subtipovi A (A1), C, D, G i
CRFO5_DF.
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8. Popis oznaka, kratica i simbola

3TC-lamivudin

ABC-abakavir

AIDS-engl.Acquired immunodeficiency syndrgnsendrom steene imunodeficijencije
AMV-engl. Avian myeloblastosis virugti ji virus mijeloblastoze

ANRS-fr. Agence Nationale de Recherche sur le SIBrAncuska agencija za istra ivanje
AIDS-a

ATV-atazanavir

CRF-engl.Circulating recombinant forpcirkuliraju a rekombinantna forma
d4T-stavudin

ddc-zalcitabin

ddl-didanozin

DLV-delavirdin

DRV-darunavir

EFV-efavirenz

EMA-engl. European Medicines Agendyuropska agencija za lijekove

ETV-etravirin

FDA-engl.US Food and Drug Administratip@meri ka agencija za hranu i lijekove
FPV-fosamprenavir

FTC-emtricitabin

HAART-engl. Highly active antiretroviral therapyvrlo djelotvorno antiretrovirusno lij@nje
HIV-1-engl. Human imunodeficiency virugpe 1; virus ljudske imunodeficijencije tipa 1
HTLV-engl. Human T-cell leukemia virgg§udski virus leukemije T-limfocita
IAS-USA-engl.International AIDS Society-USAmeri ki ogranak meunarodnog drustva za
borbu protiv AIDS-a

IDV-indinavir

LAV-fr. Lymphadenopathie associe virwgus udru en s limfadenopatijom
LPV-lopinavir

LTR-engl.Long terminal repeatdugi ponavljajui krajevi

MDR-engl.Multidrug resistancgrezistencije na vise lijekova

MID-Multiplex identifier

MMLV-engl. Moloney murine leukemia virumisji virus leukemije

MVC-maravirok

NFV-nelfinavir

NNRTI-engl.Non-nucleoside reverse transcriptase inhibitoenukleozidni inhibitor
reverzne transkriptaze

NNRTI-BP-engl.Non-nucleoside reverse transcriptase inhibitor limgdpocketvezno
mjesto za NRTIu RT

NRTI/NtRTI-engl.Nucleoside/nucleotide reverse transcriptase inbibit
nukleozidni/nukleotidni inhibitor reverzne trangkaze

NVP-nevirapin




Pl-engl.Protease inhibitorinhibitor proteaze

PR-proteaza

RAL-raltegravir

RPV-rilpivirin

RT-reverzna transkriptaza

RTV-ritonavir

SIV-engl.Simian immunodeficiency virugirus imunodeficijencije majmuna
SQV-sakvinavir

T-20-enfuvirtid

TAM-engl. Thymidine analog resistance mutationutacija povezana s rezistencijom na
timidinske analoge

TDF-tenofovir

TPV-tipranavir

UDS-engl.Ultra-deep sequencingultra-deep -sekvenciranje
WT-engl.Wild type divlji tip

ZDV-zidovudin

Aminokiseline:
A-alanin
C-cistein
D-asparaginska kiselina
E-glutaminska kiselina
F-fenilalanin
G-glicin
H-histidin
I-izoleucin
K-lizin

L-leucin
M-metionin
N-asparagin
P-prolin
Q-glutamin
R-arginin
S-serin
T-treonin
V-valin
W-triptofan
Y-tirozin
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