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OZET

HIV/AIDS, Sahra-alt1 Afrika’da birinci, diinyada ise dordiincii siradaki 6liim
nedeni olarak bildirilmektedir. AIDS’in tedavisindeki en 6nemli sorunlardan birisi,
antiretroviral ilaglara karsi direngli mutantlardir. Giiniimiizde rutin veya
epidemiyolojik amagl HIV antiviral direng testleri, yaygin olarak konvansiyonel dizi
analizi yontemi ile yapilmaktadir. Oysa, son yillarda tedavi basarisini olumsuz
etkileyebilen ve total viral popiilasyon iginde azinlikta olan ilag direngli mutant
varyantlari, konvansiyonel dizi analizine kiyasla, daha duyarli saptayan yontemler
gelistirilmistir. Bu calismada, HIV tedavisinde ilk ve halen en 6nemli ila¢ olan
zidovudine ve stavudine direncinde en sik karsilasilan mutasyonlardan biri olmasi ve
gercek zamanli PZR yontemiyle bu direncin daha once iilkemizde arastirilmamasi
nedeniyle M41L diren¢ mutasyonu Nokta-Mutasyon Spesifik Gergek Zamanli
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (NMS-GZ-PZR) yontemi ile arastirildi.

Calismada  Cerrahpasa  Tip  Fakiiltesi  Molekiiler =~ Mikrobiyoloji
Laboratuari’nda daha 6nce konvansiyonel dizi analizi ile (ABI Prism 310, Foster
City, A.B.D.) incelenmis, enfekte oldugu tarih bilinmeyen, 60 HIV-1 genotip B
pozitif 6rnek kullanildi. Center for Diseases Control’den (A.B.D.) Heneine ve
arkadaglan tarafindan HIV-1 genotip B’de olusabilen dokuz ana ilag mutasyonunu
saptamak {iizere gelistirilerek valide edilmis oldugu ve konvansiyonel dizi analizine
gore duyarliginin daha yiiksek ve yorumunun daha kolay oldugu bildirilen NMS-GZ-
PZR yontemi, LightCycler 2.0 (Roche Applied Science, Almanya) aygit sisteminde,
M41L diren¢ mutasyonunu saptamak iizere onerilen primerler ve TagMan probu
kullanilarak uygulandi. RNA kalitesinin bozuk olduguna karar verilen 3 &rnek
calisma dis1 birakildi. Oneriye uygun olarak, vahsi tip ve mutant varyantlar1 ayirt
edebilmek i¢in, pozitiflik dlgiitiinii belirlemek amaciyla, total viral kopya reaksiyonu
ile mutant varyant reaksiyonunun Ct degerleri (“threshold cycle”) arasindaki fark
(ACt) degerlendirildi.

57 HIV-1 genotip B 6rnek arasindan, NMS-GZ-PZR sonuglarina gore, total
viral kopya amplifikasyonunun Ct degeri 10°dan kiigiik olan ( yiiksek kopya sayisi
nedeni diliisyon ile tekrar gerekliligi) ve 26’dan biiyiik olan ( diisiik kopya sayis1
nedeni ile belirsiz sonug) 25 drnek, Oneriye uygun olarak, pozitiflik 6lgiitii olarak

kullanilacak ACt esik degerini belirlemek icin yapilan ¢alismanin disinda birakildi.



Esik deger hesaplamasinda kullanilan 32 6rnek, merkezi egilim dagilimima gore ACt
ortanca degeri (5.81) esik deger olarak belirlendi. Buna gore, ACt degeri, esik
degerin ilizerinde olan olgu Ornekleri, M41L mutasyonu agisindan negatif kabul
edildi. Bu esik deger Olciitii ile degerlendirilen NMS-GZ-PZR sonuglarina gore, 32
ornegin 16’sinda M41L diren¢ mutasyonu pozitifligi saptandi. Bu 6rneklerin 6’sinda,
konvansiyonel dizi analizi sonuglarina gére de, M41L direng mutasyonu pozitifti.
Calismaya alinan toplam 57 ornek arasinda, konvansiyonel dizi analizi ile pozitif
oldugu bildirilen 13 6rnekten 7’sinin sonuglart, NMS-GZ-PZR sonuglarina gore total
viral kopya Ct’si 26’nin iizerinde oldugu i¢in, belirsiz kabul edildi. Bu 6rneklerde,
diisiik wviral yiiklerine bagli olarak yanlis sonu¢ verme riski nedeniyle, 6n
amplifikasyon agsamasindan sonra, testin tekrar edilmesi dnerilmektedir. Ancak daha
onceki saklama kosullarinda dondurulup ¢6ziinme ¢ok oldugu i¢in, RNA Kkalitesi
bozulan bu 6rnekler tekrar edilmedi. Konvansiyonel dizi analizi ve NMS-GZ-PZR
yontemlerinden birisinin referans yontem statiisii olmadig1 igin, iki yontem
arasindaki karsilagtirmali uyusmanin giivenirligi, kapa istatistigi ile olciildi. Kapa
istatistigine gore, iki yontem arasinda, orta diizeyde uyusma (k=0.375;P<0.007)
saptandi.

Bilgimize gore, bu g¢alisma, Tirkiye’de, HIV enfeksiyonunun tedavisinde
kullanilan antiviral ilaglara karsi azinlik direng mutasyonlarini, konvansiyonel dizi
analizine kiyasla daha duyarli ve uygulamasi daha kolay bir yontemle arastirarak
bildiren ilk c¢alismadir. NMS-GZ-PZR yontemi, simdilik, bilinen tiim direng
mutasyonlar arasinda yalnizca bir grubunu test etmek i¢in gelistirilmis durumdadir.
NMS-GZ-PZR yontemi, ultra derin dizi analizi diizeyindeki duyarlilikta, minor
azinlik diren¢ mutantlarinin énemli bir grubunun arastirilmasini saglayabilmekte ve
bdylece HIV enfeksiyonu olgularinda gelisen antiviral dirence iliskin epidemiyojik
dinamiklerin daha 1yi anlasilmasina ve tedavi basarisinin artmasina katkida

bulunmaktadir.



ABSTRACT

HIV / AIDS, has been reported as most frequent cause of death in sub-
Saharan Africa, and ranks fourth on the the world wide list. One of the most
important problems in the treatment of AIDS is the resistant mutants for
antiretroviral drugs. Currently, routine or epidemiological HIV antiviral resistance
tests are commonly performed by conventional sequence assays. However in recent
years, more sensitive methods have been developed, to detect drug resistant mutant
variants in the minority of the total viral population which adversely affect the
success of the treatment, compared to the conventional sequence assays. In this
study, we investigate M41L mutations, for zidovudine, the first and still an important
drug in HIV treatment and for Stavudine, which is for one of the common mutations,
and has not been previously investigated by real-time PCR method. Point-mutation-
specific Real-Time Polymerase Chain Reaction (PMS-RT-PCR) method which is
more sensitive than conventional sequence analysis method is performed in this
study. Sixty HIV-1 genotype B positive samples which were examined by
conventional sequence analysis (ABI Prism 310, Foster City, USA) in the Laboratory
of Molecular Microbiology, Cerrahpasa Faculty of Medicine. Point mutation spesific
Real- time PCR method (PMS-RT-PCR; which was reported as a more sensivite and
easy to interpret test compared to conventional sequence assays, developed and
validated by Heneine et al. to detect HIV-1 genotype B, consisting nine major drug
mutations; was performed on LightCycler 2.0 (Roche Applied Science, Germany)
system. Recommended primers and TagMan probe for detection of M41L mutation
for resistance were used. Three samples were excluded due to poor quality of the
RNA quality. To distinguish between wild type and mutant variants, in order to
determine the criteria for positivity, difference between Ct values (“threshold cycle”)
of the mutant variant and the Ct values of viral copies of total reaction were
evaluated.

According to the results of the PMS-RT-PCR; for 57 samples of HIV-
1genotype B, when Ct value of the amplification of the total viral copies less than 10
(reexamination with the need for dilution due to the high number of copies), and
higher than 26 (low copy number due to uncertain results ) were applied, a total of 25

samples which would be used as measure of positivity were exculeded from the

Xi



study to determine the value of ACt threshold. 32 samples, used to calculate the
threshold. The threshold was determined according to the distribution of central
tendency and median ACt value (5.81). When ACt value was at threshold level,
samples were considered negative for the mutation M41L. M41L resistance mutation
were detected in 16 of 32 samples which were evaluated by this threshold according
to the PMS-RT-PZR. Six of these samples, were M41L resistance mutations which
were positive according to the results of conventional sequence analysis. Results of
the seven of 13 samples which were reported to be positive by conventional sequence
analysis, were accepted uncertain as the total viral copy Ct's were above 26
according to the results of the PMS-RT-PCR assay. In these examples, because of
low viral loads, after pre-amplification stage, to minimize the risk of false results, the
test was performed. However, as the storage conditions were not proper (too much
freeze- thaw) and since the quality of RNA were unacceptable, these samples were
not examined again. Since both conventional sequence analysis and PMS-RT-PCR
method were not at the status of a reference method, the reliability of comparison
between the two methods, was measured by Kappa Statistics. According to Kappa
statistics, between the two methods, a fair agreement (k = 0, 375, P <0.007) was
found.

To our knowledge, this is the first study in Turkey which investigated the
minority resistance mutations to antiviral drugs used to treat HIV infection with a
more sensitive and easier method than conventional sequence assay. PMS-RT-PCR
method, presently has been developed for testing only one group of mutations for
HIV. PMS- RT-PCR method provides near to ultra-deep sequencing sensitivity for
exploring an important group of minor resistance mutations. Therefore, testing with
this method is expected to contribute to better understanding of epidemiologic
dynamics related to antiviral resistance in HIV infections and increase the success of

treatment.
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1. GIRIS ve AMAC

Insan immun yetmezlik virusu (HIV), Edinsel Immun Yetmezlik Sendromu
(Acquired Immune Deficiency Syndrome - AIDS)’nun etkenidir. HIV/AIDS, gerek
uluslararasi, gerek ulusal diizeyde pandemik duraksama doneminde olsa da, halen
ekonomik, sosyoekonomik ve kiiltiirel diizeyi diisiik olan Afrika ve Asya gibi
bolgelerde yasami onemli 6lciide tehdit eden bir hastaliktir.

HIV tedavisinde en biiylik problemlerden biri, antiretroviral ilaglara karsi
diren¢li mutantlarin gelismesidir. Antiretroviral direnci saptayan testler genotipik
veya fenotipik yontemlerdir. Fenotipik testlerin sonuglanmasi 2-3 hafta alir ve
genotipik testlerden daha pahalidir. Tedaviye direng gelistirdigi diisiiniilen ve tedavi
almamis naif hastalarda genotipik testler 6nerilir. Tim genin / genlerin dizi analizi
yapilabilecegi gibi, bilinen mutasyonlar, dizi analizine gore daha duyarli olan, Real -
time Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) yontemi ile de saptanabilir.

Ulkemizde heniiz tedavi baslanmamis hastalarda, HIV direnci konusunda
veriler mevcut degildir. HIV tanist konulan hastalarin, ne zaman enfekte olduklarina
dair veriler de bulunmamaktadir. Primer direngli olgulari, dizi analizi ile saptamak
miimkiindiir. Ancak kronik, ne zaman enfekte oldugu bilinmeyen olgularda, direncli
mutantlar1 saptamada dizi analizi her zaman yeterli degildir.

Bu ¢alismada tilkemizde de ilk kullanilmaya baslanan antiretroviral bir ilag
olan, zidovudine ve stavudine direncine yol acan M41L diren¢ mutasyonun, ilag
direnci tasiyan azimliktaki varyantlari saptamada duyarli olan, Nokta-Mutasyon
Spesifik Gergek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (NMS-GZ-PZR) yontemi ile

saptanmasi amaglandi.



2. GENEL BILGILER

Bugiline dek 35 milyon insanin Oliimiine yol acan, bir¢ogunun tedavi
alamadig1 30- 40 milyon kisinin bu hastalikla yasadigi, insan immiinyetmezlik virusu
Tip-1’in yol agtif1 enfeksiyon ve onun son dénemi olan Edinsel Immun Yetmezlik
Sendromu giinlimiizde 6nemli bir halk saglig1 sorunudur (1).

[k defa 1981 yilinda Amerika Birlesik Devletleri’nde Pnomocystitis jiroveci
pnémonisi ve Kaposi sarkomu gibi agiklanamayan firsatgr enfeksiyonlarin, New
York ve SanFrancisco’daki homoseksiiel erkeklerde goriilmesiyle AIDS
tammlanmustir  (1). Ilk epidemiyolojik calismalarla bu immun yetmezlik
sendromunun bulasict bir mikro-organizmaya bagli oldugu, etkenin baslica bulagsma
yolunun da kan ve triinlerinin tranfliizyonu, damari¢i uyusturucu kullanimi, anneden
bebege vertical gegis ve cinsel iliski oldugu belirlenmistir (2, 3).

AIDS etkeni olan virus, 1983 yilinda; Fransa’da Jean-Claude Chermann
laboratuvarinda Frangoise Barré-Sinoussi tarafindan ve Pasteur Enstitiisii’nde Luc
Montagnier bagkanligindaki ekibin ¢alismasiyla ilk kez tanimlanmistir. 1984 yilinda
Amerika Birlesik Devletleri’'nde Ulusal Saglik Enstitiisii'nde (NIH; National
Institutes of Health) Robert Gallo ve arkadaslari tarafindan ve ayni zamanda
California Universitesi’nde Jay Levy ve arkadaslar tarafindan saptanmistir. Pasteur
Enstitiisii’'ndeki aragtirmacilar tarafindan, virusa lenfadenopatisi olan gen¢ bir
escinsel erkekten izole ettikleri i¢in  ‘lenfadenopati ile iliskili  viris’
(‘lymphadenopathy associated virus’; LAV) adi verilmistir. NIH arastiricilari, T-
lenfositlerine tropizmi nedeniyle ‘insan T lenfotropik viriis* (human T lymphotropic
virus; HTLV); daha onceden bilinen diger iki HTLV’nin ardindan geldigi igin
HTLV-III adim1 vermislerdir. Daha sonra bu HTLV-III’lin Pasteur Enstitiisii’nde
izole edilen virusdan kontaminasyon oldugu goriilmiistiir. Levy grubu ise ‘AIDS ile
iligkili retrovirus (AIDS associated retrovirus; ARV) admi vermistir. Elektron
mikroskobik ¢alismalar bu viruslarin retrovirusler iginde lentiviruslarla iligkili
oldugunu gostermistir. Uluslararas1 Virus Taksonomi Komitesi lentivirus oldugu
belirlenen bu viriisu ‘Insan Immun Yetmezlik Virusu (‘Human Immunodeficiency
Viriis; HIV’) olarak adlandirdi. 1986°da Clavel, Montagnier ve arkadaslar1 farkli bir
HIV izole etmislerdir. Ozellikle Bat1 Afrika’nin bazi1 bdlgelerinde yaygin olan bu tipe
HIV-2 adi verildi. Afrika, Asya, Avrupa, Kuzey ve Giliney Amerika’ da yaygin



olarak saptanan HIV-1’e gore HIV-2 ile enfekte olanlarda klinik bulgularin daha geg
ortaya ¢iktig1 ve mortalitenin daha diisiik oldugu saptanmustir (4, 5).

2.1. HIV Gruplan, Alt Tipleri

Her iki HIV viriisu de Retroviridae ailesi iginde yeralan Lentiviriis genusunun
tiyesidir. Mutasyon ve rekombinasyon yetenegi nedeniyle, HIV virlisunun genetik
degiskenligi HIV tani testlerinin tasarimi ve yorumunda 6nemli rol oynamaktadir.
HIV—1’in ¢esitli genetik gruplara ayrildig1 belirlenmistir: M (Mayor), O (Outlier), N
(Non-M, Non O, Novel, New) ve yakin zamanda tanimlanan P virus (6). Klinik
uygulama da en sik goriilen HIV—1 grup M dokuz alt tipe ayrilmistir; A, B, C, D, F,
G, H, Jve K. Bu alt tiplerde de Al, A2, A3, A4, F1, F2 alt-alt tipleri tanimlanmustir.
HIV-1 rekombinasyona uygun bir virusdur, farkli izolatlarla bir konagin enfeksiyonu
sonucu rekombine formlar olusur. Bu formlarin baska konaklar1 enfekte etmesi
sonucunda dolasan rekombine formlar (circulating rekombine forms; CRFs) gelisir.
Simdiye kadar 48 farkli CRFs tanimlanmistir (7, 8, 9, 10, 4). CRF epidemiyolojik
olarak bagimsiz kisiler tarafindan en az 3 kez, sekans ile tanimlanmalidir. Bu
kriterlere uymayanlar, daha nadir viral tiirler olan benzersiz rekombinant form
(unique rekombinant forms; URFs) olarak adlandirilirlar (9). HIV-2 A ve B en
yaygin olmak iizerere sekiz farkli alt tiplere ayrilmigtir (10, 11, 12). Bu siniflamalar
env ve gag genlerindeki dizi degisikliklerine ve buna bagli gpl20 ve kapsid
proteinlerindeki antijenik degisikliklere dayanmaktadir (Sekil 1 ve 2).
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Sekil 1: HIV virusunun Kkesiti



Zarfl1 viriis, iki birbirinin ayn1 RNA ipligi, RNA polimeraz, integraz ve genoma bagl
iki transfer RNAs (tRNAs) iceren kordan olusur. Bu yapi, proteinler ve lipit
membran ile gevrilidir. Zarf {izerinde glikoprotein (gp) 120 atagman proteini ve gp41

fiizyon proteini yer alir. (Niaid-HIV-virion. jpg)
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Sekil 2: HIV -1 virusunun genomik yapisi
(HIV 2010 Medizin Fokus Verlag, 2010; 23)

Farkli M alt tipleri diinyanin gesitli bolgelerinden izole edilmistir. 1980’lerin
basindaki Kuzey Amerika ve Avrupa’daki ilk salgin HIV-1 alt tip B nedeniyle
olmustur. Su anda Amerika ve Avusturya’da hakim olan alt tip B olmasina ragmen,
global epidemiden alt tip C sorumludur. Grup O nadiren izole edilmekte olup;
Cameron, Gabon ve Ekvator Ginesinde goriliir (Sekil 3)(13). Tirkiye’de de en
yaygin olan B tipidir. Yilmaz ve ark. 2008 yilinda, env; gp41 analizi ile 27 HIV-1
izolatinin 19’unu alt tip B, dordiini A, ikisini F1, birini C birisini ise D olarak
bildirmistir (13, 14, 4).



AEEEEEENE
m
g
R T O Y
bd b b BE I BE R BE b

Dhinya

Sekil 3. HIV’ in diinya iizerindeki prevalansi, cografi dagilim

Harfler iilkeler iizerinde baskin olan alt tipleri gosteririr. (UNAIDS)

2.2. Epidemiyoloji

DSO (Diinya Saglhk Orgiitii), Aralik 2009 verileri; diinyada ortalama 33.3
milyon HIV enfekte kisi oldugunu ve hastaligin tanimlandigi 1981 yilindan beri 35.9
milyon kisinin hayatin1 bu hastaliktan kaybettigini bildirmektedir. AIDS olgularinin
cogu Sahra alt1 Afrika’sinda olup, Asya ABD ve diinyanin geri kalan bolgelerinde
endemik olarak hasta sayis1 artmaktadir.

Ulkemizde 2010 Saglik Bakanlig1 verilerine gdre 3694 kisi HIV tasimaktadir,
841 kisi ise AIDS tanisi almistir, toplam 4525 kisi HIV/AIDS i¢in takip
edilmektedir. Ulkemizde ilk defa 1985 yilinda bir HIV pozitif hasta ve AIDS
basamaginda bir hasta bildirilmig, daha sonra her yil HIV/AIDS vakalarinda giderek

artma gozlenmistir. Ancak 6zellikle cinsel yolla bulasan enfeksiyonlar konusunda



kisilerin saglik kurumlarina yeterli basvurularinin olmamalari, kayit sistemlerinin

yeterli ¢aligmamast, bu sayinin gercekleri yansitmadigini diisiindiirmektedir (15).

Tiirkiye’deki HIV/AIDS vakalarinda bulasma yollar1 sirasiyla; %55.09

heterosekstiiel cinsel temas, %8.44 homoseksiiel cinsel temas, %3.25 damar igi

madde bagimlilari, %1.22 kan nakli yapilanlar, %1.44 anneden bebege gecis, % 0.24

hemofili hastalart ve %29.66 ise bulasma yollar1 bilinmeyenlerin olusturdgu

gorilmektedir (15).

Tablo 1: Tiirkiye’de HIV/AIDS vakalarimin yillara gore dagilim

YILLAR AIDS OLGULARI HIV (+) TOPLAM
1985 1 1 2
1986 2 3 5
1987 7 27 34
1988 9 26 35
1989 11 20 31
1990 14 19 33
1991 17 21 38
1992 28 36 64
1993 29 45 74
1994 34 52 86
1995 34 57 91
1996 37 82 119
1997 38 105 143
1998 29 80 109
1999 28 91 119
2000 46 112 158




YILLAR AIDS OLGULARI HIV (+) TOPLAM
2001 40 144 184
2002 48 142 190
2003 52 145 197
2004 47 163 210
2005 37 295 332
2006 35 255 290
2007 24 352 376
2008 49 401 450
2009 75 453 528
2010 70 557 627

TOPLAM 841 3684 4525
700
600 /
500 /
400 /
300 l\‘/ HIV (+)
J —— AIDS Vakalari

200

100

i

2010

Sekil 4: Tirkiye’deki HIV (AIDS) vakalarinin yillara gore dagilhim




2.3. HIV Viriisiiniin Mikrobiyolojik Ozellikleri

Tipik bir retrovirus olan HIV, enfeksiyoz virion yapist pozitif polariteli iki
adet birbirinin ayn1 olan tek iplikli RNA igerir. HIV proteinleri "proviral" DNA'dan
kopyalanan m-RNA'lar tarafindan kodlanir. HIV'in hiicreleri enfekte etmesinden
sonra, erken dénemde viron RNA's1 revers transkriptaz enzimi tarafindan linear ¢ift
iplikli DNA haline gevrilir ve her iki ucunda "long terminal repeat"ler (LTRs) yer
alir. Bu linear viral DNA hiicre genomuna integre olarak "provirus" yapisini
olusturur. Genomik viral RNA ve m-RNA 'lar proviral DNA'dan hiicresel polimeraz
II enzimi yardim ile sentez edilir. HIV-1'in genom yapisindaki "gag" geni virion
kapsid proteinlerinin onciillerini, "pol" geni birgok virion enzimlerinin dnciillerini
(proteaz, revers transkriptaz, Rnaz H ve integrase) ve "env" geni zarf
glikoproteinlerinin onciillerini sentez eder. Transkripsiyon transaktivatorii (tat) ve
viral ekspresiyon regiilatorii (rev) virion yapisina girmeyen kii¢iik molekiiler agirlikli
proteinler olup, virus replikasyonunda 6nemli fonksiyonlart vardir (Sekil 2). Bunun
disinda HIV replikasyonu icin gerekli olmayan ve aksesuar olarak adlandirilan bazi
genler mevcuttur. Bu genler HIV-1 igin; vif, vpr, vpu ve nef; HIV-2 igin vif, vpr, vpx
ve nef’tir (15).

Virion niikleokapsid yapisi 100 nm biiyiikliigiinde olup, ikozohedral bir yap1
igerir. Niikleokapsid yapis1 zarfla gevrilidir. HIV partikiiliiniin membraninda 72 adet
cikint1 seklinde zarf peplomerleri yer alir. Virionun en biiyiik molekiiler agirligina
sahip (gp 160) bu ¢ikintilarin her biri 9-10 nm uzunlugunda olup, ovoid distal uglar
14-15 nm'dir. Zarf glikoproteini olarak bilinen gp 160 iki kisimdan olusur. Bunlar
yiizeyde serbest olarak bulunan gp 120 (surface=SU), yiizey ve membrana gomiilii
olarak bulunan gp 41 (transmembrane=TM) glikoproteinleridir. gp 120 HIV'in hiicre
yiizeyindeki reseptorlere tutunmasi ve birlesmesinde rol oynar. Bu reseptor T
yardimct hiicrelerde bulunan CD4 reseptoriidiir ki, virusun konak hiicreyi
enfeksiyonundaki ilk asamada rol oynar. Transmembran proteini olan gp41 virusu
hiicre igerisine girdiginde, membranlar arasi flizyon yapma 6zelligine sahiptir. HIV
zarf yapisinin, hiicre plazma membraninda bulunan fosfolipidden farkli oldugu
goriillir. Viral zarfda bulunan kolesterol ve lipid igerigi hiicre membranindan 2 -3

misli daha fazladir (15).



2.4. Patogenez ve bagisikhik

HIV’in olusturdugu hastalikta ve patogenezde temel mekanizma, CDA4
eksprese eden T hiicreleri ve makrofajlara karsi virlisiin gosterdigi tropizmdir.
HIV’in neden oldugu immiinosiipresyon (AIDS), bagisiklik sisteminin yardimci T
hiicre ve gecikmis tip asir1 duyarlilik fonksiyonu tasiyan CD4" T hiicre sayisindaki
azalmadan kaynaklanir(16).

Cinsel temas sirasinda HIV mukozal yiizeye bulagir ve buradan igeri girerek
hizla mukoza ile iliskili lenfoid doku (MALT) hiicrelerini enfekte eder. infeksiyonun
baslangi¢ asamalari, M tropik viruslar tarafindan yiiriitiilir. Bunlar, CD4 ve CCR5
kemokin reseptorlerine baglanarak; dentritik hiicreleri, diger monosit-makrofaj seri
hiicrelerini ve periferik kan T hiicrelerini enfekte ederler. CCRS5 reseptdrii agisindan
yetersiz olan bireyler HIV ile enfeksiyona daha diren¢lidir. CCRS antiviraller igin
hedef yapidir (16).

HIV-1’in replikasyonu erken ve ge¢ donem olmak tizere iki kisma ayrilir:
Kisa siliren erken donemde; virusun konak hiicreye baglanmasi, girisi, revers
transkripsiyon, konak hiicre niikleusuna girisi ve g¢ift zincirli DNA’nin (provirus)
konak hiicre genomuna integre olmasi gerceklesir. Replikasyonun ge¢ donemi
transkripsiyon, integre proviral kaliptan viral RNA’nin olusumu ve hiicreden progeni
viriyonunun salinimi ile devam ederek hiicrenin biitiin yasami boyunca siirer (5).

Virus partikiilii hiicreye girdikten sonra viriyon tarafindan kodlanan bir
proteaz araciligi ile kapsidi soyulur. Revers transkripsiyonla viral RNA sonradan
konak hiicre niikleusuna integre olacak olan DNA’ya cevrilir. Viriyon tarafindan
kodlanan RT ile katalize edilen ve enfeksiyondan sonra 4-6 saat siiren revers
transkripsiyon sitoplazmada gerceklesir. Revers transkriptaz diger bir retroviral
enzim olan PR’ 3 farkli fonksiyonu vardir: RNA- bagimli DNA polimeraz
aktivitesi; DNA- bagimli dna polimeraz aktivitesi; riboniikleaz H aktivitesi (Rnase
H) (5).

Sitoplazmaya salindiktan sonra RT, viriyon tRNA’sin1 primer olarak kullanir
ve komplamenter negatif iplik¢ikli DNA’y1 sentezler. RT riboniikleaz H aktivitesi ile
de RNA genomunu ortadan kaldirir ve pozitif iplik¢ikli komplamenter DNA (
cDNA)’y1 sentezler. Viriyon DNA’smin (provirus) sentezi sirasinda genomun iki

ucundaki sekanslar (U3 ve US5) duplike olur ve LTR’leri iki uca baglar. Bu siire¢



integrasyon ic¢in gerekli dizileri de olusturur, transkripsiyonun regiilasyonu igin
gerekli olan “protomer” ve “ enchancer” bolgelerini de yaratir. Genomun DNA
kopyasi orjinal RNA’dan daha uzundur. Revers transkripsiyon islemi hataya
egilimlidir. HIV RT’si i¢in hata oran1 her bir 2000 baz ¢ifti i¢in bir’dir. Bu 9000 baz
ciftlik HIV genomu i¢in yaklasik olarak en az bir hata demektir. Bu genetik
degiskenlik, kisinin hastalig1 sirasinda yeni suslarin, tiiriimsiilerin ortaya ¢ikisina yol

acar. Bu 6zellik virusun patojenitesini degistirir ve bagisik yanittan kagisi saglar (5).

Tutunma

Tersine Flizyon
I transkripsiyon |
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DNA
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¥

Olgunlagma

Sekil 5. HIV’in evrimi
HIV CD4 ve Kemokin reseptorlerine baglanir ve fiizyon ile hiicreye girer. Genom
sitoplazmada DNA’ya cevrilir ve niikleer DNA’ya entegre olur. Genomun
transkripsiyon ve translasyonu HTLV1’inkine benzer sekilde olur. Viriis plazma

membraninda toplanir ve hiicreden tomurcuklandiktan sonra olgunlasir.

Cift iplikli DNA niikleusa taginir ve virus tarafindan kodlanan integraz enzimi
araciligiyla konak genomuna integre olur. Replikasyonun ge¢ fazi integre proviral
DNA’dan viral RNA transkripsiyonunun olabilmesi hiicresel ve viral faktorlerin
varligina baglidir. DNA integre olduktan sonra RNA polimeraz II gibi konak hiicre

enzimlerini kullanarak yeni viral RNA genomu ve proteinlerinin sentezi yapilir.
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2.5. HIV’in Enfekte Ettigi Hiicreler ve Hiicresel Hedefler

Virusun tutunmasi ve hedef hiicrelere girmesi icin viral yiizey proteinleri ile
duyarl konak hiicre yiizeyindeki reseptorlerin iligkisi gereklidir. HIV zarf proteinleri
SU (surface; gpl20) ve TM (transmembran; gp4l) i¢in baglica reseptor CD4
molekiiliidiir. CD4 molekiilii asil olarak T yardimci hiicrelerde, myeloid seri
hiicrelerinden monositler, makrofajlar ve kemik iliginden gelisen dendritik hiicrelerin
yiizeyinde bulunur. Normalde fonksiyonu, antijen sunucu hiicrelerdeki MHC smif 11
molekiillerine baglanmaktir. HIV zarf proteinleri, viral ve hiicresel membranlarin
bilesiminin baslatilmasi ve sitoplazma igine girebilmek i¢in yardimci reseptor (ko-
reseptor) molekiillerle de iliskiye gegmek zorundadir. Farkli HIV koékenlerinin hiicre
tropizmlerini bu koreseptor molekiiller belirler. Alfa kemokin reseptori CXCR4, T-
tropik kokenlerle enfeksiyonda, T hiicrelerin birbiriyle etkilegsmesi ve sinsityum
olusturmasina neden olur. Beta—kemokin reseptérii CCRS5 ise M- tropik
(monosit/makrofaj) HIV-1) kokenlerinin enfeksiyonunu saglar. M tropik kokenler
sinsityum olusturmazlar. Ancak bazi M-tropik kokenler T hiicrelerini de enfekte
edebilirler. CCR5 geninde veya CXCR4 geninde mutasyonun HIV-1 enfeksiyonuna
kars1 direncle iliskili olabilecegi one siirlilmektedir. Hemopoetik dizinin CD4
molekiilii tagiyan ve yukarida bahsedilen kemokin reseptorlerinden bir veya fazlasini
bulunduran hiicreleri, HIV enfeksiyonu i¢in baslica hedeflerdir ve enfeksiyon
sirasinda en fazla virus bulunduran hiicrelerdir. Daha farkli ko-reseptor molekiilleri
de tanimlanmistir. Ek ko-reseptorler, virus replikasyonunu etkileyen ya da hiicresel
transkripsiyon sinyallerini tetikleyen etkilere yol acabilir. HIV’in hiicreye girisi,
dogrudan hiicreden hiicreye gegisle veya antikor komplexleri araciligi ile hiicre
yiizeyindeki galaktosil seramid veya Fc reseptorlerine baglanarak da olabilir (17).

Monosit ve makrofajlar; sitokin-kemokin sentezi ve HIV-1 enfeksiyonuna
kars1 farkli duyarlilik gosteren hiicre popiilasyonlaridir. Bu hiicrelerin in vitro
calismalarda primer HIV-1 kokenleri ile enfekte olabilmeleri, bu hiicrelerin
olgunlagsma diizeyi (konagin genetik faktorleri, 6zellikle izolasyonun birinci ve ikinci
giinlerinde) ve hastaligin dénemi (viral genotipi) ile iliskilidir. Infeksiyonun
baslangicinda CCRS ile hiicreye giren HIV varyantlart ortaya cikar. CXCR4
varyantlarinin ortaya ¢ikist ile CD4" T hiicreler hizla azalirlar (17).
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Periferik monositler: HIV-1 ile enfekte periferik monosit orani ¢ok azdir.
Periferik kan monositlerinden koken alan makrofajlar, HIV-1 enfeksiyonuna
duyarhdirlar. Monositlerin makrofajlara degismesi CCRS sunumunda artis ile ortaya
cikar, CD4 molekiillerinin yiizeyde dnce azalmasi ve ardindan artis1 olur. CXCR4 ve
CCR2b ko-reseptorleri azalir.

Doku makrofajlari: HIV—1 enfeksiyonunda baslica hedef hiicrelerdir.
Alveolar, peritoneal, plasental makrofajlar ve mikroglia hiicreleri HIV-1
enfeksiyonuna duyarhidirlar. Dokulardaki HIV ile enfekte makrofajlarin orani
yiiksektir (4, 18)

HIV ‘in baglica giris yolu cinsel iliski ile mukozalardan olur. Genital mukoza,
rektum, orofarinks gibi mukozal yiizeylerde antijenleri ve virus partikiillerini
yakalayan dendritik hiicrelerden Langerhans hiicreleri ¢oktur. Mukozal yiizeylerin
hemen altinda lenfoid hiicre kiimeleri bulunur. Simian immiin yetmezlik virusu (SIV)
ile yapilan caligmalarda, disi maymunlara inravajinal yoldan (SIV) inokule
edildiginde virus 6nce Langerhans hiicrelerinde, 18 saat sonra genital mukozadaki
dentritik hiicreler ve T hiicrelerinde saptanmistir. Birka¢ giin sonra komsu
lenfositlerde ve monositlerde, sonra da bolgesel lenfoid dokularda virus saptanmustir.
HIV’in bolgesel yerlesimi ve replikasyonunun ardindan birincil viremi ile birlikte
virus viicuda yayilir ve viicuttaki lenfoid dokular yaygin olarak enfekte olur (4, 19).

HIV’in enfekte bir bireyden enfekte olmayan bir bireye bulagmasi viicut
stvisindaki HIV-1 konsatrasyonu ile ilgilidir. Ciftler arasindaki bulagma ile ilgili
Uganda’da yapilan retrospektif bir ¢alismada; HIV-1 RNA’s1 <3500 kopya/mililitre
olan bireylerin virusu partnerlerine bulastirmadigi, HIV-1 RNA’s1 10000-49999
kopya/mililitre olan bireylerin virusu partnerine %40 oraninda bulastirdig1
bildirilmistir (20).

Isvigre’de heteroseksiiel HIV pozitif ve negatif ciftler arasinda yapilan
calismada; pozitif partnerlerin, negatif partnerlere HIV’i bulastirma riskinin, pozitif
partnerlerin antiretroviral tedavi almasi1 ve plasma HIV RNA diizeyini baski altida
tutmasiyla %92 oraninda azaldigr gosterilmistir(21). Yakin zamanda Afrika’da
heteroseksiiecl HIV pozitif ve negatif ¢iftler arasinda yapilmis bir ¢alismada da;
benzer sekilde antiretroviral tedavi ile baskilanmis HIV’in bulagsma riskinin azaldig

bildirmistir (22).
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2.6. HIV Tanis1

HIV enfeksiyonunun zamaninda tanisi antiretroviral tedavi ve firsatgl
hastaliklarin profilaksisi, korunma ve enfeksiyon kontrolii i¢in 6nemlidir. HIV
testleri:

a. Tarama testleri; HIV enfeksiyonunu saptama amaciyla kullanilir.
Infeksiyon siiphesinde veya kan/ kan iiriinlerinin giivenligini saglamak
icin vericilerin taranmast ya da yenidoganlari koruyabilmek i¢in
kemoprofilaksi uygulama gereksinimini degerlendirmek amaciyla
gebelerin taranmasi gibi tarama programlarinda kullanilir.

b. Destekleyici/ Dogrulama testleri; tarama testleri ile pozitif bulunanlarda
HIV enfeksiyonu tanisini kesinlestirmek amaciyla kullanilir.

c. Viral yik testleri; HIV enfeksiyonu tanist1 konduktan sonra hastanin
takibinde kullanilir.

d. Antiretroviral direng testleri; tedavide kullanilan ilaglara karsi virusun
duyarlilik ve diren¢ durumunun arastirilmasinda kullanilir. Genotipik
testlerde diren¢ ile iliskili mutasyonlar; fenotipik testlerde ise virus
kiiltiiri ortamlarinda ilacin virusu inhibisyon orani arastirilir(23). HIV
enfeksiyonu tanisinda oneriler, farkl iilkelerde enfeksiyon prevalansina
ve kosullara gore 6zellik gostermektedir. Tan1 siklikla iki pozitif tarama
testi sonrasi, dogrulama testi ile konulur. Tarama testlerinin sonuglar
uyumsuz ve/ veya destekleme testi belirsiz ya da negatif ise kisinin
ayrintl  Oykiisii ve klinik ile enfeksiyon olasiligi degerlendirilir.
Infeksiyon riski yakin gegmiste ise dikkatli izlem gerekir. Belirsiz
sonuclarin genellikle bir ayda pozitiflesmesi beklenir (23).

Akut HIV-1 enfeksiyonun tanisi; klinik kusku oldugunda anti-HIV1/2 testi
ile beraber HIV —RNA yapilmalidir. Antikor testleri negatif, HIV-RNA testi pozitif
(>5000 RNA bulundugunda akut HIV—1 enfeksiyonu tanist konur. Akut HIV-1
enfeksiyonu izlenerek anti-HIV  serokonversiyonu saptanir. Akut HIV-1
enfeksiyonunda viremi diizeyi yiliksek oldugundan duyarlilik %100 kabul
edilmektedir. Ozgiillik % 95-98 olarak bildirilmekle beraber, yalanci pozitif
sonuglar 2000 RNA kopyasi/ ml’ den diisiik, yani akut enfeksiyonda beklenen

degerin ¢ok altindadir. HIV enfeksiyonu ile antikor testlerinin (iigiincii kusak testler)
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pozitiflesmesi arasindaki siire ortalama ii¢ haftadir. Primer HIV enfeksiyonunda 6nce
14 hafta siiren lokalize virus replikasyonu olur. Bu donem ender olarak aylarca
uzayabilir. Sistemik virus replikasyonunun baslayip yiiksek diizeyde artmasindan
once diistik diizeylerde viremi oynamalari olur. Bu aralikli diisiik diizey viremi
donemi 25 giine kadar uzayabilir. Ve plazmadaki virus konsantrasyonunun 1-10
kopya/ ml oldugu tahmin edilir. Bu durumun mukoza ve lenfoid dokudan kana diisiik
diizeyde HIV sizmasina bagl oldugu diisiiniilmektedir. Bu donemde tranfiizyon igin
alan plazma enfeksiyoz olabilir ve tarama testleri ile enfeksiyon saptanamaz (4,
23).

Virusun hizla ¢ogalmaya basladigi donem 100 kopya /ml ile baslar ve kisa
siirede 10° kopya/ml diizeyine ulasir. Virus replikasyonunun yiikseldigi donemde 1-5
giin sadece HIV-RNA pozitiftir; ardindan virus yiikii 10.000 kopya/ml olunca p24
antijeni saptanabilir. Virus yiikli tepe noktaya ulastiktan sonra azalmaya baglar ve
denge noktasma ( “set point” ) gelir. Bu donemde antikor testleri ve destekleyici
dogrulama testleri pozitiflesir; ancak immun komplekslerin olugsmasi ile p24 antijeni
saptanamaz duruma gelir (23).

Virus replikasyonunun yiikseldigi donemde immun yanit da olmadigi i¢in
bulastiricilik ¢ok yiiksektir. HIV enfeksiyonun tanisi, enfeksiyondan korunma ve

hastanin prognozu yoniinden 6nemlidir (23).

2.7. HIV Tedavisi

HIV enfeksiyonunda antiretroviral tedavinin amaci, yasam Kkalitesini
arttirmak, HIV ile iliskili morbidite ve mortaliteyi azaltmak, viral yiikii uzun siire ve
yeterince baskilanabilir diizeyde tutmaktir. Bu diizeyler farkli yontemlerle farkli
kopya sayisinda belirlenmistir. RT-PZR i¢cin <50 kopya/mL, NASBA i¢in <80
kopya/mL, bDNA i¢in <75 kopya/mL olarak bildirilmektedir (16). Enfeksiyoz HIV
viris partikiilleri dolasimdan kaybolmasina karsin, lenfoid dokulardaki HIV
replikasyonu devam eder. Bu nedenle, HIV latent déneme hi¢ girmez, hastaligin tiim
donemlerinde siirekli replike olarak, kronik aktif bir enfeksiyon olusturur. HIV
enfeksiyonu sirasinda siirekli lenfoid dokularda viriis replike olur ve immiin sistem
tarafindan temizlenir. Yapilan ¢aligmalarda, HIV’in plazma yar1 dmriiniin 6—48 saat

oldugu ve enfekte bir kiside giinde 10%-10% viriis partikiiliiniin iretildigi ve
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temizlendigi gosterilmistir (2, 24, 25). HIV replikasyonunda rol alan revers
transkriptaz enzimi, her replikasyon déngiisinde yaklasik 3x10® siklikta hata
yapmakta ve yaptigi hatay1 diizeltememektedir. Her replikasyon sirasinda viral
genomda en az bir mutasyon ortaya ¢ikmaktadir. Bu mutasyonlardan bazilar1 viriis
acisindan etkisiz ya da replikatif yonden defektif viral partikiillerin olusumuna yol
acarak zararli olabilirken, bazilar1 da immiin yanit ya da antiretroviral ilag gibi segici
baskilar karsisinda mutant virusa replikatif avantaj saglayabilmektedir. Onceden hig
antiretroviral tedavi almamis hastalardan izole edilen molekiiler HIV klonlarinda,
niikleozid ve non-niikleozid revers transkriptaz inhibitorlerine dirence neden olan
mutasyonlara rastlanmistir (26).

Bazi dezavantajli mutasyonlardan sonra, yeni mutasyonlar ortaya ¢ikmaya
devam eder ve bu mutasyonlar 6nceki mutasyonun olumsuz etkisini kompanse
edebilir. Genetik ¢esitlilik kazanmada rekombinasyonlarin roliiniin de unutulmamasi
gerekir. Bazi antiretroviral ilaglar virlisiin revers transkriptaz enziminin hata
yapmasin arttirir (27, 28). Belli mutasyon segilmesinde konagin genetik 6zellikleri
ile bagisiklik sisteminde de rolii vardir. Sitozin deaminaz enzimi olan APOBEC3
proteinlerinin de direncle iliskili mutasyonlarin ortaya ¢ikisinda rolleri olabilecegi
tizerinde durulmaktadir (29). Tim antiretrovirallerin plazma diizeyleri kisiler
arasinda biiyiik bir degiskenlik gosterir. Bunlardan sorumlu mekanizmalardan biri
genellikle konaga ait genetik mutasyonlar ve/ veya polimorfizmlerdir. Hiicresel aktif
pompa islevi goren P-gp ve MRP—4 proteinlerinin asir1 ekspresyonunda, zidovudinin
hiicre i¢inde birikiminde azalma olmaktadir. Konaga ait genetik faktorlerin bir diger
belirleyici rolii de ilaglarin biyoyararlanim, yan etki profilleri, toksisite ya da tolerans
durumudur. Bu dzellikler tedavi uyumu, giivenligi ve etkinligi agisindan son derece
onemlidir (30). Tedavi sirasinda direngli olmayan yabanil tipteki suslar ortadan
kalkmakta ve zamanla mutant sus hakim olmaktadir. Ancak tedavi herhangi bir
nedenle kesildiginde, eger direngle iligkili mutasyon replikasyon kapasitesini ya da
‘fitness’ini digiiriiyorsa yabanil sus zamanla yeniden baskin hale gecmektedir. Bu
durumda yapilan testlerde direng saptanmayabilir. Ancak yeniden tedaviye
baslanacak olursa, yabanil sus yine hizla inhibe olurken, azinliktaki mutant suslar
yeniden baskin hale gececektir. Virusun replikasyon kapasitesi ile ‘fitness’

kavramlari siklikla birbirinin yerine kullanilabilmektedir.
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Replikasyon kapasitesi ve fitness’, mutasyona ugramamis dogal suslar
arasinda farkliliklar gosterebilmektedir (27, 30). Virusun replikasyon kapasitesi; bir
viral izolatin ya da laboratuvarda olusturulmus bir tasarimin in vitro ideal kosullarda
ve yeterince konak hiicresi varliginda, herhangi bir inhibe edici baski olmaksizin
replike olabilme kapasitesidir. Viral ‘fitness’ ise ideal kosullar olmadan, dogal bir
viriis popiilasyonunun, insanviicudu ve benzeri bir ekosistemde; konak hiicre kitligi,
bagisiklik sistemi ve farmakolojik ajanlarin baskisi ve yarismaci viruslarin oldugu
ortamda yayilabilme kapasitesidir (5). Seropozitif kisiler arasinda bulagsmalarin
Onlenmesi direng gelisimi agisindan 6nemlidir. HIV ile enfekte kisilerdeki direngli
suslarla meydana gelen siiperenfeksiyonlar, bu kisilerde viral yiikte artis ve CD4
sayisinda diisiisle baglantilidir. Tedavi altindaki kisiler tedaviye uyum gdosterseler
bile tedavi basarisiz kalabildigi bilinmektedir (31, 32, 33, 34).

Giderek yayginlasan ve ¢esitlenen kombine antiretroviral tedavi, virusun
eliminasyonu ile sonuglanmasa da, virusu baski altinda tutarak HIV enfeksiyonuna
bagli mortalite ve morbiditeyi biiyiik 6l¢lide diistirmiistiir. Gerek virusun yapisindan
kaynaklanan sorunlar, gerekse ila¢ ve hasta uyumuna bagli nedenler bu konudaki en
bliyiik engellerden birini olusturmaktadir. Antiretroviral ilag direng testleri,
antiretroviral tedavinin diizenlenmesi ve optimizasyonu agisindan biiyiilk Onem
kazanmustir. Antiretroviral ilaglara karsi direng, daha ilk kullanima giren ilacin faz 11
caligmalar: sirasinda gozlenmis, ancak yeni antiretrovirallerin kullanima girmesi ve
1995 yilindan bu yana bunlarin kombine kullanildigi artan sayida hastaya ‘Highly
active antiretroviral therapy’ (HAART) uygulamasi ile birlikte, HIV ile enfekte
kisilerde diisiik viral yiik, stabil CD4 hiicre sayisi ile birlikte komplikasyonlarda da

azalma gozlenmistir (5).

2.7.1. HIV Replikasyonunu Baskilayan Kullanima Onaylanmus ilaglar

1. Revers transkriptaz inhibitorleri
a. Nikleoz(t)id analogu RT inhibitorleri (NRTI, NtRTI) : Zidovudine
(ZDV, AZT),
Didanozine (ddl), Stavudine (d4T), Lamivudine, Abacavir, Tenofovir (TDF),
Emtricitabine. Tenofovir hari¢ digerleri 6n ilagtir ve aktif olmalari igin fosfarilasyona

gereksinim duyarlar (35, 36, 37).
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b. Nikleozid analogu olmayan RT inhibitorleri (NNRTI): Nevirapine,
Delavirdine, Efavirenz. Direkt olarak enzime baglanarak etki gosterirler.
Sadece HIV-1 igin etkilidirler. Enzimler fiizerine indiikleyici veya
inhibitor etkileri nedeniyle diger ilaglarla etkilesimlerine dikkat
edilmelidir. Tek ilag olarak kullanildiklarinda hizla direng gelistigi i¢in
mutlaka kombine tedavide kullanilmalidir (35, 36).

2. Proteaz inhibitorleri (PI): Ritonavir, Saquinavir, Indinavir, Nelfinavir,
Fosamprenavir,  Lopinavir+Ritonavir,  Atazanavir,  Tipranavir,  Darunavir.
Fosamprenavir, Amprenavir’in 6n ilag halidir. Amprenavir’in yerine kullanailmaya
baslanmistir. Lopinavir ve Ritonavir birlikte kullanilirlar. PI’leri; HIV proteazi, gag
ve pol genlerinin kodladig1 poliproteinlerin, translasyon sonrasit kesilmesini ve
boylece islevsel proteinlerin olusmasini saglar. Hizla direng gelismesi ve grup
icindeki ilaglarda ¢apraz direng olusabilmesi nedeniyle diger grup antiviraller ile
kombine edilerek kullanilirlar (35, 38).

3. Giris inhibitorleri (Flizyon inhibitorleri FI): Enfuvirtide, Maraviroc.
Biyomimetik peptid yapisindadir (38). HIV girisi viral yasam siklusunun ilk
basamagidir.CD, reseptoriine baglanma, CCRS veya CXCR4 kemokin resptoriine
baglanma ve Membran fiizyonu basamamaklarini hedef alir.(35, 38)

4. Integraz inhibitorleri: Raltegravir. Integraz HIV’in proviral DNA’smin
konak¢1 genetik materyaline integrasyonundan sorumlu olan enzimdir. Bu
integrazyonu inhibe eder ve sonu¢ olarak viral genlerin viral proteinlere
translasyonunu engeller. Diger ilaglara direng gosteren olgularda kurtarma
tedavisinde kullanilir (38).
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2.7.2. Revers Transkriptaz Inhibitorleri ve Direnc

Bu ilaglar enzimin polimeraz etkinligini hedef almaktadir. HIV-1 revers
transkriptaz enzimi dimerik yapida bir proteindir. Iki zincirden birini p66, digerini ise
p66°nin proteolitik parcalanma iirlinii olan p55 olusturmaktadir. Her iki zincirde
ortak olan 4 bolge bulunmaktadir. Bu ortak bolgelere; revers transkriptazin iig
boyutlu yapisi sag ele benzedigi i¢in; parmaklar (fingers), avug i¢i (palm), bagparmak
(thumb) ve baglant1 (connection) adi da verilmektedir (39). Revers transkriptaz
enziminin RNase etkinliginden sorumlu olan diziler; p66 zincirinin karboksil ucunda
yer alirken, polimerazin katalitik etkili, 110, 185 ve 186. Pozisyonlardaki aspartik
asit rezidiileri, p66 zincirinin avug i¢i bolgesinde bulunmaktadir. Katalitik bolgeye
yakin, avug i¢i ve bagparmak arasindaki hidrofobik cebin i¢inde bulunan baglanma
bolgesine baglanan non-niikleozid revers transkriptaz inhibitorleri; niikleotidlerin
DNA zincirine eklenmesini saglayan kimyasal tepkimeyi inhibe ederek etki

gosterirler (40).
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Sekil 8: NRTI ayrilmasi
(Discrimination) Revers transkriptaz sirasinda NRTI DNA ile birlesir ve zincirin

sonlanmasina neden olur (Immunopaedia.org)

NRTI/NtRTI’lerin etkili olabilmeleri i¢in hiicresel kinazlar tarafindan
fosforillenip aktif formlar1 olan niikleozid trifosfat formuna doniistiiriilmeleri gerekir.
Bu form zincire katildiginda, riboz halkasinin 3’ pozisyonunda -OH grubu
tagimadiklarindan, DNA sentezinin durmasina neden olur.

NRTI/NtRTI’lerin diren¢ mekanizmalarinda 2 temel mekanizma s6z

konusudur. Birincisinde mutasyonlar sonucunda revers transkriptaz enzimi NRTI/
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NtRTTleri ayirt etmesi ve boylece NRTI/NtRTT’lerin uzamakta olan DNA zincirine
sokulmalart engellenir. M184V, Q151M, L74V ve KO65R mutasyonlar1 bu
mekanizmay1 kullanir. Ikinci mekanizma ise pirofosforiliz ad1 verilen hidrolitik yolla
eklenmis olan NRTI/ NtRTI’lerin zincirden ¢ikartilmalaridir. M41L, D67N, K70R,
L210W, T215Y ve K219Q mutasyonlart da bu gruba girer. Siklikla zidovudin ya da
stavudin tedavilerinin sectirici baskis1 altinda gelistiklerinden Timidin Analog

Mutasyonlar1 (TAMs) olarak adlandirilirlar ( 41).

Abacavir
Didanosine

Emtricitabine
‘-
65 184
Lamivudine
65 184
Stavudine
M D K L T K
i 7 0 - 15 219
L N W

F E
Tenofovir

65 70

Zidovudine
M D K L T K
i 67 0 a0 215 219
L N R w Q
F E

Sekil 9: NTRI mutasyonlari
((Update of the Drug Resistance Mutations in HIV-1: December 2010)

NTRI’lerine c¢oklu ila¢ direncine neden olan mutasyonlarda {i¢ farkli yolak
vardir: TAM (Timidin Analog Mutasyonlari), 69 ‘insertion’ kompleks ve 151
kompleks yolaklari.

ZDV ve d4T TAM yolunu secer ve diger NRTI’lere ¢apraz direng goriiliir.
M41L ve T215Y/F primer diren¢ mutasyonu olarak tanimlanirken, D67N, K70R,
L20W, K219Q sekonder direng mutasyonlar1 olarak tanimlanir. TAM bazen timidin
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dist niikleozidlerde de direng goriilebildigi ig¢in, niikleozid iliskili mutasyon
anlaminda (NAM) da kullanilir (nucleoside associated mutations) (42).

69 ‘insertion’ kompleks yolu; 69. kodon degisiklik ile olusur (siklikla T69S),
2 ya da daha fazla aminoasitin eklenmesi sonucu gelisir. 41, 210 ve 215. kodonlarda
bir ya da daha fazla TAM‘da bulunursa tiim NRTT ile iliskili olabilir.

151 Kompleks Yolagi; Q151M, D67N, K70R, L20W ve K219Q

mutasyonlarini igerir. TDF harig¢ tim NRTI‘lere diren¢ meydana gelir.
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Sekil 10: NRTI coklu ila¢ direci yollari
((Update of the Drug Resistance Mutations in HIV-1: December 2010)

Katalitik bolgeye yakin, avug i¢i ve bagparmak arasindaki hidrofobik cebin
icinde bulunan baglanma bdlgesine baglanan non—niikleozid RT inhibitorleri;
niikleotidlerin DNA zincirine eklenmesini saglayan kimyasal tepkimeyi inhibe
ederek etki gosterirler. En sik K103N, Y181C/I, Y188C mutasyonlart goriliir (43,
44, 45, 46).
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Sekil 11: NNRTI Mutasyonlari
(Update of the Drug Resistance Mutations in HIVV-1: December 2010)
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2.7.3. Polimeraz inhibitorleri ve Direnc

HIV-1 proteaz enzimi pol geninin 5’ ucundan kodlanan 99 aminoasitlik bir
aspartik proteinazdir. Homodimerik yapidaki bu enzim gag (p55) ve gag-pol (p160)
poliprotein iriinlerini 9 ayr1 spesifik bolgeden keserek, fonksiyonel kor proteinleri
(p17, p24, p7 ve pb) ile RT, integraz ve proteaz enzimlerinin olusmasini saglar (47).
Proteaz inhibitorleri (PI) enzimin aktif bélgesine baglanarak, gag ve gag-pol
poliproteinlerinin kesilmesine engel olur ve bdylece olgun virionlarin olusmasi
inhibe edilir. RTI’lerin aksine, PI’leri kronik olarak enfekte hiicrelerden infeksiyoz
viriis olugmasini engelleyebilmektedirler. (30) PI’lerine diren¢ proteaz enziminin
aktif bolgesinde ve ilaglarin baglanma bdlgelerinde ortaya ¢ikan niikleotid
degisimleri ile iligkilidir (30). PI’lerine kars1 olusan primer mutasyonlar virusun ilaca
duyarliligimni bes kat azaltmakta, ancak daha sonra olusan primer mutasyonlar tiim
proteaz inhibitorlerine kars1 capraz direng gelisimine yol agmaktadirlar. Bu sebeple

PI’ne kars1 direng gelismis hastalarda diger PI’leri de etkisiz kalmaktadir (30).
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Sekil 12: Proteaz inhibitorlerine diren¢
(Update of the Drug Resistance Mutations in HIVV-1: December 2010)
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2.7.4. Giris Inhibitérlerine (Fiizyon Inhibitorlerine) Diren¢

Giris inhibitorleri, gp 41’e¢ baglanarak, HIV-1’in hiicre ile fiizyonunu
engellerler. Giris inhibitorlerine karsi direng, gp41’in 36-45. pozisyonlari arasi
mutasyonlar sonucu gelisebilmektedir (40, 48, 49). G36D/S/V/E, V38A/E/M, Q40H,
N42T ve N43D mutasyonlar ile ilskilidir. (50, 51, 52) Ila¢ kesilmesi ile direng
kaybolur ve duyarlilik geri doner. Kurtarma tedavisinde diger antiretroviraller ile

kombine edilerek kullanilir.
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Sekil 13: Giris inhibitorlerine direng
(Update of the Drug Resistance Mutations in HIVV-1: December 2010)

2.7.5. Integraz inhibitérlerine Direnc

Integraz inhibitorleri, viral DNA’nin hiicre kromozomuna integrasyonu
engeller. Viral yiikte hizli disiis saglar. 92, 143, 148 ve 155. Pozisyonlardaki

mutasyon sonucu integraz inhibitorlerine direng goriilmektedir.
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Raltegravir® a2 143 148 155
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Sekil 14: Integraz inhibitorlerine direnc

(Update of the Drug Resistance Mutations in HIVV-1: December 2010)

Geligsmis {ilkelerde antiretrovirallere direng surveyansi yapilmaktadir.

Ingiltere verileri sekil 15°de gdsterilmisitir.
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Sekil 15: ART naif hastalarda yillara gore HIV ilag dire¢ prevalansi
(UK HIV drug resistance database)

2011 AIDS rehberlerine gore su durumlarda direng testleri onerilir:

Tedavi naif hastalara antiretroviral tedavi (ART) baslamadan Once, tedavi
rejimini degistirirken aktif ilaclar1 segcmek i¢cin, ART’ ye ara verilmis veya tedavi
ertelenmis ise tekrar tedavi basladigi zaman direng testti yapilir. En az bir ilag
direngli HIV, hastalarinin %6-%16’sinda goriiliir ve suboptimal viral yanit temel
diren¢ mutasyonlar1 varliginda goriilebilir. Baz1 diren¢ mutasyonlar1 kronik tedavi
almayan hastalarda yillarca saptanabilir diizeyde kalabilir. Bu nedenle ART- naif
kronik HIV hastalarinda tedavi hemen baglamis veya ertelenmis olduguna
bakilmaksizin, HIV bakimina girilir girilmez test yapilir. Viral yiik izleminde kismi
yanit alimiyorsa veya virolojik basarisizlik saptandiginda, tedavi degisikligi
yapmadan Once ( tercihen hasta tedaviye devam ederken veya ilaclar kesildikten 4
hafta i¢inde) direng testleri yapilir.

Tedavi baglanacak gebelerde veya tedavi alirken gebe kalan ve saptanabilir
HIV RNA’s1 olan kadinlarda, direng testlerinin yapilmasi dnerilir. Direng testi HIV
RNA > 1000 kopya/ ml ise, onerilir. HIV RNA diizeyleri >500 <1000 kopya/ ml ise

test basarisiz olabilir ama yine de dikkate alinmalidir. (53).
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Mutasyonun olmasi, ilacin basarisiz olmasina yol agarken, direncin olmamasi
ilacin etkili olacagini gdstermez. Tedavi rejimindeki tim ilaclar i¢in direng yoktur
diye raporlansa bile tedavi basarisizliginin birgok nedeni vardir. Direncli mutantlar
virus popiilasyonunun %25’inin altinda ise saptanmayabilir. Ila¢ bir kez hastay:
tedavi etmek i¢in kullanildiginda direngli varyant tekrar baskin hale gelir ve tedavi
basarisizligina yolagar. ilag-ilac etkilesimi, diisiik doz tedavi ya da laboratuvarin testi

uygulama ya da yorumlamasinda hata olabilir (54, 55).

2.7.6. M41L Direnci

Mutasyonlarin bir kismi primer ya da major, bir kismi ise sekonder ya da
minor mutasyonlar olarak tanimlanir. Primer ya da major mutasyonlar ilgili ilag ya
da ila¢ smifina karsi tek baslara belirgin bir dirence yol agarken, minér ya da
sekonder mutasyonlar ancak baska mutasyonlarla birlikte olduklarinda dirence
katkida bulunurlar.

Mutasyonlar tipik olarak yabanil tipteki amino asidin kodu + pozisyon + yeni
gelen aminoasidin kodu seklinde ifade edilir. Ornegin 41. Kodondaki Metionin
yerine LoOsin gegmisse M41L seklinde belirtilir. Kodon degisikligi: ATG—
TTG/CTG seklindedir. Bu mutasyon NTRI’lerinde goriiliir. Genellikle T215Y ile
iligkilidir. T215Y ile birlikte oldugunda fenotipik direng tek basina T125Y den daha
fazladir. AZT diren¢ mutasyonu M41L, Glu44 (Glutamik asit) and Phell6
(Fenilanalin) proksimalindedir. 41. pozisyondaki 16sin, Phe 116 ve 3’-azido grubu ile
cevredeki kalintilarin (rezidiilerin) etkisini dengeler ( Sekil 16). M41L disindaki
diger AZT diren¢ mutasyonlarinin, Zidovudine Trifosfat (AZTTP)’in reverse
transkriptaza kismu baglanmasina fark edilebilir herhangi bir yapisal etkisi yoktur

(56, 57).
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Sekil 16: Zidovudine diren¢ mutasyonu M41L’ nin pozisyonu
(Structural basis of HIV-1 resistance to AZT by excision. Natural structural &

molecular biology 2010)

2.8. Niikleik Asit Cogaltma Yontemleri

Niikleik asit ¢ogaltma ve saptama yontemleri genel olarak iki grupta
incelenmektedir.

1. Niikleik asit prob hibridizasyon yontemleri

2. Niikleik asit amplifikasyon yontemleri

Niikleik asit prob hibridizasyon yontemleri, molekiiler yontemlerin en eski ve
en basit olanidir. Ornekteki hedef niikleik asit dizisi, komplementeri olan isaretli bir
prob ile hibritlenmekte ve tan1 konmaktadir. Problar, 20-30 niikleotidten olusmus ve
hedef dizinin karsit1 olarak laboratuvarda sentezlenmis, siklikla bir dedektor
molekiille isaretlenmis oligoniikleotidlerdir. Niikleik asit kimyasi kendi karsitini
yapma yetenegine dayanmaktadir. DNA molekiilii yeteri kadar 1sitilirsa ¢ift iplikli
heliks yapiy1 tutan hidrojen baglar tahrip olur ve molekiil tek sarmalli yapiya
denatiire olur. DNA sogumaya birakilirsa, komplemanter baz c¢iftleri birlesir
(renatiirasyon) ve ¢ift heliks yap1 olusur. Prob tek zincirli hale gelmis DNA veya
RNA dizisi olup, ilgi duyulan gendeki DNA veya RNA zincirinin komplementeridir.
Uygun 1s1, tuz, pH sartlarinda, prob hedef DNA’ya baglanir ve radyoaktif sinyallerin

goriiniir hale getirilmesi ile tan1 konur (58). Kiiltiirii veya identifikasyonu zor olan
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mikroorganizmalarin genomik yapilar tespit edilerek, identifikasyonunun kolayca
yapilabilmesi amaciyla kullanilmaktadir. Bir defada sinirli sayida patojenin isleme
alinmasi, yaygin olmayan patojenlein 6n Kkiiltiirlerinin ve duyarlilik testlerinin
yapilmasinin gerekli olmasi, yanlis pozitif ve yanlis negatif sonuglarinin fazla olmasi
nedeniyle cok fazla kullanilmayan bir yontemdir. Niikleik asit amplifikasyon
yontemleri ise son yillarda siklikla kullanilmaktadir.

Niikleik asit amplifikasyon yontemlerinde en sik kullanilan 3 farkli yontem
vardir.

e Hedef (target) amplifikasyon yontemleri

e Probe amplifikasyon yontemleri

¢ Sinyal amplifikasyon yontemleri

Hedef amplifikasyon yontemlerden en 6nemlisi polimeraz zincir reaksiyonu
(PZR)’dur. PZR molekiiler biyoloji ve biomedikal arastirmalar, bakteriyel, viral,
fungal ve protozoal hastalik etkenlerinin tanisi, gida, su ve yiyeceklerde bulunan
mikroorganizmalarin tanisi, genetik bozukluklar ve kanser taramalari, prenatal tani
ve cinsiyet belirlenmesi, gen tedavisi ve DNA agilari, adli tip’da suglu teshisi,

antropoloji gibi oldukga genis kullanim alani vardir ( 58, 59).

2.8.1. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)

PZR, spesifik DNA segmentlerininin vitro amplifikasyonudur. Hedef DNA
bir tiipte in vivo DNA replikasyonuna benzer sekilde ¢ogaltilir. ilk kez 1983°de Kary
Mullis adli bir biyokimyaci tarafindan gelistirilmistir. {lk kez basarili in vitro DNA
amplifikasyonu Saiki ve ark. tarafindan 1985 yilinda gergeklestirildi.

PZR Gerekli malzemeler:

e Hedef diziyi tasiyan kalip DNA

e Kalip DNA ile eslesebilen 2 tiir oligoniikltid primeri

e Dort tiir AINTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)

e Termostabil DNA polimeraz enzimi ( tag, Vent)

e Tampon

e MgCI2
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Her PZR, istenilen sayida tekrarlanabilen dongiilerden olusur. Bir PZR
dongiisti sirastyla, deoksiriboniikleikasidin (DNA) iki zincirinin yiiksek sicaklikta
birbirinden ayrilmasi ("Denaturation"); sentetik oligoniikleotidlerin hedef DNA'ya
baglanmasi ("Annealing") ve zincirin yeni ¢ift zincirli DNA'lar olusturacak sekilde

uzamasi ("Extension") asamalarindan meydana gelir (58, 60)

Kahp DNA

1. Asama
Denatiirasyon

'fhnﬂ UL IRERTRAE SRR et TR R L
3 : _ JMJMMHJE 2. Asama

Primer Baglanmasi

rﬂTﬂ'ET!m‘l'[’_ﬂ"m
s LIS 3, Asama

>N 2~ 7 Yeni Zincir Sentezi
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~
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Sekil 17: Polimeraz zincir reaksiyonunda bir siklusun asamalari
(Vierstrate A. Principle of the PZR. 1999)

2.8.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu Cesitleri

1- Invers (Tersine Dénmiis) PZR
2- Homopolimerli PZR

3- Insitu PZR

4- Hot start PZR

5- Multipleks PZR

6- Kantitatif PZR

7- Nested, seminested PZR

8- RT (Revers transcriptase) PZR
9- Touch down PZR
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10- Consensus PZR

11- Real time PZR
Bu ¢alismamda TagMan prob ile ‘Real Time’ PZR yontemi kullanilmistir.

2.8.3. Real Time PZR

Niikleik asit ¢ogalmasiyla es zamanl olarak artis gosteren floresans sinyalin
Olciilmesiyle, kisa siirede kantitatif sonug verebilen bir PZR yontemidir. Ticari olarak
gelistirilmis Ui¢ tipi bulunmaktadir. Bunlar; LightCyler (Roche), TagMan
(PEBiosystem) ve iCycler (BIO-RAD) sistemleridir (61, 62, 63)

2.8.3.1. Real Time —PZR‘da Kullamilan Prob Sistemleri ve Boyalar

1- Ozgiil olmayan floresan isaretli boyalar; Oregin, Syber Green
2- Ozgiil floresan isaretli boyalar;

* 5 niikleaz (TagMan problar),

* FRET hibridizasyon problari

* Molekiler ‘beacons’

Syber Green; sadece cift zincirli DNA’ya baglandiklarinda floresan veren,
duyarl fakat 6zgilin olmayan bir floresan boyadir, amplifikasyona baglit DNA artisi,
ortaya c¢ikan floresanin miktar1 ile Olgiilmektedir. Primerin baglanmasini takiben
gerceklestirilen uzama asamasinda hedef DNA’nin ¢ift sarmal hale gelmesiyle
DNA’ya baglanan Syber Green miktar1 artmakta ve buna bagl olarak floresan
miktarinda artis gozlenmektedir. PZR amplifikasyonunun ardindan sicaklik yavas
yavas yiikseltilerek tiipteki floresans miktar1 kaydedilir. Cift sarmal DNA zincirleri
birbirinden ayrildik¢a ‘Syber Green’ boya serbest kalmakta ve floresan miktari
azalmaktadir.

Denatiirasyon oldugunda floresan sinyali aniden diismektedir. Erime
egrisinden yararlanilarak amplikonun Ty, derecesi saptanabilmektedir. Klinik 6rnegin
Tm derecesi ile pozitif kontroliin Ty,’i karsilastirilarak sonug verilir. Bu uygulamada,
floresans artis1 her zaman spesifik amplifikasyonu gostermeyebilir. Ciinkii ¢ift

sarmal DNA’ya entegre olan Syber Green 1 ortamda hedef molekiiller olmadiginda
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primerlerin kendi aralarinda gergeklesecek olan baglanmalar (primer dimer)
sonucunda da yapiya katilarak floresans olusumuna sebep olabilmektedir. Bu
olumsuz faktorii gidermek i¢in amplifikasyon iiriinlerinin erime egrisi (melting
curve) analizi yapilmaktadir. Her ¢ift sarmal DNA, kendine 6zgii erime 1s1s1 (Tp, ¢ift

sarmal DNA’nin %50’sinin tek sarmal hale gelmesi icin gerekli sicaklik) degerine
sahiptir (58, 64, 66, 67).

Sekil 18: Syber Green; baslangic asamasi
Amplifikasyonun baglangicinda reaksiyon tiipii iginde ‘Syber Green’, primerler ve

denatiire edilmis DNA ayr1 ayr1 bulundugu i¢in floresans yok denecek kadar azdir.

Sekil 19: Syber Green; Primerin hedef molekiile baglanmasi
Primerlerin hedef molekiile baglanmasinin ardindan az miktarda ‘cyber green’ ¢ift

sarmal yapiya katilmakta ve bunun sonucu olarak yayilan floresans miktar1 da az

olmaktadir.
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Sekil 20: Primer uzamasi

Primer uzamasinda yeni sentezlenen ¢ift sarmal DNA’nin yapisina gittikce fazla

miktarda boya katilarak zaman iginde floresans derecesinde artisa neden olmaktadir.

TagMan (Taq Polymerase + PacMan = TagMan) Prob;

TaqMan sisteminde 5’ ve 3’ uglarindan florokrom maddelerle isaretli problar
kullanilmaktadir. Probun 5’ ucunda reporter florokrom (6-carboxyfluorescein= 6-
FAM), 3’ ucunda ise baskilayici (quencher) florokrom (6-carboxy-tetramethyl-
rhodamine= TAMRA) bulunmaktadir. Prob tek sarmal hale getirilen hedef molekiil
tizerinde, primerlerin baglanma bdlgesinin arasinda kalan yere baglanir. Prob-hedef
molekiil arasindaki hibridizasyon devam ettigi siirece reporter florokrom maddenin
sinyal olusturmasi, 3’ ugtaki baskilayici florokrom tarafindan engellenmektedir.
Primerlerin hedef niikleik asite baglanmasini takiben primer uzamasi probun
baglandig1 noktaya kadar geldiginde, sentezin devam edebilmesi i¢gin Taqg DNA
polimeraz enzimi 5’-3 ’niikleaz aktivitesini kullanarak probu 5’ uctan yikmaya
baslar. Boylece reporter serbest hale gecer ve sinyal olusur. Her siklusda iiretilen

amplikonun miktarina parelel olarak sinyal siddeti de artmaktadir (62, 63, 68).

primer

teplate DNA

Sekil 21: TagMan Prob
(http://www.bio.davidson.edu/courses/Molbio/MolStudents/spring2003/Pierce/realti
mePZR)

3
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FRET hybridizasyon; Bu sistemde ise hedefe 6zgiil problar kullanilarak testin
spesifitesi arttirilmistir. Problardan biri 3’ ucundan floresan boya (dondr boya),
digeri 5° ucundan alict1 boya (acceptor dye) ile isaretlenmistir. Problar hedef
amplikonlar iizerinde birbirine yakin (1-5 niikleotid) uzaklikta yere baglanmakta ve
isaretli uclar yan yana (head to tail) gelmektedir. Iki boyanm yan yana gelmesiyle
aciga c¢ikan enerji, ikinci prob iizerindeki alici boyay: etkileyerek floresans
olusumuna yol agmaktadir. FRET (Fluoresance resonance energy transfer) olarak
adlandirilan bu enerji transferi sonucunda olusan floresans miktari, ortamdaki
hibridizasyonun derecesine, diger bir ifadeyle PZR siklusu siiresince olusan
amplikonlarin miktarima bagli olarak artmaktadir. Bu enerji (FRET) transferi
sonucunda olusan floresans miktari, ortamdaki hibridizasyon derecesine, diger bir
ifade ile PZR siklusu siiresince olusan amplikonlarin miktarina bagli olarak

artmaktadir (62, 63).

Fluorescent
5
Excitation A4 E Emission A5

; FAM/\/\»Red 640

Amplification product

Sekil 22. FRET Hibridizasyon

Molekiiler Boncuk Yontemi (Molekiiler Beacons),

TagMan ile arasindaki fark, moleculer boncuklarin ug ilmek yapilarinin, prob
hedef baz dizilerine hibridize olmasa dahi, iki etiketi miimkiin oldugu kadar birbirine
en yakin pozisyona getirme bakimindan optimize edilmis olmasidir. Bu nedenle,

floresan maximum oranda azaltilmistir.
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Sekil 23: Molekiiler Boncuk Yontemi “Molekiiler Beacon”

Molekiiler boncuklar oligoniikleotid problardir. Hedef DNA/RNA ‘ya
hibridize olunca yapilarinda degisiklik olabilecek 0Ozelliktedir. Ortamdaki 1s1
degisimleri sirasinda molekiiliin yuvarlak yapisi diiz hale gecebilmektedir. Kullanilan
problar hedef niikleik asit dizilerine hibridize olmadan 6nce iki boya; baskilayici
(quencher) ve florofor birbirlerine en yakin pozisyonda bulunmaktadir. Bu sirada
baskilayici kisim floresanin yayilmasini engeller. Ilmek, hedef baz dizilerine
hibridize olunca, molekiiler boncuklarin konformasyonu degisir. Boyalar birbirinden
uzaklasir ve FRET olusur. Ortamda olusan floresans miktari da artar (58, 68).

Gergcek zamanli PZR, kisa siirede kantitatif sonu¢ verebilmektedir. Tiipler
acilmadan tanmiya gidildigi i¢in kontaminasyon riski diisiiktiir. Elektroforeze gerek
kalmadan ¢ogalma esnasinda sonug¢ alinabilmektedir. Ayrica floresan veren problar

kullanilarak hedef niikleik asitteki mutasyonlar saptanabilmektedir (69).

2.8.4. Dizi analizi

DNA dizi analizleri yada sekanslama, DNA birincil yapilarinin ve niikleotid
baz diziliminin bilgisayar kullanarak, biyoinformatik yontemlerle incelenmesidir.
Analiz bir niikleik asit dizisinin digerine hibridizasyonuna dayanir. Bu hibridizasyon
sirasinda radyoaktif ya da radyoaktif olmayan maddelerle isaretleme yapilir. Siklikla
gen mutasyonlar1 tespiti ya da rekombinant DNA olusum yapilarinin tayininde
kullanilir.

Ik dizi analiz c¢alismalar1 1960’11 yillarin basinda 75-80 niikleotidlik
tRNA’larla baglanmistir (70, 71) Niikleotid dizilerin belirlenmesinde iki temel teknik

kullanilmaktadir.
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» Sanger dideoksi yontemi (72)

« Maxam-Gillbert kimyasal degredasyon yontemi (73)
Her iki teknik de {i¢ temel basamaktan olusmaktadir.

* DNA’nin hazirlanmasi

* Reaksiyonlar

* Yiiksek voltajli jel elektroforezi

Her iki analiz sirasinda da tek iplik¢ikli DNA pargalar1 hazirlanan DNA dizi
analiz yontemleri arasindaki temel fark, DNA fragmanlarinin iiretilme bigiminden
kaynaklanir. Jel elektroforezi yiliksek ¢oziintirlitkteki DNA molekiillerini ayristirdigi
icin her iki yontemde de kullanilir.

Insan Genom Projesi gibi biiyiikk projeler ¢ok sayida DNA dizi analizi
yapilmasin1 gerektirmektedir. Artan analiz sayisi, uzun zaman ve yiiksek is giicii
gerektirir. Otomatik DNA dizi analizleri zaman kazanci yaninda, standart ¢alisma
kosullar1 ve elde edilen sonuglarin degerlendirilmesinde de yarar saglamistir.

Otomatik analizde de, Sanger’ in enzimatik DNA sentezine dayanan zincir
sonlanma yontemi kullanilmistir. Otomatik DNA dizi analiz cihazlar basit olarak,
sabit bilgisayarda yiiklii programlar ile bu programlarin yonettigi elektroforez
sistemini igerir. Elektroforetik iinitelerde bulunan lazer 151k kaynagi ile
monokromatik bir 151k olusturulur. S6z konusu DNA’nin bulundugu jel matriks bu
monokromatik 151k ile taranir. Elektroforez siiresince DNA’ ya baglanan floresan
boya 1sik ile taranan bolgeye geldiginde uyarilir. Uyarilan boya kendi igin
karakteristik olan dalga boyunda 1181 geri yansitir. Yansiyan bu 1sik demeti bir
detektor tarafindan kaydedilir. Kaydedilen veriler bilgisayar programlart ile
degerlendirilerek sonuclar grafiksel ya da matematiksel olarak bilgisayar ekranina
aktarilir. DNA dizi analizi cihazlarinda 6 bazdan1000 baza kadar giivenli okuma
yapilabilmektedir (73).

Bu c¢alismada daha 6nce ABI Prism 310 genetik analiz sistemi kullanilarak
M41L direnci aragtirllmis HIV ile enfekte olmus hasta plazmalar1 Nokta-Mutasyon
Spesifik Ger¢ek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (NMS-GZ-PZR) ile

incelendi.
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2.8.4.1. ABI Prism 310 Genetik Analiz Sistemi

Kendinden onceki sistemlerden farkli olarak ABI Prism 310 Genetik Analiz
Sistemi poliakrilamid jel matriks sistemi yerine kapiler sistem i¢ine doldurulan
polimer jelmatriks sistemi igerir. Bu polimer jelmatriks ¢ap1r nanometre dlgiitlerinde
olan cam borular igerisine doldurulur. Cihaz iki ana par¢adan olusur. Birinci kisim
veri initesidir. Veri {initesi bir bilgisayar sisteminden ibarettir. Bu bilgisayarda,
ikinci kisim ile baglantiyr kuran ve ikinci kismi kontrol eden programlar yukliidiir.
Ikinci kisim analizin yapildig1 elektroforez kismidir (74). ABI prism genetik analiz
sistemin jel hazirlama islemlerini ortadan kaldirma, yliriitme islemlerini dakikalar
icerisinde gergeklestirme is akisini otomatize ederek maliyetleri ve is giicilini
azaltma, islem hacmini arttirmak i¢in 5 boyayi kendiliginden saptama gibi avantajlari
vardir.

Klasik DNA dizileme tekniklerinde eldeki bir populasyondaki farkliligi ayirt
etme rezoliisyonu %20 civarindadir. Klasik DNA dizilemede sisteme baslangicta
milyonlarca fragman verilmis oldugu halde tek bir sonug elde edilir. Ancak, virus,
bakteri, algler ile nadir goriilen allel'ler oldugunda ve kanserde ilaca direncin daha
bastan saptanabilmesi klasik DNA dizileme teknikleri ile miimkiin degildir. Viral
populasyonda var olabilecek direncin %1 ve daha da asagi bir hassasiyetle

saptanabilmesi yeni nesil teknolojiyle miimkiindiir.
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3. YONTEMLER

Calismada, 1.U. Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Molekiiler Mikrobiyoloji
Laboratuvari’nda daha dnce konvansiyonel dizi analizi ile (ABI Prism 310, Foster
City, A.B.D.) incelenmis, enfekte oldugu tarih bilinmeyen, HIV-1 genotip B pozitif
60 olgunun kan ornekleri kullanildi. Center for Diseases Control’den (A.B.D.)
Heneine ve arkadaglar1 tarafindan HIV-1 genotip B’de olusabilen dokuz ana ilag
mutasyonunu saptamak tizere gelistirilerek valide edilmis oldugu ve konvansiyonel
dizi analizine goére duyarligmin daha yiiksek ve yorumunun daha kolay oldugu
bildirilen NMS-GZ-PZR yontemi, LightCycler 2.0 (Roche Applied Science,
Almanya) aygit sisteminde, M41L diren¢ mutasyonunu saptamak iizere Onerilen
primer setleri (n=5) ve TagMan probu kullanilarak ¢alisildi. RNA kalitesinin bozuk

olduguna karar verilen ii¢ drnek ¢alisma dis1 birakildi.

3.1. RNA izolasyonu

HIV-1 RNA’s1 plazmadan, QIAamp® MinElute® Virus Spin Kit(50) (Kat.
No: 57704) manuel izolasyon kiti kullanilarak izole edilmistir. Extraksiyon i¢in, 25
ul Qiagen protease 1.5 ml. lik bir tiipe konuldu. Tiipe 200 ml HIV pozitif oldugu
bilinen plazma eklendi. 220 ul tampon ¢ozeltisi (buffer AL) + 6.2 ul tasiyict RNA
karigtmindan 200 pl Ornegin lizerine eklendi. Tiipiin kapagi kapatilarak 15 sn.
vortexlendi. Hazirlanan Ornek 56°C‘lik su banyosunda 15 dk. bekletildi.
Inkiibasyondan sonra &rnegin {izerine 250 pl etanol eklendi. Tiipiin kapag
kapatilarak 15 sn. vortekslendi. Oda sicakliginda 5 dk bekletildikten sonra 8000
rpm’de 1dk santrifiij edildi. QIAamp MinElute kolonu temiz bir 2 ml’lik toplama
tiipliniin i¢ine yerlestirildi ve alttaki 1.5 ml’lik tiip i¢inde biriken siviyla birlikte
atildi. Santrifiijden sonra sivinin tamami kolondan gegip, kolonda hi¢c sivi
kalmayinca kadar santrifiij edildi. QlIAamp MinElute kolonunu ac¢ip 500 ul Buffer
AW1 eklendi. Kapak kapatilip 8000 rpm’de 1dk santrifiij edildi. QlAamp MinElute
kolonu temiz bir 2 ml’lik toplama tiipiiniin i¢ine yerlestirildi ve alttaki 1.5 mlI’lik tiip
icinde biriken siviyla birlikte atildi QIAamp MinElute kolonunu agip 500 pl Buffer
AW?2 eklendi. Kapak kapatilip 8000 rpm’de 1dk santrifiij edildi. QlIAamp MinElute
kolonu temiz bir 2 ml’lik toplama tiipiiniin i¢ine yerlestirildi ve alttaki 1.5 mI’lik tiip

icinde biriken siviyla birlikte atildi, QIAamp MinElute kolonunu acip 500 pl etanol
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(%96-100) eklendi. Kapak kapatilip 8000 rpm’de 1dk santrifiij edildi. i¢inde siv1
biriken toplama tiipii atildi. QlIAamp MinElute kolonu temiz bir 2 ml’lik toplama
tiipliniin i¢ine yerlestirildi ve maksimum hizda (14, 000 rpm’de) 3dk santrifiijlendi.
Kolon 1.5 ml’lik temiz bir tiiplin i¢ine yerlestirildi. Laminar kabinde kuru 1s1
tiiplerinin i¢inde, agz1 acik sekilde 15 sn bekletilerek kolonun tamamen kurumasi ve
etanolun ugmasi saglandi. 40 ul Buffer AWE eklendi, kapak kapatildi 1dk. oda
sicakliginda bekletildikten sonra maksimum hizda (14000 rpm’de) 1dk santiriijlendi.
Bu asamada filtreli tlipler atildi. Alttaki koleksiyon tiipleri i¢indeki Ornekler
ependorflara aktarildi ve HIV—1 RNA’s1 elde edilmis oldu.

3.2. PZR Calismalari
3.2.1. RT-PZR Cahsmalari

RT-PZR (Revers Transkriptase) RNA Viriis Master kiti ile ¢alisildi.

RT-PZR teknigi total RNA {izerinden sentezlenen cDNA fragmanlarinin kalip
olarak kullanildigi bir PZR metodudur. Bu metod ile DNA iizerinde bulunan bir
genin protein iretmek lizere mesajct RNA’ya (mRNA) doniisiip donlismedigi ve
ekspresyon yapilan genin mRNA miktarlarinin karsilastirilmast miimkiin olmaktadir.

Calismamizin 1. asamasi, RT-PZR (Revers Transkriptase PZR ) RNA Viriis
Master Kiti ile LightCycler (LC) 2. 0 (Roche Applied Science, Almanya) cihazinda
caligildi. LightCycler 2.0 optik {initesi 6 farkli kanal ile ayni zamanda floresans
Olciimii yapabilmektedir. Bu kanallar 530nm, 560nm, 610nm, 640nm, 670nm
ve705nm. 530 nm’de kanal 1 (F1) Syber Green I ve floresan boyalarini kullanarak,

sinyalleri 6lger. Calismamizin analizleri 530 nm kanalinda incelendi.

Tablo 2: RT-PZR i¢in kullanilan primer dizileri

RT- PZR Primer Dizisi
RTP-F1 CCTCAG ATCACTCTT TGG CAA CG
RTP-REV CTT CTG TAT GTC ATT GAC AGT CC

Primer dizileri, Integrated DNA Technologies (IDT) sitesi, OligoAnalyzer

3.1’den kontrol edildi. Yine bu siteden primer ve problarin Ty, dereceleri bulundu.
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Tablo 3: RTP —PZR karisimi

Bilesen Miktar
Su 8.6 ul
Enzyme blend 0.4
Reaksiyon Buffer 4 ul
Forward Primer (RTP F1) 1.0 pl
Revers Primer (RTP REV?2) 1.0 pl
RNA 5ul
Toplam Hacim 20.0 1
Tablo 4: RT-PZR sartlar
Analiz Modu Segment | Dongii Sl:j‘é{;lk (ﬂﬁI?nETS %aa:?ep Ac?\bljci)sdi;ion
(°C/s)
RT
Yok 1 1 50 00:08:00 |20 Yok
Baslangi¢ denatiirasyonu
Yok 1 1 95 00:00:30 |20 Yok
Amplifikasyon
Ayrilma 95 00:00:01 20 Yok
Amplifikasyon | Baglanma 45 52 00:00:20 20 Single
Uzama 72 00:00:01 2 Yok
Sogutma asamasi
Yok 1 1 40 00:00:30 |20 Yok
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3.2.2. ikinci PZR Cahsmalar:

fkinci PZR asamasinda RT-PZR’da elde edilen iiriin, kalip DNA olarak

kullanildi ve bu asamada M41L mutasyonunu saptayacak primerler ve Tagman®

problar1 kullanilarak mutant varyant; M41L bolgesi; total viral kopya sayisini

saptayacak primerler ve Tagman® prob kullanilarak, yabanil virusun; total viral

kopya bolgesi (com) arastirildi.

Tablo 5: M41L Primerler ve tagman prob dizisi

MALL —ozgii Primer Dizisi
primerler

F1 AAT AAA AGC ATT ART RGA AAT YTG TRC AGC AT
F2 AAT WAA AGC ATT ART RGA AAT YTG TRC WGC AT
F3 AAA AGC ATT ART RGA AAT YTG TRC AGG AC
F4 TAA AAG CAT TAR TRG AAATYT GTR CAK GTC
F5 AAG CAT TAR TRG AAATYT GTR CAK GGC
REV CCT AAT TGA ACT TCC CAG AAGTCT TG
EAM TTG GGC CTG AAA A“T’C CAT ACA ATA CTC CAG

TATTT
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Tablo 6: Com primerleri

Com spesifik Primerler Primer dizisi
Com FWD CTT CTG GGA AGT TCA ATT AGG AAT ACC
Com REV TGG TGT CTC ATT GTT TRT ACT AGG TA
Com 1P FAM-TGG ATG TGG GTG A“T”’G CAT ATT TYT
CARTTCCCT TA
FAM-TAC TGG ATG “T” GGG TGA TGC ATA
Com 2P

TTITTTCARTTCCCTT A

Total viral kopya reaksiyonu (Com) ve mutant varyant reaksiyonu (M41L)
primer ve prob dizilerinde normal bazlarin disinda farkli kodlar kullanilmistir. Bu bu

kodlar agagidaki tabloda gosterilmistir.

Tablo 7: Niikleik asit bazlar icin tek harfli kodlar tablosu

(IUPAC codes-Bioinformatics.com)

Sembol Anlami Ac¢iklama
G G Guanin
A A Adenin
T T Timin
C C Sitozin
R AyadaG piRin
Y CyadaT pYrimidin
M AvyadaC aMino
K GyadaT Keto
S CyadaG Birbirine sikica baglanmis 3H bagi
W AyadaT zay1f 2 H bagi
H A, CyadaT (G degil) H alfabede G'yi izler
B C,GyadaT (A degil) B alfabede A'y1 izler
\Y A, CyadaGT (U degil) V alfabede U'yu izler
D A GyadaT (C degil) D alfabede C'yi izler
N A C GyadaT herhangi bir baz
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Tablo 8: M41L Tagman PZR Karisim

Bilesen Miktar
Steril distile su 7.6 ul
Forward Primer (M41L F1) 0.35 ul
Forward Primer (M41L F2) 0.1 ul
Forward Primer (M41L F3) 0.32ul
Forward Primer (M41L F4) 0.13 pl
Forward Primer (M41L F5) 0.1pul
Revers Primer( M41L REV) Tl
Tagman Probe (M41L P) Tl
Enzim karisimi 0.13 ul
Reaksiyon tamponu 4 ul
RNA 5ul
Toplam Hacim 20.0 pl
Tablo 9: Total kopya reaksiyonu Tagman PZR Karisim

Bilesen Miktar

Steril distile su 7.6 ul
Enzim karigimi 0.4 pul
Reaksiyon tamponu 4 ul
Forward Primer (comF1) 1.0 pl
Revers Primer (com REV2) 1.0 pl
Tagman Probe (com P1) 0.6 ul
Tagmqgn Probe (COMP2) 0.4 pul
RNA 5ul
Toplam Hacim 20.0 nl
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Tablo 10: 2.PZR M41L- COM Sartlan

Ramp

Analiz Modu | Segment | Dongii Sl:j‘é{;lk (EEI%ETS I;{ate Ac?\;IJ(iJsdit;on
(°C/s)
Initial denaturation
Yok 1 1 95 00:00:30 |20 Yok
Amplifikasyon
Denaturation 95 00:00:01 20 Yok
Amplifikasyon [ Annealing 45 52 00:00:20 20 Single
Extension 72 00:00:01 2 Yok
Sogutma asamasi
Yok 1 1 40 00:00:30 |20 Yok

Tablo 11: IDT oligo analyzer sitesinden bulunan Primer ve problarmm, Tm

dereceleri

Primer Tm
RT-FWD 58°C
RT-REV 53.2°C
Com-FWD 55.3°C
Com-REV 54.4°C
Com 1P 62.2°C
Com 2P 62.4°C
M41L F1 56.3°C
M41LF2 56.3°C
M41L F3 56.3°C
M41L F4 55.3°C
M41L F5 57°C
M41L REV 55.6
M41L P 60.8
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3.2.3. PZR Optimizasyonu

1. PZR (RT PZR) asamasi i¢in sicaklik optimizasyonu yapildi. Bunun i¢in
dizi analizi ile M41L mutasyonu pozitif saptanan iki 6rnek segildi ve 3 farkli T,
sicakligi (52, 53 ve 54° C) denendi.

RT PZR ile bir iiriin elde edildi. 2. PZR’1n optimizasyonu i¢in RT PZR’1n ii¢
farkli Tr, sicakliginda elde edilen PZR iirtinleri, yine 3 farkli Ty, sicakliginda (52, 53
ve 54°C) denendi. 2. PZR’ da M41L mutasyonunu saptayacak 5 farkli forward
primer, 1 revers primer ve bir 6zgiin Tagman® prob ile M41L bolgesini ve 1
forward, 1 revers primer ve 2 6zgiin tagman prob ile kopya sayisi bolgesi ¢ogaltildi.

En iyi sonuglar Ty, 52°C’de alindig i¢in tiim 6rnekler Ty, 52°C’de ¢alisildi.

dH20-M41L
14 dH20-Com

4
v
4
v
v

2 4 6 B 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 M4 3B 38 40 42 4
Cycles

Sekil 24: RT- PZR 52- 53 ve 54 °C ‘de elde edilen iiriinlerin M41L ve
com PZR 52 °C ‘deki amplifikasyon boélgelerinin goriintiisii
52°C’ de com ve M41L bolgelerinin her ikisinde de ¢ogalma goriildii.
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Amplification Curves

4 B
Cyelen

B 10 12 14 16 18 20 22 M 26 22 30 2 M X 3| 40 4z 44

Sekil 25

com PZR 53 °C ‘deki amplifikasyon bdélgelerinin goriintiisii

:RT-PZR 52- 53 ve 54 °C “de elde edilen turiinlerin M41L ve

54°C’ de M41L boélgelerinde ¢ogalma olmadi.
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Fluorescence (530)
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Sekil 26: RT- PZR 52- 53 ve 54 °C ‘de elde edilen iiriinlerin M41L ve

com PZR 54°C ‘deki amplifikasyon boélgelerinin goriintiisii

54°C’ de M41L bolgelerinde cogalma olmadi.
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Standard curve could not be calculated.
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Sekil 28: M41L bdlgesinde Amplifikasyon olmamus;

M41L mutasyonu negatif 6rnek

Konvansiyonel dizi analizi ve NMS-GZ-PZR yontemlerinden birisinin
referans yoOntem statiisii olmadig1 icin, iki yOntem arasindaki karsilagtirmali

uyusmanin giivenirligi, kapa istatistigi ile ol¢iildii.
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Sekil 29: ACt dagilimlar
ACt degerleri, en diisiik 0.18 ile en yiiksek 13.5 arasinda dagimstir. Ug &rnegin ACt
degeri ¢ok diisiik bulundu ve genel dagilimin gézlendigi grubun disinda kaldi. Alti
ornegin ACt degeri yiiksek bulundu ve genel dagilimin disinda kaldi. Genel dagilim
grubunda yer alan 23 6rnegin ACt degerleri, 2.5 ile 7.5 arasinda dagilim gosterdi.
Merkezi egilim dagilimina gore, ACt ortanca degeri (5.81) esik deger olarak

belirlendi.

Kiimeleme analizine gore 1. kiime ACt ortanca degeri: 1.52 bulundu, 5 6rnek
bu kiimede yer alirken, 2. kiimenin ACt ortanca degeri 5.69 bulundu, bu grupda 21

ornek, 3. kiimenin ortanca degeri: 12.02 bulundu, 6 6rnek de 3 grupda yer aldi.

Tablo 12: Konvansiyonel Dizi analizi pozitif- NMS-GZ-PZR pozitif toplam 6

ornegin kiimelenmesi

Dizi analizi (+) - NMS-GZ-PZR (+

Ornek sayisi Kiime Uzakhik
1.6rnek 1 .000
2. ornek 2 330
3. 6rnek 2 330
4.6rnek 3 227
5.0rnek 3 .007
6. ornek 3 233
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Tablo 13: Konvansiyonel dizi analizi negatif- NMS-GZ-PZR pozitif 10 6rnegin

kiimelenmesi

Dizi analizi (-) - NMS-GZ-PZR (+)
Ornek sayisi Kiime Uzakhik
11.6rnek 1 0.025
8. ornek 1 0.025
15. 6rnek 3 0.762
14. 6rnek 3 0.222
12. 6rnek 3 0.358
16. 6rnek 3 0.628
10. 6rnek 2 0.35
9. 6rnek 2 0.25
7. 6rnek 2 0.24
13. 6rnek 2 0.36

Tablo 14: Konvansiyonel dizi analizi negatif- NMS-GZ-PZR negatif 16 6rnegin

kiimelenmesi
Dizi analizi (-) - NMS-GZ-PZR (+)

Ornek sayisi Kiime Uzaklik
17. 6rnek 1 0.334
18. drnek 1 0.234
19. 6rnek 1 0.004
20.6rnek 1 0.016
21. drnek 1 0.036
22. drnek 1 0.176
23. ornek 1 0.346
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24. drnek 2 0.317
26. 6rnek 2 0.023
27. drnek 2 0.293
28. ornek 3 0.955
29. 6rnek 3 0.555
30. 6rnek 3 0.085
31. 6rnek 3 0.095
32. 6rnek 3 0.165
33. drnek 3 1.335

Konvansiyonel dizi analizi pozitif- NMS-GZ-PZR negatif sonucumuz

olmadig1 i¢in bu gruba kiimeleme analizi yapilmada.

3.3. Sonuclar

Olgu 6rnekleri (n=57) arasindan, NMS-GZ-PZR sonuglarina gore, total viral
kopya amplifikasyonunun Ct degeri 10’dan kiigiik olan (yiliksek kopya sayisi nedeni
diliisyon ile tekrar gerekliligi) ve 26’dan biiyiik olan (diisiikk kopya sayist nedeni ile
belirsiz sonug) Ornekler (N=25), Oneriye uygun olarak, pozitiflik 6lgiitii amaciyla
kullanilacak ACt esik degerini belirlemek i¢in yapilan ¢alismanin disinda birakildi.
Esik deger hesaplamasinda kullanilan 6rneklerin (n=32), merkezi egilim dagilimina
gore ACt ortanca degeri (5.81) esik deger olarak belirlendi. Buna gore, ACt degeri,
esik degerin lizerinde olan olgu 6rnekleri, M41L mutasyonu agisindan negatif kabul
edildi. Bu esik deger olciitii ile degerlendirilen NMS-GZ-PZR sonuglarina gore, 32
ornegin 16’sinda M41L diren¢ mutasyonu pozitifligi saptandi. Bu orneklerin
altisinda, konvansiyonel dizi analizi sonuglarina gore de, M41L diren¢ mutasyonu
pozitifti. Calismaya alinan tiim olgu ornekleri (n=57) arasinda, konvansiyonel dizi
analizi ile pozitif oldugu bildirilen 13 6rnekten yedisinin sonuglari, NMS-GZ-PZR
sonuglara gore total viral kopya Ct’si 26’nin iizerinde oldugu i¢in, dneriye uygun
olarak, belirsiz kabul edildi. Bu 6rneklerde, testin, 6n amplifikasyon asamasindan

sonra tekrar edilmesi Onerilmektedir. Ancak oOrnekler daha Once birkag kez
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dondurulup ¢ozdirildiigii i¢in ve RNA kalitesinde bozulma oldugu igin tekrar

edilemedi. Kapa istatistigine gore, iki yontem arasinda, orta diizeyde uyusma
(k=0.375; P < 0.007) saptandi.

Tablo 15: NMS-GZ-PZR Yontemi ile saptanan M41L Mutant Varyant

Sonuclarimin Konvansiyonel Dizi Analizi Yontemi ile karsilastirilmasi

Konvansiyonel

NMS-GZ-PZR Yontemi

Dizi Analizi ile NMS-GZ-PZR
. . * o . ) .
Ornek # Yorillgeml Ci* Degerleri lvlﬂzr(irll_te'\r;lllJ tl:;] .
VaI\l/.l;lalnl_t g/(l)lljltli;l;;n Cors* Cans™ ACH Varyant Sonuclari

1 Pozitif 15.19 |15.57 0.18 Pozitif

2 Pozitif 25.07 |29.33 4.26 Pozitif

3 Pozitif 23.82 |28.74 4.92 Pozitif

4 Pozitif 23.72 [29.14 5.42 Pozitif

5 Pozitif 23.76 |28.96 5.2 Pozitif

6 Pozitif 23.39 [29.05 5.66 Pozitif

7 Negatif 25.72 [28.45 2.73 Pozitif

8 Negatif 19.1 19.84 0.74 Pozitif

9 Negatif 24.16 [27.43 3.27 Pozitif

10 Negatif 23.79 |27.64 3.85 Pozitif

11 Negatif 23.82 |24.45 0.69 Pozitif

12 Negatif 22.67 |27.77 5.1 Pozitif

13 Negatif 24.56 |28.68 4.12 Pozitif

14 Negatif 23.76 |28.96 5.2 Pozitif

15 Negatif 18.16 [23.97 5.81 Pozitif

16 Negatif 23.82 |29.51 5.69 Pozitif

17 Negatif 23.04 [29.54 6.5 Negatif
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18 Negatif 2495 |32 7.05 Negatif
19 Negatif 21.87 |[33.29 11.46 Negatif
20 Negatif 2449 (31.81 7.32 Negatif
21 Negatif 25.71 |31.63 5.92 Negatif
22 Negatif 19.35 |31.46 12.11 Negatif
23 Negatif 2548 |31.81 6.33 Negatif
24 Negatif 25.84 |32.03 6.19 Negatif
25 Negatif 25.28 |32.49 6.71 Negatif
26 Negatif 25.34 |31.51 6.17 Negatif
27 Negatif 25.78 |31.93 6.15 Negatif
28 Negatif 25.74 |31.56 5.82 Negatif
29 Negatif 24.1 36.03 11.93 Negatif
30 Negatif 2439 |35.45 11.06 Negatif
31 Negatif 25.08 |37.26 12.18 Negatif
32 Negatif 23.76 [37.11 13.35 Negatif

" Cq: threshold cycle, Cerv -total viral kopya reaksiyonu Ct degerleri, Cyvy - mutant

varyant reaksiyonunun Ct degerleri, AC; . Cymy ile Ciry arasindaki fark
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Sekil 30: NMS-GZ-PZR PZR ve konvansiyonel dizi analizine gore

pozitif ve negatif sonuglar

NMS-GZ-PZR Konvansiyonel dizi analizi

Sekil 31: NMS-GZ-PZR PZR ve konvansiyonel dizi analizine gore pozitif ve

negatif sonuclarin yiizde oranlari
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4. TARTISMA
4.1. HIV’de Direncin ve Saptanmasinin Onemi

HIV-1 enfekte hastalarda HAART tedavisi ile morbidite ve mortalite 6nemli
Olclide azalmistir, fakat ila¢ direncinin olugmasiyla birlikte tedavi basarisizlig ortaya
cikmustir. flaca direngli viruslar yeni enfekte bireylere bulasabilir (75)

Direngli viruslarin bulagmasi sadece tedavi goren bireylerde klinik sorun
olusturmaz, ayn1 zamanda epidemiyolojik bir problem olusturur. Bu nedenle direngli
virus bulagmasi giderek artan bir ilgi alani olusturmaktadir (76, 77). HIV-1 tedavisi
alan hastalar arasinda ila¢ direncinin epidemiyolojisini kavramak birka¢ nedenle
onemlidir. Birincisi, en sik rastlanan ilaca direngli viriislere karst etkili ilaglarin
gelistirilmesini saglar. ikincisi, direngli virusla enfekte bireyler direnci bulastirabilir
(78, 79). Direnci bulastiran bireyler hakkinda bilgi ise ila¢ direnglerinin dinamiginin
¢oOziilmesine yardimci olur (80).

HIV/AIDS hastalig1 Sahra-alt1 Afrika’da birinci, diinyada ise dordiincii 6lim
nedeni olarak bildirilmektdir (15). Onemli bir halksagligi sorunu olan HIV-1
tedavisinde ilag direncinin hizli, ucuz, duyarli, 6zgiil ve kolay uygulanabilir bir
yontemle saptanmasi, hastaligin kontrol altina alinmasi ve tedavinin etkili olmasi

agisindan onemlidir.

4.2. Diinyada HIV Direnci Ile Tlgili Yapilmis Calismalar

HIV direncinin ortaya ¢ikmasi ve saptanmasi arasindaki gecikme, mevcut
genotipleme yontemlerinin duyarhilifinin diisiik oldugunu ve yetersiz kaldigim
gostermistir (81). Palmer ve arkadaslar1 2005 yilinda yaptiklart bir ¢alisgmada minor
varyantlardaki ila¢ direncini saptamada tek genom dizi analizi gibi daha duyarh
teknikler gelistirmislerdir (82). HIV-1 diren¢ mutasyonlar1 saptamak ig¢in allel
spesifik nested PZR’nin (ASPZR) ilk kez 1991 yilinda kullanildig1 rapor edilmistir
(83). Metzner ve arkadaslar1 2003 yilinda (84), Bergroth ve arkadaslar1 2005 yilinda
allele 6zgii PZR (ASPZR) yontemini birkag kat artmis duyarlilik ve kantitasyona izin
veren teknoloji ile uygulamislardir (85); Nissley ve arkadaslar1 2005 yilinda (86), Shi

ve ark. 2004 yilinda S. cerevisiae kullanarak fenotipik analiz (87) ; Leamon ve ark.
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2003 yilinda (87), Marqulies ve ark. 2005 yilinda, “parallel sequencing in
microfabricated PicoTiterPlates” yontemlerini kullanmigslardi (87).

Ozellikle bat1 iilkelerinde ART nin yayginlasmasi ile birlikte primer direngli
enfeksiyonlarin prevalansi, konvansiyonel dizi analizi ydntemleriyle yapilan
arastirmalarda, % 0, 5-21 arasinda degismektedir. Avrupa’da 199698 yillarinda
primer direng prevalanst % 2 iken, 2000-2001 yillarinda % 8, 2’ye ¢ikmistir. New
York’da primer direng 1995-1998 yillar1 arasinda % 13, 2 den 2003-2004 yillarinda
%24, 1’e yikselmistir. Farkli iilkelerden verilere dayanarak, direngli HIV
bulagmasinin monitorizasyonu i¢in her iilkenin kendi siirveyans sisteminin olmasi
gerektigi ileri siiriilmektedir. Antiretroviral tedavi sirasinda gelisen ila¢ direnci daha
stk goriilmektedir. Bu arada antiretroviral tedavi yaygin uygulandik¢a ve direng
testleri uygulanabilir olduk¢a gerek primer, gerekse antiretroviral tedavi sirasinda
saptanan diren¢ problemi, sosyoekonomik diizeyi diisiik olan iilkelerde de ortaya
cikacaktir. Buna bagli olarak da direngli suslarin bulagma riski arttig1 igin tedaviye
baslanmamis yeni saptanan olgularda direng testi 6nerilmektedir (88, 89).

Isvigre’de yapilan 10 yillik HIV kohort ¢aligmasinda; antiretroviral tedavi
alan hastalarda ila¢ direncinin prevalansi genotipik yontemle, 1999 yilinda %50-60
bulunurken, 2006 yilinda bu oran % 39-53 bulunmustur. Uclii ila¢ kullananlarda
direng % 5 gibi sabit bulunmustur. Oranlarin yillar i¢inde diismesi etkin tedavinin
gelismesine baghdir ( 90, 91).

2002-2009 yillar1 arasinda San Fransisco’da konvansiyonel dizi analizi ile
yapilan prospektif kohort ¢aligmasinda; akut ya da erken HIV enfeksiyonu olan (<6
ay) 372 hastanin 59’unda (%16) HIV-1 ilaglarina kars1 direng mutasyonu
saptanmistir. Direng mutasyonunun bulagma prevalans1 2002°de %19 iken, 2003’de
%7’ye diistiigii goriilmiis, 2003- 2007°de pik yaparak % 24 olmustur. 2008 ve
2009’da %15 bulunmustur (92 ).

On bes Avrupa iilkesi arasinda 2000-2004 yillar1 arasinda, HIV-1 tedavisi
basarisiz olmus 1988 hasta lizerinde genotip ve fenotipik direnglerinin
karsilagtirildigr ¢alismada; 1605 (%80, 7) susda bir ya da daha fazla ila¢ direnci
aminoasit degisikligi ile iligkili bulunmustur. Erkek hasta oranit %71 olan grupta
(homosexuel erkek ve heterosekstiel iliskisi olanlarda) %36 diren¢ bulasi oldugu
belirtilmistir. NRTI direnci %73, 5, NNRT %48, 5, Pl ise %35, 8 oraninda
bildirilmistir. Genotip B oram1 %59, alt tip G %15 ve genotip C ise %7 olarak
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bulunmustur. G alt tipinin biiylik ¢ogunlugu bu grubun HIV epidemisinde yaygin
olarak bulundugu Portekiz’de saptanmistir. En sik izole edilen bes mutasyon M 184V
(%47), MA1L (%29, 4), K103N (%29, 4), D67N (%27, 9) ve T215Y (%27, 7)
olmustur. Bu bes mutasyon genotipik olarak direnci ispatlanmis sekanslarin %90’ in
da goriilmiistiir (93).

M41L, D67R, K70R, T215F/Y, L210W ve K219Q mutasyonlarinin ZDV ile
iliskili oldugu bilinmektedir. Farkli ¢calismalarin genotipik data analizlerinde, ZDV
direncinde en sik ratlanan mutasyonlarin M41L ve K70R oldugu saptanmistir (94,
95, 96, 97, 98, 99, 100). Farkli ¢alismalarda yeni tani alan hastalarda ila¢ direncinin
%2 - %30 arasinda degistigi rapor edilmistir. Degiskenlik kismen yapilan ¢alismalar
arasinda, ulusal, populasyon ve yerel farkliliklara bagli olabildigi gibi 6rnegin
toplanmasi, kullanilan direng testi ve yorumlamaya bagli olabilir. Tek bir aminoasit
ile iligkili mutasyon yorumunda sorunlar olabilir. Ciinkii bunlardan bazilar1 en
azindan teorik olarak dogal sekans polimorfizmi ve se¢ilmis ilag direng mutasyonu
olarak bulunur. Ornegin K70R mutasyonunun Zidovudine tedavisine kars1 direng
olusturdugu bilinir, fakat bazi c¢aligmalarda Orneklerin tedaviden Once alindigi
gozlenmistir (101).

Louvel ve arkadaslarinin 2008 yilinda yaptiklar1 ¢alismada NMS-GZ-PZR ile
M184V mutasyonunu % 0.3 duyarlilikta saptamiglardir (102).

Metzner ve arkadaglarinin 2011 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada NMS-GZ-
PZR ile toplam virus g¢esitliligini olusturan populasyonun iginde, %1 altindakileri
azinlik oranda bulunan varyant sub-populasyonlarini saptayabildigini gostermislerdir
(103).

M41L, K70R, K103N, Y181C, M184V ve T215F/Y diren¢ mutasyonlarinin
arastirildigt bir calismada; M41L %10 siklikla en yiiksek oranda bulunmustur (104),
111 hasta tizerinde dizi analizi ile yapilan baska bir caligmada yine M41L direng
mutasyonu 35 hastada (% 31.5) en sik saptanan mutasyon olmustur. Ayn1 ¢alismada
M184V direng mutasyonu %2 bulunmustur. (105).

Johnson ve arkadaslarinin, 2010 yilinda yaptigi calismada M41L direng
mutasyonunun yedi yil kalict oldugunu gostermisglerdir (106), ayni arastirmacinin
farkl1 bir ¢calismasinda M41L diistik fitnesli mutasyonlarin uzun siire kalici oldugunu

gostermislerdir ( 107).
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Bu c¢alismada, M41L diren¢ mutasyonu, sik raslanan mutasyonlardan biri
oldugu i¢in ayrica kalict mutasyon oldugu i¢in arastirilmistir.

Azinlik ilag direng mutantlarin tedavi basarisizligindaki rolii heniiz kesin
degildir. Ultrasensitif yontemler; NMS-GZ-PZR ve ultraderin dizileme ile birlikte
diren¢ mutantlarini saptamada birlikte kullanilmaktadir (107).

Yapilan bir¢ok calismada kag¢ hastada tek mutasyon oldugu ¢ok net degildir.
Fakat bazi ¢alismalarda tiim direng iligkili viruslar arasinda tek mutasyon olmasi
onemli bir oran olusturmaktadir (108, 109, 110, 111). Isvicre’de retrospektif olarak
yapilan bir ¢alismada, 1992-2002 yillar1 arasinda 261 yeni tani almis, homoseksiiel
erkek hasta grubunda HIV-1 mutasyon direng prevalansi arastirilmistir. 60 kisi
cesitli nedenlerle calisma dis1 birakilmistir. “In house nested” RT-PZR isleminden
sonra sekanslanan 201 6rnekten 28’inde (%13.9) major diren¢ mutasyonu saptanmis,
28 hastanin hepsinde, bir ya da birkag RT mutasyonu bulunmus, higbirinde PI'ne
kars1 diren¢ saptanmamustir. 28 hastanin 17’sinde 215. pozisyonda mutasyon
saptanmistir. Bu hastalardan 5/17’sinde tek mutasyon saptanirken, 12/17’sinde
M4I1L ile birlikte saptanmigtir. Diger 11 hastada tek mutasyon bunmustur. Alti
hastada tek M41L mutasyonu 4 hastada K70R mutasyonu, 1 hastada 188. pozisyonda
vahsi tip (yabanil) ve mutant sekans karigimi, NNRTI ile iligkili H188H/Y
mutasyonu saptanmistir. Bu ¢alismada da M41L mutasyonu, tek bulunan
mutasyonlar i¢inde en sik goriilenidir (101).

HIV kemokin tropizm tespitinde kullanilan yeni genotipik testlerle ilgili
Swenson ve arkadaglarinin yaptiklar1 bir ¢alismada, PI, N(t)RTI, NNRTI ve INI
direnglerinde duyarli metodlar {izerinde durulmustur (112). Literatiirde tanimlanan
duyarli genotipik testlerden en belirginleri point mutasyon testleri; ASPZR (alel
spesifik PZR), oligoniikleotid ligasyon testleri ve ger¢ek zamanli PZR gibi, birkag
direng mutasyonunu (RT — KI103N ya da M184V ve PR-L90M) saptayan
testlerdir(113, 104). Bu testler farkli populasyonlardaki mutasyonlar1 ve bu
mutasyonlarin tedavide sonuglarina etkilerini incelemek i¢in yararli olmustur. Nokta
mutasyon testleri genel olarak ucuzdur. Yiiksek duyarlilik ve 6zgiillik gosterir,
ancak nokta mutasyon testleri, altt farkli sinif antiretroviral ilacin 200’den fazla
sayida mutasyonunu tespit i¢in uygun degildir. Bu sorun, HIV alaninda bu tiir direng
testlerinin klinikte rutin kullanimini zorlastirmistir. Bu ylizden, direngli varyantlarda

diisiik diizey diren¢ mutasyonlarinin tiimiinii taramak i¢in, yeni teknolojik testler
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gelistirilmistir. Su anda, ilgili mutasyonlarin mevcut olup olmadigini belirlemek i¢in
genin tiim uzunlugunu ultra-derin dizi analizi ile degerlendirme tek yoldur. Ultra-
derin dizi analizi yeni bir yontemdir, PR, RT ve IN (gercek zamanli PZR, ASPZR,
oligoniikleotid ligasyonu testi, paralel allele Ozgii dizi analizi ve mikroarray
yontemleri sadece sinirli sayida mutasyon saptayabilirler (104, 113).

Bu yeni duyarli dizi analizi metodu direngli varyantlari mutasyonla birlikte
hem mutlak say1 dizisini hem de oransal olarak 6l¢ebilmektedir. Kullanilan formata
bagli olarak ultra derin dizi analizinde, klonal dizi analizi ile 1500’den fazla ilgili
diren¢ kodon pozisyonlarinda okuma saglanabilir (114, 115, 116). Klonal dizi analizi
genom mutasyonlar1 250-500 bazlar birbirinin iginde oldugu ayni viral dizisi i¢inde
baglt olup olmadigini bir kullanicinin belirlemesine olanak tanir. Ultra-derin dizi

analizi, bircok HIV klinik ¢alismalarda diren¢ sonuglari i¢in kullanilmaktadir (103).

4.3. NMS-GZ-PZR Yontemi

Yapilan c¢aligmalarda, NMS-GZ-PZR testleri ¢ok sayida Ornekte
degerlendirilmis ve klinik kullanimi destekledigi goriilmiistiir. Konvansiyonel dizi
analizi testlerine gore 10-67 kat daha duyarli olan, gelismis, diisiik frekansh
mutasyon tespiti NMS-GZ-PZR ile yapilabilir. Primer direngli olgular dizi analizi ile
saptanabilir fakat kronik, ne zaman enfekte oldugu bilinmeyen, mindr varyantlar,
daha duyarli olan NMS-GZ-PZR ile saptanir. Calismamizda konvansiyonel dizi
analizine gore duyarligi daha yiiksek, yorumu kolay, . NMS-GZ-PZR PZR yo6ntemi
ile mutant virusleri saptamak i¢in; mutant viruslerin CT’si (threshold Cycle) ile vahsi
(yabanil) viruslarinn CT’si arasindaki fark (ACT) ile degerlendirildi. Mutant
viruslarin CT degeri vahsi tip HIV viruslardan daha yiiksektir (113). Dogal
polimorfizmin saptanmasinin engellenmesi icin, test “cut off” (kesme degeri)
degerleri dikkatli ve hassas sekilde ayarlanmalidir. Mutasyon saptama araligim
genisletmek i¢in ACT kesme degerini arttirmak, mutantlari, dogal bulunan
varyantlardan ayirt etmeyi zorlagtirir (113).

ACT’ yi dar tutarak duyarliligr arttirirken, Yiiksek polimorfizmli sekanslarin
dahil oldugu 6rneklerde, %96’dan >%99’a kadar duyarlilik, >96 {izerinde 6zgiilliik
gosteren, primer tasarimi sonucunda duyarlilik ve 6zgiilliik birlikte arttirilmistir. Bu

calismada M41L icin direngli 6rneklerin polimorfik dizilerindeki TTG ve CTG
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mutant kodonlarini saptayacak sekilde dizayn edilmis bes farkli mutasyon spesifik
primerler ve tagman prob kullanilmistir. Biiyiik popiilasyonlardaki degisik
polimorfizmleri saptamak i¢in, dejenere niikleotidler, komplementer pozisyonlara
yerlestirilmistir. NMS-GZ-PZR yontemi % 0.001- % 0.2 klonlanmis mutant dizileri
tespit edebilir (113).

Hauser ve arkadaglari, HIV-negatif insan plazmasina 107 kopya/mL son
konsantrasyonunda HIV—1 NL4.3 virus RNA’s1 ekleyerek olusturduklart %100 vahsi
tip (“wild type”, wt) (HIV minor varyant oram1 %0; mutant negatif) standardi ile

yaptiklar1 sekiz bagimsiz deney tekrarinda elde edilen Ctwt degerlerinin

ortalamasmin (“mean”, x ) li¢ standart deviasyon (S) altim (Ctwtx-3S), mutant
varyant (mv) varligin1 saptamakta kullanilacak ACt esik (kesim) degeri (threshold,
cut-off; ACtco) olarak kabul etmislerdir (Ctwtx-3S=ACtco) (117);

ACy; = (Comy; — Cawey)

Sample;(HIV,,+) ——= AC, < AC,,

test result;

wvahsi tip ve —
44596] mutantlarm -
cogalma
299%] pgrileri

MMutant spesifiik
reaksivonlar

JENaa

10% rrtant

1% rmutart

0.1% rmutart

= 0.01% rrutari

—— 100% wikitype

2 4 6 £ 10 12 14 16 18 20 2 24 2 25 0 2 34 % 3 40 42
Ct degeri

Sekil 32: Total viral kopya sayisina kiyasla degisik oranlardaki mutant viral
kopya sayllaria karsilik gelen nokta mutant-spesifik gercek zamanh PZR ile

amplifikasyon egrileri, Ct degerleri ve ACt esik (kesim) degeri
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Nokta mutasyon-spesifik (alel-spesifik) gergek zamanli PZR yontemlerinin
genel bir sorunu olarak, primerlerin baglanma noktalarindaki polimorfizm, yanlis
pozitif sonug niteliginde mutant popiilasyon bildirimine veya yanlis negatif sonug
niteliginde mutant popiilasyon bulunmadiginin bildirimine neden olabilir. (117)

Hauser ve arkadaslari, bu sorunu c¢ézmek icin, dort farkli yaklasim
olabilecegini belirtmislerdir (117):

1. Hastanin plazma 6rneginden, HIV’e yoOnelik, primer baglanma bolgesini
de icerecek bicimde yapilacak konvansiyonel (“conventional bulk sequencing”;
popiilasyon-temelli) dizi analizinin sonucuna dayali olarak, olguya-spesifik primer
tasarimi yapilabilecegi bildirilmistir. (117) Ancak, bu se¢enegin, rutin kullanim i¢in
elverisili olmadig1 da belirtilmistir. (117)

2. Eger hastadan, antiretroviral tedaviye baslanmasindan 6nce, temel
(“baseline”) plazma o6rnegi alinmissa ( %100 vahsi popiilasyon viriis igerdigi
varsayillmaktadir), olguya-spesifik kesim-degeri belirlenebilecegi bildirilmistir. (117)

3. Total viral kopya sayisiyla ( vahsi tip ve varsa diger her tiirlii varyant sub-
popiilasyonlarla) uyumlu olarak amplifiye olan ve hem vahsi tip i¢in ve hem de olas1
varyant sub-popiilasyonlar igin ortak nitelikteki evrimsel bakimdan korunmus
bolgeye yonelik (jenerik, j) primer seti ile elde edilen Ctji degerinin asir1 diizeyde
yiiksek oldugu orneklerde; diisiik total viral kopya sayis1 nedeni ile amplifikasyon
egrisinin eksponensiyel faza ge¢ girmesi nedeniyle, ACti de diisiik ¢ikacagindan,
mutant sub-popiilasyon kopya sayisinin total popiilasyon kopya sayisina kiyasla
orani gorece daha fazla ¢ikma egiliminde olur veya -yine ayni nedenle- ACti<ACtco
sonucu elde edileceginden, yanlis pozitif bildirime neden olur. Bu nedenle, bu tiir
ornekler, analiz dis1 birakilmali, sonuglar1 belirsiz kabul edilmeli, gecerli kabul
edilmemelidir. (117)

4. ACtco kesim degerini yiikseltmek icin, ACtco kesim degerinin
belirlenmesinde, Ctwtx-3S degerini 6l¢iit olarak almak yerine, ACtco = (Ctmv1% -
Ctwtx) kesim degerinin 0l¢iit olarak alinmasi durumunda ise, yontemin 6zgiilliigi
artmakla birlikte, oransal olarak (mutant viral subpopiilasyon kopya sayisi/total viral
popiilasyon kopya sayisi) daha diisiik diizeydeki mutant-subpopiilasyonlar ig¢in
yontemin duyarliligi azalacaktir. Bu nedenle, yanlis pozitif minor ilag-direncgli
popiilasyon bildirimi ile yanlis negatif minor ilag-direngli popiilasyon bildirimi

arasinda bir tercih yapilmak durumunda kalinmaktadir. (117)
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4.4. Tiirkiye’de HIV Direnci ile Tlgili Yapilmis Cahsmalar

Rutin veya epidemiyolojik amacli HIV antiviral direng testleri, yaygin olarak
konvansiyonel dizi analizi yontemi ile yapilmaktadir. 2003 yilinda Midilli ve
arkadaglari, ‘line probe assay (LIPA) yontemi ile, viral yiikii >30 000 RNA kopya/ml
olan on hastada RT gen bolgesinde M41L, K70R, M184V, T215Y/E, Q151M,
V106A ve Y181C/I mutasyonlarini, proteaz gen bolgesinde;D30N, 154V, V82A ve
L90M mutasyonlarini saptamiglardir (118). Ayn1 grubun 2003—-2005 yillar1 arasinda
viral yiikii >1000 kopya/ml olan 21 hastanin dahil edildigi dizi analizi ile yapilan
baska bir ¢alismada, hastalarin tiimiinde en az bir ila¢ sinifina ait diren¢ saptanmus,
en sik major proteaz M461 mutasyonunu, NNRTI naif bes hastada
MA41L+L210W+T215Y komminasyonu saptamiglardir (119). Bugiine dek
Tiirkiye’de HIV ilag diren¢ mutasyonu, ultra derin dizi analizi ile erisilebilen
diizeyde bir duyarlilik ve 6zgiillik gosteren yontemle arastirilmamistir, en azindan
bildirilmis bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Kolay uygulanabilir yontemle direng testinin daha ¢cok merkezde yapilmasi

epidemiyojik verilerin diizenli yapilmasi acisindan 6nemlidir.

4.5. Konvansiyonel Dizi Analizi

Direng testlerinde, geleneksel dizi analizinin en biiylik kisitliliklarindan biri,
bir olgudaki drnekte bulunabilen toplam virus gesitliligini olusturan populasyonun
icinde, en az %20 veya daha fazla oranda bulunan varyant sub-populasyonlarini
saptayabilmesi, bu oranin altindaki sub-popiilasyonlar1 saptayamamasidir. Standart
genotipik yontemlerin viral popiilasyondaki %20 nin {izerinde yer alan mutasyonlari
saptadig1 Grant ve arkadaslar1 2003 yilinda (119), Brun- Vezinet ve arkadaslar1 2004
yilinda (120), Halvas ve arkadaslar1 2006 yilinda yaptiklar1 ¢aligmalarda
gostermislerdir (121).

Konvansiyonel dizi analizinin, bu diizeyde bir duyarliliga erisebilmesi iki
yolla miimkiindiir; a) mutasyon spesifik primer ile amplifiye edilen amplikonun dizi
analizin yapilmasi b) olgu &rneginden istatistik anlamli diizeyde tekrar sayisi ile
dilusyon ve ardindan klonlama ile yapilan ( dirence neden olan mutant varyantlar,
olgu ornegindeki popiilasyonda, alt-limit olarak % 0.02-0.03 oraninda bir sub-

popiilasyon olusturabildiginden) dizi analizidir.
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Dirence neden olan sub-poiilasyonlarin, geleneksel dizi analizi ile
saptanabilecek olan >% 20 oraninda bir diizeye erismesi (mutant variyant sub-
popiilasyonun viral kopya sayisi/total viral kopya sayisi) ancak popiilasyon
dinamiklerindeki iki ayr1 mekanizma ile olabilir:

a) Naif konak olguda, ilacin selektif baskisi altinda olmaksizin, total viral
popiilasyon icinde, ilaca direng saglayan fakat diger zindelik (“fitness™) ozellikleri
bakimindan nétral veya noétrale yakin olan bir mutant variyant sub-popiilasyonunun,
%20’nin lizerinde dominans kazanmasi, yalnizca, HIV enfeksiyonun total viral
kopya sayisinin diisiik oldugu evrelerinde, “random drift” ile olusabilir.

b) Naif olmayan yani ila¢ kullanan olguda, ilacin selektif baskisi altinda olan
viral popiilasyonda, diren¢ saglayan bir mutasyona sahip olan variyant sub-
popiilasyon igin, bu mutasyon, zindelik ag¢isindan yararli nitelikte olacagindan,
secilerek, bu sub-popiilasyonun konvansiyonel dizi analizi ile saptanabilecek alt-sinir
olan total viral populasyonun % 20’si veya lizerinde (varyant viral kopya sayisi/total

viral kopya sayis1) bir diizeyde baskinlik saglayabilir

4.6. NMS-GZ-PZR Yontemi Ile Konvansiyonel Dizi Analizi Yonteminin
Karsilastirmah Diyagnostik Performans Analizi

Konvansiyonel dizi analizi pozitif- NMS-GZ-PZR pozitif toplam alt1 6rnek,
Konvansiyonel dizi analizi negatif- NMS-GZ-PZR negatif on 6rnek saptandi.
Konvansiyonel dizi analizi pozitif- NMS-GZ-PZR negatif sonu¢ bulunmadi.
Sonuglar konvansiyonel dizi analizine gore NMS-GZ-PZR yonteminin daha duyarlt

oldugunu desteklemektedir.

4.7. Referans (“altin standart”) yontemin olmadigi durumda
performans analizi

Birbirinden bagimsiz tani testlerinin karsilastirmali diyagnostik performans
analizi, test sonuglarmin iki kategorili oldugu durumlarda ( kategorik dikotomik
veri), kestirim-giicii kurami (“predictive value theory”) gergevesinde, yeni yontemin
sonuglarin, referans yontemin ( gecmis terminoloji ile “altin standart yontem™)

sonuglaria kiyaslanmasi ile yapilarak, gergek pozitiflik, gercek negatiflik, yalanci
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pozitiflik, yalanci negatiflik, duyarlilik, 6zgiilliik, pozitif ve negatif prediktif deger
(prevalans da dikkate alinarak) sonuglari belirlenebilmektedir. (122, 123)

Ilkesel olarak, tipta, bir klinik durumun ilk kez tanimlanmasi, diger klinik
durumlardan farkli bir bilesim ve/veya seyirle ortaya ¢ikan klinik 6ykii, belirtiler ve
bulgulardan olusan bir “sendrom” veya “olgu tanim1” (“case definition”) bi¢iminde
yapilmaktadir. Boylece, bir klinik durumun tanisi, ilk asamada, tanimlanan “klinik
altin standarda” gore yapilmaya baslamaktadir. Daha sonra, aymi klinik durumun
tanisi i¢in bir laboratuvar testi gelistirildiginde, bu yeni tan1 yonteminin performansi,
klinik altin standarda kiyasla belirlenmekle birlikte, 6rnegin, yeni yontemin pozitif
veya negatif olarak saptadigi olgular eski yontemle uyumsuz kategoride sonug
vermis olmasina karsin, klinik sonu¢ bakimindan olgularin izlemine dayali olarak,
klinik durumun daha sonraki sonucunun yeni yontemin sonucu lehine ortaya
ciktiginin, anekdotal gozlemlerin aktarimi veya formal olgu bildirimleri ile
literatlirde yeterince gozlem verisi birikmesi durumunda, yeni tanit yonteminin -
Onceden- kestirim giicli oldugu ve bu nedenle, klinik altin standarda kiyasla iistiin
performansi oldugu diisiincesi olusabilir. Bu durumda, yeni yontem, eski altin
standardin yerini alarak referans yontem 6zelligi kazanincaya dek, bir “referans testin
yoklugu” durumu ya da eski yontem ic¢in “miilkemmel olmayan altin standart”
durumu (“imperfect gold standard”) ortaya ¢ikar. (122, 123)

Yukaridaki 6rnekte oldugu gibi, bir referans yontemin olmadigr durumlarda
yapilacak performans analizi i¢in, literatiirde farkli yaklagimlar 6nerilmistir. Bunlar;
“Kappa Statistics” (KS, kappa istatistik), “Discrepancy Resolution” (DR),
“Composite Reference Standard” (CRS) veya “Latent Class Model” (LCM) gibi
yontemlerdir. (120) DR yontemi, “miikemmel olmayan altin standart” test ile yeni
tan1 testinin uyusmadigi durumlarda, “uyumsuzlugu ¢ézmek™ i¢in, bir baska teste
basvurulmasi ve bu bagvuru testinin sonucu ile uyumlu olan yontemin sonucunun
gercek pozitiflik veya negatiflik olduguna karar verilmesi bi¢iminde uygulanir. (124)
CRS yontemi, birden fazla bagimsiz testin sonuglarini kombine ederek kompozit bir
grup olusturur ve kompozit grup icindeki testler arasinda farkli sonuglar ¢ikmasi
durumunda uyumsuzlugun ¢6ziimii i¢in pozitiflik ve negatiflik 6l¢iitlerinin 6nceden
tamimlanmis olmasi kosuluyla, bu kompozit testler grubunu, “birlesik referans
yontem” olarak kullanir ( 124 ). LCM, gozlenen katagorik (nitel) degiskenkenler

arasindaki iliskiyi agiklayan gizli degiskenleri (latent variables) bulmada kullanilan
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istatistiksel yontemleri icermektedir. Bu analizin yaygin kullanildig1 yerler, psikoloji,
psikiyatri, sosyoloji, egitim arastirmalaridir. Bu bilim dallarinda gizli yap1 analizinin
kullanilmasimin temel amaci, kullanilan degiskenler arasindaki gizli yapiy1
tanimlamaktir (125)

Kappa istatistigi, iki yonlii tablolarda satirda ve siitunda yer alan
degiskenlerin seviyelerinin sayisi esit oldugu durumda, yani 2x2, 3x3, .. k x k oldugu
durumlarda, iki degisken arasinda uyum 6l¢timii olarak kullanilmaktadir. Bu istatistik
ayni deney lnitelerinin baz1 6zellik veya 6zellikleri dikkate alinarak iki farklt metod
degerlendirilerek ~ smiflandirilmast  sonucunda metodlar arasindaki  uyumu
belirlemede kullanilir(126).

Ancak, HIV direng tanisinda asagidakiler referans olarak kabul edilebilir.

a) Kilinik

b) Ultra derin dizi analizi; primerler varyant mutasyon bolgesine spesifik ise

mutasyon dilusyon gerekmeksizin saptanir. Primer mutasyona spesifik
degilse, bir hastada goriilme siklig1 kadar diliisyon ve istatistik tekrar
gerekir.

c) Konvansiyonel dizi analizinde diliisyon, Klonlama, istatistik tekrar ile

duyarlilik ve spesifite arttirilmis olur.

d) NMS- GZ- PZR yonteminde kullanilan primerler ile ayni1 kosullarda iki

ayr1 reaksiyon biri konvansiyonel PZR digeri PZR

4.8. Referans Yontem (NMS-GZ-PZR Yontemi) Varhiginda ve
Yoklugunda Yapilan Performans Analizlerinin Karsilastirilmasi

Simen ve arkadaslarinin 264 HIV pozitif hastada ila¢ direncini saptamak i¢in
standart dizi analizi ile ultra derin dizi analizini karsilastirdigi bir g¢alismada,
mutasyonlar standart dizi analizi ile %14 oraninda saptanirken, ultra derin dizi
analizi ile % 28 oraninda saptanmistir (127). Benzer sekilde bizim ¢alismamizda da
konvaniyonel dizi analizi ile % 19 oraninda saptanan M41L pozitifligi, ultra derin
dizi analizi diizeyindeki duyarlilikta, diisiik oranlarda bulunan ilag direngli
azinliktaki mutantlar1 (minority variants) konvansiyonel dizi analizine kiyasla, daha

duyarl saptayan NMS-GZ-PZR yontemi ile % 50 bulunmustur.
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4.9. Cahsma Orneklemi (CO) icin NMS-GZ-PZR Yontemi ile Elde
Edilen ACic¢ Degerlerinin Analizi

Orjinal caligmada M41L mutasyonu icin ACt esik deger 10 olarak
bildirilmistir. Bizim g¢alismamizda orjinal ¢alismadaki ACt esik deger 10 olarak
analiz yapilsaydi;, NMS-GZ-PZR yontemi ile alti M41L pozitifligi, 26 M41L
negatifligi saptanacakti. Yazar ile kisisel iletisim sonucu, yazar tarafindan ACt esik

degerinin, her ¢alismanin verilerine gore ayr1 belirlenmesi 6nerilmistir.

4.10. ACco Degerlerinin Analizi ile Belirlenen Yeni Pozitiflik (")lg:iitiine
(ACs Kesim-Degeri) Gore Performans Analizi

Calismanin verileri dogrultusunda merkezi egilim dagilimina gore ACt
ortanca degeri (5.81) esik deger olarak belirlendi. Mutasyon saptama araliini
genisletmek i¢in ACT kesme degerini arttirmak, mutantlari, dogal bulunan
varyantlardan ayirt etmeyi zorlastirir. ACT’ yi dar tutmak duyarhilig artttirir (113).
ACt esik degerine gore NMS-GZ-PZR yontemi ile 16 M41L pozitifligi, 16 M41L

negatifligi saptanmustir.

4.11. ACisg1 kesim-Degeri 1le ACyo Kesim-Degeri ile Elde Edilen
Performans Analizlerinin Karsilastirilmasi

ACi5 81 kesim-degeri ile ACyo kesim-degeri ile
pozitif | negatif pozitif | negatif
NMS-GZ-PZR | 16 16 NMS-GZ-PZR 6 26
Konvansiyonel Konvansiyonel
dizi analizi 6 16 dizi analizi 13 19
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4.12. NMS-GZ-PZR Yontemi _.ile Diren¢li Mutant Variyant Sub-
Popiilasyonlarin Saptanmasinin Klinik Onemi

Konvansiyonel dizi analizi tarafindan saptanamayan azinliktaki ila¢ direng
varyantlarinin ART sonuglarimi etkiledigi CDC’nin (Centers for Disease Control and
Prevention) yaptigi bir ¢alismada goOsterilmistir. Stavudine, abacavir, efavirenz
tedavisine basladiktan 48 hafta sonra virolojik basarisizlik saptanan hastalarda
retrospektif olarak direng bulastiriciligi arastirilmig dizi analizi ile iki K103, bir Y181
ve bir M184V mutasyonu tespit edilirken, allele 6zgii PZR testi ile bu mutasyonlara
ek olarak minor populasyon grubunda bulunan iki K103, bir Y181ve iki M184V
tespit edilmistir (103). NMS-GZ-PZR yontemi

Bu calismanmin bir takim kisithiliklar: olmustur,

Toplam 57 6rnek arasinda, MS-GZ-PZR sonuglarina gore, total viral kopya
amplifikasyonunun Ct degeri 10°dan kiiglik olan bir 6rnek; yliksek kopya sayisi
nedeni ile diliisyon yaparak tekrar edilmesi gerekirken, tek 6rnek oldugu ve birkag
kez dondurulup ¢6ziildiigii icin RNA kalitesi bozulmasi nedeniyle, tekrar edilemedi.
Yine 26’dan biiyiik olan; diisilk kopya sayisi sebebiyle yanlis pozitifliklere neden
olabilecek belirsiz sonu¢ olarak kabul edilen 24 ornek, Oneriye uygun olarak,
pozitiflik olgiitii olarak kullanilacak ACt esik degerini belirlemek i¢in yapilan
caligmanin diginda birakildi, tekrar edilemedi. Total viral kopya amplifikasyonunun
Ct degeri 26 iizerinde olan 24 6rnekten 8’inin ACt degeri (5.81) altinda bulundu,
M41L mutasyonu pozitif kabul edilebilirdi. Bu sekiz ornegin yedi tanesi
konvansiyonel dizi anlalizi ile de pozitif bulunmustu.

Sonuglart karsilastiracak altin standart bir yontem bulunmamasi istatistik
analizde sorun olusturdu.

Calismada diger azinliktaki mutasyonlar (minority variants) arastirilamadi.

Gergek zamanli PZR ¢aligmasi oldugu igin, amplikonlardan tekrar dizi analizi
yapilamadi.

Ileri calisma gereksinimleri

Bizim bulgularimiz ve yaymlanmis diger calismalar 1s18inda, bu yontemin
klinik laboratuvarda hasta ve hekimi i¢in en uygun kullanimi; hastanin ilag
kullanimindan 6nce ve sonra mutasyonlar ol¢iimii ile dirence karar verilerek test

sonuglarmin birlikte yorumlanmasi, popiilasyonun epidemiyolojik 6zelliklerine gore
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(demografik, enfeksiyon evrelerine, tedavi alip almadigina vb.) stratifiye ederek
degerlendirilmesi daha uygun olacaktir. ileriye doniik ¢alismalarda NMS-GZ-PZR
yontemi azinliktaki mutasyonlarin ¢ogunu ayni anda saptayan kullanima hazir daha
pratik multipleks ticari Kitler tasarlanabilinir.

Sonug olarak, NMS-GZ-PZR yontemi, ultra derin dizi analizi diizeyindeki
duyarlilikta, azinlik diren¢ mutantlarinin 6nemli bir grubunun arastirilmasini
saglayabilmekte ve boylece HIV enfeksiyonu olgularinda gelisen antiviral dirence
ilisgkin epidemiyojik dinamiklerin daha iyi anlasilmasina ve tedavi basarisinin

artmasina katkida bulunmaktadir.
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