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UvOoD

1.1 Virus ljudske imunodeficijencije

Virus ljudske imunodeficiencije (HIV, engl. Human immunodeficiency virus), povezan s
globalnom pandemijom, identificiran je 1983. godine. Kroni¢na infekcija ovim virusom
uzrokuje bolest koju nazivamo sindromom ste¢ene imunodeficijencije ili AIDS-om (AIDS,
engl. Acquired immunodeficiency syndrom) (1). Prvi slu¢aj AIDS-a zabiljezen je 1981.
godine u SAD-u kod muskaraca koji je imao spolne odnose s muskarcima i bolovao od
kroni¢ne multiple limfoadenopatije. Kod istog je muskarca primijeCena oportunisticka
infekcija uzrokovanom gljivom Pneumocystis jirovecii te Kaposijev sarkom (2). Pojavom
sve veceg broja oboljelih od AIDS-a, kako u SAD-a tako i u zapadnoj Europi, znanstvenici
diljem svijeta ujedinili su se kako bi otkrili uzro¢nika tada-nove pandemije. Dvije godine
nakon prvog slucaja AIDS-a u svijetu, znanstvenici Frangoise Barré-Sinoussi i Luc
Montagnier iz Pasteurovog Institiuta u Parizu, izolirali su virus iz limfnog ¢vora bolesnika
i dokazali kako moze inficirati i ubiti limfocite te da se radi o retrovirusu (3). Novootkriven
virus nazvan je virus udruzen s limfodenopatijom (LAV, fra. Lymphadénopathie associé
virus), a godinu dana poslije, 1984. u SAD-u izoliran je identi¢an virus te nazvan ljudskim
virusom leukemije T-limfocita (HTLV-I1II, engl. Human T-cell leukemia virus). Za njihov
doprinos znanosti i otkri¢e virusa ljudske imunodeficijencije, Barré-Sinoussi i Montagnieru
dodijeljena je 2008. godine Nobelova nagrada za fiziologiju ili medicinu (3). Usprkos
aktivaciji brojnih mehanizama urodene 1 specificne imunosti (posebice protutijela i
citotoksi¢nih CD8+ T-limfocita), u zarazenih osoba ne dolazi do potpune supresije virusne
replikacije. Stoga virus uzrokuje kroni¢nu infekciju koja je povezana sa sistemskom
aktivacijom imunoloskog sustava i progresivnom deplecijom CD4+-T-limfocita. Opseg
deplecije CD4+ T-limfocita najvazniji je prediktor prediktori progresije bolesti koja,

ukoliko se ne lijeci, dovodi do smrti (4).

HIV je retrovirus (porodica Retroviridae, rod Lentivirus) i klasificira se u dva tipa: HIV-1i
HIV-2. Filogenetskim istrazivanjima utvrdena je molekularna i evolucijska povezanost
virusa imunodeficijencije majmuna (SIV, engl. Simian imunodeficency virus), lentivirusa
koji inficira mnoge vrste majmuna u subsaharskoj Africi i HIV-a. SIV¢pzrt inficira cimpanze
(Pan troglodytes troglodytes) i srodan je HIV-1, te je rasprostranjen na podrucju Kameruna,
dok je SIVsm pronaden kod pepeljastih mangabija (Cercocebus atys) srodan HIV-2.
Najrasirenije prihvacena teorija prijenosa SIV-a na ljude je konzumacija nedovoljno

termicki obradenog mesa majmuna. Smatra se da su se ljudi zarazili u doticaju s krvlju i

1



mukoznim sekretima zarazenih majmuna. Dosada$nja filogenetic¢ka istrazivanja upucuju da
je do prijenosa virusa s majmuna na ljude doslo u nekoliko neovisnih dogadaja u razdoblju
prije 1908. U istrazivanju koje su proveli Salemi i sur., sekvenciranjem pol gena lentivirusa,
dokazano je postojanje zajednickog pretka HIV-1 i SIVcppyt krajem 17. stoljeca. (5,6,7).
Zanimljivo je da se pandemija HIV-a pojavila tek krajem 20. stoljeca, $to se mozZe povezati

s promjenom strukture stanovnistva te pojavom urbanizacije i globalizacije u svijetu (4).

1.1.2. Genom virusa

Genom HIV-1 veli¢ine je 9.8 kb, a kao i vecina retrovirusa koji su kompetentni za
replikaciju sadrzi tri glavna gena: gag (engl. group-antigen), pol (engl. polymerase) i env
(engl.  envelope) (Slika 1). Klasiéna struktura virusnog genoma je:
5 LTR-gag-pol-env-LTR 3'. Duga terminalna ponavljanja (LTR, engl. Long terminal
repeat), su regije koje oznacavaju krajeve virusnog genoma i u direktnom su kontaktu sa
stanicnom DNA domacina nakon integracije. LTR regije ne kodiraju virusne proteine, ali
Su vezna mjesta za regulatorne virusne proteine ukljucene u transkripciju (8,9). Geni gag i
env kodiraju za nukleokapsidne i glikoproteine virusne membrane, a gen pol kodira za
virusne proteine proteazu, reverznu transkriptazu i integrazu. mRNA Gag i pol se translatira
u dugacak polipeptidni lanac kojeg virusna proteaza (kodirana genom pol), cijepa u
pojedinac¢ne funkcionalne proteine. Produkt env gena je glikoprotein gp160, kojeg virusna
proteaza cijepa na gpl120 i gp41, a koji se povezuju u trimere i ugraduju u virusnu ovojnicu
(9). Genom HIV-1 sadrzava jos Sest gena (Vif, vpu, vpr, tat, rev i nef) koji doprinose njegovoj
genetickoj kompleksnosti (Slika 1). Geni nef, tat i rev su eksprimirani u ranoj fazi
replikacijskog ciklusa. Tat i Rev su regulatorni proteini koji se nakupljaju unutar jezgre i
vezu se na TAR (engl. transactivation-response elements) regije unutar LTR te na regije
RRE (engl. rev response elements) koje se nalaze unutar gena env. Protein Tat je
transkripcijski aktivator promotorskih regija LTR i esencijalan je za virusnu replikaciju in
vitro. Tat i Rev stimuliraju transkripciju provirusne DNA u RNA, promoviraju njenu
elongaciju, pospjesuju transport HIVV-1 RNA iz jezgre u citostol te su nuzni za prevodenje
virusne mRNA (8). Nef ima ulogu u izbjegavanju stani¢ne imunosti posredovane
citotoksi¢nim CD8+ T-limfocitima, suprimirajuci ekspresiju membranskih biljega (HLA-

1) i koreceptorskih molekula (CD4+) u stanicama inficiranim HIV-1 (8,10).
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Slika 1. Struktura HIVV-1 genoma
(preradeno s: https://hivbook.files.wordpress.com/2011/10/hivbook-2012.pdf)

1.1.3. Struktura i replikacijski ciklus HIV-1

Virion ovog virusa ima promjer oko 100 nm te sadrzi dvije molekule jednolanéane RNA
koje su medusobno povezane na 5' kraju. Unutar virusne kapside, RNA molekule su vezane
za virusne enzime i proteine nukleokapside (p7). Kapsida se sastoji kapsidnog virusnog
proteina (p24) a okruzuje je ovojnica. Ovojnica virusa sastoji se od virusnog proteina
matriksa (p17) 1 lipidne membrane koja sadrzi 72 glikoproteinska kompleksa sastavljena od
trimera veznog glikoproteina gp120 i transmembranskog proteina gp4l. Glikoprotein
gp120 ima znac¢ajnu ulogu u vezanju viriona za receptore i koreceptore domacinske stanice,
dok molekula gp41 posreduje u fuziji ovojnice virusa i membrane domacinskih stanica
(Slika 2)(10,11). Nakon ulaska u stanicu, djelovanjem virusnih proteaza, virusna se
ovojnica odvaja od RNA a nakon toga virusna reverzna transkriptaza prepisuje
jednolancanu RNA u dvolanéanu DNA. Novonastala dvolanéana DNA ugraduje se u

genom domacina pomoc¢u enzima virusne integraze te se naziva provirusnom DNA (10).
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Slika 2. Struktura HIV-1 viriona
(preradeno s https://www.dreamstime.com/stock-photo-hiv-virus-particle-structure-image38001720 )

Replikacijski ciklus ovog virusa moze se podijeliti u dvije glavne faze. Prva faza opisuje vrlo
rane dogadaje tijekom infekcije HIV-om: vezanje viriona za stanicu domacina, internalizacija
virusne kapside u citoplazmu, reverznu transkripciju, transport dvolancane virusne DNA u
jezgru stanice domacina i integraciju u genom domacinske stanice. Druga faza replikacijskog
ciklusa zapocinje transkripcijom virusnih strukturnih gena te posljedi¢ne sinteze virusnih

proteina i formiranja novih virusnih ¢estica (11,12).

Sposobnost HIV-1 da zarazi odredene vrste stanica vezanjem na specificne membranske
stani¢ne receptore naziva se stani¢nim tropizmom virusa. Sojevi HIV-a koji koriste kemokinski
receptor CCR5 nazivaju se R5-virusima ili CCR5- tropickim virusima, dok se sojevi HIV-a koji
koriste receptor CXCR4 nazivaju X4-virusima ili CXCRA4-tropi¢kim virusima. Kemokinski
receptori CCR5 se nalazi na makrofagima, dendriticnim stanicama i pomagackim CD4+ T-
limfocitima, a CXCR4 na aktiviranim T-limfocitima (10). Pojedini sojevi HIV-a koriste oba
kemokinska koreceptora za ulazak u stanicu (sojevi dvojnog tropizma). R5-sojevi HIV-1
dominiraju u ranoj fazi infekcije i vjerojatno su odgovorni za vecinu infekcije HIV-om u svijetu
(11,13), Kod ve¢ine infekcija subtipom B HIV-1, R5-virusi prevladavaju tijekom rane faze,
nakon ¢ega kod 50% bolesnika s vremenom dode do zamjene viralnog fenotipa u CXCR4-
topicke viruse $to je povezano s progresivnom deplecijom CD4+ T-limfocita i pojavom AIDS-

a (9,14). Molekula gp120 veze se velikim afinitetom za koreceptorsku molekulu CD4 na
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membrani ciljne stanice. Buduc¢i da je koreceptorska molekula CD4 eksprimirana na
pomagackim CD4+ T-limfocitima (Tw, engl. Helper T-cell), makrofagima, stanicama
mikroglije i dendriti¢nim stanicama, upravo su one najvaznije ciljne stanice za infekciju ovim
virusom. Prije fuzije i ulaska virusa u stanicu, gp120 se mora takoder vezati za kemokinski
receptor na membrani ciljne stanice (9). Vezanje molekule gp120 za primarni stani¢ni
koreceptor i kemokinski receptor omogucava molekuli gp41 fuziju virusne ovojnice i plazma
membrane ciljne stanice te ulazak virusnog genoma i virusnih proteina u citoplazmu ciljne
stanice. Nakon ulaska u stanicu domacina, virusna reverzna transkriptaza prepisuje virusnu
RNA u komplementarnu DNA (cDNA). HIV-1 integraza katalizira reakciju integracije cDNA
u genom inficirane stanice. Infektivna faza HIV-1 zapocinje prevodenjem provirusne DNA u
aktiviranim CD4+ T-limfocitima. Aktivirani CD4+T-limfociti eksprimiraju transkripcijski
faktor NF«B koji se veze na promotore u njihovoj DNA, ali i na virusne LTR-ove §to dovodi
do prepisivanja virusne RNA pomocu stani¢nih RNA polimeraza. Nastali transkript se prekraja
na vise nacina tvorec¢i zrelu mRNA molekulu. Gag i Gag-Pol proteini nastaju prevodenjem ne-
prekrojene mRNA, dok proteini Vif, Vpr, Vpu i Env nastaju iz jednom prekrojene mRNA, a
proteini Tat, Rev i Nef viSestrukim prekrajanjem mRNA. Aktivacijom provirusa nastaju Tat i
Rev proteini koji zajedno promoviraju virusnu replikaciju u aktiviranim T-limfocitima. Tat
protein djeluje kao transkripcijski regulator koji uklanja negativne regulatore transkripcije s
kompleksa RNA polimeraze II i time omogucava prepisivanje virusne RNA. Nastali transkripti
transportiraju se iz jezgre (kao neprekrojeni ili jednom prekrojeni) te se prevode u strukturne
proteine nukleokapside i ovojnice te se zajedno virusnim enzimima pakiraju u nove virusne

Cestice koje pupanjem izlaze iz stanice (Slika 3) (4,11,9).
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1.1.4 Genska varijabilnost HIV-1

Jedno od najznacajnijih bioloskih obiljezja HIV-1 je velika genska varijabilnost. Razlog tome
je izuzetno visoka stopa mutacija koja se povezuje s izostankom 3”— 5’-egzonukleazne
aktivnosti virusne reverzne transkriptaze. Izostankom 3"— 5’-egzonukleazne aktivnosti
onemogucéena je provjera novo ugradenih nukleotida u rastu¢i DNA lanac Sto dovodi do
tockastih mutacija (delecije, insercije ili duplikacije) s frekvencijom od 102 do 10*. Osim
pogreski uzrokovanih krivom ugradnjom nukleotida od strane reverzne transkriptaze, genskoj
varijabilnosti HIV-1 pridonosi i visoka stopa replikacije (10'°-10* novih viriona/dan), visoka
stopa virusne rekombinacije, velika populacija virusa te prirodna selekcija kao odgovor na stres
uzrokovan antiretrovirusnim lijekovima i imunosnim sustavom domacina (14,15). Intenzivna
virusna replikacija i visoka stopa mutacija rezultiraju formiranjem velikog broja genski srodnih
virusnih varijanti virusne populacije koja se naziva kvazivrsta. Najvaznije karakteristike
kvazivrste su intenzivne genske promjene u kontekstu kompeticije i selekcije genskih varijanti.
Heterogenosti kvazivrste znacajno pridonosi i proces rekombinacije virusnih varijanti (11,16).
Sukladno populacijskoj genetici, frekvencija kojom je neka jedinka/varijanta zastupljena u
populaciji, usko je povezana s njenom sposobnoscu da prezivi i da se razmnozava u odredenim
okoli$nim uvjetima tj. njenim fitnesom. Tijekom replikacije sintetiziraju se razli¢ite genomske
varijante koje su podlozne stalnoj kompeticiji i selekciji. lako je replikacijska sposobnost
virusna najbitniji faktor njenog fitnesa, izbjegavanje imunosnog odgovora, sposobnost

prijenosa i stani¢ni tropizam virusa od velike su vaznosti za fitnes virusnih kvazivrsta. (14)

1.1.5. Imunopatogeneza HIV-1 infekcije

Najces¢i putevi prijenosa HIV-1 su spolni odnosi, tjelesne tekuéine (krv, maj¢ino mlijeko) te
vertikalni prijenos s majke na dijete. Tijekom spolnog prijenosa virusa, prve ciljne stanice
zaraze ovim virusom su aktivirani, memorijski CCR5+ CD4+ T-limfociti u mukozi spolnih
organa. Primarna (akutna) infekcija HIV-om cesto je asimptomatska dok se nakon nekoliko
tjedana uspostavlja kroni¢na dozivotna infekcija. Tijekom akutne infekcije dolazi do intenzivne
replikacije virusa u organizmu te aktivacije brojnih mehanizama urodene i specificne imunosti.
U prepoznavanju zaraze HIV-om znacajnu ulogu imaju receptori za prepoznavanje struktura
PRR (engl. pathogen recognition receptors) poput Toll-u sli¢nih receptora i dr. koji prepoznaju
virusnu dvolan¢anu RNA i virusne proteine te zapocinju sintezu proupalnih i regulacijskih

citokina te interferona. Deplecija CD4+ T-limfocita u akutnoj infekciji rezultat je citolize



potaknute virusom. Virusni antigeni potiu specifiénu stani¢nu imunost posredovanu
citotoski¢nim CD8+ T-limfocitima. Oni ubijaju stanice zaraZzene virusom, medutim to ne moze
zaustaviti napredovanje infekcije. Citotoksi¢nim djelovanjem stanica CD8+ na zaraZene stanice
CD4+ jos se vise smanjuje njihov broj te je to razlog karakteristicnom smanjenju omjera CD4+
i CD8+ T-limfocita u zarazenih osoba. Aktivirani citotoksi¢ni CD8+ T-limfociti uspostavljaju
privremenu kontrolu replikacije virusa nakon Cega dolazi do nastanka kroni¢ne infekcije.
Nakon asimptomatske faze kroni¢ne infekcije (duljina najéesée 2-10 godina), dolazi do sve
vecée deplecije CD4+ T-limfocita te nastaje simptomatska faza HIV-bolesti koju karakterizira

pojava brojnih oportunisti¢kih infekcija i malignih bolesti (10).

1.1.6. Klasifikacija HIV-1

HIV-1 je lentivirus karakteriziran s visokim stupnjem geneti¢ke raznolikosti. HIV-1 Klasificira
se u Cetiri grupe nastale tijekom Cetiri neovisna prijenosa SIVepzprt (M,N,O) i SIVgor (P) sa
primata na ljude: grupa M (eng. Major), grupa O (engl. Outliner), grupa N (engl. Non-M/Non-
O) te nedavno otkrivena grupa P. Grupa M je zasluzna za globalnu pandemiju HIV-1, dok su
ostale tri grupe ograni¢ene na podrucje sredi$nje Afrike (17,18). HIV-1 grupa M se dalje dijeli
u 9 podpova (A, B, C, D, E, F, G, H, J, i K) od kojih svaki predstavlja jedinstvenu liniju unutar
grupe M. Grupe A i F se dalje mogu podijeliti u pod-podtipove (Al, A2, A3 i A3te FliF2)
koji takoder zadrzavaju neke jedinstvene karakteristike, medutim nisu dovoljno geneticki
raznoliki da bi se svrstali u zaseban podtip (17). Kod pacijenata zarazenih s dva ili viSe razli¢ita
podtipa HIV-1 mogu se pojaviti rekombinatne forme dva podtipa, koje ukoliko imaju zna¢ajnu
ulogu u sirenju epidemije HIV-1, se nazivaju cirkuliraju¢e rekombinantne forme (CRF, engl.
circulating recombinant forms) (17,18). Budu¢i da se podtipovi HIV-1 razlikuju u nekim
bioloskim karakteristikama (razliCita stopa evolucije podtipa i varijacije u genomu mogu
doprinijeti pojavi rezistencije na odredeni lijek), njihova rasprostranjenost je bitna za
epidemioloSka i klini¢ka istrazivanja. Istazivanja Hemelaar i sur. 2011. godine opisala su
rezultate analize molekularne epidemiologije HIV-1 u svijetu. Rezultati istraZivanja pokazali
su da je globalno najvise infekcija HIV-1 uzrokovano podtipom C (48%), iza kojeg slijede
podtip A (11%), podtip B (11%), podtip G (5%) te podtip D (2%), a procjenjuje se da je globalna
zastupljenost podtipova F, H, J i K zajedno manja od 1%. Najces¢e cirkulirajuce rekombinantne
forme HIV-1 u svijetu su CRF02_AG (8%) i CRF01_AE (5%). Podtip B je predominantan u
Sjevernoj i Juznoj Americi, zapadnoj Europi, Japanu i Australiji. U zapadnoj i sredi$njoj Europi
85% HIV-1 infekcija uzrokovano je podtipom B. U Rusiji i drzavama bivseg Sovjetskog
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Saveza, ali i nekoliko africkih zemalja (Demokratska Republika Kongo, Kenija, Tanzanija)
prevladava podtip A. Podtip C je najvise zastupljen u juznoj Africi i Indiji, dok u Ugandi,
Somaliji 1 Etiopiji prevladava podtip D. CRFO1_AE na podru¢ju JI Azije, dok je najveca
prevalencija podtipova D,G i CRF02_AG na podrucju sjeverne i zapadne Afrike (19). U
zapadnoj Africi, regiji iz koje je pandemija HIV-1 potekla, pronadeno je najvise geneticki
razli¢itih oblika virusa HIV-1 (Slika 4) (15).
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Slika 4. Geografska rasprostranjenost podtipova HIV-1 i cirkuliraju¢ih rekombinantnih formi u svijetu
(preradeno s: http://www.cell.com/trends/molecular-medicine/fulltext/S1471-4914(11)00210-3)

Istrazivanje molekularne epidemiologije HIV-1 na Balkanu koje su proveli Stanojevié i sur.
2013. (19), pokazalo je da je najvise infekcija HIV-1 uzrokovano podtipom B, osim u
Rumunjskoj (podtip F) i Albaniji (podtip A) (Slika 5). U Hrvatskoj je 74% infekcija uzrokovano
podtipom B, dok je od CRF najzastupljeniji CRF02_AG. Od ostalih podtipova u Hrvatskoj su
takoder zastupljeni u razli¢itom postotku podtip C, A'i F, a od CRF (CRFO1_AE, CRF05_DF,
CRF10__CD) (19). Od rizi¢nih skupina u Hrvatskoj non-B podtipom su zarazene isklju¢ivo
heteroseksualne osobe (pomorci i njihove partnerice), dok je skupina muskaraca koji imaju
spolne odnose s muskarcima (MSM, engl. Men who have sex with men) zarazena isklju¢ivo

podtipom B.
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Slika 5. Distribucija HIV-1 podtipova i CRF na Balkanu (preradeno od: Stanojevi¢ i sur.)

1.1.7. Epidemiologija HIV-1 infekcije u Hrvatskoj i ostatku svijeta

U Hrvatskoj je u razdoblju od 1985. godine do listopada 2016. godine otkriveno ukupno 1.403
osoba zarazenih HIV-om tipa 1, od cega ih je 474 (34 %) oboljelo od AIDS-a. U tom su
razdoblju od AIDS-a umrle 202 osobe. U 2016. godini (do listopada) zabiljezeno je 77 novih
slu¢ajeva HIV-1 infekcije i AIDS-a, $to je na razini proSle godine, te se nastavlja blag porast

pojavnosti (20).
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Slika 6. Broj osoba zarazenih HIV-om, AIDS-om i smrti od HI\VV/AIDS-a u Hrvatskoj po godinama, za
razdoblje od 1985.-2016. godine (preuzeto s : http://www.hzjz.hr/sluzba-epidemiologija-

zaraznebolesti/epidemiologija-hiv-infekcije-i-aids-a-u-hrvatskoj/)
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Hrvatska se ubraja u zemlje s niskom ucestalos¢u HIV-1 infekcije sa stopom od 21 na milijun
stanovnika (63/1 milijun je prosjek za zemlje EU/EEA u 2015.). Vecina zarazenih osoba u
Hrvatskoj su muskarci (88%), a prema putu prijenosa dominira nezasti¢eni spolni odnos

(89%). Najzastupljenija rizi¢na skupina u Hrvatskoj je MSM (61,8%) (20).

Prema podacima UNIAIDS-a do kraja 2015. godine, u svijetu zivi u prosjeku 36,7 (34,0-
39,8) milijuna ljudi zarazenih HIV-om. U prosjeku 1,1 (940 000-1,3) milijun ljudi preminulo
je u svijetu od AIDS-a. Tijekom 2015. godine u svijetu je otkriveno u prosjeku 2.1 (1,8-2,4)
milijun novih slu¢ajeva zaraze HIVV-om. Procjenjuje se je da se u prosjeku 5700 osoba dnevno
zarazi HIVV-om, od koji 55% spada u dobnu skupinu 0d15-24 godine. Od ukupno 5700 osoba,
66% se odnosi na podruc¢je Subsaharske Afrike (21).

1.2. Antiretrovirusno lijecenje

Pocetak znanstvenog napretka u podruéju lije¢enja HIV-1 infekcije povezuje se s 1996. g. kada
je zapocela primjena vrlo djelotvornog antiretrovirusnog lijeCenja (HAART, engl. Highly active
antiretroviral therapy). Primarni cilj antiretrovirusne terapije (engl. ART, antiretroviral
therapy) je smanjiti morbiditet, produziti Zivotni vijek, poboljsati kvalitetu Zivota, oCuvati i
obnoviti imunosni sustav te sprijeciti prijenos HIV-1 kod zarazenih osoba (22). HAART se
sastoji od kombinacije tri ili viSe antretrovirusnih lijekova iz razli¢itih skupina. U kombiniranoj
antiretrovirusnoj terapiji (engl. cCARV, combination antiretroviral therapy) kao okosnica (eng|.
backbone) terapije koja se sastoji od dva lijeka, koriste se lijekovi iz skupine NRTI (engl.
nucleoside reverse transcriptase inhibitors), dok je treci lijek iz ostalih skupina lijekova (23).
Unato¢ uspjehu u kontroliranju virusne replikacije i sprjeCavanju progresije bolesti,
antiretrovirusni lijekovi ne mogu eradicirati virus $to znaci da su pacijenti na dozivotnoj terapiji
(24). Trenutno su dostupna 29 antiretrovirusna lijeka, koji se dijele na pet razli¢itih skupina,
odobrena od strane Americke agencije za lijekove (FDA, engl. Food and drugs administration)
i Europske agencija za lijekove (EMA, engl. European medicines agency) (22). Ciljne strukture
antiretrovirusnih lijekova su pojedine faze replikacijskog ciklusa HIV-1: (1) ulazak u stanicu
domacina (inhibitori ulaska), (2) reverzna transkripcija (nukleozidni/nukleotidni inhibitori
reverzne transkriptaze, ne-nukleotidni inhibitori reverzne transkriptaze), integracija virusne
DNA u stani¢ni genom (inhibitori integraze), (3) sazrijevanje virusnih ¢estica (inhibitori
proteaze) (Slika 7) (23). Dugoro¢ni pozitivni uc¢inci HAART-a Cesto su naruseni pojavom

rezistencije 1/ili nuspojavama na odredeni lijek te metabolickom toksi¢nosti pojedinog lijeka
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(24). Stru¢na drustva za istrazivanje HIV-1 infekcije EACS (European AIDS Clinical Society)
I IAS-USA (International Antiviral Society-USA) preporucuju lijeCenje svih osoba s
dijagnosticiranom HIV-infekcijom bez obzira na CD4+ T-limfocita (25). UspjeSnost supresije
virusne replikacije primjenom antiretrovirusnih lijekova procjenjuje se kvantifikacijom HIV-1-
RNA u plazmi lijeCene osobe. Ukoliko u razdoblju od 4 do 6 mjeseci nakon zapocinjanja
antiretrovirusnog lijeCenja, viremija u plazmi iznosi (broj kopija HIV-1-RNA po mL) 20-40
kopija HIV-1-RNA po mL (niza od granice detekcije testova PCR u realnom vremenu), smatra
se da je postignut viroloski uspjeh lijeCenja. Nepotpuno smanjenje virusne replikacije, tj.
mjerljiva viremija u plazmi nakon 6 mjeseci lije¢enja definira se kao viroloski neuspjeh

lijeCenja i najesce se povezuje s nastankom rezistencije virusa na lijekove (11).
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Slika 7. Ciljne mete antiretrovirusnih lijekova (preradeno s:

http://www.nature.com/nrmicro/iournal/le/n11/abs/nrmicro3351.html)

1.2.1. Inhibitori reverzne transkriptaze

Reakcija konverzije virusne jednolan¢ane RNA u dvolan¢anu provirusnu DNA, naziva se
reverzna transkripcija, a katalizira je reverzna transkriptaza. RT je enzim koji posjeduje RNA i
DNA ovisnu DNA polimeraznu i RNaznu H aktivnost te enzimsku aktivnost prijenosa i
zamjene lanaca. RT je heterodimer sastavljen od dvije pojedince (p66 i p51) veli¢ine 66 1 51
kDa, koje nastaju proteolitickim procesiranjem velikog prekursor proteina Gag-Pol. Obje
podjedinice se sastoje od domene prstiju (engl. fingers), dlana (engl. palm), palca (engl. thumb)

i poveznice (engl. connection) (23). Aktivno mjesto za DNA-polimeraznu aktivnost s
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konzerviranim aminokiselinskim ostacima Asp110, Aspl85 i Aspl86, koji vezu dva
dvovalentna kationa magnezija (Mg?*) potrebna za katalizu te regijom YMDD (Y183- M184-
D185-D-186), smjesteno je unutar domene dlana podjedinice p66 (11,26). Unutar stanice,
NRTI (NRTI, engl. Nucleoside reverse transcriptase inhibitors) se fosforiliraju u trifosfatni
oblik te na taj nacin djeluju kao kompetitivni inhibitori (analozi dNTP-a) HIV-1 RT. Lijekovi
iz skupine NRTI dijele se na nukleozidne inhibitore: zidovudin (ZDV/AZT), lamivudin (3TC),
stavudin (d4T), didanozin (ddl), zalcitabin (ddC), abakavir (ABC) i emtricitabin (FTC) te
nukleotidni inhibitor ili acikli¢ki nukleozidni fosfonat tenofovir (TDF), koji se od 2016. koristi
kao tenofivir alafenamid (TAF) (26,27) . Za razliku od NRTI, NNRTI (NNRTI, engl. Non-
nucleoside reverse transcriptase inhibitors) su alostericki ne-kompetitivni inhibitori, koji se
vezu u hidrofobni utor blizu polimeraznog aktivnog mjesta na p66 podjedinici i induciraju
strukturne modifikacije koje smanjuju brzinu ugradnje nukleotida (ANTP-a). Druga znacajna
promjena koja se dogada uslijed vezanja NNRTI, je smanjenje mobilnosti domene palca
podjedinice p66. Ta promjena uzrokuje smanjenje ili potpunu blokadu prijenosa kompleksa
pocetnice i ciljne sekvence te elongaciju DNA-lanca u nastanku. U NNRT]I skupinu ubrajaju se
lijekovi nevirapin (NVP), delavirdin (DLV), efavirenz (EFV), etravirin (ETV) i rilpilvirin

(RPV). Delaviridin i zalcitabin se vise ne primjenjuju u lije¢enju (11,26,28).

1.2.2. Inhibitori proteaze

HIV-1 proteaza ima ulogu u cijepanju Gag i Gag-Pol poliproteina, nastalih translacijom
provirusnih transkripata, na manje funkcionalne proteine omogucavajuci sazrijevanje viriona.
HIV-1 proteaza je simetricni homodimer sastavljen od dva polipeptidna lanca. U svakom
monomeru nalazi se konzervirana sekvenca od tri aminokiselinska ostatka (Asp25-Thr26-
Gly27) s aspartilnom grupom vaznom u reakciji katalize kao i preklopnica (aminokiselinski
ostaci 42-58) ¢ija fleksibilnost je bitna za aktivnost enzima. Na dodiru dvije podjedinice nalazi
se aktivno mjesto enzima. Inhibitori se na asimetri¢an na¢in vezu za enzim kao i prirodni mu
supstrati koji se vezu na aktivno mjesto enzima (11,23). Trenutno odobreni inhibitori proteaze
koji se koriste u lijecenju HIV-1 infekcije su: saquinavir (SQV), ritonavir (RTV), indinavir
(IDV), nelfinavir (NFV), fosamprenavir (FPV), lopinavir (LPV), atazanavir (ATV), tipranavir
(TPV) i darunavir (DRV). Svi proteazni inhibitori (Pl. engl, protease inhibitors), osim
tipranavira se temelje na supstratima koji djeluju kao kompetitivni inhibitori proteolitickih
reakcija nuznih za sazrijevanje virusa. Unato¢ uspjehu u kontroliranju virusne replikacije,
efikasnost inhibitora proteaze ogranic¢ena je zbog Stetnih ucinaka (poremecaji u metabolizmu
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lipida i glukoze), nepovoljnim interakcijama s drugim lijekovima i poveéanju virusne
otpornosti (23). Farmakoloske znacajke PI (osim nelfinavira) pojacane su kombiniranjem s
malim dozama ritonavira (engl. "boosted PI") koji inhibira citokrom P450 i time produljuje
djelovanje ostalih PI (29).

1.2.3 Inhibitori integraze

Nakon ulasku HIV-1 u stanicu domacina i sinteze dl DNA kopije svog RNA genoma, virus se
ireverzibilno ugraduje u stani¢ni genom. Integracija virusne DNA u stani¢ni genom katalizirana
je enzimom integraza. Integraza katalizira dvije glavne enzimatske reakcije kojom omogucuje
ugradnju virusne DNA. Pocetna reakcija, nazvana “procesiranje 3' kraja®, u kojoj integraza
cijepa dinukleotid na oba kraja DNA, priprema krajeve virusne DNA za ugradnju u genom
stanice. Nakon ove reakcije, oba kraja DNA virusa sadrzavaju slobodnu 3'OH skupinu na
terminalnom adenozinu koji je dio konzerviranog CA dinukleotida (30). Procesiranje 3' kraja
odvija se u citoplazmi unutar preintegracijskog kompleksa (PIC, engl. preintegration compex)
koji se sastoji od virusne DNA udruzene s stani¢nim (LEDGF, engl. lens epithelium-derived
growth factor) i virusni proteinima (IN, RT, p24, pl7, Vpr) (30,31). PIC zatim pomocu
proteinskog kompleksa jezgrinih pora ulazi aktivnim transportom u jezgru. Tijekom druge
enzimatske reakcije, reakcije izmjene lanaca, slobodna 3' OH grupa na krajevima virusne DNA
nukleofilno napada fosfodiestersku vezu u ciljnoj DNA na mjestima koja su medusobno
udaljena 5 pb. 3' krajevi virusne DNA ligiraju se zajedno s ciljnom DNA, a nespareni CA
dinukleotidi na neligiranom virusnom lancu DNA se cijepaju. Na kraju se praznine od 5 pb
popunjavaju nukleotidima i ligiraju. U popravku pocijepanih lanaca vjerojatno sudjeluju DNA
enzimi popravka domacina. (Slika 8) (30) Integraza se nalazi na C-kraju Gag-Pol prekursor
poliproteina i veli¢ine je 32 kDa (288 aminokiselina). RT i integraza su kovaletno povezane na
C-terminalnom kraju Gag-Pol poliproteina. Integraza je podijeljena u tri funckionalne i
strukturne domene : N-terminalna domena (NTD), domena kataliticke srzi (CCD, engl.
catalytic core domain) i C-terminalna domena (CTD) (Slika 9). Domena NTD (1-47) se sastoji
od tri a zavojnice koje sadrze dvostruki histidinsko/cisteinski (Hi2-His-Cao-Ca3) cink-vezujuéi
motiv (engl. zinc-binding motif). Cink-vezujuc¢i motiv ima ulogu u dimerizaciji IN monomera i
vezanju stani¢nih faktora. CCD domena (59-202) sadrzi aktivno mjesto koje se sastoji se od
trijade aminokiselinskih ostataka D64, D116 i E152 (DDE motiv). Ovaj motiv je klju¢an u
koordinaciji dvovalentnih iona metala (Mg?* ili Mn?*), koji su klju¢ni za enzimsku funkciju IN.
CTD domena (223-270), sadrzi SH3 domene koje se nespecifi¢no vezu za DNA. Integraza se
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za DNA veze kao tetramer sastavljen od dva simetri¢na dimera (heterodimer), od kojih se svaki
veze na jedan 3' kraj virusne DNA. Minimalni kompleks potreban za integraciju u stani¢nu

DNA je intasom i sastoji se od IN-DNA. (30,31)
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Slika 8. Mehanizam integracije virusne DNA u stani¢ni genom

kataliziran integrazom HIV-1 (preradeno od: Mbisa i sur. (30))

Strukturni model HIV-1 intasoma pokazuje da su krajevi virusne DNA koji se nalaze u
aktivnom mjestu enzima udaljeni ~1,8 nm, §to odgovara duljini 5 pb. Aktivno mjesto integraze
je ciljna struktura inhibitora integraze. Nedavno je otkrivena uloga LEDGF/p75 u integraciji
virusne DNA u genom stanice. LEDGF/p75 sadrzi DNA vezuju¢u domenu i IN-vezujuéu
domenu (engl. IN-binding domain) koja se veze za CCD domenu integraze u kojoj je aktivno
mjesto. Na taj na¢in LEDGF/p75v povezuje IN i DNA stanice domacina. Otkricem funkcije
LEDGF/p75 u integraciji virusne DNA, dovelo je do razvoja nove skupine lijekova koji ¢e

sluziti kao alostericki inhibitori integraze (engl. ALLINI, allosteric integrase inhibitors). (32)

1 47 59 202 223 270

288
HIV-1
11 20 18

Slika 9. Organizacija domena integraze HIV-1. Broj aminokiselinskih ostataka su naznaceni u svakoj domeni. NTD (1-47) s
HH-CC motivom, CCD (59-202) i CTD (223-270). Domene su odvojene proteinskim poveznicama (engl. linker) razli¢itih
duljina (preuzeto s: http://www.wjgnet.com/1949-8454/full/v6/i3/83.htm)
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Inhibitori integraze (INSTI, engl. Integrase strand transfer inhibitors) najnovija su skupina
antiretrovirusnih lijekova odobrenih u lijeCenju HIV-1 infekcije. INSTI ukljucuju tri lijeka:
raltegravir (RAL), elvitegravir (ELG) i dolutegravir (DTG) (30). INSTI su strukturno raznolike
molekule koje se sastoje od motiva koji veze dvovalentne katione Mg?* ili Mn?* CCD domene
i hidrofobne regije za vezanje Supljine formirane od strane integraze i 3' kraja virusne DNA
(CA dinukleotid) (22). INSTI sadrzavaju funkcionalnu skupinu koja je analog diketo
kiselinama, kojom se vezu za divalentne katione u aktivnom mjestu integraze (30). Buduéi da
u ljudskom organizmu ne postoji enzim koji je funkcionalno homologan virusnoj integrazi, ovi
lijekovi imaju mali broj nuspojava, a osim §to su nisko toksi¢ni, INSTI su i visoko efikasni u
potiskivanju replikacije HIV-1 (25,33). RAL i EVG imaju nisku gensku barijeru za rezistenciju
i kratak poluzivot dok se za najnoviji INSTI, DTG pokazalo da ima povoljna farmakokineticka
svojstva kao S§to je dug poluzivot unutar stanice te konzumiranje jednom dnevno bez
pojacavanja s ritonavirom(“r*) (24). Stru¢na drustva preporuéaju terapiju zasnovana na INSTI

u kombinaciji s NRTI kao terapiju prve linije (engl. first-line therapy).

1.2.4. Inhibitori ulaska virusa u stanicu

Ulazak HIV-1 u stanicu postala je znacajna ciljna struktura za razvoj lijekova. Ulazak virusa u
stanicu moze se podijeliti na Cetiri, medusobno povezana koraka na koje mogu djelovati
inhibitori ulaska: 1) spajanje virusa s povr$inom stanice, 2) vezanje virusa za stani¢ni CD4
receptor, 3) interakcija kompleksa CD4 i glikoproteina s kemokinskim receptorima, 4) fuzija
virusa i stanice. Inhibitori ulaska, kao i INSTI, spadaju u novu generaciju antiretrovirusnih
lijekova. U klinickom lije¢enju HIV-1 infekcije, do sada su odobreni: antagonist CCR5-
koreceptora maravirok (MVC) i inhibitor fuzije enfuvirtid (T-20). Maravirok je selektivni
antagonist koreceptora CCR5 koji se alostericki veze za njegov hidrofobni dzep koji se sastoji
od transmembranskih uzvojnica. Vezanjem na koreceptor, maravirok poti¢e konformacijske
promjene unutar molekule $to rezultira inhibicijom njegovog vezanja na gpl120. Progresijom
bolesti smanjuje se postotak CCR5-tropickih virusa te samim time i mogucnost primjene MVC.
Fuzija virusa sa stanicnom membranom posredovana je transmembranskim glikoproteinom 41
(gp41). Enfuvirtid inhibira konformacijske promjene u gp41 koje onemogucavaju fuziju viriona

sa stani¢cnom membranom (23).

15



1.3. Rezistencija na antiretrovirusne lijekove

Pojava rezistencije HIV-1 na antiretrovirusne lijekove zabiljezena je kod bolesnika lije¢enih s
jednim antiretrovirusnim lijekom (monoterapija) $to je dovelo do primjene vrlo djelotvornog
antiretrovirusnog lijeCenja koje kombinira najmanje tri antiretrovirusna lijeka iz razlicitih
skupina lijekova. HAART sprecava pojavu rezistencije virusa na lijekove u vecine zarazenih
osoba (33). Rezistencija na antiretrovirusne lijekove definira se kao smanjena osjetljivost virusa
na lijekove iz Cega slijedi potreba primjene iznimno velikih koncentracije lijekova za
suprimiranje HIV replikacije u odnosu na divlji tip virusa. Rezistencija na antiretrovirusne
lijekove je evolucijski znaCajna strategija prezivljavanja virusa, koja proizlazi iz njegove
geneticke raznolikosti. U svake HIV-om zarazene osobe postoji mala, ali raznolika populacija
genetskih varijanti unutar kvazivrste, a ovisno o okoli$nim uvjetima svaka virusna varijanta u
kvazivrsti ima razli¢iti replikativni potencijal (17,34). Divlji tip (engl. wild-type) je varijanta
koja ima veéu moguénost replikacije U odsustvu terapije te samim time prevladava u nelije¢enih
pacijenta. Stalna replikacija virusa pod utjecajem odredenog antiretrovirusnog lijeka dovodi do
nakupljanja jo§ veéeg broja mutacija povezanih s rezistencijom (34). Prekid primjene
antiretrovirusnih lijekova dovodi do brze replikacije divljeg tipa virusa koji ponovno postaje
dominantna forma virusa u organizmu. Virusne varijante s mutacijama koje se povezuju s
rezistencijom i dalje ostaju u virusnim rezervoarima kao manjinske varijante koje mogu
ponovno postati dominantne pod selektivnim pritiskom lijekova (11,34). Vjerojatnost razvoja
rezistencije ovisi 0 bioloskoj aktivnosti antiretrovirusog lijeka i stupnju replikacije u prisustvu
istog lijeka. Lijekovi koji ima nisku antivirusnu aktivnost stvaraju minimalni selektivni pritisak
na virus i vode k usporenom razvoju rezistencije, dok nesto snazniji lijekovi koji ne uspijevaju
suzbiti replikaciju povecavaju selektivni pritisak na virus koji ubrzo postaje rezistentan.
Lijekovi koji iskazuju snazan antivirusni ucinak te suzbijaju virusnu replikaciju na minimalnu
razinu, povezani su sa sporim razvojem rezistencije, usprkos visokom selektivnom pritisku na
virus. Svaki antiretrovirusni lijek karakterizira razli¢ita genska barijera za rezistenciju. Genska
barijera lijeka za rezistenciju definirana je kao broj mutacija potrebnih za nastanak rezistencije
virusa na lijek. Rezistencija virusa na antiretrovirusne lijekove s niskom genskom barijerom
posljedica je samo jedne mutacije. U tu skupinu lijekova spadaju lamivudin i emtricitabin
(NRTI), nevirapine, efavirenz i delaviridin (NNRTI), inhibitor proteaze nelfinavir i inhibitor
fuzije enfuvirtid (34). U skupinu lijekova s umjerenom genskom barijerom spadaju raltegravir
i elvitegravir (INSTI), didanozin, abakavir i tenofovir (NRTI), etravirin (NNRTI) i veéina PI

koji nisu pojacani s ritonavirom. U skupinu lijekova s visokom genskom barijerom za koje je
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potreban velik broj mutacija za nastanak rezistencije, spadaju dolutegravir (INSTI), ritonavirom
pojacani inhibitori proteaze i zidovudin i stavudin (NRTI) (11,34). Visoka genska barijera lijeka
za rezistenciju ne vodi nuzno ka boljem ishodu lije¢enja. Ishod lije¢enja ovisi i o drugim
relevantnim faktorima kao $to su: tolerancija na lijek, toksi¢nost lijeka i propisno uzimanje
terapije (34). Rezistencija na antiretrovirusne lijekove dijeli se na primarnu i sekundarnu
rezistenciju. Primarna rezistencija javlja se u nelijeCenih osoba ve¢ zarazenima rezistentnim
virusom. Istrazivanje Grgi¢ i sur. (2012.) na pacijentima koji su lijeCeni u Hrvatskom
referentnom centru za HIV/AIDS od 2006.-2008., pokazalo je visoku prevalenciju primarne
rezistencije na lijekove (engl. TDR, transmission drug resistance) kod novo dijagnosticiranih
pacijenata u Hrvatskoj (35). Rezistencija nastala pod selektivnim pritiskom lijekova naziva se
sekundarna ili steCena rezistencija (11,34). Zbog sli¢nosti molekularne strukture izmedu
lijekova unutar iste skupine i njihovih interakcija sa sliénim ciljnim strukturama, pojava
rezistencije na jedan lijek, ¢esto dovodi do krizne rezistencije na ostale lijekove unutar iste
skupine antiretrovirusnih lijekova (34). Mutacije se dijele na primarne i sekundarne. Primarne
mutacije nastaju nakon gubitka kontrole virusne replikacije i uzrokuju znacajan gubitak
osjetljivosti virusa na lijekove, a mogu se javiti i u nelije¢enih osoba zbog brze replikacije i vrlo
visoke stope mutacija virusa. Sekundarne mutacije javljaju se nakon selekcije primarnih
mutacija i samostalno ne utjeCu na pojavu rezistencije ali u kombinaciji s primarnim
mutacijama mogu povecati rezistenciju na odredeni lijek (11). Neke mutacije koje omogucéuju
visoku razinu rezistencije virusa na odredeni lijek, mogu istovremeno povecat osjetljivost virus
na neki drugi lijek. Takve mutacije najces¢e smanjuju replikacijsku sposobnost virusa u

usporedbi s divljim tipom virusa (34).

1.3.1. Rezistencija na nukleozidne i nukleotidne inhibitore reverzne transkriptaze

Dva su mehanizma rezistencije HIV-1 na ovu skupinu lijekova: prvi mehanizam obuhvaca
diskriminatorne mutacije koje onemogucuju vezanje inhibitora na aktivno mjesto u enzimu.
Najces¢e diskriminatorne mutacije uklju¢uju M148V/I, K65R, K70E/G, L74V, Y115F i
skupinu mutacija Q151M. Drugi mehanizam ukljuc¢uje mutacije koje mijenjaju aminokiseline
blizu aktivnog mjesta reverzne transkriptaze i uzrokuju vecu ucestalost izrezivanja vec
ugradenog terminatora lanca DNA. Mutacije povezane s drugim mehanizmom, nazivaju se
mutacije timidinskih analoga (engl. TAM thymidine analogue mutations) i dijele se u dvije
skupine. TAM | uklju¢uje mutacije M41L, L210W i T215Y/F dok skupina TAM II obuhvaca
D67N, K70R, K219E/Q i T215F (Slika 10) (29).
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184 65 70 74 115 41 67 70 210 215 219 69 151
Cons M K K L Y M D K L T K T a
3TC VI R E Ins M
FTC VI R E Ins M
ABC VI R E M E L W YF Ins M
TDF  *=* R E F L W YF Ins M
ZDV = ook L N R W YF GQE Ins M

Slika 10. Mutacije povezane s rezistencijom na NRTI/NtRTI. Brojevi oznagavaju poziciju aminokiseline u proteinu. Slova u
prvom redu oznacavaju aminokiselinske sekvence divljeg tipa, a one nastale mutacijama, slovima su prikazane ispod crte.
Podebljane i podcrtane mutacije uzrokuju visoku razinu rezistencije, podebljane mutacije uzrokuju umjerenu rezistenciju, a
ne podebljane mutacije uzrokuju nisku razinu rezistencije. *** povecana osjetljivost na lijek ako je mutacija prisutna.
Cons=konsenzus divlji tip; Ins=insercija

(preradeno prema: https://hivdb.stanford.edu/ )

1.3.2. Rezistencija na nenukleozidne inhibitore reverzne transkriptaze

Mutacije povezane s rezistencijom HIV-1 na NNRTI uglavnom mijenjaju aminokiseline koje
su smjesStene U aktivnom mjestu RT ili u njegovoj blizini $to onemogucava vezanje NNRTI.
Najces¢e mutacije povezane s rezistencijom na NNRTI su K103N i1 Y181C, a ¢esto se javljaju
i mutacije L1001, K101E, V106A, V179D, Y188L, G190A i P236L (Slika 11). Genska barijera
za razvoje rezistencije na NNRTI je relativno niska (potrebna jedna mutacija za razvoj
rezistencije) (29).

100 101 103 106 138 179 181 188 190 227 230
Cons L K K Vv E v Y Y G F M
NVP | PEH NS AM DEF CIV LCH ASEQ Lc L
EFV 1 PEH NS AM DEF C LCH ASEQ Llc L
ETR 1 PEH CIV EQ c L
RPV |  PEH KAGQ DEF CIV L EQ c L

Slika 11. Mutacije povezane s rezistencijom na NNRTI. Brojevi oznagavaju poziciju aminokiseline u proteinu. Slova u
prvom redu oznacavaju aminokiselinske sekvence divljeg tipa, a one nastale mutacijama, slovima su prikazane ispod crte.
Podebljane i podcrtane mutacije uzrokuju visoku razinu rezistencije, podebljane mutacije uzrokuju umjerenu rezistenciju, a
ne podebljane mutacije uzrokuju nisku razinu rezistencije. Cons=konsenzus divlji tip

(preradeno prema: https://hivdb.stanford.edu/ )
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1.3.3. Rezistencija na inhibitore proteaze

Rezistencija na inhibitore posljedica je mutacija koje mijenjaju aminokiseline u podruc¢ju
aktivnog mjesta proSiruju¢i ga Sto dovodi do slabijeg vezanja inhibitora ali 1 prirodnog mu
supstrata proteina Gag. Mutacije povezane s rezistencijom na Pl dijele se na primarne (ili
glavne) i sekundarne (ili popratne) mutacije (Slika 12)(11, 29). Za nastanak rezistencije

potrebne su najmanje dvije mutacije jer je je genska barijera Pl relativno visoka (29).

24 32 46 47 48 50 54 76 82 84 88 90
Cons L \'i M [ G I | L Vv I N L
ATVIr I IL \ VM L VTAM ATSF v S M
DRVIr | VA Vv LM v F \
LPVI/r [ I IL VA VM VvV VTALM V ATSF V' M

Slika 12. Mutacije povezane s rezistencijom na Pl. Brojevi ozna¢avaju poziciju aminokiseline u proteinu. Slova u prvom
redu oznacavaju aminokiselinske sekvence divljeg tipa, a one nastale mutacijama, slovima su prikazane ispod crte.
Podebljane i podcrtane mutacije uzrokuju visoku razinu rezistencije, podebljane mutacije uzrokuju umjerenu rezistenciju, a
ne podebljane mutacije uzrokuju nisku razinu rezistencije. Cons=konsenzus divlji tip
(preradeno prema: https://hivdb.stanford.edu/ )

1.3.4. Rezistencija na inhibitore integraze

Kao i kod ostalih skupina antiretrovirusnih lijekova, rezistencija na INSTI uzrokovana je
primarnim mutacijama koje smanjuju osjetljivost, a u kombinaciji sa sekundarnim mutacijama
pridonose jo§ veem smanjenju osjetljivosti virusa na lijek i/ili kompenziraju smanjenjem
virusnog fitnesa povezanog s primarnim mutacijama (22,36). Rezistencija na RAL i EVG
nastaje kao posljedica primarnih mutacija u dijelu pol gena koji kodira za sintezu aminokiselina
u aktivnom mjestu IN. Primarne mutacije povezane s rezistencijom na RAL su: Y143C/H/R,
Q148H/K/R i N155H. Ove su mutacije povezane s viroloskim neuspjehom lijeCenja i
smanjenom osjetljivosti virusa (24,36). Primarne mutacije koje vode k pojavi rezistencije na
EVG su: T661, E92Q, N155H 1 Q148H/K/R. Krizna rezistencije izmedu RAL i EVG cesta je
pojava zbog mutacija na istoj poziciji u genu (Q148H/R/K, N155H). Primarna mutacija Q148H
koja je povezana s pojavom rezistencije na RAL i EVG te pojavom krizne rezistencije na ta dva
lijeka, moze utjecati na rezistenciju na DTG ukoliko je u kombinaciji s jo§ dvije dodatne
mutacije. U usporedbi s prvom generacijom inhibitora interaze, DTG ima visu gensku barijeru
za rezistenciju (36). Razlog tome je spora stopa disocijacije sa IN-DNA kompleksa §to mu
omogucava njegova struktura. DTG sadrzava poveznicu (engl. linker) koja dozvoljava

difluorofenilnoj grupi dublji ulazak u utor aktivnog mjesta integraze. Takoder, DTG ima
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sposobnost prilagoditi svoju strukturu i konformaciju, $to mu omogucava vezanje integraze u
RAL i1 EVG rezistentnim virusima (22). DTG se preporuc¢a odraslim osobama koje nisu
prethodno bile na terapiji s INSTL. Za odrzavanje efikasnosti DTG pojacavanje s ritonavirom
nije potrebno. DTG je jedinstven medu svim antiretrovirusnim lijekovima, jer do sada nije
zabiljezen niti jedan viroloski neuspjeh kod nelijeCenih pacijenata na terapiji sa DTG. Razlog
su mutacije (R263K, H51Y, G118R) koje istovremeno smanjuju osjetljivost virusa na DTG, no
znatno utje¢u na smanjenje replikacijske sposobnost virusa te aktivnost integraze. Samim time
virus ne moze nakupiti jo§ dodatnih mutacija koje bi utjecale na njegovu rezistenciju na ostale
skupine antiretrovirusnih lijekova jer dodatne mutacije takoder smanjuju replikacijsku
sposobnosti virusa. Virusima koji su nakupili mno$tvo mutacija povezanih s rezistenijom na

DTG, replikacijska sposobnost u zarazenih osoba je minimalna (22,36).

66 92 138 140 143 147 148 155
Cons T E E G Y S Q N
RAL A Q KA SAC CRH HRK H
EVG IAK Q KA SAC G HRK H
DTG Q KA SAC HRK

Slika 13. Mutacije povezane s rezistencijom na INSTI. Brojevi oznaCavaju poziciju aminokiseline u proteinu. Slova u prvom
redu oznacavaju aminokiselinske sekvence divljeg tipa, a one nastale mutacijama, slovima su prikazane ispod crte.
Podebljane i podcrtane mutacije uzrokuju visoku razinu rezistencije, podebljane mutacije uzrokuju umjerenu rezistenciju, a
ne podebljane mutacije uzrokuju nisku razinu rezistencije. Cons=konsenzus divlji tip.

(preradeno prema: https://hivdb.stanford.edu/ )

1.4. Laboratorijske metode za odredivanje rezistencije HIV-a na antiretrovirusne lijekove

Odredivanje rezistencije klju¢no je za prikupljanje informacija koje ¢e pridonijeti odabiru bolje
antiretrovirusne terapije koja ¢e omoguciti potpuno potiskivanje virusne replikacije.
Odredivanje rezistencije HIV-a na antiretrovirusne lijekove preporuca se svakoj HIV-om
zarazenoj osobi, neovisno o poc¢etku lijecenja. Promjene u virusnom genomu koje uzrokuju
rezistenciju na antiretrovirusne lijekove mogu se detektirati genotipskim, fenotipskim ili
testovima virtualnog fenotipa. Klinicka dijagnostika rezistencije i biomedicinska istrazivanja
rezistencije temelje se na rezultatima genotipizacijskih testova. Genotipizacijski testovi

detektiraju odredene mutacije u genomu HIV-a koje su povezane s nastankom rezistencije na
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antiretrovirusne lijekove (37). Genotipizacijski test sastoji se od nekoliko koraka : 1) izolacija
HIV-1 RNA iz plazme pacijenta, 2) reverzna transkripcija virusne RNA u DNA 3) amplifikacija
ciljne regije (geni za IN, PR i RT) lan¢anom reakcijom polimeraze (PCR, engl. polymerase
chain reaction), 4) sekvenciranje slijeda nukleotida u sekvenci amplificiranog produkta po
Sangeru (tzv. populacijsko sekvenciranje). Prilikom odredivanja rezistencije HIV-1 na
antiretrovirusne lijekove, analiziraju se sekvence cijelog gena za integrazu (od kodona 1-288),
cijeli gen za proteazu (od kodona 1-99) te 2/3 gena za reverznu transkriptazu (od kodona 1-
335). Dobivene sekvence gena za integrazu, reverznu transkriptazu i proteazu prevode se u
sekvencu aminokiselina i usporeduju se sa sekvencom divljeg tipa virusa (genotip B) i
analiziraju pomocu razli¢itih algoritama radi utvrdivanja mutacija vezanih za pojedine skupine
lijekova te utvrdivanja bioloske i klinicke znacajnosti tih mutacija. Interpretacija bioloske
znacajnosti mutacija temelji se na primjeni bioinformatickih algoritama temeljenim na
pravilima (engl. “rule-based algorithms”). Racunalni algoritmi temeljeni na pravilima
(engl. ’rule-based” algorithms) Klasificiraju virus kao “osjetljiv®, “moguce rezistentan“ i
“rezistentan* (11,38). Algoritmi su dizajnirani od strane referentnih laboratorija, tj. panela
ekspertnih  znanstvenika i nadopunjuju se novim podacima svakih nekoliko mjeseci.
Najpoznatiji su ANRS (Agence Nationale de Recherches sur le SIDA), HIVdb (Stanford
University Medical Center, CA, SAD), Regalnst (Rega Institute for Medical Research and
University Hospitals Leuven, Katholieke Universiteit Leuven, Belgija) (37).
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA
(1) Analizirati mutacije povezane s rezistencijom HIV-a tipa 1 na antiretrovirusne lijekove u
zarazenih osoba prije zapocinjanja lijecenja 1 usporediti ih s mutacijama koje se pojavljuju u

osoba s viroloskim neuspjehom lije¢enja

(2) Usporediti interpretaciju bioloske znacajnosti detektiranih mutacija primjenom tri
bioinformaticka algoritma: Stanford Database Algorithm, ANRS algoritma te REGA

algoritma.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Ispitanici

U istrazivanje sam uklju¢io osobe zarazene HIV-om starije od 18 godina koje se lijece u
Referentnom centru za dijagnostiku i lijeCenje HIV/AIDS-a Ministarstva zdravstva R.
Hrvatske. Osobe koje sam ukljucio u svoje istrazivanje, podijelio sam u dvije skupine. Prvu su
Cinile osobe zarazene HIV-om prije zapocinjanja lije¢enja (N), a drugu skupinu osobe s
viroloskim neuspjehom lijeCenja (L). Za odredivanje rezistencije virusa HIV-a na
antiretrovirusne lijekove, nuzno je bilo da viremija u plazmi ispitanika iznosi >1000 kopija

HIV-1-RNA/mL.
3.2. BioloS$ki uzorci

U istrazivanju sam koristio ostatne uzorke iz plazme HIV-om zarazenih osoba prikupljenih za
dijagnosticku obradu ispitanika. Uzorci krvi od pacijenata venepunkcijom su prikupljeni u
sterilne epruvete s antikoagulansom (K3EDTA) te je izdvojena plazma centrifugiranjem na
3500 x g, 10 min pri sobnoj temperaturi. Alikvote plazme pohranio sam pri -80°C do testiranja.
Uzorke plazme koristio sam za potrebe odredivanja rezistencije HIV-a na lijekove iz skupine
NRTI, NNRTI, PI i INSTI koriste¢i metodu populacijskog sekvenciranja pol regije genoma
HIV-a uz primjenu genotipizacjskog testa ViroSeq™ HIV-1 Integrase Genotyping Kit i
ViroSeq™ HIV-1 Genotyping System (Cellera, CA, SAD).

3.3. Komercijalni paketi

Komercijalni paket za odredivanje genotipske rezistencije HIV-1 na INSTI

ViroSeq™ HIV-1 Integrase Genotyping Kit ( Celera, CA, SAD)

Komercijalni paket za odredivanje genotipske rezistencije HIV-1 na NRTI, NNRTI i Pl

ViroSeq™ HIV-1 Genotyping System ( Celera, CA, SAD)
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Tablica 1. Popis komercijalnih paketa za odredivanje genotipske rezistencija HIV-1

Komercijalni paketi za pripremu uzoraka

HIV Viral Lysis Buffer 43% Guanidine Thiocyanate
<2% Dithiothreitol
<0.1% Glycogen
<1% N-Lauroylsarcosine
<1% Sodium Citrate

RNA Diluent Poly rA RNA (synthetic)
<0.1% EDTA
<0.1% Tris-HCI buffer
0.05% Sodium Azide

Komercijalni paketi za RT i PCR Opis

HIV RT Mix Tris-KClI buffer
<0.1% Magnesium Chloride
<0.1% dATP, dCTP, dGTP, dTTP
<0.1% non-infectious synthetic oligonucleotide HIV-

1 primers
0.05% Sodium Azide
RNase Inhibitor 20 U/uL RNase Inhibitor
50% Glycerol
MuLV Reverse Transcriptase 50 U/uL Recombinant Murine Leukemia Virus
Reverse

Transcriptase
50% Glycerol
HIV PCR Mix Tris-KClI buffer
<0.1% Magnesium Chloride
<0.1% dATP, dCTP, dGTP, dTTP, dUTP
<0.1% non-infectious synthetic oligonucleotide HIV-
1 primers
0.05% Sodium Azide
AmpliTaq Gold® DNA Polymerase 5 U/uL AmpliTaq Gold® DNA Polymerase
50% Glycerol
AmpErase® UNG 1 U/uL Uracil N-glycosylase
5% Glycerol
DTT (100 mM) 100 mM
1.4% Dithiothreitol
DNA Mass Ladder Tris-EDTA buffer
<0.1% DNA mass ladder
0.2% Lauryl Sulfate Sodium
17% Sucrose
<0.1% Bromphenol blue
Agarose Gel Loading Buffer <0.1% Bromphenol blue
40% Sucrose
<3.7% EDTA
0.5% Lauryl Sulfate Sodium
RNA Diluent Poly rA RNA (synthetic)
<0.1% EDTA
<0.1% Tris-HCI buffer
0.05% Sodium Azide
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HIV SEQ Mix A

HIV SEQ Mix B

HIV SEQ Mix C

HIV SEQ Mix D

HIV SEQ Mix F

HIV SEQ Mix G

HIV SEQ Mix H

Komercijalni paketi za RT-PCR

BigDye® Terminator Ready Reaction Mix

<0.1% non-infectious synthetic oligonucleotide HIV-
1 primers and nucleotides

<0.1% AmpliTaqg® DNA Polymerase, FS

<0.1% Magnesium Chloride

BigDye® Terminator Ready Reaction Mix

<0.1% non-infectious synthetic oligonucleotide HIV-
1 primers and nucleotides

<0.1% AmpliTag® DNA Polymerase, FS

<0.1% Magnesium Chloride

BigDye® Terminator Ready Reaction Mix

<0.1% non-infectious synthetic oligonucleotide HIV-
1 primers and nucleotides

<0.1% AmpliTaq® DNA Polymerase, FS

<0.1% Magnesium Chloride

BigDye® Terminator Ready Reaction Mix

<0.1% non-infectious synthetic oligonucleotide HIV-
1 primers and nucleotides

<0.1% AmpliTaq® DNA Polymerase, FS

<0.1% Magnesium Chloride

BigDye® Terminator Ready Reaction Mix

<0.1% non-infectious synthetic oligonucleotide HIV-
1 primers and nucleotides

<0.1% AmpliTaq® DNA Polymerase, FS

<0.1% Magnesium Chloride

BigDye® Terminator Ready Reaction Mix

<0.1% non-infectious synthetic oligonucleotide HIV-
1 primers and nucleotides

<0.1% AmpliTaq® DNA Polymerase, FS

<0.1% Magnesium Chloride

BigDye® Terminator Ready Reaction Mix

<0.1% non-infectious synthetic oligonucleotide HIV-
1 primers and nucleotides

<0.1% AmpliTaq® DNA Polymerase, FS

<0.1% Magnesium Chloride

RT-PCR Submic

RT-PCR Enzyme Mix

UNG
RNase Inhibitor

DNA Mass Ladder

Agarose Gel Loading Buffer

Tris/lKCL/(NH4)SO4 buffer with DTT and MgCl»
<0.1% dATP, dCTP, dGTP, dTTP, dUTP

<0.1% non-infectious synthetic oligonucleotide HIV-
1 primers

Omniscript and Sensiscript Reverse Transcriptases
HotStar Taq DNA Polimerase

50% Glycerol

Uracil-DNA Glycosylase

50% Glycerol

RNase Inhibitor

50% Glycerol

Tris-EDTA buffer

<0.1% DNA mass ladder

0.2% Lauryl Sulfate Sodium

17% Sucrose

<0.1% Bromphenol blue

<0.1% Bromphenol blue

40% Sucrose

<3.7% EDTA

0.5% Lauryl Sulfate Sodium
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Komercijalni paketi za sekvenciranje Int

HIV SEQ Mix A

on

BigDye® Terminator Ready Reaction Mix
<0.1% non-infectious synthetic oligonucleotide HIV-
1 primers

HIV SEQ Mix B

BigDye® Terminator Ready Reaction Mix
<0.1% non-infectious synthetic oligonucleotide HIV-
1 primers

HIV SEQ Mix C

BigDye® Terminator Ready Reaction Mix
<0.1% non-infectious synthetic oligonucleotide HIV-
1 primers

HIV SEQ Mix D

Komercijani paketi za proc¢is¢avanje PCR

produkta

PCR Cleanup Reagent

BigDye® Terminator Ready Reaction Mix
<0.1% non-infectious synthetic oligonucleotide HIV-
1 primers

Opis

Exonuclase 1: Recombinant Shrimp Alkaline
Phosphatase
Buffer
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3.4. Oprema i potro$ni materijali
Tablica 2. Oprema i potro$ni materijali

Oprema/potros$ni materijal

sekvencer ABI PRISM® 310 Genetic Analyzer

Proizvoda¢

Applied Biosystems, UK

termociklicki amplifikator GeneAmp PCR System
9700

Applied Biosystems, UK

epruvete Vacutainer

Becton Dickinson, SAD

Mikropipete

Thermo Fisher Scientific, SAD

ultracentrifuga SIGMA 3K30

Sigma, Njemacka

nastavci za pipete, RNase-free, 10-100 uL

Herbos dijagnostika, Hrvatska

etanol (96% i 70%)

T.T.T. d.o.0., Hrvatska

Voda, sterilna i deionizirana, RNase/ DNase-free

Natrijev acetat (pH 5.2)

Sigma, Njemacka

mikroepruvete od 1.5 i 2mL

Sarstedt, Njemacka

mikroepruvete za PCR

Applied Biosystems, UK

reakcijske tubice i pokrovi za sekvenciranje

Applied Biosystems, UK

Vrtlozna mijesalica Agitateur Top-Mix 1118

Thermo Fisher Scientific, SAD

izopropanol (100%)

T.T.T. d.o.0., Hrvatska

centrifuga za mikrotitarske plocice 5430

Eppendorf, Njemacka

podloga, drzac i pokrov za ploc¢ice od 96 jaZica

Applied Biosystems, UK

TAE pufer (50X)

Invitrogen Life Technologies

agaroza

Invitrogen Life Technologies

SYBR Safe DNA hoja za elektroforezu

Invitrogen Life Technologies

E-Gel® Low Range Quantitative DNA Ladder

Invitrogen Life Technologies

EX0SAP-IT

Thermo Fisher Scientific, SAD

3100 Performance Optimized Polymer 6 (POP-6T™)

Applied Biosystems, UK

10X Genetic Analyzer Buffer with EDTA

Applied Biosystems, UK

Hi-Di™ Formamid

Applied Biosystems, UK

310 Genetic Analyzer Capillary, 47 cm

Applied Biosystems, UK

BigDye®Terminator v1.1 standard za sekvenciranje

Applied Biosystems, UK
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3.5. Metode
3.5.1 Izolacija HIV-1 RNA

Koraci u izolaciji HIV-1 RNA za oba genotipizacijska testa su isti. Uzorke plazme koje su bile
pohranjene na -80°C otopio sam na sobnoj temperaturi i mije$ao na vrtloznoj mijesalici. Nakon
centrifugiranja 2 s na 2,000 x g, pipetirao sam 500 pL uzorka u c¢istu epruvetu bez
RNaza/DNaza (eng. RNase/ DNase-free) te ponovno stavio uzorke u centrifugu (4°C) na 60
min, 25,000 x g. Po zavrSetku centrifugiranja, odvojio sam pipetiranjem supernatant od taloga
i dodao u svaku epruvetu s talogom 600 pL Viral Lysis pufera te kratko mijesao uzorke na
vrtloznoj mijesalici. Uzorke sam ponovno stavio 2 s u centrifugu na 2,000 x g te odvojio
supernatant od taloga. U svaku epruvetu s talogom dodao sam 600 uL izopropanola i kratko
mijesao na vrtloznoj mijesalici. Uzorke s izopropanolom centrifugirao sam 15 min na 15,000 x
g kako bi se odvojila virusna RNA od ostalih stani¢nih molekula. Nakon centrifugiranja
izdvojio sam talog od supernatanta i dodao 1 mL hladnog (2°C - 8°C) 70% etanola u svaku
epruvetu te centrifugirao 5 min na 15,000 x g. Nakon ovog koraka, RNA je bila vidljiva kao
talog na dnu epruvete. Za uspjesnost lancane reakcije polimerazom nakon reverzne transkripcije
(eng. RT-PCR), koja slijedi nakon izolacije RNA, bilo je nuzno ukloniti sav etanol iz epruveta.
Prema uputama proizvodaca za viremiju > 15,000 kopija HIV-1 RNA po mL plazme dodao
sam u svaku epruvetu 100 pL RNA razrjedivaca. Prilikom svih koraka u oba genotipizacijskog
testa, koristio sam otopine koje su slobodne od RNaza (RNase-free). U proces izolacije RNA

nisam ukljucio pozitivnu i negativnu kontrolu jer ne zahtijevaju izolaciju RNA.

3.5.2. Sekvenciranje gena pol HIV-1

Na ABI PRISM® 310 Genetic Analyzer sekvenceru (Applied Biosystems, UK ) sam
primjenom dvije skupine razli¢itih reagensa ViroSeq™ HIV-1 Integrase Genotyping Kit
(Celera, CA, SAD) i ViroSeq™ HIV-1 Genotyping System (Celera, CA, SAD) sekvencirao
vec¢inu gena pol HIV-1 : cijel gen za integrazu (od kodona 1-288), cijeli gen za proteazu (od
kodona 1-99) te 2/3 gena za reverznu transkriptazu (od kodona 1-335) primjenom Sangerove
dideoksi-metode. Za razliku od genotipizacijskog testa rezistencije HIV-1 na INSTI, kod kojeg
nakon pripreme uzoraka (izolacije RNA) slijedi lan¢ana reakcija polimerazom nakon reverzne
transkripcije u jednom koraku (eng. reverse transcription polymerase chain reaction, RT-PCR),
u genotipizacijskom testu rezistencije HIV-1 na NRTI, NNRTI i PI, taj je korak podijeljen

zasebno na reverznu transkripciju nakon koje slijedi lancana reakcija polimerazom. Oba
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genotipizacijska testa rezistencije HIV-1 temelje se na metodi populacijskog sekvenciranja i
sastoje se od nekoliko koraka. Prema uputama proizvodaca, nakon izolacije RNA, u

eksperiment sam ukljucio pozitivnu i negativnu kontrolu.

3.5.2.1 Reverzna transkripcija

Iz pripremljenih uzoraka (izolati RNA), ispipetirao sam 10 pL resuspendirane RNA u
MicroAmp® epruvete za PCR te ih zagrijao na 65°C na termociklickom amplifikatoru
(GeneAmp® PCR system 9700) prema uputama proizvodaca. Nakon toga dodao sam u svaku
epruvetu 10 pL reakcijske smjese za reverznu transkripciju, koju sam pripremio prema uputama
proizvodaca (Tablica 3). Epruvete s reakcijskim smjesama sam ponovno stavio u termociklicki
amplifikator prema uputama proizvodaca (Slika 1). Uzorke sam nakon toga pohranio na -20°C

ili odmah koristio u PCR reakciji.

Tablica 3. Reakcijska smjesa za reverznu transkripciju

Sastojak ‘ Volumen za 1 reakciju (nL)
HIV RT Mix 8
RNase Inhibitor 1
MuLv Reverse Transcriptase 1
DTT, 100 mM 0.4
Ukupni volumen 10.4
9940
5:00
659C
0:30
{120[: 420C
5:00 | 60:00
490
[+ &)

Slika 14. Program u termocikli¢kom amplifikatoru

za reverznu transkripciju (preuzeto od : ViroSeq™ HIV-1 Integrase Genotyping Kit ( Celera, CA, SAD))
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3.5.2.2 Lacana reakcija polimerazom (eng. polymerase chain reaction, PCR)

Uzorke cDNA nakon reverzne transkripcije sam koristio u PCR reakciji. U sluc¢aju da sam
pohranio uzorke na -20°C, prije zapocinjanja PCR reakcije, uzorke je trebalo otopiti na sobnoj
temperaturi. Primjenom reakcijske smjese za PCR (Tablica 4) , u termociklickom amplifikatoru
prema uputama proizvodaca umnozio sam dobivenu virusnu cDNA. PCR reakcija sastoji se od
nekoliko koraka. U prvom ciklusu (50°C, 10 min.) uracil-DNA-glikozilaza (UNG) uklanja svu
DNA nakon revezne transkripcije koja sadrzi ugradene deoksiuridine. Nakon ovog koraka
slijedi inaktivacija UNG , aktivacija AmpliTaq Gold® DNA polimeraze i denaturacija RNA-
cDNA hibrida u jednolan¢ane molekule, na 93°C, 12min. Koraci koji slijede su: denaturacija
dl DNA, sparivanje pocetnica i elongacija (Slika 2). Tijekom ovog procesa umnozen je
fragment pol gena HIV-1 (cijeli gen za proteazu i dio gena za reverznu transkriptazu) i
generirani su amplikoni veli¢ine 1,8 kb. Uzorke sam pohranio na 4°C prije pocetka reakcije

sekvenciranja.

Tablica 4. Reakcijska smjesa za lan¢anu reakciju polimerizacijom

Sastojak Volumenzal Volumenza5 Volumen za 15
reakciju (uL) | reakcija (uL) reakcija (uL)
HIV PCR Mix 29.5 1475 4425
AmpliTag Gold DNA 0,5 25 75
polymerase
AmpErase UNG 5 15
Ukupni volumen 155 465

93°C 93°c
12 Min. 20 Sec.

64°C

° 45 Se
50°C
10 Min.

40 ciklusa
<24 Hr. |

Slika 15. Program u termociklickom amplifikatoru za lan¢anu reakciju polimerizacijom

(preradeno od: ViroSeq™ HIV-1 Integrase Genotyping Kit

( Celera, CA, SAD))
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3.5.2.3. Lancana reakcija polimerazom nakon reverzne transkripcije (RT-PCR)

Lanc¢anom reakcijom polimeraze nakon reverzne transkripcije u jednom je koraku reverzno
prepisana izolirana HIV-1 RNA te je dobivena ¢cDNA umnoZena i generirani su amplikoni
veli¢ine 1.1 Kb. Ovim korakom sam umnozio gen za integrazu. Postupak sam proveo prema
uputama proizvodaca u nekoliko koraka. U svaku PCR mikroepruvetu dodao sam 40 pL RT-
PCR reakcijske smjese (Tablica 5), zajedno s 10 puL izolirane RNA. Mikroepruvete sam stavio

u termocikli¢ki amplifikator (GeneAmp® PCR system 9700) prema uputama proizvodaca
(Tablica 6).

Tablica 5. RT-PCR reakcijska smjesa

Sastojak " Volumen za jednu reakciju (uL)
RT-PCR Submix 36,0
RT-PCR Enzyme Mix 2,0
UNG 1,0
RNase Inhibitor 1,0
Ukupni volumen 40,0

Tablica 6. Program za RT-PCR u termocikli¢kom amplifikatoru

Vrijeme Broj ciklusa

UNG 20 10:00 -

Reverzna transkripcija 55 30:00 -

PCR aktivacija 95 15:00 -
Denaturacija 94 00:15

Sparivanje pocetnica 55 00:30 45

Elongacija 68 01:30

Ekstenzija 68 7:00 -

Kraj 4 - -

3.5.2.4. Pro¢is¢avanje i kvantifikacija RT-PCR i PCR produkta

Nakon PCR reakcije, svaku reakcijsku smjesu sam procistio od suviska ANTP-ova i pocetnica
pomoc¢u EXoSAP-IT® komercijalnog paketa za proc¢is¢avanje PCR amplikona (PCR Cleanup
Kit, Celera, CA, SAD). Po 5 uL pro¢is¢enog PCR produkta sam pomijesao s mikrolitrom Gel
Loading pufera te ih zajedno sa standardaom za odredivanje veli¢cine DNA (DNA Mass
Laddera) dodao na 1% agarozni gel sa SYBR Safe DNA bojom za elektroforezu.
Elektroforezom sam odvojio PCR fragmente na temelju njihove veli¢ine i usporedbom s
fragmentima poznatih veli¢ina i koncentracija DNA Mass Laddera, koje sam vizualizirao pod

UV svijetlom, odredio njihovu koncentraciju. U skladu s odgovarajucom koncentracijom
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uzorke sam razrijedio prema optimalnoj koncentraciji za reakciju sekvenciranja. Ovaj postupak
je obrnutog redoslijeda kod produkata RT-PCR reakcije. Uzorci se najprije kvantificiraju
elektroforezom te se nakon toga PCR produkt proc¢is¢ava primjenom komercijalnog paketa za
procis¢avanje PCR amplikona (PCR Cleanup Kit, Celera, CA, SAD) u svrhu uklanjanja suviska
dNTP-ova i pocetnica. PCR reagens Cleanup doda se u svaku mikroepruvetu, mije$a na
vrtloznoj mijesalici te se mikroepruvete stave u termocikli¢ki amplifikator koriste¢i program
naveden od strane proizvodaca. Ovisno o masi i koncentraciji, PCR produkt se razrjeduje prema

uputama proizvodaca (Slika 16).

Uzorak 1 Uzorak 2 Uzorak 3 Uzorak 4

(== R —

Razrijediti  Razrijediti Razrijediti  Razrijediti

1:10 1:4 1:2 do 60pl

Slika 16. Razrjedivanje PCR produkta
(preradeno od: ViroSeq™ HIV-1 Integrase Genotyping Kit ( Celera, CA, SAD))

3.5.2.5. Reakcija sekvenciranja

U genotipizacijskom testu, za sekvenciranje cijele regije gena za proteazu (kodoni 1-99) i 2/3
gena za reverznu transkriptazu (kodoni 1-335) koristio sam sedam pocetnica (Cetiri uzvodne
pocetnice (A, B, C, D) i tri nizvodne (F, G, H)), dok sam za sekvenciranje integraze (ViroSeq™
HIV-1 Integrase Genotyping Kit) koristio Cetiri pocetnice ( uzvodna pocetnica A i B, nizvodna
pocetnica C i D) kako bi dobio maksimalnu pokrivenosti (eng. coverage) za ta tri gena.
Postupak je u oba genotipizacijska testa isti. Koriste¢i MicroAmp® plocice sa 96 jazica, u svaki
sam stupac dodao drugi uzorak (8 pL prociséenog i razrijedenog PCR produkta) te prema
uputama proizvodaca (Slika 17), u svaku sam jazicu dodao jednu ViroSeq pocetnicu. Plocice
sam stavio u GeneAmp® 9700 termocikli¢ki amplifikator prema uputama proizvodaca (slika
18). Reakcija sekvenciranja temelji se na Sangerovoj dideoksi-metodi. Nakon reakcije

sekvenciranje, uzorke sam odmah koristio u sljede¢em koraku.

32



1 2 3 4 5 B 7 8 9 10 1 12
A | S1-A S12-A
B | 518 512-B
¢ |sic 512-0
D | 51D 512-0
E | 91F S12-F
F |56 512-5
G | 51H 512-H
Hole13A 19138 1913¢ 9130 1919-F 1913-6 19134

Slika 17: S1- uzorak broj 1, A — uzvodna pocetnica A (preuzeto od
ViroSeq™ HIV-1 Integrase Genotyping Kit ( Celera, CA, SAD))

96°C

25 ciklusa a°c

Slika 18. Program u termociklickom amplifikatoru
za reakciju sekvenciranja
(preradeno od: ViroSeq™ HIV-1 Integrase Genotyping Kit ( Celera, CA, SAD) )

3.5.2.6. Procis¢avanje sekvenci

Sekvence sam prije analiziranja procistio od neugradenih terminatora BigDye® iz reakcije
sekvenciranja koriste¢i metodu s etanolom/natrij acetatom. Po 2 uL 3.0 M natrijevog acetata
(pH 5.2) 1 50 uL 100% EtOH dodao sam u svaku od reakcija sekvenciranja. Jazice sam prekrio
adhezivnom aluminijskom folijom i mije$ao na vrtloznoj mijesalici. Nakon centrifugiranja,
supernatant sam uklonio okretanjem plocica na apsorbirajuéi papir. U svaku jazicu dodao sam
70% EtOH i ponovi prethodni korak. Sekvence sam analizirao odmah nakon ovog koraka ili

sam ih pohranio na-15°C do -20°C u mraku.
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3.5.2.7. Detekcija i analiza sekvenci

Procis¢ene sekvence otopio sam u formamidu i nanio na Applied Biosystems ABI PRISM®
automatizirani DNA sekvencer gdje je detektirana fluorescencija iz etiri boje koje su koriStene
za identifikaciju A, C, G i T -terminacijskih reakcija. CCD kamera u sekvenceru je detektirala
fluorescenciju i pretvorila je u informaciju o sekvenci putem programa za analizu sekvenci.
Programom za analizu sekvenci Viroseq, uzeti su podaci od svake pocetnice te su kombinirane
u koncensus sekvencu koja je potom usporedena s referentnom sekvencom HXB-2 (divlji tip),

radi identifikacije virusnih mutacija.

3.5.3. Odredivanje rezistencije HIV-a na antiretrovirusne lijekove

Dobivene sekvence gena za integrazu, reverznu transkriptazu i proteazu HIV-1 bolesnika
usporedene su sa sekvencom divljeg tipa virusa (genotip B) i analizirane pomocu tri algoritma
(ANRS, REGA i HIV-DR database) (https://hivdb.stanford.edu/ ) (39), radi utvrdivanja

mutacija vezanih za pojedine skupine lijekova te utvrdivanja bioloske i klinicke znacajnosti tih
mutacija. U svom sam istrazivanju analizirao rezistenciju HIV-1 na NRTI (abakavir, zidovudin,
didanozin, emtricitabin, lamivudin, stravudin, tenofovir), NNRTI (efavirenz, etravirin,
nevirapin, rilpivirin), P1 (atazanavir, darunavir, fosamprenavir, indinavir, lopinavir, nelfinavir,
sakvinavir, tipranavir, ritonavir) i INSTI (raltegravir, elvitegravir i dolutegravir) te je
interpretirao prema preporukama The International AIDS Society—-USA (ISA-USA) Drug

Resistance Mutations Group.
3.5.4. Genotipizacija HIV-1
Subtipove HIV-1 u 40 pacijenata odredio sam analizom sekvenci pol gena HIV-1 primjenom

bioinformatickog  algoritma  Rega  HIV-1  subtyping  tool  version 3.0
(http://dbpartners.stanford.edu:8080/RegaSubtyping/stanford-hiv/typingtool/) (40). REGA

HIV-1 subtyping tool version 3.0 je bioinformaticki algoritam pomocu kojeg se odreduju
subtipovi HIV-1 na temelju analize sekvence dijela pol regije genoma virusa, temeljene na

kombinaciji filogenetike i rekombiantnim metodama detekcije.
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4. REZULTATI

4.1. Ispitanici

U istrazivanje sam ukljucio, u razdoblju od ozujka do kolovoza 2016. godine, 40 HIV-om
zarazenih osoba, starijih od 18 godina. Ispitanici su lijeCeni antiretrovirusnim lijekovima u
Referentnom centru za dijagnostiku i lije¢enje HIV/AIDS-a R. Hrvatske Ispitanike sam
podijelio u dvije skupine prema kriteriju istrazivanja. Prvu skupinu su Cinile osobe prije
zapocinjanja lijeenja (n=20), a drugu osobe s neuspjehom lijecenja virusa (n=20). Nadalje, u
obje skupine ispitanika analizirao sam rezistenciju HIV-1 na NRTI, NNRTI, PI i INSTI.
Rezistenciju na NRTI, NNRTI i Pl analizirao sam sekvenciranjem gena pol HIV-1 (gen za
proteazu i reverznu transkriptazu) u 30 pacijenata (19 nelijeenih i 11 lijecenih), a rezistenciju
HIV-1 na INSTI sekvenciranjem pol gena HIV-1 (gen za integazu) u 10 pacijenata (1 nelijecen
19 lijecenih). Od ukupno 40 pacijenata, 87,5% (35/40) Cinili su muskarci, a 12,5% (5/40) Zene.
Medijan dobi ispitanika iznosio je 41,03 (22-66) godina. Podatke o rizi¢nim ¢imbenicima
ispitanika, prikupio sam u Ambulanti za HIV/AIDS Klinike za infektivne bolesti u Zagrebu. 1z
prikupljenih podataka, utvrdio sam da je 28/35 (80%) muskih ispitanika imalo spolne odnose s
muskarcima (MSM), a ostalih 12 ispitanika (30%), pripada skupini osoba koje su imale
heteroseksualne spolne odnose (HETERO) (Tablica 7).

Tablica 7. Parametri ispitanika u istrazivanju

Parametar Ispitanici (n=40)

Dob (godine) 41,03 (22-66)
Spol, broj (%)

Muskarci 35 (87,5%)

Zene 5 (12,5%)

Lijecenje s ARV, broj (%)

Nelijeceni 20 (50%)
Lijeceni 20 (50%)

Rizi¢ni ¢imbenik za infekciju

Muskarci koji imaju spolne odnose s 28 (70%)
musSkarcima
Osobe koje imaju heteroseksualne spolne 12 (30%)

odnose (M i Z)
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4.2. Rezistencija na antiretrovirusne lijekove

Od ukupno 40 sekvenci, sekvenciranjem regije gena pol HIV-1, u 37,5% (15/40) utvrdio sam
postojanje jedne ili vise mutacija, od kojih je 20% (8/40) bilo primarnih mutacija. U 30% (6/20)
sekvenci iz skupine nelijeCenih pacijenata, utvrdio sam postojanje jedne ili viSe mutacija, od
kojih sam u 2/20 (10%) ustanovio postojanje primarnih mutacija povezanih s rezistencijom
HIV-1 na antiretrovirusne lijekove. U skupini koju su ¢inili ispitanici s viroloskim neuspjehom
lijeCenja, 45% (9/20) ispitanika je nosilo jednu ili vise mutacija u genomu HIV-1, od kojih je u
6/20 (30%) sekvenci bilo primarnih mutacija povezanih s rezistencijom HIV-1 na

antiretrovirusne lijekove.

4.2.1. Mutacije povezane s rezistencijom HIV-1 na NRTI

U 23,3% (7/30) svih sekvenci koje su analizirane na rezistenciju HIV-1 na NRTI, utvrdio sam
jednu ili vise mutacija povezane s postojanjem rezistencije na NRTI. Od ukupno 30 pacijenata,
primarne mutacije povezane s postojanjem rezistencije HIVV-1 na NRTI imalo je 10,5 % (2/19)
nelijeCenih pacijenata te 36,4% (4/11) lijeCenih pacijenata. U sekvencama oba nelijeCena
pacijenta utvrdio sam postojanje primarne mutacije T215S/L; supstitucija na poziciji 215 u genu
za RT: treonin zamijenjen sa serinom (T215S) i treonin zamijenjen s leucinom (T215L). T215S
je primarna mutacija u nelijeCenih pacijenata. U sekvenci s mutacijom T215L, detektirao sam i
primarnu mutaciju povezanu s rezistencijom na timidisnke analoge M41L; supstitucija na

poziciji 41 u genu za RT: metionin zamijenjen s leucinom.

Kod lije¢enih pacijenata najucestalija primarna mutacija bila je supstitucija na poziciji 184 u
genu za RT: metionin zamijenjen s valinom (M184V) u 18% (2/11) sekvenci i metionin
zamijenjen s izoleucinom (M1841) u 9% (1/11) sekvenci. Takoder sam u sekvenci jednog
pacijenta utvrdio postojanje primarne mutacije M41L. Od popratnih mutacija najucestalija je
bila supstitucija na poziciji 69 u genu za RT: treonin zamijenjen s alaninom (T69A) u 18%
sekvenci (2/11) te treonin zamijenjen s asparginom (T69N) u 9% (1/11) sekvenci. Ostale
popratne mutacije koje sam utvrdio kod lije¢enih pacijenata bile su supstitucije na razli¢itim
pozicijama u genu za RT: K70N, L74V, D67G, Y115F, T215S, K219E/R. Tablica 8 pokazuje
sve mutacije koje sam dokazao analizom sekvenci, njihov broj te bioloSku znacajnost za

rezistenciju HIV-1 na NRTI (Tablica 8).
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Tablica 8. Mutacije povezane s rezistencijom HIV-1 na nukleozidne analoge inhibitore reverzne transkriptaze

(NRTI)

Pozicija u
genu za

RT

41

Aminokiselina
u mutiranom

Aminokiselina
u divljem tipu

Biolo$ka znacajnost
mutacije za rezistenciju
na antiretrovirsune
lijekove*

Primarna mutacija iz
skupine TAM-1. M41L
obi¢no se javljau
kombinaciji s T215Y te
zajedno s njom uzrokuje
visoku razinu rezistencije
na ZDV i d4T i nisku razinu
rezistencije na ddl, ABC i
TDF.

Broj uzoraka s
odredenom

mutacijom/broj

nelijecenih pacijenata

1/19

Broj uzoraka s
odredenom
mutacijom/broj

lijecenih pacijenata

1/11

69

Ne-polimorfna popratna
mutacija. U kombinaciji s
mutacijama timidinskih
analoga, smanjuje
osjetljivost virusa na ZDV,
ddl i d4T.

0/19

2/11

69

Relativno polimorfna
mutacija slabo selektirana u
pacijenata koji primaju
terapiju s NRTI. Slabo
istrazena mutacija.

0/19

1/11

70

Rijetka ne-polimorfna
mutacija koja uzrokuje
nisku razinu rezistencije
virusa na TDF, ABC, ddl te
vjerojatno na 3TC i FTC.

0/19

1/11

74

Mutacija koja uzrokuje
visoku razinu rezistencije
virusa na ddl i umjereneu
razinu rezistencije na ABC.

0/19

2/11

67

Ne-polimorfna popratna
mutacija iz skupine TIM-II,
povezana s niskom razinom
rezistencije na ZDV i d4T.

0/19

111

115

Y 115F uzrokuje umjerenu
razinu rezistencije virusa na
ABC i nisku razinu
rezistencije na TDF. U
kombinaciji s K65R ili
Q151M, Y115F znacajno
smanjuje osjetljivost virusa
na ABC i TDF.

0/19

1/11

Primarna mutacija koja
nastaje mehanizmom
diskriminacije. Uzrokuje
visoku razinu in vitro
rezistencije virusa na 3TC i
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FTC te nisku razinu
rezistencije na d4T i ABC.
M184V/I je povezana s
184 M V/I povecanom osjetljivoséu 0/19 3/11
virusa na ZDV, TDF i d4T
te samim time klini¢ki
znacajno smanjenom
stopom replikacije HIV-1.

Popratne "revertantne”
mutacije nepoznate klinicke
znacajnosti. Pojavljuju se u
bolesnika koji su zarazeni
sojevima s mutacijom

215 T S/L T215Y/F, posebno nakon 2/19 1/11
prekida lijecenja. Ne utjecu
na osjetljivost virusa na
NRTI. **

Sporedna mutacija
timidinskih analoga,
povezana sa smanjenom
219 K E osje_tljiv_oéc’u virusa na ZDV 0/19 111
te vjerojatno na d4T.

Sporedna mutacija
timidinskih analoga koja se
pojavljuje najcesée u

219 K R kombinaciji s ostalim 0/19 111
mutacijama timidinskih
analoga.

RT-reverzna transkriptaza

NRTI-nukleozidni inhibitori reverzne transkriptaze;

ABC-abakavir, ZDV- zidovudin, ddI-didanozin, d4T-stavudin, FTC-emtricitabin, TDF-tenofovir, 3TC-lamivudin
*preuzeto od Stanford HIV Drug Resistance Datebase (39)

** T215S-primarna mutacija kod nelijecenih pacijenata (42)

4.2.2. Mutacije povezane s rezistencijom HIV-1 na NNRTI

Od ukupno 30 sekvenci kod kojih sam analizirao rezistenciju HIV-1 na NNRTI, 6 sekvenci
(20%) je sadrzavalo jednu ili vise mutacija povezanih s rezistencijom HIV-1 na NNRTI. Od
Sest pacijenata, Cetiri su bila lijeCena, a dva nelijeCena pacijenta. U sekvencama svih Sest
pacijenta utvrdio sam postojanje sekundarne mutacije (V90I); supstitucija u genu za RT na
poziciji 90: valin zamijenjen izoleucinom. Kod sekvence jednog lijeCenog pacijenta utvrdio
sam postojanje jedne primarne mutacije koja uzrokuje rezistenciju HIV-1 na NNRTI (G190A);
supstitucija na poziciji 190 u genu za RT: glicin zamijenjen alaninom. Takoder, u sekvenci
jednog lijeCenog pacijenta utvrdio sam jo$ jednu dodatnu sekundarnu mutaciju (V1061);

supstitucija na poziciji 106 u genu za RT: valin zamijenjen s izoleucinom. Tablica 9 pokazuje
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sve mutacije koje sam dokazao analizom sekvenci, njihov broj te biolosku znacajnost za

rezistenciju na NNRTI (Tablica 9).

Tablica 9. Mutacije povezane s rezistencijom HIV-1 na NNRTI

Pozicijau Aminokiselina Aminokiselina Bioloska znadajnost
genuza  udivljemtipu  u mutiranom mutacije za rezistenciju

RT soju na antiretrovirsune
lijekove*

Sporedna polimorfna
mutacija koja se ovisno o
podtipu HIV-1 pojavljuje
kod 0,2%-6% nelijedenih
pacijenata. Ukoliko ne

90 \% | . "
postoje dodatne mutacije,
gotovo da ne utjece na

osjetljivost virusa na
NNRTI.

Broj uzoraka s
odredenom
mutacijom/broj
nelijecenih pacijenata

2/19

Broj uzoraka s
odredenom
mutacijom/broj
lijecenih pacijenata

4/11

Sporedna polimorfna
mutacija koja ukoliko je u
kombinaciji s V179D, moze
106 \Y | uzrokovati nisku razinu
rezistencije HIV-1 na NVP,
EFViETR.

0/19

1/11

Primarna mutacija. G190S
uzrokuje visoku razinu
rezistencije na NVP i EFV.
190 G A Sinergisticki djeluje s
Y181C na smanjenje
osjetljivosti na ETR.

0/19

1/11

RT-reverzna transkriptaza

NNRTI-nenukleozidni inhibitori reverzne transkriptaze;
EFV-efavirenz, ETR-etravirin, NVVP-nevirapin

*preuzeto od Stanford HIV Drug Resistance Datebase (39)
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4.2.3. Mutacije povezane s rezistencijom HIV-1 na Pl

Primarne mutacije povezane s rezistencijom HIV-1 na Pl nisam dokazao niti u jednoj sekvenci
od ukupnog broja analiziranih (n=30). Naj¢es¢a sekundarna mutacija bila je supstitucija u kojoj
je leucin zamijenjen s izoleucinom/valinom na poziciji 10 u genu za proteazu (4/30). To je
ujedno bila i najées¢a mutacija kod nelije¢enih pacijenata (3/4) (Tablica 10).

Tablica 10. Mutacije povezane s rezistencijom HIV-1 na inhibitore proteaze (PI)

Pozicijau  Aminokiselina ~ Aminokiselina Bioloska znacajnost Broj uzoraka s Broj uzoraka s
genu za u divljem tipu u mutiranom mutacije za rezistenciju odredenom odredenom

na antiretrovirsune mutacijom/broj mutacijom/broj
lijekove* nelijecenih pacijenata lijecenih pacijenata

Sporedna polimorfna
mutacija koja ili smanjuje
osjetljivost virusa na Pl ili
povecava replikativnu

10 L 1Y sposobnost virusa koji 3/19 1/11
nosi mutacije s

rezistencijom na PI.

Sporedna ne-polimorfna
mutacija, asocirana sa
20 K T smanjenom osjetljivosti 0/19 1/11
virusa na sve PI, osim
DRV TPV.

Cesta sporedna
polimorfna mutacija koja
povecava replikaciju
virusa i/ili smanjuje

71 A T osjetljivost virusa na Pl 1/19 1/11
koji nosi ostale mutacije.

PR-proteaza

Pl-inhibitori proteaze;

DRV-darunavir, TPV-tipranavir

*preuzeto od Stanford HIV Drug Resistance Datebase (39)
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4.2.4. Mutacije povezane s rezistencijom HIV-1 na INSTI

U 2 od 9 (22%) lijeCenih pacijenata kod kojih sam analizirao rezistenciju, utvrdio sam
postojanje dvije primarne mutacije povezanih s rezistencijom HIV-1 na INSTI. U jednog
lije¢enog pacijenta detektirao sam postojanje supstitucije na poziciji 148 u genu za integrazu u
kojoj je glutamin zamijenjen s argininom (Q148R). Ova mutacija karakteristi¢na je za podtip B
HIV-1, kod kojeg se pojavljuje zajedno s kompenzacijskom mutacijom G140S. Druga mutacija
¢ije sam postojanje detektirao kod jednog lijeCenog pacijenta je supstitucija arginina s

histidinom na poziciji 155 u genu za integrazu (N155H)(Tablica 11).

Tablica 11. Mutacije povezane s rezistencijom HIV-1 na inhibitore integraze (INSTI)

Pozicijau  Aminokiselina  Aminokiselina Biolo$ka znacajnost Broj uzoraka s Broj uzoraka s
genu za u divljem tipu u mutiranom mutacije za rezistenciju odredenom odredenom

na antiretrovirsune mutacijom/broj mutacijom/broj
lijekove* nelije¢enih pacijenata lijec¢enih pacijenata

Ne-polimorfna mutacija
prisutna kod pacijenata
koji su na terapiji s RAL i
EVG. Smanjuje
osjetljivost virusa na RAL
148 Q R i EVG 30-100 puta. on 1/9
Zasebno ne utjece na
osjetljivost virusa na
DTG, dok u kombinaciji s
E138K/A/T ili G140S/A
smanjuje osjetljivost
virusa na DTG za 10 puta.

Ne-polimorfna mutacija
prisutna kod pacijenata
koji su na terapiji s RAL i
EVG. Smanjuje
osjetljivost virusa na RAL
>10 puta, a na EVG >30
puta. Povezana je s

155 N H viroloskim neuspjehom 01 19
lijecenja kod terapije s
DTG te nastankom drugih
mutacija povezanih s
rezistencijom na INSTI.
In-integraza

INSTI-inhibitori integraze (eng. integrase strand transfer inhibitors);
RAL-raltegravir, EVG-elvitegravir, DTG-dolutegravir

*preuzeto od Stanford HIV Drug Resistance Datebase (39)
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4.3. Interpretacija rezistencije HIV-1 na antiretrovirusne lijekove prema ViroSeq
programskoj podrsci.

Analizirao sam sekvence pol regije gena HIV-om zarazenih osoba kod kojih je zabiljezen
viroloSki neuspjeh lijeenja 1 osoba zarazenih HIV-om prije zapocinjanja ARV terapije te
interpretirao  biolosku 1 klinicku znacajnost pojedinih mutacija na rezistenciju na
antriretrovirusne lijekove, koje sam utvrdio primjenom ViroSeq programske podrske. Uzorci
su u programskoj podrsci ovisno o postojanju rezistencije bili oznaceni kao: R (rezistencija) i

MR (moguca rezistencija) (Tablica 12).

Tablica 12. U¢estalost rezistencije HIV-1 na pojedine ARV lijekove

ARV lijekovi Nelijeceni pacijenti Lijeceni pacijenti
(broj uzoraka s rezistencijom na (broj uzoraka s rezistencijom na
lijek / ukupni broj analiziranih lijek / ukupni broj analiziranih
uzoraka) uzoraka)
R MR MR
NRTI
FTC 0/19 0/19 3/11 0/11
3TC 0/19 0/19 3/11 0/11
ZDV 0/19 2/19 0/11 2/11
ddl 0/19 0/19 2/11 1/11
TDF 0/19 1/19 0/11 1/11
aaT 0/19 2/19 0/11 2/11
ABC 0/19 0/19 2/11 1/11
NNRTI
RPV 0/19 0/19 0/11 0/11
EFV 0/19 0/19 0/11 1/11
ETR 0/19 0/19 0/11 0/11
NVP 0/19 0/19 0/11 0/11
Pl
TPVIr 0/19 0/19 0/11 0/11
IDV/r 0/19 0/19 0/11 0/11
SQVIr 0/19 0/19 0/11 0/11
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LPVI/r 0/19 0/19 0/11 0/11

DRVIr 0/19 0/19 0/11 0/11
ATVIr 0/19 0/19 0/11 0/11
FPVIr 0/19 0/19 0/11 0/11
INSTI
RAL 0/1 0/1 2/9 0/9
EVG 0/1 0/1 2/9 0/9
DTG 0/1 0/1 0/9 1/9

R-uzorci s rezistencijom; MR-uzorci s mogu¢om rezistencijom

NRTI-nukleozidni i nukleotidni inhibitori reverzne transkriptaze; NNRTI-nenukleozidni

inhibitori reverzne transkriptaze; Pl-inhibitori proteaze; INSTI-inhibitori integraze

ABC-abakavir, APV-amprenavir, ATV-atazanavir, ddI-didanozin,

DLV-delavirdin, DRV-darunavir, DTG-dolutegravir d4T-stavudin, EFG-elvitegravir,EFV-efavirenz, ETR-etravirin,
FPV-fosamprenavir, FTC-emtricitabin, IDV-indinavir, LPV-lopinavir, NFV-nelfinavir, NVP-nevirapin, RAL-raltegravir
RPV-rilpivirin, SQV-sakvinavir, TDF-tenofovir, TPV-tipranavir, ZDV-zidovudin, 3TC-lamivudin, i /r-lijek kombiniran s
ritonavirom

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

Za analizu svake sekvence koristio sam program za usporedbu interpretacije rezultata
rezistencije prema tri algoritma na internetskoj stranici Stanford HIVdb. Kod interpretaciji
rezultata primijenjene su tri razine rezistencije: "S” (engl. “susceptible”), "R"(engl. resistant”) |
1" (engl. “intermediate”). Budué¢i da HIVdb dodjeljuje pet razina rezistencije, radi moguce
usporedbe s ostala dva algoritma, razine “osjetljiv’ i “moguca razina rezistencije” smatrane su
razinom “S”, "niska razina rezistencije” 1 "srednja razina rezistencije” smatrane su razinom ‘1",
a "visoka razina rezistencije” smatrana je razinom "R”. Klini¢ku i bioloSku zna¢ajnost mutacija
povezanih s rezistencijom na HIV-1 interpretirao sam zasebno za svaku skupinu ispitanika

primjenom tri bioinformaticka algoritma (Tablica 13 i Tablica 14).
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Tablica 13. Interpretacija klinicke i bioloske znacajnosti mutacija u nelijeCenih pacijenata povezanih s
rezistencijom HIV-1 na NRTI, NNRTI i PI (n=19) te INSTI (n=1) primjenom tri bioinformati¢ka algoritma
(ANRS, HIVdb, Rega)

Algoritam ANRS Algoritam HIVdb Algoritam Rega

1 S | 5

NRTI
FTC 000%)  0(0%)  19(100%) 0(0%)  0(0%)  19(100%) 0(0%)  0(0%)  19(100%)
3TC 000%)  0(0%)  19(100%) 0(0%)  0(0%)  19(100%) 0(0%)  0(0%)  19(100%)
ZDV  2(105%) 0(0%)  17(89,5%) 0(0%)  2(10,5%) 17(89,5%) 0(0%)  2(10,5%) 17(89,5%)
ddl 000%) = 0(0%)  19(100%) 0(0%) 1(53%) 18(94,7%) O0(0%)  0(0%)  19(100%)
TDF 000%)  0(0%)  19(100%) 0(0%) 1(53%) 18(94,7%) O0(0%)  0(0%)  19(100%)
d4T  2(105%) 0(0%)  17(89,5%) 0(0%)  2(105%) 17(89,5%) 0(0%)  2(10,5%) 17(89,5%)
ABC  0(0%)  1(53%) 18(94,7%) 0(0%) 1(53%) 18(94,7%) 0(0%)  0(0%)  19(100%)
NNRTI

RPV  00%) = 0(0%)  19(100%) 0(0%)  0(0%)  19(100%) 0(0%)  0(0%)  19(100%)
EFV  00%)  0(0%)  19(100%) 0(0%)  0(0%)  19(100%) 0(0%)  0(0%)  19(100%)
ETR  00%) = 0(0%)  19(100%) 0(0%)  0(0%)  19(100%) 0(0%)  0(0%)  19(100%)
NVP  00%) = 0(0%)  19(100%) 0(0%)  0(0%)  19(100%) 0(0%)  0(0%)  19(100%)
PI

TPV/r  3(158%) 2(105%) 14(73,7%) O0(0%)  0(0%)  19(100%) 0(0%)  0(0%)  19(100%)
IDVIr |~ 0(0%)  0(0%)  19(100%) 0(0%)  0(0%)  19(100%) 0(0%)  0(0%)  19(100%)
SQV/Ir | 0(0%)  2(105%) 17(89,5%) 0(0%)  0(0%)  19(100%) 0(0%) = 0(0%)  19(100%)
LPV/r | 0(0%)  0(0%)  19(100%) 0(0%) = 0(0%)  19(100%) 0(0%) = 0(0%)  19(100%)
DRV/r  0(0%) = 00%)  19(100%) 0(0%) = 0(0%)  19(100%) 0(0%)  0(0%)  19(100%)
ATVIr | 0(0%)  1(53%) 18(94,7%) 0(0%)  0(0%)  19(100%) 0(0%)  0(0%)  19(100%)
FPV/Ir | 0(0%)  0(0%)  19(100%) 0(0%) = 0(0%)  19(100%) 0(0%) = 0(0%)  19(100%)
INSTI

RAL  0(0%)  00%)  1(100%) 0(0%)  00%)  1(100%) 0(0%)  0(0%)  1(100%)
EVG  0(0%) = 0(0%) = 1(100%) 0(0%) = 0(0%) = 1(100%) 0(0%) = 0(0%)  1(100%)
DTG  0(0%) = 0(0%) = 1(100%) 0(0%) = 0(0%) = 1(100%) 0(0%) = 0(0%)  1(100%)

NRTI-nukleozidni i nukleotidni inhibitori reverzne transkriptaze; NNRTI-nenukleozidni

inhibitori reverzne transkriptaze; Pl-inhibitori proteaze ABC-abakavir, ATV-atazanavir, ddI-didanozin, DRV-darunavir, d4T-
stavudin, EFV-efavirenz, ETRetravirin, FPV-fosamprenavir, FTC-emtricitabin, LPV-lopinavir, NFV-nelfinavir, NVP-
nevirapin,SQV-sakvinavir, TDF-tenofovir, TPV-tipranavir, ZDV-zidovudin, 3TC-lamivudin, i /r-lijekkombiniran s
ritonavirom.. Razina rezistencije: R-rezistentan; I-srednja razina rezistencije; S-osjetlji
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Tablica 14. Interpretacija klinicke i bioloske zna¢ajnosti mutacija u lije¢enih pacijenata povezanih s rezistencijom
HIV-1 na NRTI, NNRTI i PI (n=11) te INSTI (n=9) primjenom tri bioinformati¢ka algoritma (ANRS, HIVdb,
Rega)

Algoritam ANRS Algoritam HIVdb Algoritam Rega

| S | S I S

VNRTI
FTC  3(27,3%)  0(0%) 8(73%)  3(27,3%) = 0(0%) 8(73%)  3(27,3%) 1(9,1%) = 7(63,6%)
3TC  3(27,3%)  0(0%) 8(73%)  3(27,3%)  0(0%) 8(73%) | 3(27,3%) 1(9,1%) @ 7(63,6%)
ZDV 1(9,1%) 0(0%)  10(90,9%) 0(0%) @ 2(18,2%) 9(81,8%) 0(0%) | 2(18,2%) | 9(81,8%)
ddl 1(9,1%) 0(0%) | 10(90,9%) 1(9,1%) 2(18,2%)  8(73%)  3(27,3%)  0(0%) 8(73%)
TDF 0(0%) 0(0%) 11(100%) 0(0%) 1(9,1%) | 10(90,9%) @ 0(0%) 0(0%) 11(100%)
daT 1(9,1%) 0(0%) @ 10(90,9%) 0(0%) | 2(18,2%) 9(81,8%) 0(0%) | 2(18,2%) 9(81,8%)
ABC 1(9,1%) @ 2(18,2%) 8(72,7%) @ 1(9,1%) 3(27,3%) 7(63,6%) @ 1(9,1%) 0(0%)  10(90,9%)
NNRTI
RPV 1(9,1%) 0(0%)  10(90,9%) 2(18,2%)  0(0%) 9(81,8%) @ 1(9,1%) 0(0%)  10(90,9%)
EFV | 2(18,2%)  0(0%) 9(81,8%) 0(0%) @ 2(18,2%) 9(81,8%) 2(18,2%) 1(9,1%) 8(73%)
ETR | 2(18,2%) 1(9,1%) 8(72,7%) 0(0%) 1(9,1%) | 10(90,9%)  0(0%) 1(9,1%) | 10(90,9%)
NVP | 2(18,2%)  0(0%) 9(81,8%) 2(18,2%)  0(0%) 9(81,8%) 2(18,2%) = 0(0%) 9(90,9%)
Pl
TPV/r | 1(9,1%) 0(0%) | 10(90,9%)  0(0%) 0(0%) @ 11(100%)  0(0%) 0(0%) 11(100%)
IDVIr 0(0%) 0(0%) 11(100%) 0(0%) 0(0%)  11(100%) @ 0(0%) 0(0%) 11(100%)
SQVIr 0(0%) 1(9,1%)  10(90,9%)  0(0%) 0(0%) @ 11(100%)  0(0%) 0(0%) 11(100%)
LPV/r 0(0%) 0(0%) 11(100%) 0(0%) 0(0%) @ 11(100%)  0(0%) 0(0%) 11(100%)
DRVIr 0(0%) 0(0%) 11(100%) 0(0%) 0(0%)  11(100%) = 0(0%) 0(0%) 11(100%)
ATVIr 0(0%) 1(9,1%)  10(90,9%)  0(0%) 0(0%) @ 11(100%)  0(0%) 0(0%) 11(100%)
FPVIr 0(0%) 0(0%) 11(100%) 0(0%) 0(0%)  11(100%) = 0(0%) 0(0%) 11(100%)
INSTI
RAL | 2(22,2%)  0(0%) 7(77,8%) @ 2(22,2%) @ 1(11,1%) 6(66,7%) @ 2(22,2%)  0(0%) 7(77,8%)
EVG | 2(22,2%) 0(0%) 7(77,8%)  2(22,2%) | 1(11,1%) 6(66,7%) 2(22,2%) = 0(0%) 7(77,8%)
DTG 0(0%) 0(0%) 9(100%) 0(0%) | 1(11,1%) 8(88,9%) 0(0%) 0(0%) 9(100%)
NRTI-nukleozidni i nukleotidni inhibitori reverzne transkriptaze; NNRTI-nenukleozidni
inhibitori reverzne transkriptaze; Pl-inhibitori proteaze. ABC-abakavir, ATV-atazanavir, ddl-didanozin, DRV-darunavir, d4T-
stavudin, EFV-efavirenz, ETRetravirin, FPV-fosamprenavir, FTC-emtricitabin, LPV-lopinavir, NFV-nelfinavir,

NVP-nevirapin,SQV-sakvinavir, TDF-tenofovir, TPV-tipranavir, ZDV-zidovudin, 3TC-lamivudin, i /r-lijek kombiniran s
ritonavirom. Razina rezistencije: R-rezistentan; I-srednja razina rezistencije; S-osjetljiv
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4.5. Sukladnost interpretacije rezultata analize rezistencije HIV-a na antiretrovirusne
lijekove primjenom tri bioinformaticka algoritma

Rezultati su smatrani sukladnim ako je istoj sekvenci svaki algoritam dodijelio istu razinu
rezistencije za odredeni lijek. Potpuna nesukladnost interpretacije rezultata algoritama odnosila
se na slucaj kad je istoj sekvenci jedan algoritam dodijelio razinu “S” , a drugi razinu "R” za
odredeni lijek. Interpretacije algoritama smatrane su djelomicno nesukladnim ako je istoj
sekvenci istovremeno dodijeljena i “S” 1 "I” ili "R” 1 "I” razina rezistencije za odredeni lijek.
Usporedbom  podudarnosti interpretacije rezultata analize rezistencije primjenom
bioinformatickih algoritama HIVdb, ANRS, Rega, utvrdio sam:
a) potpunu sukladnost za svih 21 lijekova iz skupina NRTI, NNRTI, Pl i INSTI u
60% (24/40) uzoraka, djelomi¢nu nesukladnost u 22,5% (9/40) uzoraka te u 17,5%
(7/40) uzoraka potpunu nesukladnost
b) potpunu sukladnost za svih 21 lijekova iz skupina NRTI, NNRTI, Pl i INSTI u
55% (11/20) uzoraka, djelomi¢nu sukladnost u 25% (5/20) uzoraka te u 20% (4/20)
uzoraka potpunu nesukladnost kod lijecenih pacijenata
c) potpunu sukladnost za svih 21 lijekova iz skupina NRTI, NNRTI, Pl i INSTI u
65% (13/20) uzoraka, djelomi¢nu sukladnost u 20% (4/20) uzoraka te u 15% (3/20)

uzoraka popunu nesukladnost kod nelijecenih pacijenata

4.5.1. Analiza sukladnosti interpretacije rezultata analize rezistencije HIV-1 prema skupini
antiretrovirusnih lijekova primjenom tri bioinformaticka algoritma

Analiza interpretacije sukladnosti rezultata u lijeCenih pacijenata pokazala je najvecu
podudarnost kod INSTI skupine lijekova (77,8% uzoraka je bilo sukladno, 22,2% uzoraka
djelomi¢no nesukladno te niti jedan nesukladan uzorak). Algoritmi su dali jednake rezultate
sukladnosti u lije¢enih pacijenata kod NNRTI i Pl (72,8% uzorka je bilo sukladno, 18,2%
uzoraka djelomi¢no nesukladno te 9% uzoraka nesukladno) Najmanja sukladnost je zabiljezena
kod NRTI skupine lijekova (63,6% uzoraka je bilo sukladno, 18,2% djelomi¢no nesukladnih te
18,2% uzoraka nesukladno) (Slika 19).

Kod nelijecenih pacijenata analizom sukladnosti rezultata, zabiljezena je najvec¢a podudarnost
kod NNRTI i INSTI skupine lijekova (100% sukladnih uzoraka). Visoka podudarnost
zabiljeZena je 1 kod NRTI skupine lijekova (89,5% sukladnih rezultala 1 10,5% djelomi¢no
nesukladnih). Najve¢a nesukladnost pri interpretaciji rezultata u nelijeCenih pacijenata

zabiljezena je kod PI (15,8%), ¢iji je uzrok bila nesukladnost u interpretaciji algoritama na
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TPV/r. Kod ove skupine lijekova zabiljezen je i najmanji postotak sukladnih uzoraka (68,4%),

te visok postotak djelomi¢no sukladnih rezultata (15,8%) (Sika 20).
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Slika 19. Sukladnost interpretacije rezultata analize rezistencije HIV-a na antiretrovirusne lijekove

u lijeCenih pacijenata primjenom tri algoritma (ANRS, HIVdb i Rega) prema skupini lijekova.
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Slika 20. Sukladnost interpretacije rezultata analize rezistencije HIVV-a na antiretrovirusne lijekove

u nelijecenih pacijenata primjenom tri algoritma (ANRS, HIVdb i Rega) prema skupini lijekova
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45.2 Analiza sukladnosti interpretacije rezultata rezistencije HIV-1 za pojedinacne
antiretrovirusne lijekove prema tri bioinformaticka algoritma

Tri algoritma pokazala su u 100% uzoraka sukladnost interpretacije rezultata na dva lijeka
(NVP i DRV/r). Najmanje sukladnosti je zabiljezeno u uzorcima pri analizi rezistencije na ddI
(83,3%) i TPV/r (80%). Najveci broj djelomi¢no nesukladnih rezultata detektiran je pri analizi
rezistencije na ZDV, d4T i ABC (13,3%). Pri analizi rezistencije na INSTI, sva tri lijeka su
interpretirana sa jednakim postotkom sukladnosti (90% sukladnosti i 10% djelomic¢ne
sukladnosti). Najces¢i uzrok nesukladnosti kod interpretacije rezultata na NRTI bila je
rezistencija na ddl. U dva uzorka algoritam Rega interpretirao je rezultat testa kao rezistentan
(“R*) dok su ga ostala dva algoritma interpretirala kao osjetljiv (“S*) te u tri uzorka gdje je
algoritam HIVdb detektirao djelomi¢nu razinu rezistencije na ddl (“I*), a ostala dva algoritma
nisu zabiljezili postojanje rezistencije (“S*). U tri slucajeva algoritmi HIVdb i Rega,
interpretirali su rezultat testa kao djelomic¢no rezistentan (“I) na ZDV 1 d4T, dok je ANRS
pokazao rezistenciju na lijek. Isto tako, u tri slu¢ajeva algoritmi HIVdb i ANRS ukazali su na
postojanje djelomi¢ne rezistencije (“I*) na ABC, dok ih je algoritam Rega interpretirao kao
osjetljivim (“S*) na ABC. Najveci broj nesukladnih rezultata (4/7) odnosio se na interpretaciju
algoritma na TPV/r. ANRS je pokazao rezistenciju (“R*) u 4 sekvence, dok ostala dva algoritma
nisu detektirali postojanje rezistencije (“S*). Ostale nesukladnosti odnosile su se na RPV i ETR
u jednoj sekvenci, u kojoj je HIVdb interpretirao rezultat testa rezistentnim na RPV, dok ostala
dva algoritma nisu zabiljezili postojanje rezistencije. Istoj je sekvenci ANRS dodijelio razinu
(“R*) na ETR, a ostala dva algoritma razinu (“S*). Djelomic¢ne nesukladnosti kod interpretacije
rezultata testa na INSTI, odnosile su se na sekvence kojima je algoritam HIVdb dao razinu
(“I*), a ostala dva algoritma (“S“) za EVG (n=1), RAL (n=1) i DTG (n=1) (Slika 21).
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Slika 21. Sukladnost interpretacije rezultata analize rezistencije HIV-a na antiretrovirusne lijekove
primjenom tri algoritma (ANRS, HIVdb i Rega) za svaki lijek
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4.5.3 Analiza nesukladnosti rezultata testova rezistencije prema podtipu HIV-a

Ukupno 4 od 7 (57%) potpuno nesukladnih sekvenci pripadale su non-B-podtipovima, dok je
ostalih 43% potpuno nesukladnih sekvenci pripadalo B podtipu HIV-1. Zanimljivo je da svega
6/40 (15%) sekvenci pripadalo non-B-podtipovima, dok je ostalih 34/40 (85%) pripadalo B
podtipu HIV-1. Kod 4 sekvence koje su pripadale non-B-podtipovima, potpuna nesukladnost
se odnosila na interpretaciju rezistencije ANRS algoritma na TPV/r te u jednoj sekvenci
djelomic¢na nesukladnost takoder interpretirana od strane ANRS algoritma. Nije zabiljezena niti

jedna mutacija u te 4 sekvence koja bi bila povezana s rezistencijom na TPV/r.

4.6 Genotipizacija HIV-1

Podtipove HIV-1 u 40 pacijenata odredio sam koriste¢i bioinformaticki algoritam Rega HIV-1
subtyping tool version 3.0. Podtip B HIV-1 detektirao sam u 85% (34/40) sekvenci, dok je 15%
(6/40) pacijenata bilo zarazeno non-B-podtipovima grupe M: dvoje ispitanika je bilo zarazeno
sa podtipom C, jedan ispitanik sa podtipom G, jedan ispitanik s rekombinantom formom
podtipova A1/C te po jedan ispitanik sa cirkuliraju¢om rekombinantnom formom CRF06_CPX
i CRF02_AG (Slika 22). Distribucija genotipova HIV-1 prema rizi¢noj skupini prikazana je na
slikama 23 i 24. Primjer odredivanja podtipova HIV-1 primjenom bioinformati¢kog algoritma
Rega HIV-1 subtyping tool version 3.0 prikazan se na slikama 25, 26 i 27.

EB mC mG CRFO2_AG ® CRFO6_CPX MA1/C

Slika 22. Distribucija genotipova HIV-1 u uzorcima po broju
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MSM

EB mC mG CRF02_AG

Slika 23. MSM: B, C, G, CRF02_AG genotipovi HIV-1

HETERO

EB mC mAl/C mCRFO6_CPX

Slika 24. HETERO: B, C, A/1C, CRF06_CPX genotipovi HIV-1

H A
| B
i
oD
LTR Gag Wif Vpu Nef a F
H : ——t—— : : m G
| ] ] —™ 0 |en
DD Rewv D I:l a J
(] O] | = K
I Fol : ‘Iu’pr= : ' Env — LTR O < 7%
O NA
Priblian obrazac rekombinacije s »70% “bootstrap”pouzadnosti © REGA HIV-1 Subtyping Tool

Slika 25. Primjer odredivanja podtipa B HIV-a analizom sekvence regije pol genoma virusa HIV-1
primjenom bioinformati¢kog algoritma REGA HIV Subtyping Tool (uzorak CROL11)(preuzeto s:

http://dbpartners.stanford.edu:8080/RegaSubtyping/stanford-hiv/typingtool/)
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Slika 26. Primjer odredivanja podtipa C HIV-a analizom sekvence regije pol genoma virusa
primjenom bioinformatic¢kog algoritma REGA HIV Subtyping Tool (uzorak CRON15)(preradeno s:
http://dbpartners.stanford.edu:8080/RegaSubtyping/stanford-hiv/typingtool/)
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Slika 27. Primjer odredivanja rekombinantnog podtipa A1/C HIV-a analizom sekvence regije pol genoma virusa primjenom
bioinformati¢kog algoritma REGA HIV Subtyping Tool (uzorak CROL20)(preradeno s:
http://dbpartners.stanford.edu:8080/RegaSubtyping/stanford-hiv/typingtool/)
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5. RASPRAVA

Rezultati ovog istrazivanja koje je provedeno tijekom 2016. g. prvi su eksperimentalni
dokaz o pojavi rezistencije HIV-a na inhibitore integraze u bolesnika lije¢enih u Hrvatskoj.
Tijekom ovog istrazivanja analizirao sam 1 rezistenciju HIV-1 na jo§ tri skupine
antiretrovirusnih lijekova tj. NRTI, NNRTI i Pl te usporedio mutacije povezane s rezistencijom
u nelijeCenih zarazenih osoba kao i u prethodno lijeCenih bolesnika. Uz to, usporedio sam
rezultate procjene bioloske 1 klinicke znaCajnosti otkrivenih mutacija u razli¢itim
bioinformatickim algoritmima.

Rezistencija koja se javlja kod osoba zaraZenih s rezistentnim virusom, a koje prethodno
nisu bile lijeCene, naziva se primarna rezistencija. Ucestalost primarne rezistencije najcesce je
povezana s ucestalosti primjene antiretrovirusnih lijekova u odredenoj populaciji, rizi¢noj
skupini ili geografskoj cjelini. Ucestalost primarne rezistencije HIV-a na antiretrovirusne
lijekove u siromasnim i nerazvijenim zemljama, u kojima je antiretrovirusna terapija slabo
dostupna, vrlo je niska.

Sekundarna rezistencija (nastala selektivnim pritiskom lijekova na virus), javlja se
ukoliko usprkos antiretrovirusnim lijekovima ne dolazi do potpunog potiskivanja virusne
replikacije $to se najcesce povezuje s neadekvatnom koncentracijom lijekova uslijed neredovite
primjene. Povecanje stope sekundarne rezistencije u odredenoj populaciji Cesto prati i
povecanje primarne rezistencije (34).

U studiji u sklopu istrazivackog programa SPREAD u kojoj je pracena ucestalost
primarne rezistencije HIV-1 na antiretrovirusne lijekove u 26 europskih drzava ukljucujuci i
Hrvatsku od 2008. do 2010. godine, pokazala je nisku ucestalost primarne rezistencije (8,3%)
na antiretrovirusne lijekove iz skupine NRTIL, NNRTI i PI (39). U nacionalnom istrazivanju
Grgié¢ i sur. (2012), u kojem je analizirana primarna rezistencija HIV-a na antiretrovirusne
lijekove u Hrvatskoj u razdoblju od 2006. do 2008. godine, rezultati su bili razli¢iti u odnosu
na rezultate istrazivanja SPREAD (35,41). Istrazivanje Grgic i sur. (2012) pokazalo je znac¢ajno
visu ucestalost primarne rezistencije HIV-1 na antiretrovirusne lijekove (NRTI, NNRTIiPl)u
Hrvatskoj (€ak 22%) u usporedbi sa SPREAD istrazivanjem (35). Iznimno visoka ucestalost
primarne rezistencije na inhibitore reverzne transkriptaze i proteaze u Hrvatskoj u razdoblju od
2006. do 2008.g. autori su povezali s pojavom transmisijskog klastera rezistentnog virusa u

populaciji MSM. Literaturni podatci o rezistenciji HIVV-a na inhibitore reverzne transkriptaze i
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inhibitore proteaze u razdoblju nakon 2008.g. nisu dostupni. Uz to, za sada nema literaturnih
podataka o rezistenciji HIV-a na inhibitore integraze u Hrvatskoj.

Primarna rezistencija na antiretrovirusne lijekove u ovom je istrazivanju odredena
prema listi primarnih mutacija iz rada Bennet i sur. (2009) koji su definirali nekoliko kriterija
za odredivanje mutacija u nelijeCenih pacijenata (42). Obje mutacije, M41L i T215S, povezane
su s primarnom rezistencijom HIV-a na skupinu antiretrovirusnih lijekova NRTI.

Rezultati ovog istrazivanja u skladu su s rezultatima studija Grgic i sur. te SPREAD
programa, u kojima se veéina primarne rezistencije odnosila na NRTI skupinu lijekova (35,39).
U studiji Grgi¢ i sur. najce$¢a mutacija povezana S rezistencijom HIV-a na NRTI kod
nelijeCenih zarazenih osoba bila T215S, dok je druga po ucestalosti M41L (35). Upravo je
M41L primjer kako mutacije koje u lijeCenih bolesnika ubrajamo u sekundarne, kod nelijecenih
zarazenih osoba imaju vece biolosko znacenje, uzrokuju znacajnu rezistenciju te se u toj skupini
osoba klasificiraju kao primarne mutacije (42).

Mutacija T215S mutacija kod nelije¢enih zarazenih osoba uzrokuje viroloski neuspjeh
primjenom ,,prve linije antiretrovirusnih lijekova (engl. first line regimens) tj. kombinacija
lijekova koje ukljucuju ZDV ili d4T (39).

M41L je druga mutacija koju sam otkrio u nelije¢enih HIV-om zarazenih osoba. Ova
primarna mutacija iz skupine TAM-I (mutacije timidisnkih analoga), utjeCe na smanjenu
osjetljivost virusa na ddl, ABC i TDF. M41 se cesto pojavljuje s T215Y te osim na prethodno
navedene NRTI, uzrokuje i visoku razinu rezistencije na ZDV i d4T (39). U HIV-om zarazene
osobe kod koje sam detektirao M41L mutaciju istovremeno sam detektirao i mutaciju T215L
koja nije uzrokovala dodatno smanjenje osjetljivosti virusa na NRTI te je klasificirana kao
sporedna mutacija.

U ovom istrazivanju nisu detektirane primarne mutacije kod nelijecenih zaraZenih osoba
povezane s rezistencijom HIV-1 na lijekove iz skupina INSTI, NNRTI i Pl. Grgic i sur. (2012)
nisu detektirali primarnu rezistenciju na PI, dok je ucéestalost primarne rezistencije na NNRTI
bila niza od ucestalosti rezistencije na NRTI (35). Obzirom na to da pod selektivnim pritiskom
lijeka dolazi do pojave mutacija u genomu HIV-a i pojave rezistencije (sekundarna rezistencija)
na odreden lijek ili skupinu lijekova, literaturnih podataka o primarnoj rezistenciji na nedavno
odobrenu skupinu lijekova inhibitori integraze, vrlo je malo. Primjena inhibitora integraze
raltegravira u Hrvatskoj zapocela je tek 2015.9.

U studiji koju su proveli Gutiérrez i1 sur. 2015. godine na 86 nelijeCenih pacijenata
zarazenih B podtipom HIV-1, nisu detektirane primarne mutacije povezane s rezistencijom

HIV-1 na INSTIL. U pet nelijecenih HIV-om zarazenih ispitanika detektirane su neke od
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sekundarnih INSTI mutacija (L74V, E138K, G163RS i V151I), koje ne uzrokuju bioloski i
klini¢ki znacajnu rezistenciju HIV-1 na INSTI (43).

Literaturni podatci opisuju nekoliko zarazenih osoba HIV-om s primarnom
rezistencijom HIV-1 na INSTI u svijetu.

Young i sur. detektirali su 2011.g. dvije mutacije (Q148H i G140S) u prethodno
nelijeCenog HIV-om zarazenog muskarca i to je prvi opis primarne rezistencije na inhibitore
integraze u svijetu (44). Q148H je primarna mutacija koja uzrokuje kriznu rezistenciju na RAL
1 EVG i time znacajno smanjuje osjetljivost virusa na ta dva lijeka, dok je G140S sekundarna
mutacija koja u kombinaciji s Q148S utje¢e na smanjenje osjetljivosti virusa na RAL 1 EVG
viSe od sto puta, a na DTG vise od 10 puta.

Boyd i sur. su 2011.g. analizom genoma HIV-1 nelije¢ene HIV-om zarazene Zene
utvrdili postojanje primarne rezistencije na INSTI te na jos tri skupine antiretrovirusnih lijekova
(NRTI, NNRTI i PI) (45). U HIV-om zarazene Zene detektirana je primarna mutacija N155H
koja uzrokuje kriznu rezistenciju na RAL i EVG (45).

Do sada u literaturi nije zabiljezen niti jedan slucaj primarne rezistencije na DTG. Kod
analiziranog nelijeCenog pacijenta u svom istrazivanju, nisam utvrdio niti jednu mutaciju koja
bi bila povezana s primarnom rezistencijom na inhibitore integraze.

Pojava sekundarne rezistencije u lijeCenih bolesnika rezultat je selektivnog pritiska
odredenog antivirusnog lijeka ili skupine lijekova na virus u kombinaciji s velikom genskom
varijabilnosti samog virusa. Obzirom na to da suvremeno antiretrovirusno lijeenje ukljucuje
kombinacije od najceSce tri ili Cetiri antiretrovirusna lijeka, mutacije koje se javljaju kod
lijeCenih pacijenata u korelaciji su s lijekovima koriStenim u terapiji. Mogucnost virusa da
razvije rezistenciju ovisi o genskoj barijeri (broj mutacija potrebnih za nastanak rezistencije na
lijek) samog lijeka. . IstraZivanje Planiné A (2014) od 2008. do 2012. g. pokazalo je izuzetno
nisku prevalentnost (5% na sve lijekove, uklju¢uju¢i NRTI, NNRTI i PI) rezistentnosti HIV-a
na antiretrovirusne lijekove kod lijecenih osoba (11).

U ovom istrazivanju detektirao sam primarne mutacije povezane s rezistencijom HIV-1
na NRTI u 6 bolesnika. Najc¢eS¢a primarna mutacija povezana s rezistencijom HIV-a na
antiretrovirusne lijekove bila je M184V u genu za RT koja uzrokuje visoku razinu rezistencije
na lamivudin (3TC) i emtricitabin (FTC) te nisku razinu rezistencije na abakavir (ABC) i
didanozin (d4T) (29). Obzirom na to da kombinacija dva antiretrovirusna lijeka iz skupine
NRTI predstavlja okosnicu gotovo svake kombinirane antiretrovirusne terapije, pojava

mutacija povezanih s rezistencijom na upravo ovu skupinu lijekova je o¢ekivana.
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Rezultati ovog istrazivanja u skladu su s rezultatima istrazivanja Planini¢ A (2014), ali
i sa istrazivanjem Pillay i sur. (2005) koje je provedeno u Ujedinjenom Kraljevstvu i u kojem

je dokazano da je najveca ucestalost rezistencije HIV-1 na antiretrovirusne lijekove u lijeCenih
bolesnika upravo u skupini NRTI (11,46). U oba opisana istrazivanja naj¢e$¢a mutacija u
lije¢enih bolesnika bila je M184V (11,44). Mutacija M184V cesto se javlja u kombinaciji sa
sekundarnim mutacijama L74V ili K65R koje dodatno smanjuju osjetljivost virusa na NRTI
(47).

U ovom istrazivanju analizom sekvenci, kod dva lijeena bolesnika dokazao sam
mutaciju M184V u kombinaciji s L74V. Kombinacija ovih mutacija uzrokuje bioloski zna¢ajnu
rezistenciju na 3TC, FTC, ABC i ddl. U jednog lije¢enog bolesnika dokazao sam primarnu
mutaciju M41L. M41L uobicajena je mutacija za antiretrovirusne lijekove koji su analozi
timidina (TAM) te smanjuje osjetljivost virusa na zidovudin (ZDV) i stravudin (d4T). U istog
bolesnika dokazao sam i sekundarne mutacije T69A, K70N, K219R Kkoje, zajedeno s
primarnom mutacijom M41L, dodatno smanjuju osjetljivost virusa na ZDV i d4T. Rezultati
ovog istrazivanja podudaraju se s rezultatima vrlo opsezne studije Mendoza i sur. (2016) u kojoj
je analizirano 717 sekvenci pol-gena HIV-1 (47). U tom je istrazivanju otkrivena veca
prevalencija primarne mutacije M148V kod lijeCenih pacijenata u odnosu na nelijeCene
zarazene osobe, dok su kod nelijeCenih zaraZenih osoba najéeSée bile prisutne mutacije
T215Y/F i M41L (47).

Analizom sekvenci pol gena HIV-1 u 4 lijeCena bolesnika dokazao sam mutacije
povezane s rezistencijom na NNRTI. U sve cetiri sekvence detektirao sam sekundarnu
mutaciju V90I, a samo u jednoj sekvenci primarnu mutaciju G190A. Ova primarna mutacija
uzrokuje visoku razinu rezistencije na nevirapin (NVP) i efavirenz (EFV), a u kombinaciji sa
V90l dodatno smanjuje osjetljivost virusa na NNRT]I. Bolesnici kod kojih sam u istoj sekvenci
detektirao mutacije povezane s rezistencijom na NRTI i NNRT, lije¢eni su kombinacijom dva
lijeka iz skupine NRTI i jednog lijeka iz skupine NNRTI (3TC/FTC/EFV). Obzirom na to da
su navedene kombinacije lijekova najceSce primjenjivana kombinacija antiretrovirusnih
lijekova u Hrvatskoj kombinirana rezistencija na NRTI i NNRTI u lije¢enih bolesnika je
oc¢ekivana.

U ovom istrazivanju nisam detektirao primarne mutacije povezane s rezistencijom HIV-
1 na inhibitore proteaze. Rezultati ovog istrazivanja u skladu su s rezultatima istraZivanja
Planini¢ A (2014) u kojem nisu detektirane primarne mutacije povezane s rezistencijom na Pl
mutacija u lijeenih bolesnika ve¢ isklju¢ivo mutacije povezane s rezistencijom na NRTI i

NNRTI (11).
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Mutacije povezane s bioloski i klini¢ki zna¢ajnom rezistencijom HIV-a na lijekove iz
skupine INSTI dokazao sam u dvoje 2 lijecenih bolesnika te utvrdio postojanje primarnih
mutacija Q148R i N155H. Ove su mutacije povezane s neuspjehom lije¢enja viroloskim i
smanjenom osjetljivosti virusa na INSTI raltegravir 1 elvitegravir. Budu¢i da se obje mutacije
nalaze na mjestima u pol genu koja kodiraju za aminokiseline (Q148, N155) u aktivnom mjestu
integraze s kojim ulaze u interakciju oba antiretrovirusna lijeka tj. raltegravir i elvitegravir,
rezistencija na ove lijekove je krizna. RAL i EVG su lijekovi s niskom genskom barijerom za
rezistenciju, $to znaci da je pojava jedne primarne mutacije dovoljna za rezistenciju HIV-1 na
ova dva lijeka (33,36).

Antiretrovirusna terapija kojom su lijeceni bolesnici s viroloskim neuspjehom lijeenja
u kojih sam analizirao rezistenciju na INSTI, sastojala se od okosnice koja je uklju¢ivala dva
lijeka iz NRTI skupine lijekova i raltegravira (INSTI). Rezultati ovog istrazivanja u kojem sam
utvrdio primarne mutacije Q148R i N155H, sukladni su rezultatima QDMRK klinicke studije
u kojoj su primarne mutacije detektirane kod pacijenata s viroloskim neuspjehom lijeCenja na
terapiji s FTC/TDF (NRTI) + RAL (INSTI) bile Q148R i N155H (25). Programska podrska
ViroSeq dodijelila je razinu moguée rezistencije (MR) HIV-a na DTG u sekvenci s primarnom
mutacijom Q148H, no rezistencija na DTG se javlja jedno ukoliko postoje barem jo$ dvije
znacajne mutacije jer je DTG lijek s visokom genskom barijerom za rezistenciju. Naime, u tri
klini¢ke studije (SPRING-2, SINGLE i FLAMINGO) u kojima su prethodno nelijeceni
bolesnici uzimali dva NRTI (FTC/TDF ili ABC/3TC) + DTG, nakon 48 tjedana lijeCenja nisu
se pojavile mutacije povezane s rezistencijom na DTG. Mutacije povezane s rezistencijom na
DTG (R263R/K, V1511/V, T97A) pojavile su se u studiji SAILING kod bolesnika koji su bili
prethodno na terapiji s INSTI (najceSée raltegravirom), Sto potvrduje Cinjenicu da se
sekundarna rezistencija javlja nakon selektivnog pritiska lijeka na virus. Zanimljivo je da u niti
jednoj od studija nije zabiljezena primarna mutacija M 184V koja se javlja prilikom selekcije
na skpinu lijekova NRTI, koji su dani u kombinaciji s DTG. Kod pacijenata koji su prethodno
lijeeni s INSTI, mutacije koje se javljaju znatno utjeCu na smanjenje replikacijskog
potencijala virusa i aktivnost integraze, a budué¢i da je DTG lijek s visokom genskom
barijerom, barem tri takve mutacije su potrebne kako bi se stvorila rezistencija. Sto je vise
mutacija to je i manja replikacijska sposobnost virusa te samim time ne dolazi do pojave
dodatnih mutacija koje bi utjecale na skupinu lijekova NRTI (36). Kombinirana terapija
DTG/3TC/ABC pokazala se boljom od EFV/TDF/FTC u lijeCenju prethodno nelije¢enih

pacijenata, zbog nuspojava uzrokovanih s EFV. Kod usporedne terapije u kojoj su koristena
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dva NRTI u kombinaciji s DTG ili DRV/r, terapija s DTG se pokazala boljom u supresiji
virusne replikacije (25).

Stoga se danas DTG smatra najperspektivnijim lijekom od svih antiretovirusnih lijekova
u lijeCenju prethodno nelijeCenih i lijeCenih HIV-om zarazenih osoba. U usporedbi s
pojedina¢nim lijekovima ili skupinama lijekova, DTG je superiorniji od svih zbog svojih
povoljnih svojstava tj. u¢inkovitosti i sigurnosti primjene. DTG je bolji i u odnosu na RAL
zbog visoke genske barijere za rezistenciju, dok je od EVG superiorniji zbog toga §to ne treba
dodatno pojacavanje sa kobicistatom za duze djelovanje u organizmu, zbog toga Sto DTG sporo
disocira s integraze (36). Zbog svoje visoke genske barijere za rezistenciju DTG je bolji od
svih NNRTI i veéine NRTI, dok NRTI s podjednako visokom genskom barijerom za
rezistenciju nose nekolicinu teSkih nuspojava koje nisu zabiljezene kod DTG. Iako PI
karakterizira najvisa genska barijera za rezistenciju od svih antiretrovirusnih lijekova, svi
inhibitori proteaza zahtijevaju pojacavanje s ritonavirom (“r*) za duze djelovanje u organizmu
te ih vecina stupa u interakciju sa ostalim lijekovima (ne samo antiretrovirusnim) zbog ¢ega
ima se pripisuje toksicnost, $to nije zabiljezeno kod DTG (24,34,36).

Bioloska znac¢ajnost pojedinih mutacija regije pol genoma virusa za rezistenciju HIV-a
na antiretrovirusne lijekove procjenjuje se primjenom bioinformatickih algoritama. U ovom
sam istrazivanju usporedio rezultate tri algoritma koji se naj¢eSce koriste u europskim
laboratorijima (ANRS, Rega 1 HIVdb). Usporedba interpretacije bioloske znacajnosti pojedinih
mutacija povezanih s rezistencijom primjenom bioinformatickih algoritama pokazala je
nesukladnost u 17,5% uzoraka ukazujuci na vaznost nastavka istrazivanja u ovom podrudju.
Najveca nesukladnost kod interpretacije bioloske znaCajnosti mutacija povezanih s
rezistencijom odnosila se na Pl skupinu lijekova, to¢nije sve nesukladnosti u ovoj skupini
lijekova odnosile su se na TPV/r. Kod nelijeenih pacijenata primije¢ene su tri potpune
nesukladnosti algoritama u interpretaciji bioloSke znacajnosti mutacija i sve su se odnosile na
interpretaciju TPV/r. Vargne i sur. pokazali su nesukladnosti algoritama u interpretaciji
bioloske znacajnosti pojedinih mutacija povezanih s rezistencijom na HIV kod lijeCenih i
nelijeCenih pacijenata. Utvrdili su da se kod nelijecenih pacijenata vecina nesukladnosti u
interpretaciji bioloske znacajnosti pojedinih mutacija odnosi pri analizi primarne rezistencije
na PI. Nesukladnosti su se odnosile na analizu non-B podtipova HIV-1. Neke mutacije koje
uzrokuju visoku razinu rezistencije na Pl kod B podtipova HIV-1, u non-B podtipova su
prirodne polimorfne varijante koje ne utjeCu na rezistenciju (48).

U ovom istrazivanju, sve cetiri nesukladnosti u interpretaciji bioloske znacajnosti

mutacija povezanih s rezistencijom na TPV/r odnosile su se na non-B podtipove (G, A1/C, CRF
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02_AG, CRF06_CPX). Sukladno rezultatima Vargne i sur., u ovom istrazivanju najvise je
nesukladnosti otkriveno pri analizi mutacija povezanih s rezistencijom u lijecenih pacijenata
koji su primali lijekove iz skupine NRTI. Usporedbom rezultata rezistencije HIV-1 za
pojedinacne antiretrovirusne lijekove prema tri bioinformati¢ka algoritma utvrdio sam da je
najviSe nesukladnosti kod interpretacije mutacija povezanih na ddl, d4T i ABC, sto je u skladu
s istrazivanja koje su proveli Sturmera i sur (49). Najveca sukladnost u interpretaciji bioloske
znacajnosti mutacija kod nelijeCenih pacijenata zabiljezena je kod NNRTI skupine lijekova
(100%) zbog toga $to su to lijekovi s niskom genskom barijerom za rezistenciju kod kojih je
potrebna jedna mutacija za razvoj bioloSki znacajne mutacije te su algoritmi u njihovoj
interpretaciji naj¢escée sukladni, no u lijeCenih bolesnika sukladnost u interpretaciji rezistencije
na NNRT]I nije toliko visoka.

Buduc¢i da sukladnost analize interpretacije bioloski znac¢ajnih mutacija ovisi o podtipu
HIV-1, u ovom sam istraZivanju odredio podtipove svih 40 ispitanika koriste¢i bioinformaticki
algoritam Rega HIV-1 subtyping tool version 3.0 (40). Podtip B HIV-1 detektirao sam u 85%
(34/40) sekvenci, dok je 15% (6/40) pacijenata bilo zaraZzeno non-B-podtipovima grupe M:
dvoje ispitanika je bilo zarazeno sa podtipom C, jedan ispitanik sa podtipom G, jedan ispitanik
s rekombinantom formom podtipova A1/C te po jedan ispitanik sa cirkulirajuéom
rekombinantnom formom CRF06_CPX i CRF02_AG.

Istrazivanje Grgi¢ i sur. (2012) pokazalo je slian obrazac raspodjele podtipova u
Hrvatskoj kao 1 moje istraZivanje. Prema istraZivanju Grgic i sur. (2012), u Hrvatskoj je ve¢ina
infekcija HIV-1 uzrokovana podtipom B (88%), a od non-B podtipova (12%) prevladavaju:
podtip A, C, D te CRF02 AG i CRFO1_AE. Rezultati tog istrazivanja pokazali su da 75,6%
ispitanika zarazenih podtipom B pripada MSM rizi¢noj skupini, 14,1% HETERO rizi¢noj
skupini, 1,9% intravenoznim korisnicima opojnih droga (engl. IVDU, intravenous drug use),
dok za ostale ispitanike nije bilo podataka. Takoder, podaci tog istraZivanja pokazuju da su non-
B podtipovima HIV-1 zaraZene ve¢inom osobe koje ne spadaju u MSM rizi¢nu skupinu (35).
Sli¢ni rezultati objavljeni su u istrazivanju Stanojevi¢ i sur., kKoje pokazuje da je svega 29%
pacijenata koji pripadaju HETERO rizi¢noj skupini zarazeno podtipom B HIV-1 (19). Rezultati
mog istrazivanja sukladni su s rezultatima istrazivanja Stanojevic i sur. te pokazuju da 73,5%
(25/34) zarazenih osoba podtipom B HIV-1 pripada rizi¢noj skupini MSM, a 26,5% (9/34)
osoba pripada HETERO rizi¢noj skupini.

Potrebno je istaknuti da se podatci izneseni u radu Grgic i sur. i Stanojevié i sur. odnose
na analizu uzoraka bolesnika kojima je zaraza HIV-om dijagnosticirana u razdoblju od 2006-
2008.g. te da su rezultati ovog rada jedini dostupni podatci o molekularne heterogenosti HIV-a
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u posljednjih 9 godina (19,35). Uz to, rezultati ovog rada pokazali su da postoji razlika u
ucestalosti pojedinih mutacija povezanih s rezistencijom HIV-a na NRTI, NNRTI, Pl i INSTI
u nelijeCenih HIV-om zarazenih osoba i bolesnika s viroloskim neuspjehom lijecenja te da
postoji razlika u interpretaciji bioloSke znacajnosti pojedinih mutacija obzirom na primjenu
bioinformatickih algoritama. ZakljuCujem da je wucestalost rezistencije HIV-a na
antiretrovirusne lijekove u nelijeCenih HIV-om zaraZenih osoba i bolesnika s viroloskim
neuspjehom lijeenja niska te da je potrebno nastaviti istrazivanja u smislu optimizacije

primjene pojedinih algoritama za interpretaciju znacajnosti otkrivenih mutacija.
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6. ZAKLJUCCI

1) Ucestalost rezistencije HIV-a na antiretrovirusne lijekove u prethodno nelijecenih

zarazenih osoba HIV-om kao i u prethodno lije¢enih bolesnika iz Hrvatske je niska.

2) U lije¢enih bolesnika otkrivene su mutacije N155H i Q148R povezane s rezistencijom

HIV-a na inhibitore integraze tj. uzrokuju kriznu rezistenciju na raltegravir i elvitegravir.
3) Rezistencija HIV-a na inhibitor integraze dolutegravir nije dokazana.

4) Analiza ucestalosti mutacija HIV-1 povezanih s rezistencijom na pojedine skupine
antiretrovirusnih lijekova pokazala je da su najce$¢e mutacije povezane s rezistencijom na

NRTI dok rezistencija na Pl nije dokazana.

5) Mutacije povezane s bioloski znacajnom rezistencijom u prethodno nelije¢enih HIV-om

zarazenih osoba kao i u lijeCenih bolesnika s virusoloskim neuspjehom lijecenja su razlicite.

6) Najces¢e mutacije povezana s primarnom rezistencijom HIV-a na antiretrovirusne lijekove
bile su T215S i M41L (rezistencija na NRTI) dok je naj¢e$¢a mutacija vazna za rezistenciju u
lijecenih bolesnika bila M184V/I (takoder rezistencija na NRTTI).

7) Bioinformati¢ki algoritmi koji omoguéuju interpretaciju bioloske znacajnosti mutacija
povezanih s rezistencijom HIV-a na antiretrovirusne lijekove iskazuju nesukladnosti, posebice

obzirom na genotip virusa.

8) Analiza molekularne heterogenosti HIVV-a pokazuje da je podtip B naj¢esci u ispitanika iz
skupine MSM te da su u Hrvatskoj zastupljeni podtipovi i rekombinante HIV-a koji su

uobicajeni u Africi 1 Aziji.
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