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HIV-1 TRANSAKTiVASYONUNUN ANTISENS OLIGONUKLEOTID TEKNOLOJISi
KULLANILARAK iNHIiBE EDIiLMESI
Omer Faruk ARICI
Erciyes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii,
Eczacilik Biyokimya Anabilim Dah
Doktora Tezi, Arahk 2014
Damsman: Prof. Dr. ilhan DEMIRHAN
OZET

HIV-1’in yiiksek oranda mutajeneze bagh olarak antiretroviral ilaglara kars1 gelistirdigi direng
nedeniyle ilac etkinliginin ortadan kalkmasi, alternatif viral hedeflerin arastirllmasina yol agmstir.
Bu hedefler arasinda gosterilen HIV-1 Tat proteini, enfekte hiicrelerin niikleusunda trans-acting
transkripsiyonel aktivator olarak etki eder. Ayrica tiim HIV-1 transkriptlerinin 5' ucunda yer alan
iyi korunmus TAR sag¢ tokasi yapisi ve bazi hiicresel proteinler ile kompleks etkilesimlere girerek

transkripsiyonun baglatilmasi ve RNA zincirinin uzamasida gorev alir.

Bu calisma, farkli dizilim ve modifikasyonlar iceren antisens oligoniikleotid (ASO) dizileri
kullanilarak, HIV-1 transaktivator proteini, Tat’in olusumunun dolayisiyla aktivitesinin inhibe
edilmesi amactyla yapildi. ASO’lerin dizilimi, diren¢ gelisimini minimum diizeyde tutabilmek
amaciyla tat mRNA’nin 5' ucu yakinindaki iyi korunmus bolgenin farkli sekanslar1 hedeflenerek

belirlendi.

Transaktivasyon modeli olusturmak amaciyla, Jurkat hiicrelerine HIV-1 tat ve rev geni iceren
pCV1 plazmidi ile HIV-1 LTR ve CAT raportér genini iceren pC15CAT plazmidleri DEAE-
dekstran metodu kullanilarak transfekte edildi. ASO’lerin Tat aktivitesi iizerine etkilerini
aragtirmak amaciyla, ASO’ler plazmid transfeksiyonu yapilmis jurkat hiicre kiiltiirtine 1 uM, 3 pM
ve 5 uM konsantrasyonlarda ilave edildikten sonra hiicre kiiltiirii 48 saat inkiibe edildi. inkiibasyon

stiresi sonunda olusan CAT enzim ekspresyonu CAT ELISA kiti araciligiyla tespit edildi.

En yiliksek CAT ekspresyonu inhibisyonu, 5 uM dozda CAT ekspresyonunu %43 inhibe eden Anti-
Tat-1 dizisi ile elde edilmistir. Sitotoksisite testi sonucu hiicreler iizerinde toksik etki yarattig1 tespit
edilen Anti-Tat-2 ise ayn1 dozda CAT ekspresyonunu %35 inhibe etmistir. Sonuc¢ olarak bu
caligmada, antisens oligoniikleotid teknolojisi kullanilarak Tat aktivitesinin inhibe edilebilecegi
gosterilmigtir. Tat geninin farkli korunmus bolgeleriyle etkilesim gosterebilecek farkli dizilime ve
modifikasyonlarla sahip sitotoksik olmayan ASO’lerin dizayn edilmesinin, tat aktivitesinin daha
efektif olarak inhibe edilmesinde ve alternatif AIDS tedavilerinin gelistirilmesinde onemli olacagi

diistiniilmektedir.

Anahtar kelimeler: HIV, TAT, CAT, TAR, antisens
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INHIBITION OF HIV-1 TRANSACTIVATION BY ANTISENSE
OLIGNUCLEOTIDE TECHNOLOGY
Omer Faruk ARICI
Erciyes University, Institute of Health Sciences
Department of Pharmaceutical Biochemistry
PhD Thesis, December 2014
Supervisor: Prof. Dr. ilhan DEMiRHAN
ABSTRACT
The elimination of antiretroviral drug efficacy due to drug resistance developed by high-rate HIV-1

mutagenesis has led to the investigation of alternative viral targets. One of these targets is the
HIV-1 Tat protein, which functions as a trans-acting transcriptional activator in the nucleus of
infected cells. Tat is also involved in the initiation of transcription and RNA chain elongation by a
complex process involving interactions with cellular proteins and a hairpin loop called TAR which

is a highly conserved stem-loop structure located at the 5' end of all HIV-1 transcripts.

In this study, we aimed to inhibit Tat activity by using antisense oligonucleotides with different
sequences and modifications. To reduce risk of resistance development, ASO sequences were

selected by targeting well conserved region near the 5' end of the Tat mRNA.

To create transactivation model, pCV1 plasmid containing tat and rev genes and pC15CAT plasmid
containing HIV-1 LTR and CAT reporter genes were transfected in jurkat cells by DEAE-dextran
method. In order to investigate the effects of ASOs on Tat activity in vitro, ASOs were added to the
plasmid-transfected cell culture at concentrations of 1 uM, 3 uM and 5 pM and cell culture was
subsequently incubated for 48 hours. At the end of incubation period, the expression level of the

CAT reporter gene was measured using the CAT ELISA Kit.

Highest inhibition of CAT expression obtained with Anti-Tat-1 at the dose of 5 uM was %43. Anti-
Tat-2, which inhibited expression of CAT at the same dose by %35, was found cytotoxic according
to cytotoxicity assay. Consequently, we have shown that Tat activity can be inhibited by using
antisense oligonucleotide technology. Designing non-cytotoxic ASOs with different sequences and
modifications that target different conserved regions of tat mRNA is thought to be important for

inhibiting tat activity more effectivly and for development of alternative treatments of AIDS.

Key words: HIV, TAT, CAT, TAR, antisense
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1. GIRiS VE AMAC

Insan immun yetmezlik viriisii tip 1 (Human Immunodeficiency Virus Type-1, HIV-1),
kazanilmis bagisiklik yetmezligi sendromu yani AIDS’in (Acquired Immundeficiency
Syndrome) baslica sebebidir. 1980’lerde ortaya ¢ikan AIDS, her y1l milyonlarca insanin
Olimiine neden olmakta ve hizla yayilmaya devam etmektedir (1). HIV’in genom
yapisinin ve yasam siklusunun ¢ok iyi sekilde anlasilmasi, HIV e karsi ilag gelistirmede
ve virlisiin yayilmasini onlemede biiyilk onem tasimaktadir. HIV bir retroviriistiir fakat
genomik yapist bilinen tiim havyan retroviriislerinden farklidir. HIV-1, retroviriislerde
bulunan gag, pol ve env yapisal genlerinin yam smra viriisiin replikasyonu ve
infektivitesini diizenleyen tat (Trans-Activator of Transcription) ve rev regiilator genleri
ile vif, vpr, nef ve vpu aksesuar genlerine sahiptir (2). Tat geni, yapisal genlerin ifade
edilmesinde asil rol oynayan gendir. Tat geninden ifade edilen Tat proteini yiiksek
oranda korunmus sisteince zengin bolge ile arjinin ve lizin tekrarlarindan olusan bazik
amino asit bolgesi olmak tizere iki onemli bolgeye sahiptir (3). Sisteince zengin bolge,
Tat’in fonksiyonu i¢in 6nemli olan metal iyonlar ile bag olusturarak dimerizasyonda rol
alirken bazik bolge niikleikasit zinciri ile bag kurarak HIV genomunu transaktive eder ve

yapisal genlerin ekspresyonunu dolayisi ile HIV’in replikasyonunu saglar (3,4).

Tat proteini HIV ile enfekte hiicreler tarafindan aktif olarak salgilandigindan enfekte

bireylerin serumunda tespit edilmektedir (5,6). Ekstraselliiler tat, latent olarak HIV ile



enfekte hiicrelere girerek viral genom transkripsiyonunu aktive edebilir. Ayrica HIV-1
koreseptorlerinin ekspresyonunu arttirarak enfeksiyonun devamliligma katki saglar.
Ekstraselliiler Tat, enfekte olmamig farkli tip hiicrelere aralarinda integrinler (asfBi, oyfs3,
ayvPs), vaskiiler endotelyal biiytime faktorii reseptorleri (VEGFR1 / Flt-1, VEGFR2 /
KDR), kemokin reseptorleri (CCR2, CCR3, CD26, CXCR-4), disiik dansiteli
lipoprotein reseptor-iliskili protein (LPR) ve heparan siilfat proteoglikanlar1 (HSPG)
bulunan c¢esitli reseptorler ile etkilesime girerek etki eder (7-9). Reseptor cesitliligi
Tat’in hedef hiicrelerde kompleks sinyal iletim aglarin1 aktive ettigini gosterir ve Kaposi
Sarkomu (KS), demans, tiiméral olusumda siklik gibi AIDS’e baglh patolojileri agiklar
(5, 10).

Tat proteininin hiicre i¢i aktivitesi viral replikasyon dongiisiinde agik¢a goriiliir. Viral
RNA konak hiicre igine girdikten sonra revers transkriptaz ile viral cDNA’ya
doniigtiiriiliir. Olusturulan viral genom hiicre c¢ekirdegine tasmir. Hiicre genomuna
entegre olan viral genomun 5' ucunda yer alan promotor yani LTR (Long-Terminal-
Repeat) dizisi transkripsiyon faktorleri ve RNA Pol II ile baglanip viral transkripsiyonu
baslatir (11). Konak hiicre genomuna entegre olan proviral genomun transkripsiyonunun
baslangicinda “Stem-loop” (sa¢ tokasi) yapisinda katlanabilen bir RNA dizisi olusur. +1
ve +59 niikleotidleri arasinda yer alan bu RNA yapisina, trans aktivasyon duyarl bolge
anlammna gelen “Trans Activation-Responsive Region, TAR” adi1 verilir. Tat
transaktivasyon islemini bazik amino asitlerin yogun bulundugu bolgesi ile LTR
tizerindeki TAR-RNA’nin spesifik bir bolgesi ile etkilesime gecerek gerceklestirir. Tat,
TAR-RNA’ya baglandiktan sonra bir protein kinaz olan TAK (Tat-associated kinase)’1
uyarir. Bunun sonucunda RNA Polimeraz II'nin biiyiik alt {initesindeki karboksi
terminal ucunda hiperfosforilasyon gerceklesir (12, 13). Bdylece transkripsiyon
kompleksi aktive olur ve HIV genomunun transkripsiyonu gerceklestirilir. Tat’in
yoklugunda LTR’dan uzama baglar ancak transkripsiyon baskilanir. Ciinkii promotor
cok zayif bir sekilde islevsel polimeraza baglanir. DNA kalibindan transkripsiyonun
erken evresinde ayrilir. Dolayisiyla Tat proteininin olusumunun veya aktivitesinin

Oonlenmesi HIV replikasyonunu onlemek i¢in 6nemli bir hedef olmustur (12).

AIDS hastaliginin standart terapisinde kullanilan ilaglarin uzun dénem kullanimi sonucu
toksisite ve kardiyovaskiiler riskde artis, ilaca direncli HIV tiplerinin ortaya ¢ikmasi, ilag

tedavisi kesildiginde viral yiikiin tedaviye baslamadan onceki seviyelere ¢ikmasi, bazi



genis capli arastirmalarda ila¢ tedavisi swrasinda virolojik yanit artmasma ragmen
herhangi bir nedene bagli mortalite oraninda azalma gdzlenmemesi ve tedavinin erken
donemlerinde immiinolojik yanitta artis olmamasi gibi durumlar yeni arayislara neden
olmus selektif olarak wviriislii hiicreler tlizerine terapotik etki gosterecek minimum
toksisiteye sahip bir etkenin bulunmasi arastiricilarin hedefi olmustur (14-16). Bu
siirecte gen ifadesinin molekiiler biyolojisinin aydinlatilmasi sonucu ortaya antisens

teknolojisi sistemi ¢ikmustir.

Antisens kavrami, niikleik asitlerin yapi ve fonksiyonlarinin aydimnlatilmasi sonucu
Watson-Crick hibritlesme kurallarina baglh olarak ortaya c¢ikmistir. Niikleik asit
hibridizasyonunun aydinlatilmasi, in situ hibridizasyon ve diyagnostik prob
teknolojilerindeki gelismeler antisens kavraminin olusmasina katkida bulunan en temel
basamaklardir (17, 18). Antisens oligoniikleotidler (ASO), hedef gen ile veya hedef
genin mRNA’s1 ile Watson-Crick baz eslesmesi yaparak sahip olduklar1 kimyasal yap1
ve modifikasyon ile hibridizasyon lokasyonuna bagh olarak ¢esitli mekanizmalarla gen
ekpresyonunu inhibe edebilen tek zincirli yaklasik 15-20 baz cifti uzunlugunda
riboniikleotid veya deoksiriboniikleotidlerdir (19).

Antisens teknolojisiyle bilinen niikleotid dizisine karsi komplementer antisense dizi
sentezlenebilir ve bu antisens niikleik asitler biiylik miktarlarda ¢ogaltilabilirler (20).
Deneysel olarak arastirilan ASO’lerin biiyiik kismi bir genin genetik mesajini, RNA-
DNA heterodubleksini spesifik olarak kesen RNase H endoniikleaz enzimini
indiikleyerek engellerler. Bunun sonucunda antisens molekiiller bozulmadan kalirken
hedef mRNA degradasyonu gerceklesir (21). Antisens oligoniikleotidler hedef
mRNA’nin bazi proteinler, niikleik asitler ve riboniikleoproteinlerce taninmasini
saglayan ve stabilitesini arttiran sekonder yap1 motifleri hedeflenerek dizayn edilebilir
(22). Ayrica ribozomal aktivitenin sterik olarak engellenmesi sonucu translasyonel
blokaj, pre-mRNA 5' cap ve 3' poli adenilasyon blokaji1 ile pre-mRNA destabilizasyonu
ve splicing bolgelerinin blokaji ile splicing inhibisyonu gerceklesir. Hedef sekansa
yonelik olarak antisens siRNA’lar dizayn edilerek RISC aktivasyonu araciliiyla gen
susturumu gerceklestirilebilir (23, 24).

Modifiye edilmemis sentetik oligoniikleotidler yabanci bir hiicreye verildiklerinde hizla
endoniikleazlarin yikimma ugrarlar. Antisens oligoniikleotidlerin niikleazlara karsi

direncini arttirmak, serum veya dokudaki yarilanma Omriinii uzatmak, sekansa baglh



olmayan toksisiteyi azaltmak, hedef DNA veya RNA’ya afiniteyi artirmak yada hiicre
zarmdan girisi kolaylastirmak {izere cesitli modifikasyonlar gergeklestirilebilir [2'-O-
metil (OMe), 2'-O-metoksi-etil (MOE), Locked niikleik asit (LNA), Peptide niikleik asit
(PNA) ve morfolino fosforoamitler (MF)] (25).

Antisensoligoniikleotidler TAR RNA ve Tat protein mRNA’sma yonelik sekans spesifik
etkilesimleri nedeniyle potansiyel transaktivasyon inhibitorleri olarak bir ¢ok ¢alisma da
kullanilmistir. Ancak yapilan literatiir taramasi sonucu, dogrudan Tat-mRNA dizilerini
hedefleyen yeterli sayida calisma olmadigi tespit edilmistir. Bu nedenle, bu ¢alisma Tat
protein mRNA’sinin farkli sekanslar1 géz Oniinde bulundurularak secilen antisens
oligoniikleotidlerle, HIV replikasyonu i¢in vazgeg¢ilmez olan bu proteinin olusumunun
inhibe edilebilecegi diisiincesi ile gerceklestirilmistir. Amaglananlar dogrultusunda elde

edilen verilerin AIDS tedavisine yeni bir yol acabilme sans1 yaratmasi hedeflenmektedir.



2. GENEL BiLGILER

2.1. HIV’IN BiYOLOJiSi

Insan immiin yetmezlik viriisii (HIV) bir retroviriisdiir ve AIDS’in birincil etyolojik
ajamdir. Insan retroviriislerinin 1980°li yillarda ortaya c¢ikmasindan once Feline
leukemia viriisi gibi hayvan retroviriisleri kesfedilmistir. HIV, Retroviridae
familyasmin Orthoretrovirinae alt familyasina ait bir cins olan lentiviriisler arasinda yer
almaktadir. Lentiviriisler merkezi sinir sistemi hastaliklar1 ve immiinosiipresif

hastaliklarla karakterizedir. Ayrica bu viriisler uzun inkiibasyon siirelerine sahiptir (26).
2.1.1. HIV’in Kokeni

Kazanilmis bagisiklik yetmezligi sendromu yeni bir hastalik olarak ilk kez 1981 yilinda
bir grup homoseksiiel geng erkekte firsat¢1 enfeksiyonlarin ve malignitelerin anormal
artig gostermesi iizerine kesfedilmistir (27). Kazanilmig immiin yetmezlik sendromunun
(AIDS) ortaya ¢ikmasindan sadece iki yil sonra, yani 1983 yilinda Fransa Pasteur
Enstitiisii’'nden Luc Montagnier ve arkadaslar1 enfeksiyon etkeni viriisii izole etmeyi
basarmuglardir. HIV-1’in aniden ortaya c¢ikmasi, epidemik yayilimi ve benzersiz
patojenitesi ile ilgili yapilan yogun caligmalar neticesinde 1986 yilinda morfolojik
olarak HIV-1’e benzeyen fakat antijenik olarak farkli yapida bir viriis Bat1 Afrika’daki
AIDS hastalarindan izole edilmistir (28). Makak maymunlarinda immiin yetmezlik

sendromuna (simian AIDS) neden olan ve daha ¢ok bir simian viriise benzeyen bu yeni



kesfedilen viriise insan immiin yetmezlik viriisii tip 2 (HIV-2) denilmistir (29). Daha
sonra farklr tiir simian immiin yetmezlik viriisleri (SIVs) orjinine gore son ek alarak
ifade edilmistir. Bu viriisler Sahra-Alti Afrika bolgesinde yasayan yesil afrika
maymunlari, kurumlu mangabey, mandril, sempanze gibi cesitli primat tiirlerinde
bulunmaktadir. Ayrica bu viriisler filogenetik smiflandirmaya gdre insan ve simian
AIDS viriisleri ile ayni ataya sahip olmalarma ragmen kendi dogal konaklarinda
genellikle patojenik degildirler. Sempanzelerde bulunan simian viriis tiiri HIV-1’e,
mangabeylerde bulunan simian viriis tiirii HIV-2 ye filogenetik olarak yakin iligkili
oldugu anlasilmistir (30, 31). Bu ilging durum AIDS’in insanlar ve makak
maymunlarinda, farkli primat tiirlerinde bulunan lentiviriislerin neden oldugu viral
enfeksiyonlarin tiirler aras1 aktarimi sonucu ortaya ¢iktigini gostermektedir. Daha sonra
yapilan detayli ¢calismalarda makak maymunlarini enfekte ederek simian AIDS’e neden
olan SIVmac’m makak maymunlarinin dogal patojeni olmadigi, ABD (Amerika
Birlesik Devletleri)’deki primat merkezlerinde ¢esitli makak tiirlerinin dogal olarak STV
ile enfekte kurumlu mangabeylerin kan ve/veya dokulariyla bilingsizce inokiile edilmesi
sonucu gelistigi bildirilmistir (32). Molekiiler epidemiyolojik verilere gore insanlari
enfekte eden en yaygin HIV alt tipi HIV-1 dir. HIV-1 bir sempanze alt tiirii olan Pan
troglodytes troglodytes da bulunan ve SIVcpz olarak bilinen simian immiin yetmezlik

viriisiinden (SIV) tiiremistir. HIV-1, SIVcpz’nin yiiksek oranda homologudur (33).

Simian immiin yetmezlik virlisiiniin bir bagka formu Sooty mangabey (kurumlu
mangabey) maymun tiiriinden izole edilen SIVsmdir. HIV-2 SIVsm viriisiinii tasiyan
kurumlu mangabeylerle insanin temasi sonucu ortaya ¢ikmustir. HIV-2 ve SIVsm
arasinda benzer bir genom yapist bulunmaktadir. Ayrica vpx geni sadece bu iki viriiste

bulunmaktadir (33).

HIV-1 M, N, O ve P olarak adlandirilan dort gruba ayrilir. Her grup birbirinden
bagimsiz olarak farkl tiirler arasi viral enfeksiyon transferi yoluyla olusmustur. M
(major) grubu diinya capinda milyonlarca kisiyi enfekte etmis HIV-1’in pandemik
formudur. HIV-1 M grubu 9 alt tipe (A-D, F-H, J, K) ve birden fazla alt tipin ayni
popiilasyonu enfekte etmesiyle olusan 40 farkli dolasan rekombinant forma (Circulating
Recombinant Form, CRF) ayrilmaktadir (32). HIV-2 de 8 alt tipe (A-H) ayrilmaktadir.
[lgili molekiiler epidemiyolojik bulgulara gore M grubu, yirminci yiizyiln ilk yarisinda

SIVcpz’'nin insanlara bulagsmasi sonucu ortaya ¢cikmistir. SIV’in insana bulagsmasi virusu



tastyan primatin kaniyla ve/veya viicut sivilariyla kiitan6z veya miikoz yolla temas
sonucu geligsmistir. Bu tiir riskler genellikle afrika iilkelerinde maymun ve sempanze
avciligl sirasinda ortaya cikmustir (32). Yaygm olarak Kamerun, Gabon ve komsu
ilkelerde goriilen O grubu 1990 yilinda kesfedilmistir ve tiim HIV-1 enfeksiyonlarinin
%1’inden azimm kapsamaktadir (34). N grubu 1998 yilinda kesfedilmis ve hepsi
Kamerunda olmak iizere simdiye kadar 13 vaka dokiimante edilmistir. P grubu ise 2009

yilinda Kamerunda iki kigide tespit edilmistir (32).
2.1.2. Olgun Virion Yapisi

Olgun HIV viriisii yaklasik 100-120 nm ¢apinda ve sferik yapidadir. Olgun HIV virion
yapist Sekil 2.1°de gosterilmistir. Virlis viral genomu i¢inde barindiran koni sekilli
elektronca yogun cekirdege sahiptir (4). Cekirdek ara membran, kapsid, niikleokapsid,
genom ve genomla ilgili proteinlerden olusur. Yaklasik 2000 kopya kapsid proteininden
(CA, p24) meydana gelen kapsid yapis1 niikleokapsid (NC, p7), birbirinin ayn1 olan iki
adet kisa tek zincirli yaklasik 9200 niikleotid uzunlugunda riboniikleikasit (RNA),
revers transkriptaz (RT), integraz (IN) ve proteaz (PR) enzimlerini icerir (4). Ayrica
Nef, Vif ve Vpr aksesuar proteinleri de olgun virion partikiilii icerisinde bulunur.
RNA’nin her bir zinciri viriis genlerinin kopyasima sahiptir. Niikleokapsid yapisi
yaklasik 2000 niikleokapsid proteininden olusmustur. Bu yap1 viral RNA’ya yiiksek
affinite ile baghdir. Viral RNA’y1 cevreleyerek niikleazlardan korur ve stabilize eder.
Niikleokapsidin dis kisminda yaklasik 2000 adet matriks proteininden (MA, pl7)
meydana gelen bir ara membran ve en dista konak hiicrenin membranindan gelen ve
niikleokapsidi ¢evreleyen lipit zarf yapis1 bulunur (4). Viral zarf yilizeyinin disina dogru
yonlenen kompleks proteinler ‘cikint1’ olarak ifade edilirler. Bu yiizey ¢ikintilar1 HIV’in
CD4 reseptoriine sahip konak hiicrelere baglanmasini saglayan donanimlardir. Her HIV
viriisii yaklasik 72 adet cikintiya sahiptir. Bu cikintilardan her biri govde ve baslik
olmak iizere iki kisimdan meydana gelir. Cikintilarin govdeleri 3 transmembran
glikoproteinden (TM, gp41) bashklar1 ise 3 yiizey glikoproteinden (SU, gp120)
meydana gelir. TM ve SU glikoproteinleri birbirleriyle non-kovalent baglarla birlesmis
halde bulunurlar (26, 35, 36).
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Sekil 2.1 Olgun HIV virion yapisi (4).
2.1.3. Genom Yapisi1 ve Organizasyonu

Konak hiicre genomuna entegre olmus HIV-1 viral genomu (proviriis) yaklasik 9.7 kb
(kilobaz) uzunlugundadir. Proviriisiin her iki ucunda Sekil 2.2°de gosterildigi gibi
terminal tekrar dizileri (LTR) bulunur. LTR’ler viral genom ifadesinin diizenlenmesinde
gorevlidir. En az 9 farkli protein kodlayan viral genler proviral DNA’nin merkezinde
bulunur. HIV genomu genel olarak retroviriislerde oldugu gibi gag (grup spesifik
antijen), pol (polimeraz), env (zarf) olarak ifade edilen iic major yapisal gen icerir (37).
Gag geni viriisiin i¢ kisminda yer alan yapisal proteinlerin dnciillerini, pol geni viral

enzimlerin Onciillerini, env geni ise virion glikoproteinlerinin onciillerini kodlar (38).
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Sekil.2.2 Tek zincirli HIV genomu (37).

Bu genlerin yamisira Tat (Transkripsiyonel transaktivator) ve Rev (Viriis gen
ekspresyonunu diizenleyici) olarak bilinen iki diizenleyici (regiilator) protein ile Nef
(Negatif efektor), Vif (Viral Enfektivite Faktorii), Vpr (Lentiviriis protein R) ve Vpu
(Viral Protein U) olarak bilinen dort yardimci (aksesuar) proteini kodlayan viral genler
bulunmaktadir. Bu proteinler viral replikasyon kontrolii, hiicre i¢i tasinma,
transkripsiyonel aktivasyon ve enfektivitenin devamini saglama gibi onemli gorevler

tistlenir (39).
2.1.3.1. LTR (Long Terminal Repeat)

HIV-1 replikasyonu sirasinda cok basamakli revers transkripsiyon islemi sonucu
proviral DNA’nin her iki ucunda yer alan birbirinin aynis1 iki LTR dizisi sentezlenir. Bu
diziler proviriisiin konak hiicre genomuna entegre olmasinda rol oynar. Proviral
DNA’nin 3" ucundaki LTR yeni sentezlenen viral RNA’ya poli A kuyrugu
eklenmesinde gorevlidir ve nef aksesuar proteinini kodlar. 5' ucundaki LTR ise
retroviral genomun promotoru olarak fonksiyon gosterir (40). Konak hiicre
transkripsiyon faktorlerinin viral genomun LTR bolgesinde bulunan cesitli DNA
sekanslarina baglanmasi sonucu proviral gen ekspresyonu diizenlenir. HIV-1 LTR Sekil
2.3’de gosterildigi gibi sirasiyla U3, R ve U5 olarak ii¢ yapisal bolgeye ayrilir (41). U3
bolgesi yaklasik 450 baz cifti uzunlugunda olup her bir LTR dizisinin 5' ucunda yer alir.
Bu bolgede cogunlukla hiicresel transkripsiyon faktorlerini baglayici sekanslar (cis-
acting elements) bulunur. LTR dizisinin merkezinde yer alan R bdlgesi 100 baz c¢ifti
uzunlugundadir. Transkripsiyon 5' LTR R bolgesinin baslangicindaki ilk baz ile baslar.
Yeni sentezlenen transkripte hiicresel mekanizma ile 7-metilguanozin sapka yapisi
eklenir. 3' LTR R bdlgesinin son bazindan sonra poli A kuyrugun eklenmesi sinyali

verilerek transkripsiyon sonlanir (42).
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Sekil 2.3. HIV-1 LTR yapisi. AP1, NFAT-1, IL-2RE, NF-kB, SP1 ve LBP-1 transkripsiyon faktorlerinin
baglanma bolgeleri, TATA kutusu, TAGAA zayif transkripsiyonel baslama sekansi, TAR bolgesi ve
AAUAA poli-adenilasyon sekansi gosterilmistir (43).

LTR U3 bolgesi modiilatér, enhansir (enhancer) ve ¢ekirdek olarak 3 fonksiyonel alt
bolgeye ayrilir. Bu bolgeler viral genom transkripsiyonunun diizenlenmesinde

gorevlidir (44).

Cekirdek bolgede basta TATA kutusu, iic adet Spl baglanma bolgesi ve Inr (initiator)
bolgesi olmak iizere ¢esitli transkripsiyon faktorii baglanma bolgeleri bulunur. TATA
kutusu RNA polimeraz II transkripsiyon kompleksini meydana getiren TBP (TATA

baglayici protein) ve diger proteinlerin baglanma bolgesidir (44).

Enhansir bolgesinde 2 adet NF-kB (NF-kappa B) transkripsiyon faktorii baglanma
bolgesi bulunur. HIV-1 genomu transkripsiyon kontroliiniin pozitif diizenlenmesi i¢in
NF-kB transkripsiyon fakorlerinin enhansir bolgesine baglanmasi yeterli degildir.
Ancak transkripsiyon Spl ve NF-kB proteinlerinin birbirleriyle etkilesimi sonucu

gerceklesir (45).

Modiilator bolgedeki sekanslara 6zgii etkilesim gosteren bir¢ok hiicresel protein HIV-1
transkripsiyon kontroliiniin hem pozitif hem negatif diizenlenmesinde gorev alir. TAR
(Transactivation Responsive Element), U3 bolgesinin asagisinda yer alan R bolgesinde
bulunur. TAR, TAT proteinini baglayabilmek i¢in sa¢ tokasi (stem-loop) seklini alir.
Transkripsiyonel uzamanin verimli bir sekilde devam etmesi i¢in TAT-TAR etkilesmesi

gereklidir (46).



11

2.1.3.2. Yapisal Proteinler
a) Gag:

Gag geni viriisiin i¢ boliimiinde yer alan yapisal proteinlerin sentezlenmesinden
sorumludur. Bu genin splayslanmamis mRNA’sindan oncelikle 55 kDa biiytikliigiinde
prekiirsor gag poliproteini (Pr55) kodlanir. Translasyon swrasinda Pr55 N terminali
miristik asit ile konjuge edilir. (47). Bu konjugasyon partikiil formasyonu igin
gereklidir. Bu sayede proteinin hiicre membranina yonelimi ve i¢ yiizeye baglanmasi
saglanir. Membrana baglhi Gag poliproteini, enfekte hiicrenin ylizeyinden
tomurcuklanma sirasinda gerekli diger viral ve hiicresel proteinler ile birlikte iki kopya
viral genomik RNA ‘y1 bir araya getirir. Tomurcuklanmadan sonra bu protein proteaz
enzimi vasitasiyla parcalanarak MA, CA, SP1 (spacer peptide 1), NC, SP2 (spacer
peptide 2) ve diisiik molekiil agirlikli P1, P2, P6 proteinleri meydana getirilir (48).

MA polipeptidi p55’in miristik asit ile konjuge edilmis N terminalinden olusur. MA
molekiilleri cogunlukla viral partikiil stabilizasyonu icin virion lipid tabakasinin ic
kismina bagl halde bulunur. Bir kismi ise virionun i¢ bolgesinde yer alan niikleoprotein
kompleksinin bir parcasini olusturur. Bu kompleks yap1 viral DNA’nin niikleusa
lokalizasyonu sirasinda viral DNA’ya bagh halde bulunur (49). Bu MA molekiilleri,
sahip olduklar1 karyofilik sinyal araciligiyla niikleustaki hiicresel transfer
mekanizmasim aktiflestirerek viral genomun niikleusa transferini kolaylastirir. HIV’in
bu ozelligi diger retroviriislerden farkli olarak boliinmeyen hiicreleri de enfekte

edebilmesini saglar (50).

Yiiksek hidrofob 6zellikli CA kapsid proteini viral partikiillerin konik sekilli kapsid
yapisini meydana getirir. Siklofilin A (peptidil-prolil isomeraz, CypA) CA’ya
baglanarak HIV-1 replikasyon sikliisiiniin erken evrelerinde aktivite gosterir ve viral
transdiiksiyon etkinligini arttirir. CypA-CA etkilesimi deneysel olarak siklofilin A’nin
yarigmalt inhibitorii  siklosporin A (CsA) ile engellendiginde viral replikasyon
inhibisyonu gerceklesmistir. Ayrica olgunlagsmamis viriis partikiillerinin toplanmasi i¢in
gereken gag-gag etkilesimlerine aracilik eder (51).

Bazik ve hidrofilik bir protein olan niikleokapsid proteini, viral RNA’nin 5' ucuna yakin

bir bolgede 4 adet sa¢ tokasi yapisindan olusan HIV-1 paketleme sinyalinin

algilanmasmmdan sorumludur. Bu proteinin temel fonksiyonu viral RNA'y1
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paketlemektir. Ayrica viriisiin konak hiicreden olgunlasmasinda da 6nemli rol oynar ve

revers transkripsiyon ile entegrasyonu stimiile eder (52).

P6 polipeptidi vpr aksesuar proteinine baglanarak pS55-vpr etkilesmesine aracilik eder.

Ayrica virlisiin tomurcuklanmasini olanakl kilar (53).
b) Pol:

Pol geni gag-pol fiizyon poliproteinini kodlar. Gag-pol prekiisorii ribozomal cerceve
kaymasi olay1r sonucu sentezlenir. Viral olgunlasma evresinde proteaz enzimi pol
polipeptidini gag den ayirir. Daha sonra bu enzim pol polipeptidini parcalara ayirir.
Sonugta viral proteaz, integraz, RNase H ve revers transkriptaz enzimleri meydana gelir

(54).
e integraz (IN)

Pol geninin 3' ucunda kodlanan HIV-1 integraz, 288 amino asit icerir. Integraz Sekil
2.4°de gosterildigi gibi yapisal olarak ii¢ fonksiyonel bolgeden olusur. Katalitik
cekirdek bolge (Catalytic Core Domain, CCD), proteinin 51. ve 212. konumlar1 arasinda
yer alan aminoasit rezidiisiinden meydana gelir. Bu bolgede Asp64, Aspl16 ve Glul52
den olusan yiiksek oranda korunmus “D,D-35-E” motifi ve viral DNA’ya baglanma
bolgesi bulunmaktadir. Bu iiclii yap1 katalitik aktivite i¢in gereklidir. Ayrica Asp64 ve
Aspl16, integraz enzim fonksiyonu icin gerekli olan metalik katyonik kofaktorlerin
(Mg"™ veya Mn"™) baglanma noktasidir (55). N terminali (N Terminal Domain, NTD)
proteinin 1. ve 50. konumlarindaki amino asitleri arasinda yer alir. Bu bolgede His12,
His16, Cys40 ve Cys43’den olusan HHCC motifi bulunur. Bu tetrahedral yap1 tek bir
cinko atomuna baglanir. Bu bolgenin gorevi integraz oligomerizasyonunu saglamaktir
(56). C terminali (C Terminal Domain, CTD) 213. ve 288. konumlarindaki amino asitler
arasinda yer alan bolgedir. Bu bolge integraz enziminin konak hiicre DNA’sina

baglanmasindan sorumludur.
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Sekil.2.4 HIV-1 integraz yapsi (57).

Integraz proteini HIV proviral DNA’nin konak hiicrenin genomik DNA’sma entegre
edilmesinde gorevlidir. Bu proses IN’in ii¢ farkh ozelligiyle yiiriitiilir. {lk olarak
ekzoniikleaz aktivitesiyle lineer yapidaki viral DNA dubleksinin her iki 3' ucundan
fosfodiester baglarini kirarak iki niikleotid keser. Daha sonra endoniikleaz aktivitesiyle
konak hiicrenin cift zincirli DNA’sin1 entegrasyon bolgesinden keser. Son olarak ligaz
aktivitesiyle proviral DNA’nin her iki ucunda bir adet kovalent baglant1 olusturur.
Entegrasyondan sonra hiicresel enzimler entegrasyon bdlgesini tamir ederler.

Entegrasyon eksojen enerji kaynagma (ATP vs) ihtiya¢c duyulmadan yiiriitiiliir (58).
¢ Proteaz (Pr):

Proteaz, ribozomal c¢erceve kaymasi sonucu sentezlenen prekiirsor gag-pol fiizyon
proteininden otokatalitik mekanizmayla ayrilir. Proteaz yapisi Sekil 2.5°de
gosterilmistir. Yapisal olarak aydmlatilmis ilk HIV-1 proteinidir. 1989°dan 1993’e
kadar x-1gmn1 kristalografisi kullanilarak HIV-1 Pr, Pr-inhibitér kompleksleri ve Pr
mutantlarinin 160°dan fazla kristal yapi analizi rapor edilmistir. Bunlardan bir ¢ogu

proteaz inhibitorlerinin gelistirilmesine rehberlik etmistir (59).
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Sekil 2.5. HIV-1 proteaz yapist (61).

Pr aspartil proteazlar enzim ailesine iiyedir. Diger aspartil proteazlar gibi simetrik
homodimer yapiya sahiptir. Her bir alt birimi 99 amino asit biiyiikliigiindeki dimer yapi,
N ve C terminalindeki B-zincirlerin olusturdugu dort zincirli antiparalel P-tabaka
tarafindan stabilize edilir. Dimer yapinin merkezinde bulunan katalitik {i¢li yap1
(Asp25-Thr26-Gly27), enzimin boliinme reaksiyonlarindan sorumlu aktif bolgesidir
(60). Pr, Gag ve Gag-Pol prekiirsor poliproteinlerini spesifik noktalardan bdlerek
olgunlagmalarini saglar. Bu aktivite viriisiin hayat dongiisii sirasinda olgunlagmasi ve

viral enfektivitesinin saglanmasi icin gereklidir.

¢ Revers Transkriptaz (RT):

HIV-1 RT, Sekil 2.6’da gosterildigi gibi p66 ve p51 olarak bilinen iki alt birimden
olusan asimetrik heterodimer yapidadir. Her iki alt birim de splayslanmamis viral
mRNA’dan sentezlenen Gag-Pol poliproteininin viral proteaz enzimi aracilifiyla
parcalanmas1 sonucu olusturulur. 560 amino asit biiyiikliigiinde p66 ve 440 amino asit
biiytikliigiinde pS1 ortak N terminaline sahiptir (62, 63). Konak hiicre genomuna
entegre edilmek iizere tek zincirli viral RNA’nin ¢ift zincirli DNA’ya cevirilerek

kopyalanmasi i¢in RT’nin DNA polimeraz ve RNase H enzim fonksiyonlarina sahip
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olmasi1 gereklidir. RT nin DNA polimeraz enzim fonksiyonu tek zincirli viral RNA’y1
kalip olarak kullanarak cift zincirli proviral DNA sentezlenmesini saglar. RNase H
enzim fonksiyonu ise RNA-DNA heterodubleksinin parcalanmasini saglar. RT nin
biiyiik alt birimi (p66), her iki enzimatik aktivite (polimeraz ve RNase H) i¢in gerekli
aktif bolgeler icerir. Kiiciik alt birim (p51) ise p66 alt birimini yapisal olarak stabilize
etmede gorevlidir. Kristalografik ¢aligmalar sonucu RT nin 6nemli yapisal 6zellikleri
aydmlatilmistir (63, 64). P66 birbirinden ayr1 iki bolgeden olusur. Bunlar polimeraz ve
RNase H bolgeleridir. Polimeraz bolgesi fingers, palm, thumb, ve connection olarak

adlandirilan dort alt bolgeye ayrilir. pS1 p66’ nin polimeraz bolgesindeki gibi ayni1 dort
bolgeye (fingers, palm, thumb, connection) ayrilir. Ancak p66 ve p51 alt bolgelerinin

pozisyonlar1 birbirlerine gore farklidir (63).

Sekil 2.6. HIV-1 RT-niikleik asit kompleksi. P51 (koyu kahverengi), kalip DNA (acik gri), primer DNA
(koyu gri) ve p66’nin fingers (mavi), palm (kirmizi), thumb (yesil), connection (sar1), RNase H (turuncu)
alt bolgeleri gosterilmistir (64).

Niikleik asit baglayici bolgeyi temel olarak p66’nin fingers, palm, thumb, connection ve
RNase H alt bolgeleri olusturur. p51 connection ve thumb alt bolgeleri niikleik asit
baglayici bolgeyi yapisal olarak stabilize eder. Niikleik asit baglayici bolgenin

polimeraz ve RNAse H aktif bolgeleri niikleik asitle ayni1 anda temas kurabilecek
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sekilde konfigiire edilmistir. Bu iki bolge niikleik asit substrata yaklasik 17-18 baz cifti
uzakligindadir. P66 thumb bdlgesinin iki 6nemli alfa heliks yapisi niikleik asiti dogru

konumlandirmak icin primer ve kalip zincirler ile etkilesime girer (63).

Polimeraz aktif bolge, p66’nin palm alt bolgesinde bulunan ti¢ 6nemli katalitik amino
asit rezidiisiinden (D11, D185 ve D186) meydana gelir. Bu rezidiiler polimerizasyon
i¢in gerekli olan iki Mg"" iyonuna baglanir. Magnesium iyonlar1 ii¢ karboksilat1 ve
gelisen zincirin fosfat grubunun oksijenlerini koordine ederek yeni bir niikleotidin 3'
OH grubuna baglanmasini kolaylastirir. Polimeraz aktif bolgeye benzer olarak RNAse
H aktif bolge de iki Mg"" iyonuna baglanan katalitik aktiviteden sorumlu ii¢ 6nemli (E-
478, D-443 ve D-498) amino asit rezidiisii igerir (63).

c)Env:

Splayslanmis env mRNA’sindan 160 kD biiyiikliigiinde gp160 proteini eksprese edilir.
Gpl160 konak hiicrenin endoplazmik retikulumunda sentezlendikten sonra golgi
kompleksine yonlenir. Golgi kompleksinde proteinin asparajin rezidiilerine yaklasik 25-
30 N-bagh kompleks karbonhidrat yan zinciri eklenerek glikozillenme gerceklestirilir.
Env glikozilasyonu viral enfektivite icin gereklidir (65). Daha sonra hiicresel proteaz
enzimi gp160°’1 gp41 ve gpl120’ye parcalar. Hidrofobik gp41 env gp’nin transmembran
bolgesini igerir. Hidrofilik gp120 ise enfekte hiicre ve virionun yiizeyinde gp41’e non-

kovalent bagh sekilde bulunur (66).

HIV ile T lenfosit, monosit, makrofaj ve dendritik hiicrelerde bulundan CD4 reseptorii
arasindaki etkilesim gpl120°nin 6zel bir bolgesi araciligiyla gerceklestirilir. Gp120
dokuz yiiksek oranda korunmus zincir ici disiilfit baglara sahiptir. Ayrica gp120, amino
asit sekanslar1 HIV izolatlar1 arasinda Oonemli Ol¢iide degisiklik gosterebilen bes
degisken bolge (hypervariable regions, V1,V2,V3,V4,V5) icerir. 36 aminoasitten olusan
ve degisken bolgeyi temsil eden V3 bolgesi (loop) CD4 etkilesiminde gorevli degildir
(67). Ancak HIV-1’in T lemfoid hiicreler veya primer makrofajlara tropizminin 6nemli
bir determinantidir. V3 bolgesinde bulunan sekanslar, viral suslara duyarliligm kismi
belirleyicisi olan CXCR4 ve CCRS kemokin ko-reseptortorleri ile etkilesim gosterir
(68). Gp120, dendritik hiicre yiizeyinde eksprese edilen DC-SIGN (Dendritic Cell-
Specific Intercellular adhesion molecule-3-Grabbing Non-integrin) proteiniyle etkilesim
gosterir. Bu etkilesim HIV’in CD4 pozitif T hiicreleri iizerindeki enfektivitesini arttirir

(69). Gp41’in 20 aminoasitten olusan fiizyojenik N terminal bolgesi viral zarf ile hiicre
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membranmin fiizyonunu saglar. Boylece virionun i¢ bolgesindeki viral komponentler

enfekte edilen hiicrenin sitoplazmasina tasinmis olur (70).
2.1.3.3. Regiilator Proteinler
a) Rev:

Rev (Regulator of Expression of Virion Proteins) 13 kD biiyiikliigiinde ve 116
aminoasitten olusan sekansa 0zgii etkilesim gosteren HIV regiilator proteinidir. Tam
olarak splayslanmis mRNA’dan sentezlenen Rev proteini, HIV gen ekspresyonunun
erken fazindan ge¢ faza gecisini indiikler. Rev iki ekzondan kodladiktan sonra enfekte
hiicrenin ¢ekirdeginde birikir. Daha sonra HIV’in ikinci intronu igerisinde yer alan RRE
(Rev response element) olarak bilinen 240 baz uzunlunlugunda kompleks sekonder
RNA yapisma baglanir. Rev, RRE bolgesindeki bir sac¢ tokasi yapisi (stem loop 2)
icinde yer alan yiiksek affiniteli Rev baglayici bolge olarak bilinen yapiya baglanir (71).

Rev’in RRE’ye baglanmasi splayslanmamis ve kismen splayslanmis viral RNA’larin
niikleustan sitoplazmaya gecisini hizlandirir. Normal sartlarda intron iceren RNA’lar
niikleusta bulunur. Yiiksek seviyede Rev ekspresyonu ¢ok miktarda intron iceren viral
RNA’nin niikleustan ¢ikisina neden olur. Bunun sonucunda cekirdekte splayslanacak
RNA miktar1 ve dolayisi ile Rev ekspresyonu azalir. Rev’in bu 6zelligi rev ekspresyon

seviyesini kontrol eden negatif feedback dongiisii olusturur (72).

Rev en az ii¢ fonksiyonel bolge icerir. Bunlardan biri RRE etkilesimine aracilik eden
arjinince zengin RNA baglanma bolgesidir. Digeri Rev’in fonksiyon gosterebilmesi icin
gerekli olan multimerizasyon bolgesidir. Ayrica Rev NES (nuclear export signal) olarak
bilinen RNA’larin niikleustan sitoplazmaya transferinde gorevli efektor bolgesine
sahiptir. Viral RNA’nin Rev aracilifiyla sitoplazmaya tasinmasi tipik olarak snRNA’lar
(small nuclear RNA) ve ribozomal 5s RNA’nin katilimi ile gerceklestirilir (73). Rev
fonksiyonuna sahip olmayan HIV-1 proviriis transkripsiyonel olarak aktif olsa da gec
faz viral genleri eksprese edemez ve sonu¢ olarak virion iiretimi gerceklesmez. Bu

nedenle Rev HIV-1 replikasyonu icin mutlaka gereklidir.
b) Tat:

Tat (Trans-Activator of Transcription, Transkripsiyon trans-aktivatorii) 14 kDa
biiytikliigiinde splayslanmis mRNA’dan kodlanmis 6nemli bir regiilatér proteindir.

Enfekte hiicrelerin hem niikleusunda hem de sitoplazmasinda bulunabilir. Niikleusta
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trans-acting transkripsiyonel aktivator olarak etki eder. Ayrica viral mRNA {izerindeki
TAR olarak bilinen sa¢ tokasi yapisi ve bazi hiicresel proteinler ile kompleks
etkilesimlere girerek transkripsiyonun baglatilmas: ve RNA zincirinin uzamasinda gorev
alir. Sitoplazmada ise HIV-1 mRNA’larinin translasyonel aktivatorii olarak fonksiyon
gosterir (74). Tat’ i yoklugunda transkripsiyonel aktivite 100 kat baskilanir. Tat proteini
enfekte hiicrelerden aktif olarak hiicre disma salgilanir. Ekstraseliiler Tat, HIV ile
enfekte olmus latent evredeki hiicrelere girerek viral genom transkripsiyonunu aktive
edebilir (75). Bu durum HIV-1 enfeksiyonunun erken fazinda meydana gelen
replikasyon artigim1 aciklar. Ayrica ekstraseliiler tat farkli tip hiicrelerin yiizeyinde
bulunan en az dort farkli reseptor grubu ile etkilesim gosterir. Bunlar kemokinler,
integrinlerin hiicre adezyon reseptorleri, heparan siilfat proteoglikanlari, diisiik dansiteli
lipoprotein reseptor-iligkili protein ve vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii
reseptorleridir. Bu reseptor cesitliligi Tat’in farkli tip hiicrelerde kompleks sinyal
aglarin1 aktive ederek AIDS’e bagl patolojilerin ortaya ¢ikmasinda 6nemli bir role
sahip oldugunu gostermektedir. AIDS hastalarinda goriilen demans gelisimi, farkli tip
bagisiklik sistemi hiicrelerinde immiin yanitin baskilanmasi, tiimor gelisimi ve metastaz
olusumu icin gereken neovaskiilerizasyon indiiklenmesi sonucu tiimor vakalarinin
goriilme sikliginin artmasi, hipervaskiilerize Kaposi Sarkomu (KS) gelisimi gibi
AIDS’e baghh patolojiler ekstraseliiller tat’in cesitli biyolojik aktiviteleri ile
iliskilendirilmistir (5-10). Ayrica ekstraseliiler tat insan herpes viriisii-8 (Human Herpes
Virus-8, HHV-8), hepatit C viriisii (Hepatitis C Virus, HCV) ve insan sitomegaloviriisii
(Cytomegalovirus, CMV) genomunu transaktive ederek ikincil enfeksiyonlarin

olusmasini indiikler (76).

HIV-1 tat iki ekson tarafindan kodlanan 86 aminoasit uzunlugunda bir polipeptitdir.
Proteinin ilk 72 amino asitten olusan kismui birinci ekzon tarafindan kodlanir. Bu bolge
HIV genomunun trans-aktivasyonundan sorumludur. Ikinci ekzon polipeptidin karboksi
terminalinde bulunan ve bir RGD (arjinin-glisin-aspartik asit) motifi iceren 14 aminoasit
uzunlugundaki bolgeyi kodlar. Trans-aktivasyona katilmayan bu bolge tat’in o,fB3 ve
osP; integrinlerine baglanmasindan ve immiinosiipresif etkilerinden sorumludur. ilk
eksonun kodladig1 polipeptid dizisi Sekil 2.7°de gosterildigi gibi bes alt bolgeye ayrilir
(77, 78).
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Sekil 2.7. Tat geninin ilk eksonu tarafindan kodlanan polipeptid dizisi. Tat peptidinin Pro (prolince
zengin bolge), Cys (sisteince zengin bolge), Core, basic ve Gln’den (glutamince zengin bolge) olusan bes
bolgesi ve Tar RNA’ya yiiksek affinite gosteren polipeptid sekansi (38.-72. aminoasitler) gosterilmistir
(79).

Birinci bolgede (1.-21. aminoasitler) hidrofilik ve hidrofobik amino asitler periyodik
tarzda konumlanmistir. Prolince zengin bu bolge bes prolin i¢ceren korunmus bir motife
sahiptir. Bu bolgenin islevi tam olarak bilinmese de yiiksek miktarda prolinin tat’1

proteaz degradasyonundan korudugu diisiiniilmektedir (80).

Ikinci bolge (22.-37. aminoasitler) birgok HIV-1 alt tipinde korunmus olan trans-
aktivasyon i¢in gerekli sisteince zengin bir motife sahiptir. Bu bolgede belirli sistein
rezidiilerinin delesyonu veya nokta mutasyonlari tat’in genomu trans-aktive etme
yetenegini kaybetmesine yol agmaktadir (78). Sisteince zengin bu bdlge bivalan
metallere (Cinko, Kadmiyum) baglanarak dimer olusturma 6zelligi gosterir. Bu bolgede
bulunan 7 sistein rezidiisiiniin 6’sinda mutasyon gerceklestiginde tat’in aktivite kaybi

meydana gelir (81, 82).

Uciincii bolge (38.-48. aminoasitler, core domain) 10 aminoasitten olusan korunmus
motife sahipdir. Bu bolgedeki 41’inci lizin aminoasiti trans-aktivasyon i¢in gereklidir.
Bu aminoasitin nokta mutasyonu tat’in trans-aktive etme kapasitesini dramatik olarak
azaltir ya da tamamen ortadan kaldirir. Ayrica bu bolge viral mRNA’nin 5' ucunda yer

alan TAR sag tokasi yapisinin spesifik olarak taninmasinda gorevlidir (78).

Dordiincii bolge (49.-59. Aminoasitler, basic domain) biitiin HIV-1 alt tiplerinde
bulunan ¢ok iyi korunmus, arjinin ve sisteince zengin GRKKRRQRR motifini i¢erir. Bu
bolge HIV-1 LTR trans aktivasyonunda kritik role sahiptir. Ayrica Tat’in TAR RNA’ya
baglanmasinda gorevlidir. Bu nedenle dordiincii bolgede meydana gelen mutasyonlar
trans-aktivasyon faaliyetinin kaybma yol a¢cmaktadir. Ancak Tat’in TAR RNA’y1

taniyabilmesi ve iki yap1 arasindaki etkilesimin optimum diizeyde gerceklestirilebilmesi
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icin icilincii bolgeye ihtiya¢c duyulmaktadir. Ayrica bu bolge Tat’in niikleusa

girebilmesini saglayan niikleer lokalizasyon sinyali (NLS) icerir (80).

Besinci bolge (60.-72. aminoasitler) ilk ekzonun kodladig1 en az korunmus glutamince
zengin bolgedir. Bir¢cok glutamin rezidiisii bulunan bu bolgede Tat-TAR etkilesimi

sirasinda a-heliks yap1 formasyonu meydana gelir (80).
Tat-TAR RNA Etkilesimi

Tat HIV-1 viral gen ekspresyonunun ana aktivatorii olarak biitiin viral transkriptlerin
sentezlenmesini giiclii bir sekilde indiikler. Tat’in bir¢ok hiicresel kofaktorle etkilestigi
bilinmektedir. Ancak yiiksek Olciide korunmus TAR RNA ile etkilesimi HIV-1’in

transkripsiyonel seviyede kontrol edilmesinde anahtar rol oynamaktadir (81).

TAR, tiim HIV-1 transkriptlerinin 5' ucunda bulunan 60 niikleotid uzunlugunda sac
tokast yapisinda RNA zinciridir. Tat proteini TAR RNA’ya 1:1 oranda baglanarak
trans-aktivasyon icin gerekli olan Tat-TAR kompleksini meydana getirir. TAR 1n 6zgiin
sac tokas1 yapisi ii¢ ¢ikint1 niikleotidi (23.-25. rezidiiler) ve alt1 ilmek niikleotidi (30.-35.
rezidiiler) icerir. TAR’1In 19.-42. rezidiileri Tat’a duyarli bolgeyi meydana getirir.
Cikint1 bolgesi, Tat’in TAR’a yiiksek affinite ile baglanabilmesi i¢cin gereklidir. Baz1
caligmalarda ilmek bolgesindeki mutasyonlarin Tat-TAR kompleksi olusumuna
herhangi bir etkisinin olmadig1 fakat transaktivasyonda anlamli bir diisiis gozlendigi
bildirilmistir. Bu durum g6z Oniine alindiginda ilmek bdlgesinin transkripsiyonel
kofaktorlerinin baglanma bolgesi olarak fonksiyon gosterdigi anlasilmaktadir (82,83).

IImek bolgesine baglanan proteinlerin arastirilmasi sonucunda Siklin T1 tanimlannustir.

Tat’dan farkli olarak siklin T1 tek basma tat’in yoklugunda TAR RNA’ya
baglanamamaktadir. Ancak Tat’in siklin T1 ile etkilesimi Tat-TAR RNA etkilesiminin
affinite ve spesifitesini artirir (84). Sekil 2.8’de gosterilen TAR RNA’ nin ¢ikint1 bolgesi
ve ilmek bolgesindeki G34 rezidiisii, siklin T1-Tat kompleksinin meydana gelmesi
acisindan onemlidir. G34, TAR ilmegindeki C30 rezidiisii ile baz eslesmesi yaparak 35.
pozisyonda tek niikleotidden meydana gelen bir cikinti olusturur. Bu c¢ikinti RNA
omurganin biikiilmesini ve ilmek iizerindeki fonksiyonel gruplarin erisilebilirliginin
artmasini saglar. Siklin T1’in 261. pozisyondaki sistein rezidiisii ortamdaki ¢inkoya
bagli olarak Tat’a baglanir. Molekiiliin diger sistein rezidiileri Tat’a baglanmada gorevli
degildir. Siklin T1’in 252.-260. rezidiileri Tat-TAR tanima motifini (Tat-TAR
Recognition Motif, TRM) olusturur. TRM, TAR RNA ilmeginin bir ucu ile etkilesirken,
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diger ucun Tat lisin-50 rezidiisii ile etkilesmesini artirir. Sonugta HIV-1 transkripsiyonu

icin gerekli fonksiyonel P-TEFb-Tat-TAR kompleksi olusturulur (85).
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Sekil 2.8. TAR RNA iizerinde bulunan ¢ikint1 bolgesi, ilmek bolgesi ve belirli rezidiiler (86).

Tat’mn yoklugunda viral LTR iizerinde toplanan RNA polimeraz II kompleksinin
islevselligi zayiflar. Bu durumda HIV-1 LTR bolgesinden bazal seviyede TAR RNA ile
diger kisa zincirli ve poliadenilasyon islemi gerceklesmemis transkriptler sentezlenir.
Tat ekspresyonu sonucu uzun ve poliadenilasyon islemi gerceklesmis transkriptler

sentezlenir (87).
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o CTO

Sekil 2.9. Tat aracili transkripsiyonel aktivasyon. 1) NELF ve DSIF hipofosforillenmis durumdaki RNA
polimeraz II'ye baglanarak transkripsiyonel uzamayi inhibe eder. 2) Tat, TAR RNA’ya baglandiktan
sonra siklin T1’e baglanarak P-TEFb’yi TAR iizerinde toplar. 3) CDK-9’un CTD’yi fosforillemesi
sonucu DSIF ve NELF RNA polimeraz II’den ayrilir. 4) p300 ve hGCNS5 Tat’in TAR RNA’ya baglandigi
bolgede bulunan lizin-50 rezidiisiinii asetilleyerek PCAF’iin bu noktadan baglanabilmesini saglar. PCAF
TAR RNA ile yarigmali olarak Tat’a baglanir ve Tat’in TAR RNA’dan ayrilmasina neden olur. Sonugta
transkripsiyonel uzama indiiklenmis olur (88).

Pozitif transkripsiyon uzama faktorii b (P-TEFb) ile negatif transkripsiyon uzama
faktorleri (5, 6-dichloro-1-beta-D-ribofuranosylbenzimidazole sensitivity-inducing
factor, DSIF ve negatif uzama faktorii kompleksi, NELF) arasinda kompleks bir
etkilesim bulunmaktadir (89). RNA polimeraz II'nin islevselliginin diizenlenmesinde
enzimin karboksi terminali bolgesinin (Carboxyterminal Domain, CTD) fosforilasyonu
anahtar rol oynamaktadir. CTD’nin hipofosforile formu RNA polimeraz II
kompleksinin zayif islevselligine, hiperfosforile formu ise enzim kompleksi
islevselliginin artmasina neden olur. CTD’nin fosforilasyonu $ekil 2.9’da gosterildigi
gibi CTD-spesifik kinaz aktivitesine sahip P-TEFb tarafindan diizenlenir (90). Ilkonce
P-TEFb’nin kinaz alt birimi olarak tanimlanan Niikleer Tat-iligkili Kinaz (Tat-
associated kinase, TAK) daha sonra siklin-bagimli kinaz 9 (CDK9) olarak
tammmlanmistir. CDK9 siklin T1, siklin T2a, siklin T2b ve siklin K ile etkilesim
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gosterebilir. Ancak Tat, HIV LTR iizerinden transkripsiyonel aktivasyon islemi
sirasinda Tat-P-TEFb kompleksini olusturmak iizere siklin T1 ile selektif olarak
etkilesir (91,92). Tat’in yoklugunda RNA polimeraz II’nin hipofosforile durumu ve bu
durumdaki RNA polimeraz II’ye baglanarak transkripsiyonel uzamay1 inhibe eden DSIF
ve NELF aktivitesi sonucunda genellikle kisa zincirli transkriptler meydana gelir. Siklin
T1 ile birlikte P-TEFb’yi meydana getiren Cdk9, CTD fosforilasyonuna katilan kinazlar
arasinda yer alir. Transaktivasyon sirasinda Tat, TAR RN A’ya baglandiktan sonra siklin
T1’e baglanarak P-TEFb’yi bu bolgeye toplar. P-TEFb’nin TAR {izerinde toplanmasi
sonucunda Cdk9 tarafindan CTD’nin hiperfosforilasyonu indiiklenmis olur.
Hiperfosforilasyon DSIF ve NELF’iin enzim kompleksinden ayrilmasina neden olur.
Tat’in RNA’ya baglanma bolgesinde bulunan lizin-50 rezidiisiiniin p300 ve histon asetil
transferazlar (HAT) arasinda yer alan hGCN5 (Human General Control of Amino Acid
Synthesis Protein 5) ile asetillenmesi sonucunda bu noktada p300/CREB (cAMP
response element binding protein) baglayici protein-iliskili faktorii (PCAF) baglayici
bolge olusur. Bunun sonucunda Tat-PCAF ve P-TEFb’den olusan {i¢lii yap1 formasyonu
meydana gelir. PCAF, asetillenmis Tat’a TAR RNA ile yarigmali olarak baglanir ve
Tat’m TAR RNA’dan ayrilmasmi saglar. Bu sayede transkripsiyonel uzama

indiiklenmis olur (93, 94).
2.1.3.4 Aksesuar Proteinler
a) Vif:

Vif (Viral Infectivity Factor) konak hiicre sitoplazmasinda bulunan 23-kD
biiyiikliiginde viral proteindir. Viral sikliisiin ge¢ fazinda eksprese edilir. Uzun
zamandir belirli hiicre tiirlerinde viral replikasyon i¢in gerekli oldugu bilinmektedir. Vif
Jurkat, HeLLA, C8166, COS, U937 ve SupT1 gibi permisif hiicrelerde viral replikasyon
icin gerekli degildir. Ancak makrofajlar, PBMC, CEM, H9 gibi non-permisif hiicrelerde
HIV replikasyonu icin gereklidir. Non-permisif hiicrelerde vif-defektif viriisler yeni
virion meydana getirebilirler. Fakat olusturulan yeni virionlar revers transkripsiyon
islemini gerceklestiremediginden baska hiicreleri enfekte etme yetenegine sahip degildir
(95). Vif etkisini hiicresel sitidin deaminazlar ailesinden APOBEC3B, APOBEC3F ve
APOBEC3G’nin antiviral aktivitesini ortadan kaldwrarak gosterir. Vif’in yoklugunda
APOBEC3G viral ¢ekirdek ile stabil kompleks olusturmak iizere yeni olusturulan virion

icine tasinir. Bu virionlar hedef hiicrelere penetre olduktan sonra hiicre i¢inde viral
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cDNA sentezi baslatilir. Ancak APOBEC3G, deoksisitidini deaminasyon sonucu
deoksiurasile ¢evirerek viral cDNA da hipermutasyona neden olur. Hipermutasyon
sonucu islevsel olmayan proviriisler sentezlenir. Vif APOBEC3G ile etkileserek
APOBEC3G’nin ElonginB-ElonginC-Cullin5 E3 ligaz kompleksine baglanmasimi
saglar. Bunun sonucunda APOBEC3G ubikiitinlenir. Ubikiitinlenmis APOBEC3G
proteazom tarafindan parcalanarak viral replikasyonun gerceklesmesi saglanir. Ayrica
vif APOBEC3G’nin intraselliiler de novo sentezini post-transkripsiyonel mekanizmayla
inhibe eder. Boylece APOBEC3G vif tarafindan translasyonel seviyede baskilanir
(88, 96).

b) Vpu:

Vpu (Viriis Protein U) 81 amino asit (16 kDA) biiyiikliigiinde, bisistronik vpu-env
mRNA’sindan kodlanan oligomerik tip I membran proteindir. Vpu, N terminalindeki
hidrofobik transmembran bolge (TM) (1.-27. rezidiiler) ve C terminalindeki 54 amino
asitten olusan hidrofilik sitoplazmik bolgeden meydana gelir (97). Vpu, HIV-1 viriis
partikiilleri icerisinde bulunmaz. Ancak enfekte hiicrelerin membranlarinda viriisiin
hiicre disma ¢ikmasinmi kolaylastirmak amaciyla yer alir. Vpu, viriisiin yasam sikliisii
sirasinda viral partikiillerin hiicre digina salgilanmasinin kontrolii ve endoplazmik
retikulumdaki CD4 proteini degradasyonuna aracilik etme gorevlerini iistlenir. Proteinin
transmembran bolgesi viral partikiil sekresyonunda sitoplazmik bolgesi ise CD4

proteinin degradasyonunda gorevlidir (98).
¢) Vpr:

Vpr (Viral Protein R) geni HIV-1, HIV-2 ve SIV viriislerinde korunmus olarak bulunan
14 kDa biiyiikliigiinde vpr proteinini kodlar. Her bir virion igerisinde yaklasik 100
kopya vpr proteini pS5 Gag poliproteinin karboksi terminalinde yer alan p6 proteini ile
spesifik etkilesim igine girerek paketlenir. Vpr enfekte hiicrelerin niikleusunda
lokalizedir ve viral yasam dongiisiiniin ge¢ doneminde virion i¢ine tasinir. Vpr, hiicre
sikliisiinii  diizenleyici p34cdc2/siklin B kompleksinin aktivasyonunu engelleyerek
konak hiicre sikliisiinii G2 fazinda durdurma, mitokondri zarmm gegirgenligini
arttirarak konak hiicre apoptozunun kontroliinii saglama, LTR nin transkripsiyonunu ve
viral replikasyonu indiikleme gibi cesitli fonksiyonlara sahiptir. Ayrica PIC’in
(preintegration complex) niikleer lokalizasyonuna yardimei olarak HIV’in bolinmeyen

hiicreleri enfekte etme kabiliyeti iizerinde 6nemli rol oynar. Proteinin N terminal bolgesi
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(1.-51. rezidiiler) niikleer lokalizasyon ve hekzamer formasyonu icin gerekli olan
oligomerizasyon iizerinde onemli rol oynar. C terminal bdlgesi (52.-96. rezidiiler) ise
hiicre boliinmesinin G2 fazinda durdurulmasmi, niikleokapsid proteini NCp72’ye

baglanmay1 ve HIV-1 RNA’s1 ile etkilesimi gergeklestirir (99,100).
d) Nef:

Nef (Negative Regulatory Factor) 27 kDa biiyiikliigiinde viral siklusun erken evresinde
yiilksek seviyede eksprese edilen miristik asit ile konjuge edilmis HIV-1 aksesuar
proteinidir. Nef, fonksiyonel olarak komplekstir ve viral patojenitenin Snemli bir
belirleyicisidir. Enzimatik aktivitesi olmayan Nef, protein-protein etkilesmeleri
izerinden hiicresel sinyal yolaklarimi engelleyerek etki gosterir. Nef konak hiicrenin
stiper enfeksiyonuna engel olmak ve yiiksek CD4 seviyelerinin viriis iiretimi tizerindeki
inhibitor etkisini minimum diizeyde tutmak i¢in hiicre yiizeyinde bulunan CD4 reseptor
sayisinin azalmasini saglar. Nef’in CD4 reseptoriiniin sitoplazmik uzantisi ile konak
hiicrenin endositoz mekanizmas1 arasinda baglayici olarak fonksiyon gosterdigi rapor
edilmistir (101). Konagin bir viral enfeksiyona adaptif immiin yanit olusturabilmesi icin
MHC (Cell Surface Major Histocompatibility Complex) araciligi ile enfekte hiicrenin
yiizeyinde viral peptidlerin konumlandirilmasi gereklidir. Nef, HIV ile enfekte konak
hiicrelerin sitotoksik T-lenfositleri tarafindan elimine edilmesine engel olmak amaci ile
MHC-I (Cell Surface Major Histocompatibility Class I) molekiillerinin sayisin1 azaltir.
Hiicre yiizeyindeki MHC-I molekiilleri nef tarafindan hiicre icindeki endozomlara
yonlendirildikten sonra trans-Golgi ag1 {izerinden clathrin igeren vezikiillere tasinmasini
saglar. Daha sonra nef aracilifiyla bu vezikiiller degradasyon icin lizozomlara
yonlendirilir. Nef’in bu aktivitesi yapisal olarak bir amfipatik alfa heliks, asidik bolge
ve poliprolin heliks bolgesi aracilifiyla gerceklestirilir. Bu ii¢ bolge Nef’in MHC-I’in
sitoplazmik wuzantisina dogrudan baglanmasinda gorevlidir (102). Nef’in {igiincii
fonksiyonu ise bir serin/treonin kinaz olan PAK-2’nin (p21-activated kinase 2)
aktivasyonudur. Bu sayede HIV-1 ile enfekte hiicrelerde BAD (Bcl-2-Associated Death
Promoter) aracili apoptotik hiicre 6liimii inhibisyonu ve viriis iiretiminin arttirilmasi

saglanir (101).
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2.1.4. HIV-1 Replikasyon Dongiisii

HIV-1 enfeksiyonu viral zarf glikoproteini gp120’nin konak hiicre ylizeyindeki CD4
reseptorlerine baglanmasiyla baslar. Bu nedenle HIV-1’in ana hedefi CD4" T lenfosit
hiicreleri, monositler ve makrofajlardir. Gpl120-CD4 etkilesimi sonucu gp120
glikoproteininde bir seri konformasyonel degisiklik meydana gelir. Bu degisim
gp120’nin sekonder reseptorlere (koreseptor) baglanmasini kolaylastirir. HIV’in konak
hiicre membrani ile fiizyon yapabilmek icin kemokin reseptorlerine ihtiyaglar1 vardir.
Bir¢cok HIV-1 susu koreseptor olarak a-kemokin reseptor CXCR4’e veya B-kemokin
reseptor CCR5’e baglanir. Bunlarin disinda diger bazi kemokin reseptorleri ya da iliskili
proteinlerin HIV-1 enfeksiyonlarinda gorev aldigi rapor edilmistir (68, 103). Koreseptor
cesitliligi HIV-1 suglarinin farkli hiicre tiplerine tropizmi i¢in 6nemlidir. Gp120-CD4-
koreseptor kompleksi formasyonu Env’nin gp41 alt biriminin (transmembrane envelope
protein, TM) hidrofobik uca sahip sarmal bir yap1 olusturmasini indiikler. Bu yap1 viriis
ile hiicre arasinda membran flizyonuna neden olur (104). Boylece virus hiicre

membranina Sekil 2.10’da gosterildigi gibi penetre olur.
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Sekil 2.10. HIV-1 replikasyon dongiisii (105).
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Penetrasyondan sonra viriisiin genomik RNA’smi igceren viral niikleoprotein cekirdek
(kapsid) sitoplazmaya salinir. Viral c¢ekirdek revers transkripsiyon kompleksi (Revers
Transcription Complex, RTC) formasyonu i¢in kapsid yapisindan ayrilir (106). Revers
transkripsiyon islemi RTC’de viral genomun 5' ucu yakininda primer baglayict
bolgeden (Primer Binding Site, PBS) baslar. RT Oncelikle negatif DNA zincirini
sentezler. Yeni zincir sentezlenirken RT nin RNase H aktivitesi ile RNA kalib1 degrade
edilir (63, 107). Daha sonra pozitif DNA zincirinin sentezi piirince zengin ve RNase
H’ya direngli biri HIV-1 genomun 3' ucunda digeri ise ortasinda yeralan iki kisa viral
RNA segmentinden baslatilir. Pozitif DNA zincirinin sentezi negatif zincirli DNA’nin
CTS (Central Termination Sequence) bolgesinde durur. Sonugta orta bolgesinde 99

niikleotid uzunlugunda DNA Flap zinciri iceren HIV-1 DNA’s1 sentezlenmis olur (106).

Yeni sentezlenen viral DNA, PIC (Preintegration Complex) olarak bilinen biiyiik
niikleoprotein kompleksi i¢inde hiicresel ve viral proteinlerle bir arada bulunur. HIV-1
PIC RT, IN, MA, NC ve Vpr proteinlerini icerir. PIC’nin ¢ekirdege transferinden sonra
konak hiicre kromatinine viral DNA entegrasyonu gerceklesir. DNA entegrasyonunu
PIC’de bulunan IN katalizler. Bu islem, viral DNA’nin 3' ucunun kesilmesi, konak
hiicre DNA’sinin entegrasyon bolgesinden kesilmesi, proviral DNA’nin her iki ucunda
kovalent baglant1 olusturularak hedef DNA’ya entegrasyonu ve viral DNA ile hedef
DNA arasindaki bosluklarin hiicresel enzimler aracihifiyla tamiri asamalarmdan

meydana gelir (58).

Proviriis olarak adlandirilan entegre olmus viral DNA hiicresel transkripsiyon faktorleri
aracilifiyla viral genlerin ekspresyonunu saglar. Replikasyon dongiisiiniin erken
doneminde tam olarak splayslanmig mRNA’lardan Tat, Rev ve Nef proteinleri kodlanr.
Tat, TAR ve hiicresel uzama kompleksi ile etkileserek viral mRNA {iretimini arttirir
(76). Rev’in hiicrede birikmesi sonucu splayslanmamis veya kismen splayslanmis
mRNA iiretiminde artis tam olarak splayslanmis mRNA iiretiminde azalma meydana
gelir. Ayrica Rev splayslanmamis veya kismen splayslanmis mRNA’larin niikleustan
sitoplazmaya ¢ikmasimi saglar (72). Bu tip viral RNA’lar env’nin kodlandig1 bolgede
yeralan ve RRE olarak bilinen bir cis-acting element igerir. Rev’in RRE’ye baglanmasi
splayslanmamis ve kismen splayslanmis viral RNA’larm niikleustan sitoplazmaya

gecisini hizlandirir. Ayrica Rev NES (nuclear export signal) olarak bilinen RNA’larin



28

niikleustan sitoplazmaya transferinde gorevli efektor bolgesine sahiptir. Sonucta bu

asamada Gag, Gag-Pol, Env ve aksesuar proteinlerin tiretimi gerceklesir (72, 73).

Sentezlenen viral protein komponentleri ve viral RNA yeni bir viriis olusturmak iizere
toplanirlar. Toplanma islemi plazma membraninda gergeklesir (108). Virion
formasyonu sirasinda Gag poliproteini 6nemli bir role sahiptir. Bu poliprotein MA, CA,
NC proteinlerinin prekiirsoriidiir. Gag prekiirsor proteinleri hizla plazma membranina
yonlenirler ve burada multimerize olurlar. Ayrica Gag-Pol proteinlerinin birlesmeye
katilim1 enfeksiyoz virionlarin olusturulmasi i¢in gereklidir. Gag-Pol RT, IN ve PR’yi
iceren ¢coklu domaine sahip proteindir. Gag-Pol plazma membranina yonlenir ve burada
Gag ile birleserek yeni enfeksiyoz virionlarin olugsmasini saglar (109). Env glikoproteini
ise endoplazmik retikulum’da sentezlenir ve hiicre yiizeyine ulasarak viriis
partikiilleriyle birlesir. Gag’in MA bolgesi Env’nin virionlara yonlendirilmesini saglar
(108). Viral genomik DNA’nin enkapsidasyonu Gag’in NC bolgesi ile gag baslangic
kodonunun 5' bolgesinde yeralan paketleme sinyali’nin (y) etkilesimi sonucu
gerceklesir. Ayrica W sekansi viral genomik RNA’nin dimerizasyonunu saglar. Sonugta
tiretilen viriis partikiili konak hiicre membranindan tomurcuklanarak ayrilir. HIV-1
tomurcuklanma iglemi VPS (Vacuolar Protein Sorting) yolagindaki bazi hiicresel
proteinlerin katilim ile gerceklesir. Viriis partikiilleri plazma membranindan dis ortama
salindiktan sonra Gag ve Gag-Pol prekiirsor proteinlerinin viral PR araciligiyla kesilerek

fonksiyonel proteinlere doniistiiriildiigii olgunlagsma agamasina gecilir (110).
2.2. ANTIRETROVIRAL TEDAVI

AIDS epidemisinin ortaya c¢ikmasindan sonra bir¢ok antiretroviral ilag gelistirildi.
Ancak 1996’dan once ¢ok az antiretroviral tedavi secenegi bulunmaktaydi. Bu nedenle
AIDS’in klinik yonetiminde genellikle firsat¢i patojenlere ve AIDS’e bagh hastaliklara
kars1 profilaktik yaklasimlar uygulanmaktaydi. 1990’larin ortalarinda revers transkriptaz
ve proteaz enzim inhibitorlerinin gelistirilmesi ve bu ilaglarin kombinasyonu ile
tedavinin genel etkinliginin arttirilmasi sonucu HIV tedavisinde onemli bir gelisim
saglandi. 1990’larin baslarinda HIV-1’e spesifik antiviral ilaglar monoterapi seklinde
uygulandi. Hastalarin monoterapi baslangicinda kisa siireli yarar saglamasi ve uzun
donemde HIV-1’in yiiksek oranda mutajeneze baglh olarak ilaca kars1 gelistirdigi direng
nedeniyle ilag etkinliginin ortadan kalkmasi sonucu antiretroviral ilaclarin (ARVs)

kombinasyonlarin1 iceren tedaviler gelistirildi. ARV kombinasyonlar1 Tablo 2.1°de
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gosterilmistir. HAART (Highly Active Antiretroviral Therapy) olarak da bilinen
kombine ila¢ tedavisinin gelistirilmesi HIV-1 enfeksiyonlarinin morbidite ve
mortalitesinde azalmaya neden olmustur (111-113). Kombine tedavi giiclii bir sekilde
viral replikasyonu ve HIV-1 plazma viral yiikiinii baskilayarak dolasimdaki CD4" T-
lenfositlerinin sayisinin artmasimni saglamaktadir (114). En az ii¢ farkli antiretroviral ajan
kullanilarak ve en az iki farkli viral molekiil hedeflenerek dizayn edilen kombine
tedaviler ilaca diren¢ gelisimi riskini azaltmaktadir. Hasta bireyin tasidigi HIV-1
varyantlar1 ile tam olarak uyumlu bir HAART tedavi protokolii viral replikasyonu
onlarca yil baskilayabilir. Ancak HAART tek basina HIV-1 enfeksiyonunu tamamen
elimine edemez. Latent enfekte hafiza T hiicreleri gibi bazi rezervuarlarda kalic1 viral
replikasyon potansiyeli, uygulanan etkin kombinasyon tedavisine ragmen patojenitenin
hayat boyu devam etmesine sebep olur (115). Ayrica hastalarin omiir boyu HAART
tedavisine devam etmesini engelleyen bazi 6nemli sorunlar bulunmaktadir. Tedavide
kullanilan ilaglarin HIV-1 varyanti ile uyumsuzlugu, zayif ilag¢ toleransi, diger ilaglarin
antiretroviral ajanlarla etkilesmesi sonucunda tedavi i¢in gereken optimum ilac
konsantrasyonunun saglanamamasi gibi durumlar HAART tedavisinin etkisini
zayiflatmaktadir. Bu durumlardan her biri ila¢ direnci gelisimine katkida bulunmaktadir.
Bunlarin disinda cesitli mekanizmalar ila¢ direnci gelisimine yol acmaktadir. Viral
mutasyonlarin ¢cogu RT’nin transkripsiyon sirasinda meydana getirdigi hatalardan
kaynaklanir. HIV-1 RT yaklasik her 7000 niikleotidde 1 hata oranima sahiptir. Yani her
viral replikasyon dongiisii bagina yaklasik birkac niikleotid hatali olarak gelisen zincire
katilir (116). APOBEC (Apolipoprotein B mRNA-editing enzyme catalytic polypeptide-
like) protein ailesi sitidinin deaminasyonunu katalizleyerek uridin veya timidine
doniigtiiriir. Bu protein ailesinden APOBEC3G, spesifik olarak HIV-1 ve diger
retroviriislere karsi aktivite gosterir. Konak hiicre kaynakli bu aktivite viral RNA ve
cDNA sekanslarinda degisime yol agarak mutasyon gelisimine katkida bulunur (117).
Primer HIV-1 sekansinda degisiklige yol agarak antiretroviral ilaglara karsi direng
gelisimine katkida bulunan diger konak hiicre enzimi ADAR’dir (Adenosine Deaminase
that Acts on RNA). Adenozinlerin inozine deaminasyonunu katalizleyen bu enzim c¢ift
zincirli RNA bolgelerini hedefler. inozinler ribozom ve RT enzimi tarafindan guanozin
olarak algilanir ve islem goriir. Insanlarda kisa ve uzun olmak iizere iki ADARI

izoformu ve bir ADAR?2 izoformu bulunmaktadir. Kisa ADAR1 ve ADAR?2 cekirdekte,
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uzun ADARI ise sitoplazmada bulunur. Bu nedenle primer HIV-1 sekansi degisiminde

sitoplazmik uzun ADARI1 enziminin rol oynadig: diisiiniilmektedir (118).

Tablo 2.1. HIV-1 tedavisinde kullanilan FDA onayl: antiretroviral ilaglar (119).

JENERIK ADI ONAYLANMA YILI
KOMBINASYON iLACLAR Efavirenz + emtricitabine + tenofovir
. . 2006
disoproxil fumarate
Emtricitabine + rilpivirine + tenofovir
. . 2011
disoproxil fumarate
Elvitegravir + cobicistat +
emtricitabine + tenofovir disoproxil 2012
fumarate
NUKLEOZIiD/NUKLEOTID REVERS
TRANSKRIPTAZ INHIBITORLERI Jamivudine + zidovudine 1997
(NRTIs/NtRTIs)
emtricitabine, FTC 2003
lamivudine, 3TC 1995
abacavir + lamivudine 2004
Zalcitabine + dideoxycytidine, ddC
o 1992
(Uretilmiyor)
Zidovudine + azidothymidine, AZT, 1987
ZDV
Abacavir + zidovudine + lamivudine 2000
tenofovir disoproxil fumarate +
emtricitabine A
enterik kapli didanosine, ddI EC 2000
didanosine + dideoxyinosine, ddI 1991
tenofovir disoproxil fumarate, TDF 2001
stavudine, d4T 1994
abacavir sulfate, ABC 1998
NON-NUKLEOZID REVERS
TRANSKRIPTAZ iNHiBITORLERI S
rilpivirine 2011
(NNRTIs)
etravirine 2008
delavirdine, DLV 1997
efavirenz, EFV 1998
nevirapine, NVP 1996
nevirapine, NVP 2011
PROTEAZ INHIBITORLERI (PIs) amprenavir, APV (Uretilmiyor) 1999
tipranavir, TPV 2005
indinavir, IDV, 1996
saquinavir (Uretilmiyor) 1997
saquinavir mesylate, SQV 1995
lopinavir + ritonavir, LPV/RTV 2000
Fosamprenavir Calcium, FOS-APV 2003
ritonavir, RTV 1996
darunavir 2006
atazanavir sulfate, ATV 2003
nelfinavir mesylate, NFV 1997
FUZYON INHIBITORLERI enfuvirtide, T-20 2003
GIRIS/KO-RESEPTOR INHIiBITORLERI .
maraviroc 2007
INTEGRAZ INHIBITORLERI raltegravir 2007
dolutegravir 2013
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2.2.1. NUKLEOZID/NUKLEOTID REVERS TRANSKRIiPTAZ
INHIBITORLERI (NRTIi/NtRTI)

NRTI’ler, FDA tarafindan onaylanan ilk ila¢c sinifidir. Hastalara on ilag (prodrug)
olarak verilen NRTI’ler, konak hiicreye girdikten sonra hiicresel kinazlar tarafindan
fosforillenerek aktif formuna doniistiiriilir. NRTI’lerin antiviral aktivite gosterebilmesi
icin hiicre icinde aktif formuna doniistiiriilmesi gereklidir. Bu doniisiim sirasinda
2',3'-dideoksiniikleozid (ddN) analoglarina sahip olan NRTT’ler, hiicresel kinazlar
aracilifiyla sirasiyla 5'-monofosfat (ddNMP), 5'-difosfat (ddNDP) ve 5'-trifosfatlarina
(ddNTP) doniistiiriiliirler. NRTT’lerin seker grubunda (2'-deoksiribozil) 3' hidroksil
grubunun olmamasi 3'-5' fosfodiester bagi olusumunu engelleyerek viral DNA
zincirinin uzamasii durdurur. Boylece RNA’dan DNA veya DNA’dan DNA sentezi
sirasinda proviral DNA’nin negatif veya pozitif zincirinin uzamasi inhibe edilebilir
(120). Biitiin antiretroviral ilac tedavilerinde oldugu gibi NRTI’lerin kullanimi
sonucunda ilaca diren¢ gosteren HIV-1 suslar1 ortaya ¢ikmaktadir. NRTI lere direnc iki
mekanizmayla gerceklesir. Birinci mekanizma ATP-bagimli pirofosforolizdir. Gelisen
zincirin 3' ucuna eklenen NRTI’ler ATP’nin pirofosfat donérii olarak kullanildigi bu
mekanizmayla uzaklastirilir. Boylece zincir uzamasi inhibisyonu tersine dondiiriilmiis
olur (121). RT’de gelisen NRTI mutasyonlari,  Niikleozid/Niikleotid Analogu
Mutasyonlar1 (NAM) veya pirofosforolizi indiikleyerek timidin analogu NRTI lerin
(AZT ve d4T) uzayan zincirden eksizyonuna neden olan Timidin Analog Mutasyonlar1
(TAM) olarak siniflandirilir. HIV-1 RT’de ki TAM aminoasit degisimleri TAM1 yolag1
ve TAM?2 yolagi iizerinden gergeklestirilir (122). Direnc gelisiminin ikinci mekanizmasi
NRTI’lerin uzayan zincire baglanmasmi engellemektir. Bu mekanizmayla ilgili
mutasyonlar M184V ve K65R dir. M184V mutasyonu lamivudin veya emtrisitabin
tedavilerinde gelisir (123). K65R ise tenofovir, dideoksisitidin, didanozin, stavudin, ve

abakavir siilfat tedavilerinde gelisir (124).
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2.2.2. NON-NUKLEOZID REVERS TRANSKRIPTAZ iNHIiBiTORLERI
(NNRTI)

NNRTI’ler HIV-1 RTyi enzimin p66 altbiriminin avug ici bolgesinde yeralan katalitik
bolgeye yaklasik 10 A uzaklikta bulunan “hidrofobik cep” bolgesine baglanarak inhibe
eder. NNRTI’nin hidrofobik cebe baglanmasi RT’nin substrat baglanma bolgesinde
uzaysal konformasyonel degisime neden olur ve polimeraz aktivitenin azalmasini saglar
(125). Hidrofobik rezidiiler, p66 altbiriminde yeralan hidrofilik rezidiiler ve p51
altbiriminde yeralan 1135 ve E138 rezidiilerini iceren NNRTI baglayic1 hidrofobik cep
sadece NNRTI’lerin varhginda ortaya cikar (126). HIV-1’in spesifik inhibitorii olan
NNRTI’ler NRTI’lerden farkli olarak non-kompetetif inhibisyon gerceklestirirler ve
SIV, HIV-2 gibi diger lentiviriislerin RT enzimlerini inhibe edemezler. NNRTI direnci
genellikle NNRTI baglayici hidrofobik cep bolgesinde yer alan rezidiilerin
substitiisyonlar1 sonucunda meydana gelir. En sik goriilen NNRTI mutasyonlar1 K103N
ve Y181C’dir. NNRTI mutasyonlarinin bircogu 6zellikle ikincil mutasyonlarla birlikte
farkli NNRTT’lere belirli diizeylerde capraz direng gelisimine sebep olurlar. Diger ARV
ila¢ siniflarma diren¢ gelisimi sonucu viral replikasyon kapasitesinde anlamli azalma
meydana gelirken, yiiksek seviyede diren¢ gelistiren NNRTI’ler viral replikasyon
kapasitesinde ¢ok az diisiise neden olur. NNRTI lerin diisiik genetik bariyere sahip
olmasi, viral fitness iizerinde minimum etki gostermesi ve ilacin yoklugunda NNRTI
mutasyonlarmin ortadan kalkmasinin uzun zaman almasi, NNRTI direncli HIV-1

suslarinin stabilitesine ve popiilasyon icerisinde yayilmasina katkida bulunur (127).
2.2.3. PROTEAZ INHIBITORLERI (Pi)

Proteaz inhibitorleri enzimin aktif bolgesine baglanarak gag ve gag-pol
poliproteinlerinin kesilmesine engel olur ve bdylece olgun virionlarin olugmasi
engellenir. Revers transkriptaz inhibitorlerinden farkli olarak, proteaz inhibitorleri
kronik olarak enfekte olmus hiicrelerden enfeksiydz viriislerin olusmasini engelleyebilir
(128). Proteaz enziminin viral yasam dongiisiinde hayati role sahip olmasi ve goreceli
olarak kiiciik boyuta (99 kDA) sahip olmasi enzime kars1 diren¢ gelisiminin fazla
olmayacagim akla getirmektedir. Ancak proteaz geni 99 kodon igerisinden 49 kodonda
gozlemlenen polimorfizmler ve 20’den fazla aminoasit siibtitiisyonu nedeniyle ileri
derecede plastisiteye sahiptir (129). Proteaz enziminin daha cok aktif bodlgesinde ve

ilaclarin baglanma bolgelerinde meydana gelen niikleotid degisimleri sonucu PI’lerine
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diren¢ gelisimi gerceklesir. Bu grup ilaglara karsi olusan primer mutasyonlar viriisiin
ilaca duyarliligim yaklasik bes kat azaltir. Ancak daha sonra meydana gelen sekonder
mutasyonlara bagli olarak yiliksek seviyede diren¢ gelisimi meydana gelmektedir.
Primer mutasyonlardan farkli olarak sekonder mutasyonlar tiim proteaz inhibitorlerine
kars1 capraz direng gelisimine sebep olmaktadir. Bu sebeple bir PI'ne karsi direng

gelisen hastalarda diger PI'leri de etkisiz hale gelebilir (130).
2.2.4. INTEGRAZ INHIBITORLERI (iNi)

HIV integraz enzimi esasen viral DNA’nin her iki 3' ucundan iki niikleotidin
uzaklastirildigr  “3'-iglemi” ve viral genom wuglarinin konak hiicre DNA’sina
transesterifikasyon reaksiyonlar1 aracilifiyla entegre edildigi “zincir transferi” olmak
tizere iki Onemli katalitik fonksiyona sahiptir. Biitiin integraz inhibitorleri zincir
transferi reaksiyonunu hedefler. INT’lerin zincir transferini selektif olarak bloke etmesi,
integraz ile viral DNA arasinda meydana gelen integraz-HIV DNA kompleksine
baglanarak ve integrazin aktif bolgesinde yer alan magnezyum iyonu kofaktorii ile
etkileserek gerceklesir. Biitiin INI'ler aktif bolgedeki magnezyumu uzaklastiran metal
baglayici farmakofor ve viral DNA-integraz kompleksine baglanan hidrofobik grup
olmak iizere iki onemli komponentten meydana gelir (131). INI’lere direng gelistiren
mutasyonlar daima magnezyum kofaktorlerinin koordinasyonunu saglayan integraz’in
aktif bolgesindeki amino asit rezidiilerinde meydana gelir. Ayrica tespit edilen primer
veya sekonder mutasyonlarin INT’lere kars1 capraz direncg gelisimine neden olmasi son

derece yaygindir (132).
2.2.5. KO-RESEPTOR ANTAGONISTLERI (KRi)

Ko-reseptor inhibitorleri (KRI), makrofajlara tropizm gosteren M-tropik (r5 tropik) ve
T-lenfositlerine tropizm gosteren T-tropik (x4 tropik) HIV suslarinin hedef hiicrelere
girmek icin kullandig1 sirasiyla CCRS veya CXCR4 olarak bilinen ko-reseptorler ile
etkilesir. Giintimiizde klinikte kullanilan tek ko-reseptor inhibitorii (maravirok) bir
CCRS antagonistidir. CCRS5’in kiigiik molekiillii antagonistleri CCRS reseptoriiniin
transmembranal helikslerinde bulunan hidrofobik cebe baglanir. Bunun sonucunda
CCRS konformasyonu degisir ve viral glikoprotein gp120 ile etkilesemez. Boylece gp41
ile dig hiicre membranmin fiizyonu engellenmis olur. CCRS antagonistleri ile ilgili
major problem, sadece RS HIV suslarina karsi aktivite gostermeleri ve X4/RS HIV

suslarmin bir arada bulundugu popiilasyonlarda X4 soylarinin seleksiyonunu stimiile
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etmeleridir (133). Optimum etki i¢in, bir CCRS antagonistin hem X4 hem de RS HIV
suslari1 bloke edecek sekilde bir CXCR4 antagonisti ile kombine edilebilmesi
gereklidir. CCRS, konak hiicre proteini oldugu i¢in diger antiretroviral ilaglardan farkli
olarak CCRS inhibitorii kullanimiyla CCRS proteini mutasyona ugramamaktadir. Ancak
CCRS inhibitorlerine kars1 viral adaptasyon gelismesi sonucu viral zarf proteininde bazi
mutasyonlar meydana gelir. Bu mutasyonlar viriise, CCRS proteinine bagimli hiicre
girisi yolaginda inhibitore baglanmig CCRS reseptoriinii kullanabilme yetenegini
kazandirir. En 6nemli diren¢ mekanizmasi gp120 glikoproteinindeki mutasyonlardir. Bu
mutasyonlar sonucunda gp120, CCRS5 reseptorii-ilag kompleksine baglanarak viriisiin

hiicre i¢ine taginmasina aracilik eder (134).
2.2.6. FUZYON INHIBITORLERI (Fi)

HIV-1 zarf proteini Gp41’in fiizyojenik N terminal bolgesi viral zarf ile hiicre
membraninin flizyonunu saglar. Bu sekilde virionun i¢ bolgesinde yeralan viral RNA ve

enzimler enfekte edilen hiicrenin sitoplazmasina taginmis olur (70).

Son zamanlarda bu fiizyonu engellemek icin yapilan caligmalar sonucu bir fiizyon
inhibitorii (FI) (Enfuvirtit) gelistirilmistir. Bu inhibitor 36 amino asitten meydana gelen
sentetik oligopeptiddir ve viral glikoprotein gp41’in trimerik yedili tekrar eden bolgesi
HR-1’e (Heptad Repeat-1) baglanarak, HR-1 ve HR-2 birlesmesini engeller. Sonucta
HR-1’in HR-2 ile etkilesmesi sonucu meydana gelen ve gp41’in fiizyonu baslatabilmesi
icin gerekli olan sac¢ tokasi yapisi olusturulamaz. Bu sekilde HIV viral zarf ile konak
hiicre membraninin fiizyonu bloke edilmis olur (135). Gp41’'in HR1 bdlgesinde
meydana gelen mutasyonlar sonucu 36-38 ve 39-45. pozisyonlarinda korunmus olan

amino asit iiclillerindeki degisiklikler enfuvirtdin baglanmasini engeller (136).
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2.3. ANTISENS OLIGONUKLEOTIDLER

Ik olarak 1978 yilinda Stephenson ve Zamecnik tarafindan Rous sarcoma viriisiiniin
viral RNA sekansina komplementer kimyasal olarak modifiye edilmis bir sentetik
oligoniikleotid kullanilarak viral replikasyonun inhibe edildigi rapor edilmistir. Daha

sonra bu mekanizma ‘antisens’ olarak adlandirilmistir (137).

Antisens oligoniikleotidler (ASO) yaklasik 15-25 niikleotid uzunlugunda hedeflenen
mRNA’ya komplementer dizilime sahip tek zincirli DNA ya da RNA yapisindaki
molekiillerdir. Bu molekiiller genetik bilginin DNA’dan mRNA araciligiyla
ribozomlarda proteine transferini bloke edebilirler. ASO’ler yiiksek molekiil agirligina

sahiptir ve tagidiklar1 fosfat grular1 nedeniyle negatif yiikliilerdir (138).

Antisens kavraminin ortaya ciktigi yillarda temel konsept hedeflenen belirli bir RNA
sekansina komplementer olarak dizayn edilen oligoniikleotidin hedef RNA’ya
baglanmasiydi. Ancak oligoniikleotidin hedef RNA’ya baglanmasindan sonra
gerceklesen ve genetik mesajin susturulmasinda ©6nemli role sahip olan post-
hibridizasyon mekanizmalar1 bilinmiyordu. Antisens konsepti ile ilgili ilk caligmalardan
giinlimiize kadar efektif ilac niteliklerine sahip ASO dizayn1 ve hibridizasyondan sonra
gerceklesen olaylarin aydinlatilmasi ile ilgili olarak biiyiikk oranda gelisim saglandi.
Giniimuzde hedef RNA metabolizmasinin baskilanmasi, tamamen inaktif duruma
getirilmesi veya metabolik yolaginin degistirilmesini saglayan post-hibridizasyon

mekanizmalar1 kullanilmaktadir. (138).

Antisens konsepti, belirli bir gene selektif ilaclarin gelistirilebilmesini ve Watson-Crick
hibritlesme kurallar1 cercevesinde rasyonel ila¢ dizaynin1 miimkiin kilar. Genomiks,
epigenomiks ve RNA biyolojisindeki gelismeler geleneksel ilaclarin gelistirilmesinde
yiiriitiilen proseslerin verimsizligi ile birlesince daha rasyonel ve verimli sekilde ilac

gelistirilmesine olanak saglayan antisens teknolojisine ilginin artmasina neden olmustur

(139).

Antisens teknolojisinin geligimi farmakolojide yeni bir alaninin dogmasini saglamistir.
ASO’ler konvansiyonel ilaglarin baglandigi reseptorler yerine hedef RNA veya
DNA’daki spesifik niikleotid sekanslarma baglanir. Bu nedenle antisens teknolojisinin
gelistirilmesinde oligoniikleotidlerin yapt ve fonksiyonlar1 ile mediyator RNA

metabolizmasinin farmakolojik perspektifden anlasilmasi anahtar rol oynamistir (139).
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ASO’ler, gen fonksiyonlarmi belirleme ve hedef validasyonu acgisindan diger
teknolojilere kiyasla sekans bilgisinin direkt olarak kullanmilabilirligi, genis alanlarda
uygulanabilirlik, hizli ve diisiik maliyetli iiretim yapilabilmesi, basar1 oranlarinin ve

spesifitelerinin yiiksek olmasi gibi iistiin 6zelliklere sahiptir (140).

ASQ’lerin hiicre kiiltiirlerinde ve hayvan modellerinde basarili olduklar1 kanitlandiktan
sonra terapoOtik amaclar icin de kullanilma olasiliklar1 ortaya ¢ikmistir. Duchenne kas
distrofisi, prostat kanseri, mesane kanseri, akciger kanseri, progresif kornea
vaskiilerizasyonu, anaplastik astrositoma ve glioblastoma tiimorleri, mulitple sklerozis,
hipertrigliseridemi, romatoid artrit, deri skarlar1 ve iilseratif kolit gibi hastaliklara kars1
gelistirilen bazi antisens ilaglar faz II ve faz III asamalarindadir. Bu antisens ilaclar
Tablo 2.2’de gosterilmistir. Giiniimiize kadar FDA’in onayladig1 iki ASO preparatindan
ilki HIV baglantihi CMV (sitomegaloviriis) retinitis tedavisinde kullanilan Fomivirsen
(Vitravene®, ISIS Pharmaceuticals)’dir (141). Fomivirsen, insan CMV DNA’sinin
spesifik sekansima komplementer 21 bazlik bir fosforotiyoat ASO’dir. Fomivirsen klinik
CMV izolatlarina ve gansiklovire direngli CMV tiirlerine karsi in vitro olarak aktif
bulunmustur. Ayrica AIDS’li hastalarda CMV retinitisin tedavisinde intravitreal olarak
kullanimi miimkiindiir. Fomivirsen’in 1998’de FDA onay1 almasiyla birlikte ASO’ler
izerindeki arastrma yogunlugu artmustir. FDA’in 2013 yilinda onayladigi diger
antisens preparati, homozigot ailesel hiperkolesterolemi’nin tedavisinde kullanilmak
tizere gelistirilen mipomersen (Kynamro®, ISIS Pharm.)’dir. Niikleazlara direncli
fosforotiyoat yapisinda 20 bazlik bir ASO olan mipomersen, karacigerde apolipoprotein
B sentezini inhibe eder. Bu etkisini apolipoprotein B’yi kodlayan mRNA’y1
hedefleyerek gosterir (142).
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Tablo 2.2. FDA tarafindan onaylanan ve faz II, faz III asamalar1 devam eden bazi antisens ilaglar (143).

iLAC

FIRMA

HASTALIK

STATUSU

Vitravene Isis Pharm. CMV retinitis ONAYLI
Homozigot ailevi
Mipomersen Isis Pharm. ONAYLI
hiperkolesterolemi
Drisapersen GlaxoSmithKline Duchenne kas distrofisi Faz 3
Prostat kanseri ve
Custirsen OncoGenex Faz 3
akciger kanseri
) Progresif korneal
Aganirsen Gene Signal Faz 3
neovaskiilerizasyon
Anaplastik astrositoma
Trabedersen Antisense Pharma Faz 3
ve glioblastoma
Eteplirsen Sarepta Therapeutics Duchenne kas distrofisi Faz 2
ATL1 102 Isis Multiple sklerozis Faz 2
ISIS-APOCIII Isis Hipertrigliseridemi Faz 2
ISIS-CRP Isis Romatoid artrit Faz 2
ISIS-FXI Isis Pihtilagma hastaliklari Faz 2
Akciger ve prostat
ISIS-EIF4E Isis Faz 2
kanseri
EXC 001 Pfizer Fibrotik cilt skarlar1 Faz 2
iCo-007 iCo Therapeutics Makiiler 6dem Faz 2
Alicaforsen Atlantic Pharm. Ulseratif kolit Faz 2
Mesane ve prostat
0GX-427 Oncogenex ) Faz 2
kanseri
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2.3.1. Antisens Oligoniikleotidlerin Kimyasal Yapisi ve Ozellikleri

Modifiye olmamis oligoniikleotidlerin yapisinda riboz halkasma bagl adenin, guanin,
sitozin ve timin bazlar1 ve riboz halkalarmi birbirine baglayan 3'-5' fosfodiester baglar1
bulunmaktadir. Bu oligoniikleotidler ekstraseliiller sivilarda ve intraseliiler
kompartimanlarda dogal olarak bulunan bazi ekzoniikleazlar ve endoniikleazlara karsi
direng gosteremediklerinden kisa siirede degrade olurlar. Yaklasik serum yarilanma
Omiirleri 15 dakikadir ve oligodeoksiriboniikleotidler oligoriboniikleotidlerden daha
stabildir. Tasidiklar1 elektriksel yiik nedeniyle hiicre membranina penetre olmalari
zordur. Ayrica oligodeoksiriboniikleotidlerin niikleazlar tarafindan par¢alanmasi sonucu
meydana gelen deoksiriboniikleozid-5'-fosfat (AINMP)’1n baz1 hiicre tiirlerinde sitotoksik
aktivite gosterdigi ve antiproliferatif etkilere sahip oldugu bildirilmistir (144).
ASQ’lerin niikleazlara kars1 direncini arttirmak, hedef dokulardaki yarilanma ¢mriinii
uzatmak, hedef sekansa affinitesini arttirmak ve sekansa bagli olmayan toksisitesini

azaltmak amaciyla cesitli kimyasal modifikasyonlar gelistirilmistir.

ASQO’lerin diziliminin uzun olmasi, daha fazla baz eslesmesiyle daha stabil hibrid
olugmasin1 saglayabilir ancak bu durumda sentez maliyeti artar. Ayrica uzun ASO’lerin
hedef olmayan RNA ile eslesme potansiyeli bulundugundan ozgiinliik azalir. Kisa
dizayn edilen ASO’lerin modifikasyonlara ragmen intraselliiler ve ekstraselliiler
yaritlanma omrii ¢cok kisadwr. Bu nedenle ASO’lerin optimum olarak 15-25 baz

uzunlugunda olmasi istenir (145).

Efektif ASO’lerin dizayn edilebilmesi i¢in hedef mRNA’nin sekonder yapisinin dogru
bir sekilde tespit edilmesi gereklidir. Bunun icin sekonder yapiy1 belirleyen katlanma
paternlerinin, hedef mRNA molekiiliiniin minimum total serbest enerjiye (AG) sahip
olacak sekilde belirlenmesine yardimci ¢esitli bilgisayar algoritmalar1 bulunmaktadir.
Bu algoritmalar kullanilarak potansiyel bir hedef ASO bolgesi segilebilir. Hedef bolge
secilirken lokal olarak mRNA’da bulunan sekonder ve tersiyer yapilar incelenerek
hibridizasyon icin erisilebilir bolgeler belirlenmelidir. Bu bolgeler genellikle terminal
uclar, internal loop yapilari, en az on niikleotitden olusan sa¢ tokasi ve cikint1 (bulge)
yapilaridir. ASO’lerin stabil olmayan ve degisken lokal motiflere hedeflenmesi skeansa
spesifik olmayan etkilere yol actigindan yiiksek oranda konservatif lokal motiflerin

tespit edilerek hedeflenmesi tercih edilmelidir (146).
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Yapilan calismalarda CCAC, ACTC, TCCC, CTCT ve GCCA motiflerinin dizayn
edilecek molekiilde yeralmasinin antisens aktivitesini arttirdigt GGGG, ACTG, AAA ve
TAA motiflerinin ise aktiviteyi azalttig1 bildirilmistir. Bu nedenle dizayn asamasinda
ASO molekiiline eklenecek ve molekiilden c¢ikarillacak motiflerin tespit edilmesi

basaril1 bir mRNA knock down’1 i¢in gereklidir (147).

ASO’lerin G (guanin) veya C (sitozin) igerigi ile orantili olarak ASO-mRNA
dubleksinin termodinamik stabilitesinin ve RNase H aktivitesinin arttig1 bildirilmistir.
Bu sebeple dizayn edilecek molekiiliin yiiksek oranda G ya da C rezidiilerini icermesi

ASO aktivitesine katkida bulunur (147).

Sentezlenecek ASO’lerin hedef mRNA’ya affinitesini tahmin edebilmek icin
termodinamik enerjinin dikkate alinmasi gereklidir. ASO’lerin hedef mRNA ile
hibritlesmesi i¢in gerekli termodinamik enerji AG®;7>-8 kcal/mol oldugunda yiiksek
oranda aktif ASO’ler dizayn edilebilmistir. Bazi1 bilgisayar algoritmalar1 ve veri

tabanlar1 kullanilarak ASO’lerin termodinamik baglanma enerjisi hesaplanabilir (147).

Gelistirilen bilgisayar algoritmalar1 ve veri tabanlar1 efektif ASO dizaynina katkida
bulunsa da ASO’ler ile ilgili kesin sonuclara ulasmamizi saglayamaz. Bu nedenle
dizayn edilen ASO’ler ile ilgili dogru verilerin elde edilebilmesi icin her dizayn edilen
ASO’nin deneysel olarak denenmesi ve gerekli 6l¢iimlerinin yapilarak degerlendirilmesi

gereklidir.
2.3.1.1. Birinci Jenerasyon Antisens Oligoniikleotidler

Bu grup ASO’ler niikleotid bazlarmin kovalen baglarla baglandig1 ve niikleotidleri
birbirine baglayan fosfodiester omurganin, niikleaz saldirisina daha direncli olmasi i¢in
dizayn edilmistir. Bu modifikasyon ASO’lerin fosfat grubundaki koprii olmayan bir
oksijenin siilfiirle ya da metil grubu ile degistirilmesi sonucu meydana getirilir. Metil
grubunun yapiya dahil edilmesi ile ilk kimyasal olarak modifiye edilmis oligoniikleotid
olarak bilinen metilfosfonatlar sentezlenmistir. Sekil 2.11°de gosterilen metilfosfonatlar,
bircok biyolojik sistemde iyi bir stabilite gostermistir. Ancak non-iyonik yapilari
nedeniyle coziiniirliikleri azdir. Ayrica non-iyonik yapi bu grup ASO’lerin, adsorptif
endositoz aracilt hiicre i¢ine gecisini zorlastirir. Bu yapidaki ASO’lerin hibritlesme
kabiliyeti diisiiktiir ve RNase H’y1 aktive edemezler. Bu nedenlerle metilfosfonat

iskelete sahip ASO’lerin kullanimi 6nemli 6l¢iide kisitlanmaktadir (148).
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Sekil 2.11. Modifiye olmamis RNA ve DNA niikleotidleri ile modifiye olmus birinci jenerasyon
ASO’lerin kimyasal yapist (149).

Fosforotioat ASO’ler, fosfodiester bagindaki koprii yapmayan oksijenlerden birinin
silfiir atomu ile substitiisyonu sonucu gelistirilmistir. Bu modifikasyonu iceren
oligoniikleotidler birinci jenerasyon oligoniikleotidlerin 6nemli iiyesi olmakla birlikte en
yaygin kullanilan tiirevi olarak da bilinmektedir ve diger oligoniikleotidlere kiyasla daha
kolay sentezlenebilirler. Fosforotiyoat yapi oncelikli olarak niikleaz degradasyonuna
karst dayanikliligi arttirr. Ancak substitiisyon sonucu fosfat grubu kiralite 6zelligi
gosterdiginden sadece Sp fosforotiyoat diastereomeri niikleazlara direnglidir.
Niikleazlara direncin artmasina bagli olarak plazma yar1 omrii yaklasik 9-10 saate
cikarilmistir (150). Rp diastereomeri ise tipki fosfodiester iskelet gibi niikleazlara
direngsizdir. Fosforotiyoat tiirevler niikleazlara karsi sagladiklar1 dayaniklikliga ek
olarak diizenli Watson- Crick baz ¢ifti olusumu saglamakta ve daha iyi farmakokinetik
ozellikler gostermektedirler. Sp omurga dogal fosfodiester yapiya kiyasla
oligoniikleotid-mRNA kompleksinin erime sicakligmi (Tm) diistiriir. Bu nedenle
metilfosfonatlarda goriilen heliks destabilizasyonu ile hibritlesme kabiliyetinde azalma
fosforotiyoat modifikasyonlarinda da tespit edilmistir. Fosforotiyoat oligoniikleotidlerin
yilksek oranda c¢Oziiniir olmalari ve RNase H aracili hedef mRNA hidrolizini
indiikleyebilimeleri antisens aktivitenin artmasmna katkida bulunmaktadir (151).
Fosforotiyoat oligoniikleotidlerin en onemli dezavantaji ise uzunluklarina baglh olarak

cesitli hiicresel proteinlere yiiksek affinite gostermeleridir. Fosforotiyoatlar, hiicresel
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proteinlerle sekanstan bagimsiz olarak etkilesir ve Ozellikle asidik fibroblast biiyiime
faktorii, bazik fibroblast biiyiime faktorii, platelet kokenli biiyiime faktorii ve vaskiiler
endotelyal biiyiime faktorii gibi polianyonik 6zellige sahip heparin baglayici biiyiime

faktorlerine baglanirlar (23).
2.3.1.2. ikinci Jenerasyon Antisens Oligoniikleotidler

Ikinci jenerasyon oligoniikleotidler fosforotiyoatlarin sekansa spesifik olmayan
sitotoksik etkilerini gidermek iizere gelistirilmistir. Oligoniikleotid modifikasyonu riboz
halkanin 2' pozisyonundaki hidrojenin O-alkil grubu ile substitiisyonu sonucu
gerceklesir. En Onemli iki modifikasyon 2'-O-metil (OMe) ve 2'-O-metoksi-etil
(MOE)’dir. Bu  modifikasyonlar ~ Sekil 2.12°de  gosterilmistir.  2'-O-alkil
modifikasyonlarinin  en Onemli eksikligZi RNase H indiiksiyonuna elverisli
olmamalaridir (152). Bu eksikligin giderilmesi i¢in merkez bolgesinde yaklasik 10
fosforotiyoat niikleotidi bulunan ve merkez bolgenin 5' ve 3' u¢larinda 2'-O-metil veya
2'-O-metoksi-etil niikleotidlerinden olusan yaklasik 5’er adet ‘kanat niikleotidlerinin’
yer aldigi kimerik bir ASO dizayn edilmistir. Bu kimerik ASO, RNase H’nin
fosforotiyoat niikleotidlerinin olusturdugu merkezi bosluga yerlesmesine olanak tanir.
Boylece hedef mRNA’nin spesifik olarak degrade edilmesi icin gerekli RNase H
aktivasyonu gerceklestirilmis olur. Kanat niikleotidleri ise 2'-O-alkil modifikasyonlar1

yardimiyla ASO’in niikleazlar tarafindan degrade edilmesini engeller (151).

0 o]
Ha CH,CH,OCH,
O —l=0 V—P=—0
2-OMe 2-MOE

Sekil 2.12. 2'-O-metil ve 2'-O-metoksi-etil modifikasyonlu ikinci jenerasyon ASO’lerin kimyasal yapisi
(149).
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Bu grup ASO’ler etkisini sterik blokaj mekanizmasiyla gosterir. Bazi proteinlerin
splayslanmamis mRNA’larinda, 2'-O-metil oligoniikleotidleri araciligiyla ekspresyonu
istenmeyen splays varyantlar1 sterik olarak bloke edilerek eksprese edilmek istenen
alternatif splays bolgelerinin indiiksiyonu saglanir. Bu durum [B-talasemi ile ilgili bir
calismada, in vitro ortamda mutant B-globin varyanti yerine yaban tip [B-globin

ekspresyonu indiiklenerek gosterilmistir (153).

Bu grup oligoniikleotidlerin hedef mRNA ile hibritlesmesi, ayni sekansa sahip
fosfodiester ve fosforotiyoat tiirevlerine gore daha yiiksek affinite ile gerceklesir ve
hibritlesme sonucu meydana gelen ASO-mRNA heterodubleksleri yiiksek Tm
derecelerine sahiptir. Ayrica bu modifikasyonlara sahip oligoniikleotidler hiicresel
niikleazlara kars1 direncli olmalarinin yaninda fosforotiyoat modifikasyonlarina gore

daha diisiik toksisiteye sahiplerdir (151).
2.3.1.3. Uciincii Jenerasyon Antisens Oligoniikleotidler

Uciincii  jenerasyon ASO’ler oligoniikleotidlerin cogunlukla furanoz halkasinin
kimyasal olarak modifiye edilmesi sonucu gelistirilimistir. Modifikasyonlar ASO’lerin
niikleaz direncini, hedefe affinitelerini ve farmakokinetik Ozelliklerini iyilestirmek
amaciyla dizayn edilmistir. Sekil 2.13’de gosterilen Locked niikleik asit (LNA), Peptid
niikleik asit (PNA) ve morfolino fosforoamitler (MF) en yaygin kullanilan {i¢iincii

jenerasyon ASO’lerdir (151).
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Sekil 2.13. Uciincii jenerasyon LNA, MF ve PNA modifikasyonlarinin kimyasal yapisi (154).

Bu grup ASO’ler niikleaz ve peptidaz degradasyonuna karsi direngli olduklarindan
biyolojik sivilarda yiiksek stabiliteye sahiptirler. Ayrica yiiksek hibritlesme affiniteleri
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ile stabil dubleksler meydana getirebilirler. Ayrica PNA’larmn c¢ift zincirli DNA’lar1
taniyabilmeleri, gen ekspresyonu modiilasyonuna ve kromozomal DNA dubleksi ile
etkileserek hedeflenen bolgede DNA mutasyonunu indiiklemeye imkan tanir (155).
Ugiincii jenerasyon ASO’ler RNase H’y1 aktive edemezler ve gogunlukla biyolojik
etkilerini translasyon basamaginin durdurulmasma sebep olan sterik ribozomal blokaj
ile gergeklestirirler. Bu molekiiller yiiksiiz olduklarindan serum proteinlerine
baglanmazlar. Bu durum non-spesifik etkilesimleri azaltirken, diger taraftan ASO’in
viicuttan elimine edilmesini hizlandirir. Ayrica elektrostatik olarak notr omurgaya sahip
olmalar1 ¢Oziiniirliiklerini azaltir ve hiicre icine alinmalarini zorlastirr. Hiicre icine

alim1 kolaylagtirmak icin ¢esitli tasima sistemleri gelistirilmistir (156).

Uciincii  jenerasyon ASO’lerin etkinligi cesitli in-vitro ve in-vivo modellerde
gosterilmistir. PNA’lar, MF’ler ve LNA’lar’in kullanildig1 baz1 deneysel calismalarda
timit verici sonuclar alimmistir. Ayrica LNA’larin etkinligi merkezi kisminda DNA
niikleotidlerinin bulundugu ve molekiiliin her iki ucunda LNA niikleotidlerinin yeraldig1
kimerik yapilarin dizayn edilmesi ile artirilabilir. Kimerik LNA oligoniikleotidleri
yiiksek hibritlesme affinitesi ve yiliksek niikleaz direncine ilave olarak RNase H’y1

aktive etme yetenegine de sahiptir (157).
2.3.2. Antisens Oligoniikleotidlerin Etki Mekanizmalari
2.3.2.1. Sterik Blokaj Mekanizmalar

Klasik kompetitif antagonistler spesifik olarak bir reseptore baglandiginda, natiirel
agonistlerin bu reseptore baglanmasin1 engelleyerek normal biyolojik proseslerin
degistirilmesine neden olur. Buna benzer olarak oligoniikleotidlerin spesifik hedef
mRNA sekansina baglanmasi, hedef RNA’nin proteinler, diger niikleik asitler veya

RNA ara metabolizmasinda gorevli bazi faktorler ile etkilesmesini inhibe edebilir.
a) Ucg Birlestirme (Splicing) Modiilasyonu:

Intronlarin eksizyonu, bircok mRNA molekiiliiniin metabolizmasi sirasinda meydana
gelen onemli proseslerden biridir. Ug birlestirme reaksiyonu olarak bilinen bu proses
sekansa spesifiktir ve spliceosome’un katilimmi gerektirir. Oligoniikleotidlerin hedef
mRNA’nin ug¢ birlestirme sekanslarina baglanmasi sonucu bu bolgelere u¢ birlestirme
faktorlerinin baglanmasi bloke edilir veya ug birlestirme prosesi icin gerekli olan kesim

reaksiyonlar1 fiziksel olarak engellenmis olur. Bu sterik engellemeler, olgun mRNA
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tiretiminin inhibisyonuna veya Sekil 2.14’de gosterildigi gibi pre-mRNA’da hedeflenen
eksonun u¢ birlestirme islemi swasinda atlanarak olgun mRNA diziliminden

cikarilmasina sebep olur (158).

istenen eksonun
mRNA'ya dahil edilmesi

AVEVAV -

Pre-mRNA

istenmeyen eksonun
mRNA'dan gikarnlmasi

Sekil 2.14. Ug birlestirme modiilasyonu (159).

Son zamanlarda ug¢ birlestirme prosesini inhibe eden antisens ilaglarin arastirilmasinda
onemli ilerlemeler kaydedilmistir. Bu arastirmalarda alternatif ug¢ birlestirme
indiiksiyonu i¢cin hedef mRNA’nin degradasyonunu indiiklemeyen 2-metoksi, 2-MOE,
PNA, MF ve LNA modifikasyonlarina sahip ASO’ler kullanilmistir (160).

b) Translasyonel Blokaj:

Hedef mRNA translasyonunu bloke eden oligoniikleotidler genellikle translasyonun
diizenlenmesinde gorevli 5> UTR (Untranslated Region) sekansina veya Sekil 2.15°de
gosterildigi gibi translasyonun baslatilmasinda gorevli translasyon baslangi¢c kodonu
sekansma veya mRNA’nin orta bdlgesinde yeralan ve cap yapisindan bagimsiz olarak
translasyonu baslatabilen IRE (Internal Ribosome Entry) sekansma baglanacak sekilde
dizayn edilmistir. Bu sekanslar herhangi bir genetik kod icermez (161). Ayrica kodlayan
sekanslara baglanan ASO’ler de sterik olarak translasyonel blokaja neden olabilir.
Translasyonel blokaj cesitli modifikasyonlara sahip ASO’ler araciligiyla in vitro ve in

vivo olarak indiiklenebilir (162).
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Translasyon

a2 = Translasyonel blokaj

Sekil 2.15. ASO’lerin translasyon baslangi¢ kodonuna baglanak translasyonu bloke etmesi (159).

¢) mRNA’nin Uc Boyutlu Yapisinin Bozulmast:

Molekiil i¢i hibritlesmeler mRNA’nin ¢esitli tic boyutlu yapilar icermesine sebep olur.
Bunlardan en yaygin olani sa¢ tokasi yapisidir. Bu yapilar cesitli biyolojik aktivitelerde
kritik gorevlere sahiptir ve RNA’nin stabilitesinin artmasini saglarlar. Ayrica bu yapilar
RNA’nin ara metabolizmasinda gorevli bazi proteinler, niikleik asitler ve
riboniikleoproteinler tarafindan taninmasini saglayan motifler icerir. ASO’lerin bu ii¢
boyutlu yapilara hedeflendirilmesi sonucu hedef mRNA’nmin tasidigi sinyal
engellenebilir (163). Bu mekanizma yaygin olarak bircok hedefte kullanilabilme
potansiyeline sahip olmasina ragmen simdiye kadar yiiriitiillen ASO arastirmalarinda
sinirl olarak kullanilmigtir. HIV-1’in biitiin varyantlarinda bulunan TAR sa¢ tokasi
yapis1 hedeflenerek bir seri oligoniikleotid dizayn edilmistir. TAR sac¢ tokasi yapisi
transaktivasyon icin gereklidir ve dizayn edilen oligoniikleotidler HIV TAR yapisina
baglanarak ii¢ boyutlu sa¢ tokasi yapisinin bozulmasina neden olur. Bunun sonucunda

transaktivasyon inhibisyonu meydana gelir (164).
d) Sapka (Cap) Yapisinin Bloke Edilmesi:

Pre-mRNA’nin islenmesi sirasinda 5' uca sapka yapisi ilave edilir. Bu yapi pre-
mRNA’y1 stabilize eder ve olgun mRNA stabilitesi i¢cin onemlidir. Ayrica sapka yapisi
nikkleer matrikse baglanabilir ve mRNA’nin niikleustan disariya transportunda
gorevlidir. Sapka yapismin 6zgiin olmas: ve yapisal olarak aydinlatilmis olmast ASO
dizayni i¢in 6nemli olabilecek bir hedefi ortaya ¢ikarmaktadir. ASO kullanilarak SV40

(Simian Viriis 40) viriisii T-antijeni inhibisyonunun gerceklestirildigi bir ¢calismada en
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yiiksek inhibisyon oranlarmi sapka bolgesinin yakinlarina baglanan oligoniikleotidlerin
sagladig1 gosterilmistir (165). Ayrica dizayn edilen baz1 modifiye ASO’lerin 5' sapka
bolgesinin kesimini indiikleyebildigi rapor edilmistir (165).

d) 3' Poliadenilasyon Inhibisyonu:

Pre-mRNA molekiillerinin 3' UTR bolgesinde post transkripsiyonel olarak yaklasik 250
adenin rezidiisii iceren uzun poly-A (poliadenilat) kuyrugun eklenmesini indiikleyen
sekanslar bulunmaktadir. Poliadenilasyon, mRNA’y1 eksoniikleazlarin yikimindan
koruyarak stabilize eder. Ayrica transkripsiyonun sonlanmasinda ve mRNA'nin
cekirdekten disartya ¢ikarilmasinda 6nemli role sahiptir. Teorik olarak pre-mRNA’nin
3' terminal bolgesinin ASO’ler ile etkilesimi poliadenilasyonu inhibe ederek RNA’nin
destabilizasyonuna neden olabilir. 3' UTR bolgesindeki sekanslarla etkilesen ve antisens

aktivitelere yol acan farkli oligoniikleotidler tespit edilmistir (166).
2.3.2.2. Sterik Blokaj’in Aktive Ettigi Mekanizmalar:

RNA molekiilleri kendi metabolizmalarin1 regiile etme yetenegine sahiptir. RNA’nin
baz1 yapisal 6zellikleri RNA molekiilerinin stabilitesi, subselliiler dagilimi, transportu
ve cesitli hiicresel olaylar {izerinde etki gosterebilir. RNA ara metabolizmasinin
aydinlatilmas1 diger regiilator 6zelliklerin ve mekanizmalarin tespit edilmesini saglar

(161).
a) RNase H:

RNase H mekanizmasmi aktive eden ASO’ler tek zincirli ve RNase H1’in substrati
olarak karakterize olan DNA yapisindaki bir boliime sahiptir. RNase H1 enzimi hem
niikleus hem de sitozolde bulundugundan bu mekanizmay1 kullanan ASO’ler her iki
hiicresel kompartmanda da etki gosterebilir. Simdiye kadar karakterize edilen ve
aydmlatilan en giicli ASO etki mekanizmasi, Sekil 2.16’da gosterilen RNase H
aktivasyonu mekanizmasidir. RNase H aracili aktivite gosteren birinci ve kimerik yapili
ikinci jenerasyon ASO’ler ile ilgili yiiriitiilen ¢calismalar ve elde edilen deneysel veriler
diger etki mekanizmalarina sahip ASO’ler ile ilgili elde edilen deneysel verilerden ¢ok
daha fazladir (161). RNase H RNA-DNA dubleksindeki yalnizca RNA’y1 3'-O-P-
bagindan keser. Hidrolitik kesim sonucunda 3' hidroksil ve 5' fosfat gruplariyla

sonlanan iirtinler meydana gelir.
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Sekil 2.16. RNase H’yi aktive eden ASO’lerin genetik mesaji susturmasi (159).

Insan hiicrelerinde iki tip RNase H enzimi klonlanmis ve eksprese edilmistir. Insanlarda
bulunan RNase H1’in ve daha az oOlgciide RNase H2‘nin enzimolojik 0Ozellikleri
karakterize edilmistir (161). RNase H2 bir protein kompleksi i¢inde kromatine bagli
olarak bulundugundan oligoniikleotid-RNA dubleksi ile etkilesemez. Bu nedenle DNA
yapisindaki ASO’lerin hiicrelerdeki antisens etkileri kesin olarak RNase H1 aktivitesi
ile iliskilendirilmistir. RNase H1 aktivitesini genel olarak hedef RNA’daki hibritlesme
bolgesinin  ASO’lere ulasilabilirligi ve ASO-RNA dubleksinin RNase Hl’e
ulasilabilirligi belirlemektedir (167).

b) siRNA:

Kiiciik interferans RNA (Small Interference RNA, siRNA) ilk kez 1999 yilinda
kesfedilmistir. siRNA’larin 6nciisii 70-80 bc¢’lik cift zincirli (ds) RNA’lardir.  Sekil
2.17°de gosterilen siRNA yolaginda oncelikle endoniikleaz enzimlerinden RNAaz III
ailesinin {iyesi olan dicer enzimi, dSRNA’y1 3' uclarinda 2 niikleotidlik ¢ikint1 kalacak
bicimde 20-25 b¢’lik siRNA’lara doniistiiriir. siRNA viriislerde bulundugundan memeli
organizmasi i¢cin ekzojen kaynakli RNA’lardir. Daha sonra dicer enzimi tarafindan
olusturulan siRNA’lar RISC (RNA-induced silencing complex) kompleksi ile birlesir.
Cift zincirli siRNA’larin sens zinciri RISC ile kompleks olusturduktan sonra
denatiirasyona ugrar. RISC ile kompleks halinde bulunan tek iplikli antisens zincir
hedef mRNA ile hibritlesir. Tam hibritlesme sonucu antisens zincire komplementer
sekansa sahip mRNA molekiilii, RISC kompleksinin katalitik komponenti olarak bilinen
argoneut 2 (ago 2) proteininin endoniikleaz aktivitesi araciligiyla kesilir ve sitoplazmik
p-body’ler (Processing Body) araciligiyla degrade edilir. Hedef ile kismen eslesme
yapan siRNA’lar hedefin degradasyonunu veya translasyonel blokajini indiikleyebilir.

Her iki durumda da gen ifadesi susturulmus olur (24,168).
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Sekil 2.17. siRNA araciligiyla hedef mRNA sinyalinin engellenmesi (169).

Memeli hiicrelerinde siRNA yolaginin aydinlatilmasi gen fonksiyonlarmi belirleme,
hedef validasyonu ve terOpatik amaglar i¢in kullanimini ortaya ¢ikarmis ve hiicre
biyolojisinde yeni bir ¢calisma alanin dogmasina sebep olmustur. RISC mekanizmasi ve
siRNA molekiillerinin etkileri bir¢ok arastirmaya konu olmustur. RNase H’yi aktive
eden ASO’lerin ve siRNA antisens inhibitorlerinin ortak amaci hedeflenen mRNA’ya
Watson Crick hibritlesmesi ile baglanarak hedef degradasyonu icin hiicresel niikleazlar1
indiuklemektir. siRNA inhibitorlerinin sens zinciri, stabilite ve antisens zincirin RISC
aktivasyonu bolgesine tasmmast acisindan Onemlidir. RISC, sitoplazmada lokalize

oldugundan terapotik siRNA ajanlar1 sitoplazmada aktivite gosterir (170).

RISC mekanizmasinin terapdtik amacla kullanimmi sinirlayan bazi  faktorler
bulunmaktadir. siRNA’lara hiicresel yanit RNase H’y1 indiikleyen ASO’lere gore cok
daha karmasik ve degiskendir. RISC kompleksi bir¢ok transkriptin regiilasyonuda

gorevli dogal hiicresel micro RNA’larin (miRNA) aktivitelerine de aracilik etmektedir.
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RISC kompleksine baglanan oligoniikleotidler endojen miRNA’lar ile Ago 2’ye
baglanmak iizere yarisir. Bu nedenle antisens siRNA’larin kullanimi sonucunda
meydana gelebilecek hiicresel olaylarin tahmini zordur. Ayrica siRNA’lar ¢ift zincirli
oldugundan tek zincirli ASO’lere gore iki kat fazla hidrofilik yiizeye ve molekiiler
agirhiga sahiptir. Bu durum antisens siRNA’larin hiicre icine tasinmasini zorlastirir

(171).



3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma, Erciyes Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali
Arastirma Laboratuarinda gerceklestirildi. Calismada HIV-1 transaktivasyonunu inhibe
edebilecek ASO’lerin arastirilmasi amaciyla jurkat hiicre kiiltiirii kullanildi. Arastirilan
ASQO’ler, tat mRNA dizisinin translasyonunu bloke etmek amaciyla tat mRNA’nin
farkli sekanslariyla hibritlesecek sekilde ve hiicresel niikleazlara karsi direngli olmalar1
icin yapisal olarak cesitli modifikasyonlar icerecek sekilde dizayn edildi. ASO’ler
BO&GA medikal araciligiyla Syngen (USA) firmasindan HPLC (Yiiksek Performansl
Sivi Kromatografisi) safliginda ve liyofilize formda temin edildi. HIV-1 LTR bdolgesini,
CAT’1 (Kloramfenikol Asetil Transferaz) kodlayan bolgeyi ve ampisiline diren¢ genini
tastyan pC15CAT ve tat, rev ve tetrasikline direnc genlerini tasiyan pCV1 plazmidleri
aracilifiyla jurkat hiicrelerinin transfeksiyonu saglandi. Boylece HIV-1 transaktivasyon
modeli olusturuldu. Transfeksiyon dietilaminoetil-dekstran (DEAE-dextran) yontemi ile
gerceklestirildi. Kullanilan jurkat hiicreleri ve plazmidler “NIH AIDS Research &
Reference Reagent Program, USA” programindan temin edildi. Escherichia coli DH1
(E. coli) bakterisine onceden ayr1 ayri1 transforme edilmis bu plazmidler ‘‘Qiafilter
Plasmid Mega Kit (Qiagen)’’ plazmid izolasyon kiti kullanilarak istenen miktarda izole
edildi. Elde edilen plazmidlerin safligt ve miktar tayini UV (Ultraviole)
spektrofotometresi kullanilarak gerceklestirildi. Saflastirilan plazmidler restriksiyon
endoniikleazlarla kesildikten sonra plazmid kalitelerini belirlemek amaciyla agaroz jel
elektroforezi  kullanilarak DNA  fragmanlarinin  biiytikliikkleri  tespit  edildi.
Olusturdugumuz HIV-1 transaktivasyon mekanizmasinin verimli bir sekilde

calistigindan emin olmak i¢in ASO’lerin inhibitor etkileri arastirilmadan 6nce her iki
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plazmidin transfekte edildigi jurkat hiicrelerinin CAT ekspresyonu, CAT ELISA
(Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) Kit (Roche) araciligiyla spektrofotometrik
olarak tespit edildi. Daha sonra ASO’lerin inhibitér etkilerini arastirmak amaciyla
plazmid transfeksiyonu yapilmis jurkat hiicre kiiltiiriine inkiibasyondan 6nce ASO’ler
ilave edildi. Hiicre kiiltiirii belirli bir siire inkiibe edildikten sonra ASOQO’lerin
transaktivasyonu inhibe etme oranlarmi belirlemek amaciyla hiicrelere CAT ELISA Kit
prosediirii uygulandi. ELISA prosediiriinde her ornek i¢in esit miktarda protein
kullanmak iizere Orneklerin protein miktarlari, Bradford (Coomassie Blue) yontemi
kullanilarak tayin edildi. Elde edilen ELISA verileri araciligiyla orneklerin CAT
ekspresyonlar1 yiizdesel olarak belirlendi. HIV-1 transaktivasyon modelinin tat proteini
aktivitesi CAT ekspresyonu ile dogru orantili oldugundan ASO’lerin tat aktivitesi
izerine etkileri ylizdesel olarak belirlendi. Calismamizda kullandigimiz cihazlardan
bazilari; ELISA 06l¢iim cihazi (BioTek, Synergy HT), UV-VIS spektrofotometre
(CHEBIOS), sogutmal1 santrifiij (Niive NF 1200R), hassas terazi (OHAUS), pHmetre
(WTW 320), su banyosu (Niive ST402), CO;’li inkubator (Sanyo), laminar akimli kabin
(Niive) ve otoklavdir (Niive032). Ayrica ¢calismamiz sirasinda bazi organik ve inorganik
kimyasallardan yararlanildi. Bu kimyasallar ve hazirlanan ¢ozeltiler optimum ortam

sicakliklarinda muhafaza edildi.

3.1. HUCRE KULTURU

Calismamizda HIV-1 replikasyonuna ve olusturdugumuz transaktivasyon modeline
uygunlugu nedeniyle interlokin-2 iireten Jurkat (Clone E6-1) hiicreleri kullanildi
Calisma siiresince hiicreler diizenli olarak takip edildi. Haftada ii¢ kez yikanip, besi
yerleri degistirilerek kiiltire devam edildi. Hiicreler +37°C’de CO;'li inkiibatorde
ventilasyon 6zelligi olan delikli ve kapakli hiicre kiiltiir kaplarinda bulunduruldu.
Yeterli biiyiikliikk ve miktara ulagmis hiicrelerden bir kismi krio yontemi ile dondurulup

-80°C’de stoklandi.
3.1.1. Besiyeri Hazirlanmasi

Hiicre kiiltiiriinde kullanilacak besiyeri Tablo 3.1°de belirtilen bilesenlere ve
konsantrasyonlara gore hazirlandi. Hazirlanan besiyeri olasi bir kontaminasyonu

onlemek icin steril filtreden gegirildi ve +4°C’de saklanda.
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Tablo 3.1. Besiyeri ve PBS tamponunun igerigi.

Besiyeri Icerigi PBS Tamponu Icerigi (Ph:7,4)
RPMI-1640 136 mM NaCl
2mM L-glutamin 2mM KCl
%1 Penisilin/Streptomisin 8 mM Na,HPO,.H,O
%10 Inaktive Fetal Bovine Serum 1,5 mM KH,PO

3.1.1.1. Fetal Bovine Serum inaktivasyonu

Fetal Bovine Serum (FBS), yiiksek oranda icerdigi embriyonik bilyiimeyi uyarici
faktorler nedeniyle Kkiiltiirdeki hiicrelerin gelisimini ve bdliinerek cogalmalarini
indiikler. Ayrica besiyerinin en 6nemli protein kaynagidir. Inaktivasyon islemi ile 1s1ya
duyarli komplement proteinlerin denatiirasyonu saglanir ve mikoplazma gibi 0.22
um’lik steril filtreden gecebilen mikroorganizmalar tarafindan olusabilecek besiyeri

kontaminasyon riski azaltilmig olur.

Inaktivasyon prosesi i¢in -20°C’de muhafaza edilen FBS, 37°C’lik su banyosu icerisinde
araliklarla ¢alkalanilarak eritildi. Tamamen eridiginden emin olunan soliisyon yaklasik
15 dakika kadar 37C°’de bekletildi. Daha sonra su banyosu sicakligi +56°C’ye cikarildi.
Yaklasik 40 dakika boyunca her 10 dakikada bir karistirilmak suretiyle soliisyon su
banyosu igerisinde bekletildi. Bu sekilde inaktive ettigimiz FBS tamamen sogumadan

steril tiiplere boliindii ve - 20°C’ta muhafaza edildi.
3.1.1.2. Fosfat Tamponu Hazirlanmasi

PBS tampon ¢ozeltisi hiicre kiiltiiriiniin pasajlanmasi sirasinda yikama cozeltisi olarak
kullanild1 ve Tablo 3.1.’de belirtilen bilesenlere gore hazirlandi. Hazirladigimiz PBS
cozeltisinin pH’1 7,4’e ayarlandiktan sonra 120°C’da 20 dakika boyunca otoklavda

sterilizasyon islemi tamamlandi. Hazirladigimiz steril PBS ¢ozeltisi +4°C’da saklandi.
3.1.2. Jurkat Hiicrelerinin Kiiltiire Alinmasi

Krio ¢ozeltisi iginde -80°C’de kiiciik porsiyonlar halinde stokladigimiz jurkat hiicreleri
+37°C’de coziildii. Coziilmiis hiicrelere hizlica 5 ml steril PBS ilave edilip 500 g’de 5
dakika 20°C’de santrifiij edildi. Hiicre pelleti ilizerinde bulunan siipernatant atild.

Boylece krio ¢ozeltisinin icerdigi dimetilsiilfoksit (DMSO) ve kimyasal kontaminantlar
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uzaklastirilmis oldu. Pellete 5 ml kadar steril ve gerekli bilesenlere sahip besiyeri
eklendi ve yavasca pipetlenerek homojenize edildi. Hiicreler steril delikli hiicre kiiltiir
kaplarina (flask) aktarilip CO,'li inkiibatorde yeterli biiylikliige ve sayiya ulasana kadar
periyodik olarak pasajlanarak muhafaza edildi.

3.1.3. Jurkat Hiicrelerinin Pasajlanmasi

Hiicre flaski icerisinde bulunan hiicre siispansiyonu 15 ml’lik steril santrifiij tiiplerine
aktarildi. Hiicreler 300 g’de +20 °C’de 5 dakika boyunca santrifiij edildi ve slipernatant
kismi atildi. Pellete 5 ml penisilin/streptomisin iceren fosfat tamponu (Phosphate Buffer
Saline, PBS) yavasca ilave edilerek pelletin PBS icerisinde homojen olarak siispanse
olmast saglandi. Ayni kosullarda tekrar santrifiij edildikten sonra siipernatant
uzaklastirildi. Olusan pellet onceden hazirladigimiz besiyeri icinde ¢Oziiliip hiicre
flaskia aktarild1 ve CO,'li inkiibatorde muhafaza edildi. Hiicre pasajlanmasi 6lii hiicre
kalintilarmi ve bazi kontaminantlar1 kiiltiir ortamindan uzaklastirarak hiicre canliliginin
devam etmesini saglar. Bu nedenle caligma siiresince kiiltiirdeki hiicreler haftada en az

tic kere pasajlanmistir.
3.1.4. Jurkat Hiicrelerini Dondurma ve Saklama

Hiicreler pasajlanma islemindeki gibi PBS ile yikandi ve son olarak santifiijlendi.
Olusan pellet krio cozeltisi ile ¢oziildi. Bu c¢ozelti steril ependorf tiiplerine esit
miktarlarda boliindiikten sonra kademeli olarak donduruldu. Dondurma islemi sirasinda
cozelti oncelikle yarim saat +4 °C’de ve 3 saat -20 °C’de bekletildikten sonra -80 °C’ye

kaldirildi. Bu sayede hiicrelerin uzun siire saklanabilmesi saglandi.
3.1.4.1. Krio Cozeltisi Hazirlama

Krio ¢ozeltisi %90 inaktive fetal bovine serum ile %10 DMSO icerir. Bu oranlara gore
steril kosullarda hazirladigimiz krio ¢ozeltisi parafilm ile sarilarak -20 °C’de muhafaza

edildi.
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3.2. PLAZMIDLER
3.2.1. pCV1

Sekil 3.1°de gosterilen pCV1 plazmidi, viral tat ve rev genlerinin 7 kb uzunlugundaki
pCV memeli ekspresyon vektoriine insersiyonu sonucu tiiretilmigtir. cDNA bolgesi
yakminda 1,5 kb uzunlugunda pBR322 dizileri bulunur. 1,8 kb’lik boliim tat ve rev
genlerini kodlar. Pstl ve EcoRI restriksiyon endoniikleazlar1 tarafindan farkli
noktalardan kesilir. EcoRI pCV1’i bir noktadan keserek 9,2 kb uzunlugunda tek bir
fragment olusturur. Pst I ise plazmidi iki noktadan keserek 3 kb ve 6,2 kb uzunlugunda
iki fragman meydana getirir. 3 kb uzunlugundaki bolgenin 1,6 kb’lik boliimii Tat
proteini genini iceren cDNA bolgesini, 1,4 kb’lik boliimii ise pBR322 vektor bolgesi ve

tetrasikline direng¢ genini icermektedir (172).

SV40or xpo|

pBR322

SV40 pA

Sekil 3.1. pCVI'in tat ve rev genlerini iceren cDNA bolgesi, SV40 replikasyon orjini (SV40-ori),
adenoviriis biiyiik ge¢ promotoru (Adenoviriis Major Late Promotor, Ad MLP), fare immiinglobilin geni
(Mouse Immunglobulin Gene, SS), fare dihirofolat rediiktaz gen bolgesi (Mouse Dihydrofolat Reductase,
DHFR) ve SV40 poliadenilasyon sinyali bolgesi (SV40 pA) (173).

3.2.2. pC15CAT

HIV-1 LTR bolgesi ve CAT genini iceren pCISCAT plazmidi, HIV-1 klon 15
DNA’sinin pSVO-CAT’ a Hind III bolgesinden insersiyonu sonucu elde edilmistir. Sekil
3.2’de gosterilen bu plazmid, BamHI ve Hind III restriksiyon endoniikleazlar1
tarafindan kesilir. BamHI plazmidi bir noktadan keserek 4,8 kb’lik tek bir fragman
olustururken, Hind III plazmidi iki noktadan keserek, 0,3 kb ve 4,5 kb’lik iki fragman

olusturur. Her iki restriksiyon enzimini birlikte kullanilalarak 0,3, 1,5 ve 3 kb’lik ii¢ ayr1
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fragman meydana getirilir. 1,5 kb’lik fragman CAT genini, 3 kb’lik fragman pBR322
vektor bolgesini ve ampisilin diren¢ genini, 0,3 kb biiyiikliigiindeki fragman ise HIV-1
LTR bolgesini igerir (172).

AmpR

Sv40

Bam HI/Bgl I

Hind Ill

Sekil 3.2. pC15CAT’m HIV-1 LTR’yi iceren klon 15 DNA bolgesi (C15) ve kloramfenikol asetil
transferaz geni (Chloramphenicol acetyl transferase, CAT) bolgeleri (173).

3.2.3. Plazmid izolasyonu

Plazmidler 6nceden transforme edilmis E.coli bakterisinden Qiafilter Plasmid Mega Kit
(Qiagen) yardimiyla protokole uygun olarak izole edildi. Kit iceriginde bulunmayan ve
izolasyon islemi sirasinda kullanilan ¢ozeltilerin icerigi ve saklanma sicakliklar1 Tablo

3.2 ve 3.3’de verilmistir.

Tablo 3.2. Plazmid izolasyonu sirasinda kullanilan antibiyotik cozeltilerin konsantrasyonlar1 ve saklama
sicakliklari.

Stok Soliisyon Calisma
Antibiyotik Saklama Sicakhi@
Konsantrasyonu Konsantrasyonu
Tetrasiklin 100mg/20ml etanol 100 pg/ml 20°C
Ampisilin 1000mg/20ml su 25 pg/ml -20°C
Kloramfenikol 34 mg/ml etanol 170 pg/ml -20°C
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Tablo 3.3. Lennox L Broth besiyeri ve tris-EDTA tamponu igerigi.

Lennox L (Lysogeny) Broth Saklama Tris-EDTA Tamponu (TE, Saklama

Besiyeri Sicakhig pH:7,5) Sicakhig

Lennox L Broth (LB,

20g Tris-HC1 10 mM
acumedia) Besiyeri
+4°C +4°C
Etilendiamin tetra
Distile Su 1L 1 mM
asetik asit (EDTA)

pC15CAT ile pCV1’in izolasyon prosediirleri kullanilan antibiyotikler ve antibiyotik
konsantrasyonlar1 disinda aymdir. Oncelikle 10 ml LB Broth besiyerine dondurulmus
antibiyotik stok soliisyonundan eritilerek calisma konsantrasyonunda ilave edildi. E.coli
bakterisi direncli oldugu antibiyotigi iceren besiyerine ilave edildi ve 37 °C’de
calkalayic1 su banyosunda 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra bakteri kiiltiirii,
500 ml LB Broth besiyerine aktarildi ve Tablo 3.3’deki calisma konsantrasyonlarina
gore plazmid tiiriine uygun antibiyotik ilave edildi. Bu sekilde yarim giin inkiibe olan
kiiltiire protein sentezini durdurmak ve plazmid amplifikasyonunu indiiklemek icin
uygun calisma konsantrasyonunda kloramfenikol eklenip 24 saat inkiibe edildi. Daha

sonra plazmid izolasyonu i¢in izolasyon kitinin prosediirii takip edildi.
3.2.3.1. Qiafilter Plasmid Mega Kit (Qiagen) Prosediirii

Oncelikle kit icerisindeki liyofilize RNase A, kite ait siispansiyon tamponu (P1)
icerisinde ¢oziildii ve kullanilacak tiim soliisyonlar gozden gegirilerek uygun
sicakliklara alinip muhafaza edildi. Kit’e ait tampon c¢ozeltiler ve icerikleri Tablo

3.4.’de verilmistir.
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Tablo 3.4. Plazmid izolasyon kitinde (Qiafilter Plasmid Mega Kit) bulunan tampon ¢ozeltilerin igerigi ve

saklama sicakliklari.

Tampon Cozeltiler

Icerigi

Saklama Sicakhi@

P1 (Siispansiyon Tamponu)

50 mM Tris HCI, pH 8.0;
10 mM EDTA;
100 pg/ml

2-8°C
(RNase A eklendikten sonra)

P2 (Liziz Tamponu)

200 mM NaOH, 1% SDS (a/h)

15-25°C

P3

(Notralizasyon Tamponu)

3.0 M potasyum asetat, pH 5.5

15-25°C veya 2-8°C

FWB2 (Yikama Tamponu) 1 M potasyum asetat, pH 5.0 15-25°C
750 mM NacCl;
QBT 50 mM MOPS, pH 7.0; 15.25°C
(Kalibrasyon Tamponu) 15% izopropanol (h/h);
0.15% Triton® X-100 (h/h)
1.0 M NaCl;
QC (Yikama Tamponu) 50 mM MOPS, pH 7.0; 15-25°C
15% izopropanol (h/h)
1.25 M NaCl;
QF (Eliisyon Tamponu) 50 mM Tris HCI, pH 8.5; 15-25°C
15% izopropanol (h/h)

= Hazirlanan kiiltiir porsiyonlar halinde 50 ml’lik santrifiij tiiplerine almarak 10

dakika 6000 x g’de +4°C’de santrifiij edildi.

= Pellet iizerine onceden hazirlanmis P1 siispansiyon tamponu soliisyonundan 50

ml eklenerek siispanse edildi.

= Siispansiyon iizerine 50 ml P2 liziz tamponu eklenerek, genomik DNA’nin

parcalanmasi ihtimaline karsin tiip dikkatlice calkalandi ve oda sicakliginda 5

dakika boyunca bekletildi.

= Lizat iizerine 50 ml soguk notralizasyon tamponu eklenerek tiip dikkatlice

calkalandi. Lizat icerisinde bulutlanmalar, ipliksi yapilar olusuncaya dek buz

icinde yaklasik 10 dakika bekletildi.
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Lizat QIAfilter Mega Kartus’a aktarilarak oda sicakliginda 10 dk inkiibe edildi.
Vakum kaynagi kartusa baglanip ¢aligtirildi.

Biitiin lizat kartustan gectikten sonra vakum kapatildi. QIAfilter kartusu
yikamak amaciyla FWB2 yikama soliisyonu tekrar vakum kullanmilarak
kartustan gecirildi.

Bu islemler sonucunda elde edilen filtrelenmis lizat steril bir kap icerisinde

topland1.

Kolondan 35 ml QBT kalibrasyon cozeltisi gecirilmesinden sonra kolona

yiiklendi.
Kolondan iki kez gecirilen filtrat uzaklastirildi.
Kolon 200 ml QC yikama tamponu ile yikandi.

45- 50 kb’dan uzun baz dizileri elde edebilmek amaciyla QF eliisyon tamponu,

sicaklig1 65°C’ye ulasincaya kadar 1sitildi.
Kolondan 35 ml 1sitilmis eliisyon tamponu gegirildi.
Siiziilen eliient steril bir kapta toplandi.

Plazmid DNA’y1 c¢oktiirmek amaciyla eliient iizerine oda sicakligindaki
izopropanolden 24.5 ml eklenerek hizlica 15000 x g’de 30 dakika +4°C’de

santrifiijlendi.
Santrifiij sonucunda siipernatant kisim pellete zarar verilmeden uzaklastirildi.

Pellet icerisinde bulunabilecek ¢okmiis tuzlar1 uzaklastirmak ve izopropanolden
daha ucucu olan etanol kullanilarak plazmid DNA’nin tekrar c¢oziinmesini
kolaylastirmak amaciyla plazmid DNA’y1 iceren pellet 7 ml soguk % 70 etanol
¢oOzeltisi ile yikanarak 15000 g’de 10 dakika +4°C’ta santrifiij edildi.

Siipernatant uzaklastirildi ve pellet 10-20 dakika kadar oda sicakliginda
bekletilerek kurutuldu.

Pellet, onceden Tablo 3.3.’e gore hazirladigimiz 350ul Tris-EDTA tamponu
(pH=7,5) icerisinde ¢oziildii.

[zolasyonu tamamlanan plazmidler streril ependorfa alindi saflik ve miktar tayini

yapildiktan sonra ¢calismamizda kullanilmak {izere -20°C’de saklandi.
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3.2.3.2 izole Edilen Plazmidlerin Safik ve Miktar Tayini

Izole ettigimiz plazmid DNA soliisyonunun UV spektrofotometresi kullanilarak miktar
ve saflik olgiimleri yapildi. DNA numunelerinin kuvartz kiivette TE tamponuna karsi
260 nm, 280 nm ve 320 nm dalga boylarinda optik dansite (OD) degerleri tespit edildi.
“Plazmid DNA konsantrasyonu (ug/ml) = Abs (ODysp) x 50 (50 pg/ml Cift sarmal
DNA= 1 OD)x Diliisyon Katsayis1” esitliginden faydalanarak hesaplandi. UV
spektrofotometresinde 260 nm dalga boyunda elde edilen sonu¢lar DNA miktarini, 280
nm dalga boyunda elde edilen sonuclar protein miktarini, 320 nm dalga boyunda elde
edilen sonuclar ise izole edilen DNA ile birlikte bulunabilecek kirlilik miktarini
gostermektedir. DNA soliisyonunun istenen saflikta olmasi i¢in (Azeo - Aszz0)/(Azso -

Aazp0) oraninin 1,8- 2,0 araliginda olmasi gereklidir.
3.2.3.3 izole Edilen Plazmidlerin Agaroz Jel Elektroforezi ile Kalite Tayini

Agaroz jel elektroforezi kullanilarak E. coli bakterisinden izole ettigimiz pCV1 ve
pC15CAT plazmid DNA’lar1 cesitli restriksiyon endoniikleazlarla kesildikten sonra

olusan DNA fragmanlarinin biiyiikliikleri ve jel tizerindeki goriintiileri tespit edildi.
a) Kullamlan Tampon Cozeltiler
Tris Asetat EDTA Tamponu:

Tris Asetat EDTA (TAE) tamponu Tablo 3.5.°¢ gore 100 ml hazirlandi. Hazirlanan
tampon 50 kat diliie edilerek kullanildi. Cozelti +4°C’ta saklandi.

Tablo 3.5. 50x Tris asetat EDTA tamponu igerigi.
50 X TAE (pH=8.5) Tamponu

Trizma baz 2M
Glasiyel Asetik Asit 174 M
EDTA 100 mM

Distile Su 100 mL
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Ornek Yiikleme Tamponu:

Orneklerimizi jel oyuklara yiiklemek amaciyla yiikleme tamponu kullandik. Tamponu

Tablo 3.6. ya gore hazirladik. Hazirlanan tampon 6 kat diliie edildikten sonra kullanildi.

Tablo 3.6. 6x yiikleme tamponu igerigi.
6 X Yiikleme Tamponu

Bromfenol mavisi %0,25

Gliserol %30

Etidyum Bromiir Stok Cozeltisi:

Etidyum Bromiir (EtBr) floresan 6zelligi nedeniyle agaroz jel elektroforezinde DNA
fragmanlarim1 UV altinda goriiniir hale getirmek amaciyla kullanilmaktadir. EtBr

¢ozeltisi Tablo 3.7.’ye gore hazirlandi.

Tablo 3.7. Etidyum Bromiir (EtBr) ¢ozeltisi igerigi.

Etidyum Bromiir (EtBr) Cozeltisi

Etidyum Bromiir(EtBr) 10 mg

Distile Su ImL

b) Agaroz Jel Elektroforezi
pC15CAT Plazmidinin Kesim Reaksiyonlari:

pC15CAT plazmidi, HindIII (Fermentas®ER0501) ve BamHI (Fermentas®ER0051)
restriksiyon endoniikleazlar1 yardimiyla Tablo 3.8.’de gosterilen kesim noktalarindan
kesildi. Bunun i¢in enzimler tiiplere plazmid ile ayr1 ayr1 ve her iki enzim ile birlikte

konarak ii¢ reaksiyon ortami hazirlandi ve 37°C’de 1 saat inkiibe edildi.
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Tablo 3.8. HindIll, BamHI ve HindIll+BamHI RE enzimleri kullanilarak hazirlanan kesim
reaksiyonlart i¢in gerekli bilesenler, bu bilesenlerin oranlari ve RE enzimlerinin kesim noktalari.

HindIII (Fermentas®’ER0501) | BamHI (Fermentas®ER0051) HindIII+ BamHI
5'A|A-G-C-T-T 3 5'G|G-A-T-C-C 3
3'T-T-C-G-ATA S 3' C-C-T-A-G1G 5'
Niikleaz- igermeyen su 44 ul N. icermeyen su 44 nl N. icermeyen su 44 nl
10X Buffer BamHI
10X Buffer R (10 mM Tris-HC1 10X BufferR
(10 mM Tris-HC1 (pH 8.0), (10 mM Tris-HCI
(pH 8.5), 5 mM MgCl,, (pH 8.5),
10 mM MgCl,, Sul 100 mM KCl, S o mMMecn, | W
100 mM KCl, 0.02% Triton X-100, 100 mM KCl,
0.1 mg/ml BSA) 0.1 mg/mL BSA) 0.1 mg/ml BSA)
DNA(0,5-1pg/ml) Tl DNA(0,5-1pg/ml) 1 ul | DNA(0,5-1pg/ml) Tul
HindIII 10U
HindIII 10U Bam HI 10U
BamHI 10U

pCV1 Plazmidinin Kesim Reaksiyonlar::

pCV1, EcoRI (Fermentas® ER0271) ve Pstl (Fermentas® ER0611) isimli iki
restriksiyon endoniikleaz araciligiyla Tablo 3.9°da verilen spesifik noktalardan kesilerek

37°C’de 1 saat inkuibe edildi.
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Tablo 3.9. Eco RI ve Pstl RE enzimleri kullanilarak hazirlanan kesim reaksiyonlar1 icin gerekli
bilesenler, bu bilesenlerin oranlar1 ve RE enzimlerinin kesim noktalari.

EcoRI (Fermentas®ER0271) Pstl (Fermentas® ER0611)
5' GJA-A-T-T-C 3 5'C-T-G-C-A|G 3’
3'C-T-T-A-A1G 5' 3' G1A-C-G-T-C5'
Niikleaz- icermeyen su 16 ul Niikleaz- icermeyen su 44 ul
10X Buffer EcoRI
10X Buffer O
(50 mM Tris-HCI (pH 7.5),
(50mM Tris-HCI (pH7.5),
10 mM MgCl,,
2l 10mM MgCl,, Sl
100 mM NacCl,
100mM NacCl,
0.02% Triton X-100,
0.1mg/ml BSA)
0.1 mg/ml BSA)
DNA(0,5-1pg/ml) 1wl DNA(0,5-1pg/ml) 1l
EcoRI 10U Pstl 10U

DNA Belirteci (Ladder Mix- Fermentas® SMO0331):

Kullandigimiz DNA belirteci 100-10000 bg¢ araliginda ¢ift zincirli DNA fragmanlarinin
biiyiikliiklerini  tespit ederek plazmidlerin kalitelerini belirlememizi saglayan
kromatografik olarak saflastirilmis serbest DNA fragmanlarindan meydana gelmistir.

DNA belirtecinin icerigi Tablo 3.10’da verilmistir.

Tablo 3.10. DNA Belirteci (Ladder Mix- Fermentas® SM0331) icerigi.
DNA Belirteci (Ladder Mix- Fermentas® SM0331)

0,5ug DNA Ladder

6X Loading Dye Solution (10 mM Tris-HCI (pH 7.6), 0.03%
1u bromofenol mavisi, 0.03% ksilen siyanol FF, 60% gliserol
ve 60 mM EDTA)

4n Deiyonize Su
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Elektroforez Prosesi:

Oncelikle 1 g agaroz tartilip 100 mL 1X TAE iizerine ilave edildi ve 5 dakika beklendi.
Daha sonra agarozun isitilarak tamamen ¢oziinmesi icin karisim mikrodalga firma
alindi. Agaroz jel tam olarak ¢oziindiikten sonra ¢ozelti 50-55 °C’ye kadar sogutuldu.
Cozelti, igerisine tarak yerlestirilmis yatay agaroz jel sistemi kaseti icine aktarildi.
Burada jel polimerlestikten sonra kasetin konumu elektrik akimmin gegis yOniine
uyacak sekilde ayarlandi ve tarak c¢ikarildi. Tank jelin iizerini tamamen kaplayincaya
kadar TAE tamponu ile dolduruldu ve 10 dakika beklendi. Inkiibe ettigimiz 6rneklerin
her birinden 13 pl alindi. Orneklerin iizerine 2’ser pl yiikleme tamponu ilave edildi.
Iyice karistirildiktan sonra oOrnekler ve standartlar TAE tamponu iizerinden jele
yiiklendi. Ornekler, 90 V gerilim uygulanarak olusturulan elektriksel alan igerisinde
jelin 2/3’lik kismina gelinceye kadar yiiriitiildi. Bu asamada DNA fragmanlar1
uygulanan elektriksel alanda hareket hizlarima gore birbirinden ayrilmis oldu. Daha
sonra Jel UV altinda floresan etki gosteren EtBr c¢ozeltisi i¢ine birakildi ve 5 dakika
bekletildi. Bu siire sonunda jel saf su ile yikandi ve UV goriintilleme cihazinda

goriintiilendi.

3.3. TRANSFEKSiYON

Transfeksiyon yabanci DNA veya RNA molekiillerinin Okaryotik hiicrelere
aktarilmasidir. Calismamizda DEAE-dekstran transfeksiyon yontemi kullanmildi. Sekil
3.3.’de gosterilen pozitif yiiklii DEAE-dekstran polimeri, negatif yiiklii niikleik asitlere
baglanarak kompleks olusturur. Bu yap1 negatif yiiklii hiicre membranina adsorbe
olduktan sonra endositozla hiicre ig¢ine alinir. DEAE-dekstran hiicreler i¢in toksik
oldugundan calisma konsantrasyonu ve hiicrelerin DEAE-dekstrana maruz kalma

sliresinin iyi ayarlanmasi gerekmektedir (174).
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Sekil 3.4. Kontrol hiicreleri ile ASO’lerin ilave edildigi hiicreleri iceren 6 kuyucuklu kiiltiir kabinin
transfeksiyondan 48 saat sonraki goriintiisii.

Transfeksiyon isleminde Sekil 3.4’de gosterilen 6 kuyucuklu steril kiiltiir kab1 (6 well
plate) kullanildi. Her kuyucuga esit miktarda hiicre (10x10°) aktarmak igin iyice
siispanse edilmis hiicre Kkiiltiiriinden alinan hiicre numunesi trypan mavisi ile
boyandiktan sonra canli hiicreler thoma laminda sayildi. Plazmid ve hiicreleri iceren
transfeksiyon soliisyonu Tablo 3.11.°deki gibi hazirlandiktan sonra steril bir tiipe

almarak 37°C’de 1 saat inkiibe edildi. Transfeksiyon soliisyonu 1 saatlik inkiibasyon
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sirasinda her 15 dakikada bir dikkatlice calkalandi. Inkiibasyondan sonra soliisyon 5
dakika 250 x g’de santrifiij edildi. Siipernatant uzaklastirildiktan sonra hiicre pelleti
FBS’siz besiyeri ile iki kez yikandi. Ikinci yikama islemi sonunda hiicre pelleti yeterli
miktarda taze hazirlanmig FBS’li besiyeri icinde siispanse edildi. Siispanse edilen
hiicreler kiiltiir kabinin kuyucuklarina esit miktarda aktarildi. Etkilerini arastirdigimiz
ASOQO’ler, her kuyucukta arastirdiZimiz konsantrasyonlarda (1uM, 3uM, SuM)
bulunacak sekilde kuyucuklardaki FBS’li hiicre kiiltiiriine ilave edildi. Kiiltiir kab1
COy’li inkiibatorde 48 saat inkiibe edildikten sonra hiicrelerin CAT ekspresyonunu
Olcmek icin CAT ELISA kiti prosediirii uygulandi. ELISA 6l¢iimiinde her 6rnek icin
esit miktarda protein kullanmak iizere Bradford metodu ile hiicrelerin protein miktarlari
tayin edildi. ELISA cihaz1 ile 405 ve 490 nm dalga boylarinda gerceklestirilen
spektrofotometrik 6lgciimler 10-40 dakika siiresince 10 dakikada bir kaydedildi. Elde
edilen ELISA verileri araciligiyla orneklerin CAT ekspresyonlar1 ylizdesel olarak
belirlendi. Olusturdugumuz HIV-1 transaktivasyon modelinin tat proteini aktivitesi
CAT ekspresyonu ile dogru orantili oldugundan orneklerin yiizdesel olarak belirlenen
CAT ekspresyonlari, arastirilan ASO’lerin  tat aktivitesi {izerine etkilerini

degerlendirmek icin kullanildi. Elde ettigimiz veriler degerlendirildi.

Tablo 3.11. DNA transfeksiyon ¢6zeltisinin icerigi.
DNA Transfeksiyon Cozeltisi

RPMI-1640 Medium (FBS’suz)

50mM Tris-HCI (pH:7.3)

250pg/ml DEAE-dextran

Bir kuyucuk i¢in 10x10° hiicre

10pg/ml pCV1 ve 10ug/ml pC15CAT

3.3.1. CAT ELISA Kit (Roche) Prosediirii

Calisma oncesinde kit icerisinde liyofilize halde bulunan CAT enzim tip 1, anti CAT
Digoksigenin (Anti-CAT-DIG, 2a), Anti-DIG-Peroksidaz (Anti-DIG-POD, 3a) distile
su igerisinde c¢oziilerek homojenize hale getirildi. CAT ELISA kit prosediiriinde

kullanilan reaktifler ve tampon ¢ozeltilerin icerikleri Tablo 3.12. ve 3.13’de verilmistir.



Tablo 3.12. CAT ELISA kit prosediiriinde kullanilan reaktiflerin igerikleri.

Reaktifler

Icerik

CAT (Kloramfenikol Asetil Transferaz) enzim

tip I

E. coli’den elde edilmis liyofilize rekombinant

protein.

Anti-CAT-DIG (Anti-CAT-Digoksigenin)

CAT’a kars1 gelistirilmis, digoksigenin ile

konjuge poliklonal antikor.

Anti-DIG-POD (Anti-DIG-Peroksidaz)

Digoksigenin’e kars1 gelistirilmis, peroksidaz ile

konjuge poliklonal antikor.

POD (Peroksidaz) Substrati

2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik

asit)

MP (Microplate)

Kuyucuklar, CAT’a kars1 gelistirilmis poliklonal
antikor ile kapl1 yiizeye sahiptir.

Tablo 3.13. CAT ELISA kit prosediiriinde kullanilan tampon cozeltilerin icerikleri.

Tamponlar Cozeltiler

icerik

Calisma Tamponu (Sample Buffer)

10mM sodium phosphate, 0.15M NaCl, 1%
(a/h) BSA, pH 7.5

Yikama Tamponu (Wash Buffer)

10mM sodium phosphate, 0.15M NaCl, 0.05%
(h/h) Tween-20, pH 7.5

Liziz Tamponu (Lysis Buffer)

120 mM NacCl, 50 mM Tris HCI,

pH 8.0, 0.5% Nonidet® P40

66
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Kullanilacak tiim soliisyonlar gbzden gecirilerek uygun sicakliklarda muhafaza

edildi.

Transfekte edilen hiicreler ayr1 ayr tiiplere alinarak 250 x g’de 5 dakika +8°C’de

santrifiijlendi.
Siipernatan uzaklastirildiktan sonra pellet iki kez steril PBS ile yikandi.

Son yikamada olusan pelletler liziz tamponu igerisinde c¢oziilerek, hiicrelerin

tamamen parcalanmasi saglandi.

Her ornek i¢in esit miktarda protein kullanmak {iizere oOrneklerin protein

miktarlari, Bradford yontemi kullanilarak tayin edildi.

Hiicre lizatlar1 15000 x g’de, +8°C’da, 30 dakika boyunca santrifiijlendikten
sonra siipernatantin bir kismi protein miktar1 tayini i¢cin diger bir kismida CAT

ekspresyonu tayininde kullanildi.

Oncelikle porsiyonlara ayrilmis stok CAT enzim ¢ozeltisi calisma tamponu ile

homojenize edilerek kit calisma standardi hazirlandi.

Protein miktar1 tayin edilen hiicre lizatlari, yiizeyine CAT antikorlar1 (anti-CAT)
tutturulmus microplate modul’e (MP) enjekte edilerek CAT’in anti-CAT’a

baglanmasi1 saglandu.

Orneklerin yiiklendigi MP 1 saat 37°C CO-’li inkiibator icerisinde inkiibe edildi

ve MP her inkiibasyon basamagindan sonra yikama tamponu ile 5 kez yikandi.

MP’ye Anti-CAT-DIG eklendi ve CO;’li inkiibator icerisinde 1 saat bekletildi.
Boylece Anti-CAT-DIG’in CAT’a baglanmasi saglandi.

Yikanmis MP’ye peroksidaz iceren Anti-DIG-POD eklendi ve 1 saat CO;’li
inkiibator icerisinde inkiibe edildi. Bu asamada Anti-DIG-POD CAT’a baglh
Anti-CAT-DIG yapisina baglandi.

Son olarak peroksidaz substratinin eklenmesiyle renk reaksiyonu olustu. Olusan
renkli kompleksin 405 ve 490 nm dalga boyundaki absorbanslari
spektrofotometrik olarak olciildii. Elde edilen veriler araciligiyla CAT
ekspresyonu yiizdesel olarak belirlendi.
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3.3.2 Bradford Yontemiyle Protein Miktar1 Tespiti

Orneklerin protein miktarlarinin belirlenmesi amaciyla kullanilan kantitatif analiz
yontemidir. Bu yontemde Tablo 3.14.ye gore hazirlanan serum albiiminine gore
standardize edilmis Bradford ¢ozeltisi kullanildi. Bradford yontemi Coomassie Brillant
Blue boyar maddesinin proteinlerin asidik yilizeyine baglanmasiyla meydana gelen
boyar madde-protein kompleksinin 595 nm’deki maksimum absorbansinin Sl¢iilmesi
esasina dayanmaktadir. Orneklerimizin absorbanslar1 blank’e kars1 spektrofotometre
yardimiyla o6lgiildii. Blank’e hiicre lizatlarinda bulunan liziz tamponu konuldu ve

orneklerin absorbanslar1 kaydedildi (176).

Tablo 3.14. Bradford cozeltisinin igerigi.

Bradford Cozeltisi
Coomassie Brillant Blue 100 mg
%85°lik Fosforik Asit 100 mL
%95°1ik Etanol 50 mL

3.3.3 ANTISENS OLiGONUKLEOTIDLER (ASO)

HIV-1 terapisinde karsilasilan en onemli sorunlardan biri, HIV’in yiiksek oranda
mutajenezine bagh olarak tedavide kullanilan anti-HIV preparatlarina direnc
gelisimidir. Bu nedenle ASO’lerin dizilimi, diren¢ gelisimini minimum diizeyde
tutabilmek amaciyla tat mRNA’nin 5' ucu yakinindaki iyi korunmus bdélgenin farkli
sekanslar1 hedeflenerek belirlendi. Tat proteininin amino ucundaki amino asit dizilerini
kodlayan bu bolge, tat mRNA’nin diger bolgelerine kiyasla daha az mutasyon icerir.
Hedef tat mRNA sekansi Tablo 3.15°de verilmistir.

Calismamizda ASO’lerin 3' uclarindan kolesterol ile konjuge edilmis formlar:
kullanildi. Bu lipofilik konjugasyonun amaci1 ASO’lerin hiicre i¢ine alimini ve hiicre ici
stabilitelerini arttrmaktir. Ayrica ASO’ler hiicresel niikleazlara karsi direncli olmalari

icin cesitli modifikasyonlar igerecek sekilde dizayn edildi. Kontrol olarak fos
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onkogenine hedeflendirilmis ve herhangi bir modifikasyon icermeyen kolesterol ile
konjuge anti-fos oligoniikleotidi kullanildi.

ASO’ler BO&GA medikal araciligiyla Syngen (USA) firmasindan HPLC safliginda ve
liyofilize formda temin edildi. Liyofilize ASO’lerin, iiretici tarafindan saglanan teknik
verilere gore TE tamponunda siispanse edilerek 200 puM konsantrasyonda stok
soliisyonlar1 hazirlandi. Stok soliisyon esit miktarlarda boliinerek ependorf tiiplerine
aktarildi. Siispanse haldeki ASO’lerin stabiliteleri zayif oldugundan caligmanin kisa
sirede bitirilmesi amacglandi. ASO’ler jurkat hiicre kiiltiiriinde 1 uM, 3 uM ve 5 uM
konsantrasyonlarinda denendi. Deneysel caligma siiresince siispanse edilmis ASO’ler
-20°C de sakland1. Tablo 3.16."de ASO’lerin tat mRNA’ya affinitesini ve ASO-mRNA

dubleksinin termal stabilitesini etkileyebilecek bazi parametreler gosterilmistir.

Tablo 3.15. Hedefledigimiz tat mRNA sekansi.

Hedef Tat mRNA Sekansi
5'-AUG GAG CCA GUA GAU-3'
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Tablo 3.16. Arastirilan ASO’lerin dizilimi, uzunlugu, GC icerigi, erime derecesi (Tm) ve

modifikasyonlari.
GC Tm
Uzunlugu
Kod ASO Dizileri (bo) icerigi derecesi Modifikasyon
¢
(%) ©
Kol-3- TAC TAC
Anti-fos
AAG AGC CCA-5' 15 46,7% 48,4 -
(Kontrol)
(DNA)
Kol-3- TAC CTC
Anti-Tat-1 12 50% 41,0 -
GGT CAT -5' (DNA)
Kol-3- OMe(UAC
Anti-Tat-2 | CUC GGU CAU) -5' 12 50% 25,1 2'-O-metil (OMe)
(RNA)
Kol-3- Fosforotiyoat
Anti-Tat-3 (UAC CUC GGU 12 50% 25,1 Fosforotiyoat
CAU) -5' (RNA)
Kol-3- Fosforotiyoat
Anti-Tat-4 (TAC CTC GGT 12 50% 41,0 Fosforotiyoat
CAT)-5' (DNA)
Kol-3- Fosforotiyoat
Anti-Tat-5 | (TAC CTC GGT CAT 15 50% 48,4 Fosforotiyoat

CTA)-5' (DNA)
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3.4. SITOTOKSISITE TAYINI

Arastirdigimiz ASO’lerin jurkat hiicreleri tizerine toksik etkileri belirlendi. Bu amagla
transfekte edilmemis hiicrelerin bulundugu kiiltir ASO uygulanmadan Once sayildi
Transfeksiyon asamasinda oldugu gibi her kuyucuga 10 milyon hiicre aktarildi. ASO’ler
hiicre kiiltiiriine en yiiksek deneme konsantrasyonunda (5 pM) ii¢ kontrollii olarak ilave
edildi. Kontrol grubuna ASO’lerin yerine, birine PBS digerine Tris-EDTA konuldu. 48
saatlik inkiibasyondan sonra her bir kuyucuktaki canli hiicreler trypan mavisi ile
boyanarak thoma laminda sayildi. Sonuclara gore ASO’lerin jurkat hiicreleri {izerine

toksik etkileri degerlendirildi.



4. BULGULAR

4.1. ELEKTROFOREZ BULGULARI

E.coli’den izole ettigimiz pCV1 ve pC15CAT plazmidleri restriksiyon endoniikleazlarla
belirli noktalardan kesildikten sonra plazmid kalitelerini belirlemek icin agaroz jel
elektroforezi kullanilarak DNA fragmanlarinin biiyiikliikleri tespit edildi. Her iki
plazmid de ayni agaroz jel iizerinde yiiriitiildii. UV altinda goriintiillenen DNA
fragmanlar1 kilavuz DNA (DNA-Ladder Mix) ile karsilastirilarak boyut ve kalite tespiti
yapildi. Elektroforez islemi tekrarlandiginda ayni bant olusumlar1 goézlendi. Bant
olusumlar1 Sekil 4.1°de gosterilmistir.

4.1.1. pC15CAT’1n Elektroforez Bulgular

Hind III restriksiyon enzimi ile yapilan kesim sonucunda yaklasik 4,6 kBp ve 0,8 kBp
biiyiikliiklerinde iki bant, Bam HI restriksiyon enzimi ile yapilan kesim sonucu yaklasik
5,4 kBp biiyiikliigiinde tek bir bant, Hind III+BamHI restriksiyon enzimlerinin ayni
hacimde kullanilmasiyla yapilan kesim sonucunda yaklasik 3,0 kBp, 1,6 kBp ve 0,8
kBp biiyiikliiklerinde ii¢ ayr1 bant elde edildi (177).
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4.1.2. pCV7T’in Elektroforez Bulgular

EcoRI restriksiyon enzimi ile yapilan kesim sonucunda yaklasik 9,2 kBp biiyiikliigiinde
tek bir bant, Pst I restriksiyon enzimi ile yapilan kesim sonucunda yaklasik 6,2 kBp ve

3,0 kBp biiyiikliiklerinde iki bant elde edilmistir (177).

Sekil 4.1 Agaroz jel elektroforezinde pC15CAT ve pCV1 fragmanlarinin, EtBr uygulandiktan sonra UV
altindaki goriintiisii. 1. Kuyucuk: Kilavuz DNA (DNA-Ladder Mix), 2. Kuyucuk RE ile kesilmemis
pC15CAT, 3. Kuyucuk: Hind III, 4. Kuyucuk: Bam HI, 5. Kuyucuk: Hind III+Bam HI, 6. Kuyucuk RE
ile kesilmemis pCV1 7. Kuyucuk: Pst I, 8. Kuyucuk: EcoRI (177).

4.2. Plazmidlerin Kantitatif Olciim Sonuclar

pCV1 ve pC15CAT plazmidleri QIAGEN QIAfilter Plasmid Mega Kit araciligiyla
prosediire uygun olarak izole edildikten sonra plazmidlerin konsantrasyonu UV
spektrofotometresi araciligiyla Olciildiic ve plazmid DNA konsantrasyonu  “DNA
Konsantrasyonu (ug/ml) = Abs x Cift sarmal DNA OD x Diliisyon Katsayisi”
esitliginden faydalanarak hesaplandi. Tablo 4.1°ye gore hesapladigimiz pC15CAT
plazmid konsantrasyonu 5626,5 pg/ml, Tablo 4.2’e gore hesapladigimiz pCV1 plazmid
konsantrasyonu  1742,4 pg/ml’dir.  Hesapladigimiz DNA  konsantrasyonlari,

plazmidlerin ¢alisma i¢in yeterli konsantrasyonda izole edildigini gostermektedir.
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pCISCAT ve pCVI1’in spektrofotometrik Olciimiinde elde edilen verilere gore
[A260 - A320]/[A280 -A320] orami 1.6-1.9 araliginda oldugundan DNA saflig1 yeterli

diizeydedir.
Tablo 4.1. izole edilen pC15CAT’m UV spektrofotometre sonuglari.
pC15CAT

Dalga Boyu (nm) Absorbans (A) Diliisyon
Katsayisi

260 0,930
280 0.522 605/5

320 0,051

Tablo 4.2. izole edilen pCV1’in UV spektrofotometre sonuglari.

pCV1
Dalga Boyu (nm) Absorbans (A) Diliisyon
Katsayisi
260 0,288
280 0,151 605/5
320 0,002

4.3. ANTISENS OLIGONUKLEOTIDLERIN ETKILERI

4.3.1. Transaktivasyon Modelinin Denenmesi

Jurkat hiicrelerinin izole ettiimiz PCV1 ve pCI5CAT plazmidleri ile transfekte
edildiginden emin olmak amaciyla ASO kullanilmadan transaktivasyon modelinin 6n
denemesi yapildi. Calismada her kuyucuk da 10 milyon hiicre ve her plazmidden (pCV'1
ve pC15CAT) 10ug/ml konsantrasyonda bulunacak sekilde DEAE-Dextran metodu ile
transfeksiyon yapildi. Denemede kullanilan hiicre sayis1 6nemli oldugu icin hiicreler
deneme Oncesinde trypan mavisi ile boyanip thoma laminda sayildi. 48 saatlik
inkiibasyon sonunda CAT ELISA Kiti ile orneklerin CAT enzim igerigi tespit edildi.
ELISA prosediiriinde her 6rnek i¢in esit miktarda protein kullanmak tizere orneklerin
protein miktarlari, Bradford yontemi kullanilarak tayin edildi. CAT ekspresyonuna bagli
olarak Orneklerde meydana gelen renklenme Sekil 4.2°de goOsterilmistir.
Transaktivasyon modelinin 6n denemesi sonucunda elde edilen ELISA verileri Tablo
4.3.°de gosterilmistir. Bu veriler transfeksiyon prosesinin basarili bir sekilde

gergeklestigini gostermektedir.
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BLANK

CAT Standardi

CAT Standardi
Ornek 1

Ornek 2

Ornek 3

Ornek 4

Ornek 5

Sekil 4.2. Transaktivasyon modelinin 6n denemesi sonucunda MP kuyucuklarindaki 6rneklerde CAT
ekspresyonuna bagli olarak meydana gelen renklenme.

Tablo 4.3. Plazmid transfeksiyonu yapilmis jurkat hiicrelerinin ASO’ler kullanilmadan o6lgiilen
ELISA degerleri.

405 nm/490nm

Blank 0,119
CAT Standardi 1,849
CAT Standardi 1,715
Ornek 1 0,740
Ornek 2 1,007
Ornek 3 0,770
Ornek 4 0,940
Ornek 5 0,725
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4.3.2. Antisens Oligoniikleotidlerin Tat Aktivitesi Uzerine Etkileri

Tablo 3.16.’da verilen ASO’lerin CAT ekspresyonu iizerine etkileri, plazmid
transfeksiyonu yapilmis jurkat hiicre kiiltiiriine ASO’lerin ilave edilip kiiltiiriin 48 saat
inkiibe edilmesi sonucunda elde edilen ELISA verileri degerlendirilerek belirlendi.
ELISA basamagmda her ornek i¢in esit miktarda protein kullanmak iizere orneklerin
protein miktarlari, Bradford yontemi kullanilarak tayin edildi. 405-490 nm’de, 10-40 dk
icerisinde okunan ELISA verileri araciligiyla CAT ekspresyonu yiizdesel olarak
belirlendi.

Tat proteini aktivitesinin CAT ekspresyonu ile dogru orantili oldugu esasina
dayanilarak, tat protein aktivitesinin inhibe edilme durumu CAT ekspresyonunun
%100’den az olmasi ile agiklandi. Her ASO denemesi istatistiksel olarak giivenilir
sonuclar elde etmek amacuyla ii¢ kere tekrarlandi.

4.3.2.1. Anti-Tat-1

IIk olarak Tablo 3.16.’da verilen modifiye edilmemis DNA yapisindaki Anti-Tat-1
dizisinin 1 pM, 3 uM ve 5 uM konsantrasyonlarda CAT ekspresyonu iizerine etkisi

arastirildi. Doza bagli olarak elde edilen veriler Grafik 4.1°de gosterilmistir.

Anti-Tat-1

100,00%
90,00%
80,00%
70,00% -
60,00% -
50,00%
40,00% -+
30,00%
20,00%
10,00%

0,00%

CAT Ekspresyonu (%)

3 uM

Antisense Konsantrasyonlari

Grafik 4.1. Anti-Tat-1 oligoniikleotidinin doza bagli olarak CAT ekspresyonu iizerine etkisi.
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Anti-Tat-1 dizisi artan doza bagh olarak biitiin konsantrasyonlarda CAT ekspresyonu
tizerine inhibe edici etki gostermistir. Deneme sonucunda 1 pM konsantrasyonda %13,
3 uM konsantrasyonda %27 ve 5 uM konsantrasyonda % 43 CAT ekspresyonu
inhibisyonu tespit edildi.

4.3.2.2. Anti-Tat-2

Ikinci jenerasyon modifikasyon (2-OMe) iceren RNA yapisindaki Anti-Tat-2 dizisi
Tablo 3.16.°da gosterilmistir. Anti-Tat-2’nin CAT ekspresyonu {izerine -etkilerini
arastirmak iizere ASO 1 uM, 3 uM ve 5 uM konsantrasyonlarda denendi. Doza bagh
olarak elde edilen yiizdesel CAT ekspresyonu verileri Grafik 4.2°de gosterilmistir.

Anti-Tat-2

250,00% -

200,00% -

150,00% -

100,00% -+

CAT Ekspresyonu (%)

50,00% -+

0,00% -

1uM 3uMm

Antisense Konsantrasyonlan

Grafik 4.2. Anti-Tat-2 oligoniikleotidinin doza bagli olarak CAT ekspresyonu iizerine etkisi.

Etkisini arastirdigimiz Anti-Tat-2 dizisi sadece 5 pM dozda CAT ekspresyonun inhibe
etmistir. Oligoniikleotid dozuna bagli olarak CAT ekspresyonunda azalma gozlenmistir.
1 uM konsantrasyonda % 95, 3 uM konsantrasyonda ise %60 CAT ekspresyonu artisi
tespit edilmistir. 5 pM konsantrasyonda ise % 35 CAT ekspresyonu inhibisyonu

gozlenmistir.
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4.3.2.3. Anti-Tat-3

Tablo 3.16.°da verilen ASO’lerden RNA yapisindaki Anti-Tat-3 dizisinin CAT
ekspresyonu iizerine etkisi arastirildi. Birinci jenerasyon modifikasyon (fosforotiyoat)
iceren bu ASO 1 uM, 3 uM ve 5 puM konsantrasyonlarda hiicre kiiltiiriinde denendi.
Doza bagh olarak elde edilen yilizdesel CAT ekspresyonu verileri Grafik 4.3’de

gosterilmistir.

Anti-Tat-3

200,00% -
180,00%
160,00% -+
140,00% -+
120,00% -
100,00%
80,00% -
60,00% -
40,00%
20,00% -
0,00% -

CAT Ekspresyonu (%)

1M 3uM

Antisense Konsantrasyonlan

Grafik 4.3. Anti-Tat-3 oligoniikleotidinin doza bagli olarak CAT ekspresyonu iizerine etkisi.

Etkisini arastirdigimiz ~ Anti-Tat-3 dizisi CAT ekspresyonunu sadece 5 pM
konsantrasyonda inhibe etmistir. ASO dozuna bagli olarak CAT ekspresyonunda azalma
gozlenmistir. 1 uM konsantrasyonda % 65, 3 pM konsantrasyonda ise %45 CAT
ekspresyonu artig1 tespit edilmistir. 5 M konsantrasyonda ise % 16 CAT ekspresyonu
inhibisyonu gozlenmistir.

4.3.2.4. Anti-Tat-4

Birinci jenerasyon modifikasyon iceren (fosforotiyoat) DNA yapisindaki Anti-Tat-4
dizisi Tablo 3.16.’da verilmistir. Anti-Tat-4’iin CAT ekspresyonu {iizerine etkilerini
arastirmak tlizere ASO 1 uM, 3 uM ve 5 uM konsantrasyonlarda hiicre kiiltiiriinde
denendi. Doza bagh olarak elde edilen yiizdesel CAT ekspresyonu verileri Grafik 4.4’de

gosterilmistir
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Anti-Tat-4

180,00% -
160,00%
140,00% -
120,00% -+
100,00% -+
80,00% -
60,00%
40,00% -+

CAT Ekspresyonu (%)

20,00%
0,00% -

1uM 3 M 5uM

Antisense Konsantrasyonlan

Grafik 4.4. Anti-Tat-4 oligoniikleotidinin doza bagli olarak CAT ekspresyonu iizerine etkisi.

Etkisini arastirdigimiz ~ Anti-Tat-4 dizisi CAT ekspresyonunu sadece 5 pM
konsantrasyonda inhibe etmistir. ASO dozuna bagli olarak CAT ekspresyonunda azalma
gozlenmigtir. 1 pM konsantrasyonda % 63 CAT ekspresyonu artis, 5 puM
konsantrasyonda ise % 33 CAT ekspresyonu inhibisyonu gozlenmistir. 3 pM
konsantrasyonda CAT ekspresyonu iizerine herhangi bir etki gozlenmemistir.

4.3.2.5. Anti-Tat-5

Tablo 3.16.°da verilen ASO’lerden DNA yapisindaki Anti-Tat-5 dizisinin CAT
ekspresyonu iizerine etkisi arastirildi. Birinci jenerasyon modifikasyon (fosforotiyoat)
iceren bu ASO 5 uM konsantrasyonda hiicre Kkiiltiiriinde denendi. Bu dozdaki
denemelerden elde edilen yiizdesel CAT ekspresyonu verileri Grafik 4.5°de

gosterilmistir.
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Anti-Tat-5

280,00% -

270,00%

260,00% -+

250,00% -

240,00% -

230,00% -

CAT Ekspresyonu (%)

220,00% -

210,00% -

1uM 3 M 5uM

Antisense Konsantrasyonlan

Grafik 4.5. Anti-Tat-5 oligoniikleotidinin 5 uM konsantrasyonda ii¢ farkli denemde elde edilen CAT
ekspresyonu verileri.

5 uM konsantrasyondaki etkisini arastirdigimiz Anti-Tat-5 dizisi, iic denemede de CAT
ekspresyonu iizerine inhibe edici etki gostermedi. Bu nedenle Anti-Tat-5 diisiik
konsantrasyonlarda denenmedi. Birinci denemede %169, ikinci denemede %134 ve
ticlincii denemede %155 CAT ekspresyonunda artis gézlendi.

4.3.2.6. Anti-Fos

etkisi arastirildi.  Arastirilan dizi hiicre kiiltiirinde 1 uM, 3 uM ve 5 uM
konsantrasyonlarda denendi. Doza bagh olarak elde edilen yiizdesel CAT ekspresyonu

verileri Grafik 4.6’de gosterilmistir.
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Anti-fos

160,00% -

140,00% -

120,00%
100,00%
80,00% -
60,00% |

CAT Ekspresyonu (%)

40,00% ——

20,00% -+

0,00% —
1uM 3uMm 5 uM

Antisense Konsantrasyonlan

Grafik 4.6. Anti-Fos oligoniikleotidinin doza bagli olarak CAT Ekspresyonu iizerine etkisi.

Anti-Fos dizisinin 1 pM, 3 uM ve 5 uM konsantrasyonlarda CAT ekspresyonu iizerine
inhibe edici etkisi gozlenmedi. 1 uM konsantrasyonda % 36, 3 uM konsantrasyonda %
10 ve 5 uM konsantrasyonda % 40 CAT ekspresyonu artis1 gozlendi.

4.3.2.7. Antisens Oligoniikleotidlerin Tat Aktivitesi Uzerine Etkilerinin
Karsilastirilmasi

Arastirdigimiz ASO’lerin 1 pM, 3 uM ve 5 uM dozlarda CAT ekspresyonu iizerine
etkileri Grafik 4.7°de karsilastirilmistir.

1 uM konsantrasyonda Anti-Tat-1 dizisi CAT ekspresyonunu %13 oraninda inhibe
etmistir. Ayn1 konsantrasyonda Anti-Tat-2 %95, Anti-Tat-3 %65, Anti-Tat-4 %63 ve
Anti-Fos dizisi %36 oraninda CAT ekspresyonunda artisa neden olmustur.

3 uM konsantrasyonda Anti-Tat-1 dizisi %27 oraninda CAT ekspresyonunu inhibe
etmistir. Bu konsantrasyonda Anti-Tat-2 %60, Anti-Tat-3 %45 ve Anti-Fos dizisi %10
oraninda CAT ekspresyonunda artisa neden olmustur. Bu konsantrasyonda Anti-Tat-
4’tin CAT ekspresyonu iizerine herhangi bir etkisi gozlenmemistir.

5 uM konsantrasyonda en yiiksek inhibisyon Anti-Tat-1 dizisi ile elde edilmistir. Ayni
konsantrasyonda Anti-Tat-1 %43, Anti-Tat-2 %35, Anti-Tat-3 %16 ve Anti-Tat-4 %33
oraninda CAT ekspresyonunu inhibe etmistir. Anti-Tat-5 dizisi bu konsantrasyonda

%153 CAT ekspresyonunda artiga neden oludugu icin daha diisiik konsantrasyonlarda
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denenmemistir. Ayni1 dozda Anti-Fos dizisi ise %40 oraninda CAT ekspresyonu artisina

neden olmustur.

300,00%
250,00% -
p—
2 .
< 200,00% - B Anti-Fos
z
;- 8 Anti-Tat-1
2 150,00% - -
= B Anti-Tat-2
=
= B Anti-Tat-3
: 100,00% —{ Anti-Tat-:
' N
o §\\ 8 B Anti-Tat-4
50,00% - §
\ @ Anti-Tat-3
.
.
0,00%
1uM 3puM 5uM
Antisens Konsantrasyonlari (nM)

Grafik 4.7. Arastirdigimiz ASO’lerin doza bagli olarak CAT ekspresyonu iizerine etkilerinin
karsilagtirilmasi.

1 uM ve 3 uM dozlarda CAT ekspresyonunda sekansa spesifik olmayan artisa neden
olan Anti-Tat-2, Anti-Tat-3 ve Anti-Tat-4 dizilerinin ve biutin dozlarda CAT
ekspresyonunu inhibe eden Anti-Tat-1’in artan dozlarina bagli olarak CAT
ekspresyonunda azalma gozlenmistir.

4.4. SITOTOKSISITE BULGULARI

Sitotoksisite tayini i¢in ASO’ler transfekte edilmemis hiicrelerin bulundugu kiiltiire en
yilksek konsantrasyonda (5 uM) ilave edildi. 48 saatlik inkiibasyondan sonra
kuyucuklardaki hiicreler tripan mavisi ile sayilarak PBS ve Tris EDTA kontrol gruplar1
ve ASO deneme gruplari i¢in sayilan degerlerin ortalamalar1 alinarak elde edilen veriler

Tablo 4.4.”de gosterilmistir.
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Tablo 4.4. Kontrol ve antisens gruplarinin 48 saat inkiibe edildikten sonra 1mL’de tespit edilen hiicre

sayilari.
Hiicre Gruplari Canli Hiicre Sayisi
Kontrol Tris EDTA 3,3x10°
Anti-Tat-1 | Kol-3- TAC CTC GGT CAT -5' 4,0x10°
Anti-Tat-2 | Kol-3- OMe(UAC CUC GGU CAU) -5' 4,4x10°
Anti-Tat-3 | Kol-3- Fosforotiyoat (UAC CUC GGU CAU) -5' 4,1x10°
Anti-Tat-4 | Kol-3- Fosforotiyoat (TAC CTC GGT CAT)-5' 3,9x10°
Anti-Tat-5 | Kol-3- Fosforotiyoat (TAC CTC GGT CAT CTA)-5' 42x10°
Anti-Fos Kol-3- TAC TAC AAG AGC CCA-5' 3,4x10°




5. TARTISMA VE SONUC

HIV-1 ve AIDS halk saghigim tehdid eden major bir problemdir. WHO’niin (World
Health Organisation) 2013 yil1 verilerine gore diinya genelinde 35 milyon kisi HIV ile
enfektedir ve her yil yaklasik 2 milyon kisi enfekte olmaktadir (178). HAART kombine
ilag tedavisinin gelistirilmesi HIV-1 enfeksiyonlarinin morbidite ve mortalitesinde
azalmaya neden olmustur (111-113, 179). Ancak HAART, HIV-1 enfeksiyonunu
tamamen elimine edemez. Bu nedenle hastalarin émiir boyu HAART tedavisine devam
etmesi gereklidir. Hastalara uygulanan HAART tedavisinin, hasta bireyin tasidigi
HIV-1 varyantlar1 ile uyumlu olmamasi, ilaglarin uzun dénem kullanimi sonucunda
kardiyovaskiiler riskde ve ila¢ toksisitesinde artig, tedavi sirasinda ilaca direngli suslarin
ortaya ¢cikmasi ve ilac tedavisi kesildiginde viral yiikiin kisa siirede tedaviye baslamadan
onceki seviyelere cikmasi, alternatif tedavi seceneklerinin arastirilmasina yol agmistir
(14-16). Bu siirecte gelistirilen cesitli tedavi yaklasimlar1 arasinda antisens teknolojisi
kullanilarak yapilan calismalar da 6nem kazanmistir. Antisens teknolojisi ile belirli bir
gen hedeflenerek, Watson-Crick hibritlesme kurallar1 cercevesinde hedefe selektif
ilaglar gelistirilebilir. Konvansiyonel ilaglarin gelistirilmesinde karsilasilan zorluklar,
verimli sekilde ilag gelistirilmesine olanak saglayan antisens teknolojisine ilginin
artmasmna neden olmustur (139). Ayrica antisens oligoniikleotidler (ASO) sekans
bilgisinin direkt olarak kullanilabilirligi, genis alanlarda uygulanabilirlik, hizli ve diisiik
maliyetli liretim yapilabilmesi, basar1 oranlarinin ve spesifitelerinin yiiksek olmasi gibi

tistiin 6zelliklere sahiptir (140).
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ASO’ler, TAR RNA ve tat protein mRNA’sma yonelik sekans spesifik etkilesimleri
nedeniyle potansiyel transaktivasyon inhibitorleri olarak bir ¢ok calismada

kullanilmastir.

Demirhan ve arkadaslar1 (180), yaptiklar1 bir ¢alismada, tat protein mRNA’smin 5'
ucunda yer alan diziye komplementer, biri modifiye edilmemis anti-tat (3'-TAC CTC
GGT CAT CTA-5"), digeri 3' ucunda kolesterol ile konjuge edilerek modifiye edilmis
lipofilik anti-tat-kol (Kol-3'-TAC CTC GGT CAT CTA-5") olan iki farkli antisens
dizisinin tat aktivitesi iizerine etkilerini arastirmislardir. Calismada Jurkat hiicreleri
kullanilmis olup hiicreler tat ve rev genlerini iceren pCV1 ile HIV-1 LTR ve CAT
genlerini iceren pC15CAT plazmidleri kullanilarak transfekte edilmistir. Tat aracili
transaktivasyon HIV-1 LTR bolgesinin devaminda bulunan CAT ekspresyonu ile
Olctilmiistiir. Bu c¢alisma iki tiirlii yapilmis ilkinde hiicreler plazmidler ile transfekte
edildikten sonra antisens diziler hiicre kiiltiiriine uygulanmis, 44 saat sonunda CAT
ekspresyonu Ol¢iilmiistiir. Diger denemede hiicreler plazmidler ile transfekte edilip 24
saat beklenmis daha sonra hiicreler yikanmis ve antisens diziler ile transfekte edilip 44
saat beklenmistir. Ik calisma sonucunda modifiye edilmemis dizi ile 5 uM
konsantrasyonda %30 inhibisyon gerceklestigi, kolesterol ile modifiye edilmis antisens
dizisi ile ise %41 inhibisyon gerceklestigini gostermistir. Ikinci yontem ile yapilan

caligmada ise anti-tat-kol dizisi ile 4 uM konsantrasyonda %96 inhibisyon gozlenmistir.

Baska bir calismada Dinauer ve arkadaslar1 (181), hiicre icine antisens dizinin
transferini kolaylastirmak i¢in nanopartikiillerden faydalanmiglardir. Tat mRNA’sina
0zgii ASO’leri ve onlarin fosforotiyoat analoglarini (ASO-PTO) protamin ile kompleks
yaptirilarak ¢ap1 yaklagik 180 nm olan nanopartikiil olusturmuslardir. Calismada
Protamin/ASO nanopartikiiliiniin antisens diziyi hiicre icinde serbest biraktigr ve
inhibisyonun gerceklestigi, bunun tam tersine Protamin/ASO-PTO nanopartikiiliiniin 72
saat stabil kaldigi ve ASO-PTO bilesigini serbest birakamadigi goriilmiistiir. Bu
sonuglar 15181nda protamine/ASO nanopartikiiliiniin, viral gen ekspresyonunun inhibe
edilmesi amaciyla gelecekte uygulanacak terapotik yaklasimlara katkida bulunabilecegi

sonucuna varilmistir.

Lo ve arkadaslarmin (182) yaptig1 ¢alismada, tat proteinini kodlayan mRNA’nin ilk
ekson bolgesini spesifik olarak kesen anti-tat ribozimi olusturulmus, Moloney murine

leukemia viriis (MMLV) vektorii kullanilarak jurkat hiicrelerinin anti-tat RNA ribozimi
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ile transdiiksiyonu saglanmistir. Ayrica olusturulan ribozimin 48 niikleotidlik antisens
bolgesinin (tat-antisens), retroviral vektor araciliiyla jurkat hiicrelerine transdiiksiyonu
saglanmistir. Bu islemler sonucunda tat-antisens ve anti-tat RNA ribozimi iireten insan
T-hiicre hatt1 olusturulmustur. Calisma sonucunda hem tat-antisens iireten hiicre grubu
hem de anti-tat RNA ribozimi iireten hiicre grubunun HIV-1 replikasyonunu inhibe
ettigi bildirilmig, HIV-1 replikasyonuna karsi antisens vektoriin, anti-tat ribozim

vektoriine gore daha direngli oldugu gosterilmistir.

Baska bir calismada Biasolo ve arkadaslar1 (183), anti-HIV-1 aktiviteye sahip antisense
tRNA olusturmay1 amaclamiglardir. Bu amacla HIV-1 tat mRNA’smnin iyi korunmus ilk
eksonunda bulunan 20 niikleotidlik bolge hedeflenmis, tRNAP’nun antikodon
ilmeginde bulunan 9 niikleotidlik dizi, 20 niikleotidlik antisens dizisiyle degistirilerek,
3’ ucunda sonlanma sinyali tasiyan antisense tRNA olusturulmustur. Calismada dizayn
edilen antisense tRNA’nin, hedef bolge ile spesifik olarak etkilestigi, retroviral vektor
aracilifiyla transdiiksiyon islemi sonucunda anti-tat tRNA eksprese eden jurkat
hiicrelerinin HIV-1 infeksiyonuna direncli oldugu ve olusturulan direncin antisens

ekspresyonu seviyesi ile baglantili oldugu bildirilmistir.

Chang ve arkadaglarinin (184) yaptig1 baska bir ¢calismada, antisens tat RNA eksprese
eden vektorler araciligiyla CD4+ hiicrelerinin transfeksiyonu sonucunda tat protein
ekspresyonunun inhibe edildigi, buna bagli olarak HIV promotorunun transkripsiyonel
aktivasyonunu engellendigi ve HIV-1 replikasyonunun %70 oraninda inhibe edildigini
bildirmislerdir. Ayrica antisens tat RNA vektoriinden farkli olarak ve polimerik TAR
decoy yapist (poly-TAR) kullanilarak ekstraselliiler tat aktivitesi inhibe edilse de viral
gen ekspresyonu ve replikasyonun tam olarak bloke edilemedigi, ancak antisens tat ve
poly-TAR yapis1 kombine edilerek uygulandiginda HIV-1 gen ekspresyonu %94-98

oraninda bloke edildigi bildirilmistir.

Boden ve arkadaslarinin (185) yaptigi calismada, RNA girisimi (RNAi) prosesi
aracilifiyla HIV-1 replikasyonunun post-transkripsiyonel inhibisyonu amaclanmustir.
Calismada, HIV-1 tat mRNA’sin1 hedefleyen siRNA sekansi, insan miR-30 pre-mikro
RNA (pre-miRNA) iskeletine entegre edilerek hiicrelerde tat siRNA eksprese
edilebilmistir. Hiicrelere pre-miRNA prekiirsorii araciligiyla aktarilan tat siRNA’nin,

konvansiyonel shRNA (short hairpin RNA) aracili siRNA ekspresyonuna gore HIV-1
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p24 antijen iiretimini inhibe etmede %80 daha efektif oldugu, bu sonuca gore HIV-1
spesifik siRNA’larin miR-30 prekiirsor sag¢ tokasi araciligiyla eksprese edilerek antiviral

RNAI potensiyelinin arttirilabilecegi bildirilmistir.

Bagka bir calismada, HIV-1 tat mRNA’sinin birinci splays birlesme noktasinda bulunan
belirli bir sekansi (5'-AGAAUUGG-3") hedeflenerek antisense (3-TCTTAACC-5") ve
sens (5'-AGAATTGG-3") dizileri metilfosfonat modifikasyonu icerecek sekilde
sentezlenmistir. Calismada antisens oligodeoksiriboniikleotidin syncytia olusumunu
engelledigi, hem sens hem de antisens dizilerin HIV replikasyonunu doza bagh olarak

inhibe ettigi gosterilmistir (186).

Donahue ve arkagdaslarinin (187) yaptig1 calismada potansiyel bir anti-HIV gen terapisi
stratejisinin etkilerini arastirmak iizere primat modeli kullanilmistir. Bir grup primatdan
alman CD4 lenfositlerine retroviral vektor araciligiyla antisens tat ve rev genlerinin
transferi gerceklestirilmistir. Daha sonra kontrol ve antiviral gen tasiyan primat
modelleri SIVna30 ile enfekte edilmis, bir yil boyunca enfeksiyonun ilerleyisi
primatlarin kan ve lenf nodiillerinden alinan 6rneklerle takip edilmistir. Antisens tasiyici
vektor ile transfekte edilen lenfositlerin verildigi primat grubunun viral yiikiiniin kontrol
grubuna kiyasla hem periferik kan dolagiminda hem de lenf nodiillerinde anlamli olarak

azaldig bildirilmistir.

Calismalarda dikkat ceken diger bir antisens oligoniikleotid hedefi ise TAR-RNA
dizileri olmustur. Tat’in TAR-RNA iizerinde baglandig1 bolgeye komplementer diziler
aracilifiyla, Tat-TAR etkilesmesi engellenerek Onemli bulgular elde edildigi
goriilmiistiir (188-190).

Arzumanov ve arkadaslarinin (188) yaptigi bir calismada, HIV-1 TAR RNA’simin tat ile
etkilestigi urasilce zengin cikinti (bulge) yapisi ve sa¢ tokasi sekansini kapsayan
bolgeye komplementer 12 niikleotid uzunlugunda ve tamami 2-OMe modifikasyonlu,
sitozin rezidiilerinde 5-propinil iceren 2-OMe modifikasyonlu, sitozin rezidiilerinde
LNA modifikasyonu iceren 2-OMe modifikasyonlu ve tamami PNA modifikasyonlu es
dizilimli 4 farkli ASO, tat-TAR etkilesmesini inhibe etmek amaciyla HelA
hiicrelerinde denenmistir. Denenen biitiin dizilerle konsantrasyona bagli tat-TAR
etklisimi inhibisyonu tespit edilmistir. Kimerik dizayn edilen ASO’ler, tamami 2-OMe
modifikasyonlu ASO’den daha yiiksek inhibe edici etkiye sahip oldugu, en yiiksek
inhibi edici etkiyi PNA modifikasyonlu ASO’nun gosterdigi bildirilmistir.
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Baska bir calismada, TAR RNA hedeflenerek 16 bazlik anti-TAR niikleotidinin o-
fosfodiester, fosforotiyoat, metilfosfonat, PNA, 2-OMe ve (N3'-P5') fosforamid
analoglart  kullanilmistir. Calismada PNA, 2-OMe ve (N3'-P5') fosforamid
oligomerlerinin, modifiye edilmemis ASO’e kiyasla cDNA sentezini daha giiclii inhibe
ettikleri, bu inhibisyonun mismatched kontrol oligoniikleotid verilerine gore sekansa
spesifik oldugu, 2-OMe ve (N3'-P5'") fosforamid ASO’lerinin yiiksek Tm dereceleri bu
ASQO’lerin cDNA sentezini gii¢lii bir sekilde inhibe etmesi ile uyumlu oldugu rapor

edilmistir (189).

Turner ve arkadaslarinin yaptig1 calismada (190), TAR’nin 24.-35. sa¢ tokasi
rezidiilerinin hedeflendigi bir seri CPP (Cell Penetrating Peptide) ile konjuge 16 bazlik
anti-TAR PNA analoglar1 kullanilarak tat aracili transaktivasyonun inhibe edilmesi
amaglanmistir. Calisma sonucunda disiilfid iceren PNA konjugatlarindan Transportan-
PNA ve R¢-PNA, lusiferaz isaretleyici gen bolgesi entegre edilmis HelLa hiicrelerinde
24 saatlik inkiibasyondan sonra doza bagl olarak tat aracili transaktivasyonun inhibe
edildigi bildirilmistir.

Antisens dizi anaologlar1 ile yapilan caligmalar yaninda antisens peptidler kullanilarak
da tat aktivitesi hedeflenmistir. Choudhury ve arkadaslar1 (191) yaptiklar1 bir ¢calismada,
Tat proteininin TAR RNA’ya baglanma bolgesinde bulunan bazik amino asit dizisini
iceren peptid diziler kullanarak, Tat proteininin TAR RNA’ya baglanmasini inhibe
etmeye calismiglardir. Tat 10-Biotin adi verilen bu peptid yapilan calismada yiiksek
inhibisyon gostermistir. Bu ¢alismanin 1s1ginda yapilan diger bir arastirmada, baska bir
bazik bolge antagonisti peptid, Tat 9K-Biyotin dizisi kullanilmis, bu dizi kullanimi ile
de Tat’in Tar RNA’ya baglanma oraninda yiiksek oranda inhibisyon gozlenmistir.
Calisma sonucunda elde edilen veriler goz oniinde bulundurularak Tat proteininin TAR-
RNA’ya baglanma bolgesindeki bazik peptid dizisinin AIDS tedavisinde terapotik ajan

olarak kullanilabilecegi sonucuna varilmistir (192).

Tat’in sisteince zengin bolgesi, bivalan (Zn"™" ve Cd™) metallerle dimer olusturarak
HIV-1 LTR transaktivasyonunda rol alir (82). Chandra ve arkadaslarmin 1988 yilinda
yaptig1 bir calismada (173), Tat’in fonksiyonel sistein rezidiileri ile disiilfid bagi
kurarak, tat’in bivalan metallerle dimer olusturmasma engel olmak amaciyla, sistein
amino asidinin analogu olan D-Penicillamin kullanilmistir. Calismada HIV-1

transaktivasyon modeli olusturularak, D-Penicillamin’in tat aktivitesi iizerine etkisi
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arastirilmigtir. Bu amacla Jurkat hiicreleri, pCV1 ve pC15CAT plazmidleri kullanilarak
DEAE Dextran metoduyla transfekte edilmistir. Transfekte edilmis hiicrelerin, 40 pg/ml
dozda D-Penicillamin ile 48 saat inkiibe edilmesi sonucunda CAT aktivitesinin %90

inhibe edildigi rapor edilmistir.

D-Penicillamin’in, tat’in sistein rezidiileri ile reaksiyona girerek tat aktivitesini inhibe
ettiginin gosterilmesi lizerine Demirhan ve arkadaslarinin (193) sistein rezidiilerini
hedefledigi bagka bir ¢alismada, siilfidril grubu tasiyan farkli bilesiklerin tat proteini
aracili  HIV-1-LTR transaktivasyonu iizerine etkilerini incelenmistir. N-(2-
merkaptopropiyonil)glisin  (MPG), 2,3-dimerkaptopropanol (DMP) ve 2,3-
dimerkaptopropan sulfonik asit (DMPS) bilesikleri Jurkat ve U937 hiicrelerinde
denenmigtir. Calismada DMP jurkat hiicrelerinde %50, U937 hiicrelerinde %80
inhibisyon gostermistir. DMPS’nin U937 hiicreleri {izerine inhibe edici etkisi
gozlenmemis, jurkat hiicrelerinde ise %50 transaktivasyon inhibisyonu tespit edilmistir.
MPG ise viral antijen ekspresyonunu %70 inhibe etmistir. H9-hiicreleri ile yapilan
arastirmalarda DMP ve DMPS’nin denenen konsantrasyonda yiiksek oranda sitotoksik
oldugu, MPG’nin ise yiiksek deneme dozuna ragmen sitotoksik olmadigi rapor
edilmistir.

Fraisier ve arkadaslarinin (194) yaptig1 calismada, bazi mutant tat proteinlerinin HIV
replikasyonu iizerine etkileri arastirilmistir. Bu amagla wild tip tat’in 58. rezidiisiinden
itibaren karboksi terminalinin ¢ikarilarak olusturulan Tat delta 58, Tat’in 53.
rezidiisiinden itibaren karboksi terminaline kadar ¢ikarilmis formu (Tat delta 53) ve Tat
delta 53 ile Drosophila Engrailed (eng) transkripsiyon represor bolgesi arasinda fiizyon
gerceklestirilerek olusturulan Tat delta 53/Eng mutant proteinleri kullanilmistir. Fiizyon
mutanti, eng kaynakli transkripsiyonel baskilamanin, HIV-1 promotoruna
uygulanabilirligini test etmek amaciyla olusturulmustur. Calisma sonucunda biitiin
mutantlarin HIV-1 replikasyonu inhibe ettigi, Tat delta 58 ve tat delta 53/eng
mutantlarinin inhibisyon potansiyelinin anlamli olarak yiiksek oldugu, bu nedenle tat
mutantlarinin basic domainini biitiiniiyle icermesinin veya represor bolge icermesinin

HIV-1 replikasyonu inhibisyonunu arttirabilecegi bildirilmistir.

Calismamizda Jurkat hiicrelerine, tat ve rev geni iceren pCV1 plazmidi ile HIV-1 LTR
ve CAT isaret genini iceren pC15CAT plazmidleri DEAE-dekstran metodu kullanilarak
transfekte edilmistir (174). Kullandigimiz plazmidler Arya ve arkadaslarmnin yaptigi
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caligmadan faydalanarak secilmistir (172). ASO’lerin Tat aktivitesi lizerine etkilerini
arastirmak amaciyla, ASO’ler plazmid transfeksiyonu yapilmis jurkat hiicre kiiltiiriine
1 uM, 3 uM ve 5 uM konsantrasyonlarda ilave edildikten sonra hiicre kiiltiirii 48 saat
inkiibe edilmis, inkiibasyon siiresi sonunda olusan CAT enzim ekspresyonu CAT

ELISA kiti araciligiyla tespit edilmistir.

Bu calismada elde edilen bulgulara gore, 1 pM konsantrasyonda Anti-Tat-1 dizisi CAT
ekspresyonunu %13 oraninda inhibe etmistir. Ayn1 konsantrasyonda Anti-Tat-2 %95,
Anti-Tat-3 %65, Anti-Tat-4 %63 ve Anti-Fos dizisi %36 oraninda CAT ekspresyonunu
arttirmastir.

3 uM konsantrasyonda Anti-Tat-1 dizisi %27 oraninda CAT ekspresyonunu inhibe
etmistir. Bu konsantrasyonda Anti-Tat-2 %60, Anti-Tat-3 %45 ve Anti-Fos dizisi %10
oraninda CAT ekspresyonunda artisa neden olmustur. Bu konsantrasyonda
Anti-Tat-4’iin CAT ekspresyonu iizerine herhangi bir etkisi gozlenmemistir.

5 uM konsantrasyonda en yiiksek inhibisyon Anti-Tat-1 dizisi ile elde edilmistir. Ayni
konsantrasyonda Anti-Tat-1 %43, Anti-Tat-2 %35, Anti-Tat-3 %16 ve Anti-Tat-4 %33
oraninda CAT ekspresyonunu inhibe etmistir. Ayn1 dozda Anti-Fos dizisi ise %40
oraninda CAT ekspresyonu artisina neden olmustur. Anti-Tat-5 dizisi bu
konsantrasyonda %153 CAT ekspresyonunda artisa neden oldugu i¢in daha diisiik
konsantrasyonlarda denenmemistir. Calismamizda etkisini arastirdi§imiz Anti-tat-5
dizisi Demirhan ve arkadaslarmin (180) kullandig1 anti-tat-kol dizisi ile aymi dizilime
sahiptir. Modifikasyon icermeyen Anti-tat-kol dizisinden farkli olarak Anti-Tat-5 dizisi,
yapisinda fosforotiyoat modifikasyonu icermektedir.

Calismada tespit edilen CAT ekspresyonundaki sekansa spesifik olmayan artislarin,
ASQ’lerin hiicresel proteinlerle etkilesimi sonucu ortaya c¢iktigi diisiiniilmektedir.

1 uM ve 3 uM dozlarda CAT ekspresyonunda sekansa spesifik olmayan artisa neden
olan Anti-Tat-2, Anti-Tat-3 ve Anti-Tat-4 dizilerinin ve biutin dozlarda CAT
ekspresyonunu inhibe eden Anti-Tat-1’in artan dozlarina bagli olarak CAT
ekspresyonunda azalma gozlenmistir.

Sitotoksisite testinde elde edilen bulgular gbz Oniine alindiginda sadece OMe

modifikasyonlu Anti-Tat-2’nin hiicreler iizerinde toksik etki yarattig1 anlasilmistir.

En yiiksek CAT ekspresyonu inhibisyonu, 5 uM dozda CAT ekspresyonunu %43 inhibe

eden Anti-Tat-1 dizisi ile elde edilmistir. Sitotoksisite testi sonucu hiicreler {izerinde
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toksik etki yarattig1 tespit edilen Anti-Tat-2 ise ayn1 dozda CAT ekspresyonunu %35
inhibe etmistir.

Bu calismada, antisens oligoniikleotid teknolojisi kullanilarak Tat aktivitesinin inhibe
edilebilecegi gosterilmistir. Tat geninin farkli korunmus bdlgeleriyle etkilesim
gosterebilecek farkli dizilime ve modifikasyonlara sahip sitotoksik olmayan ASO’lerin

dizayn edilmesinin, tat aktivitesinin daha efektif olarak inhibe edilmesinde ve alternatif

AIDS tedavilerinin gelistirilmesinde 6nemli olacagi diistiniilmektedir.
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