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ABSTRACT

Aksacl, S. (2019) . Detection of HIV Resistance Due to Gene Polymorphism
in Chemokine Receptors in Healthy Individuals. Yeditepe University, Institute of
Health Science, Department of Molecular Medicine, MSc thesis, Istanbul.

Human immunodeficiency virus (HIV) causes acquired immunodeficiency syndrome
(AIDS). It was first described in 1980 as a disease and now has become a world-wide
pandemic. It was first identified in Sub-Saharan Africa. Nowadays, it is known that
some individuals have an innate immunity to HIV because of the gene polymorphism
occurring congenitally in the chemokine receptors. Under normal conditions, two
chemokine receptors promoting the entry of HIV-1 into the target cell after the initial
binding of gp120 protein to CD4 on lymphocytes and monocytes were defined, and
these co-receptors are called CCR5 and CXCRA4. In this study, the correlation between
the polymorphism of the relevant genes, which are thought to create inborn resistance to
HIV, and innate immunity to HIV was investigated in order to contribute to enlighten
the genetic basis in the formation of innate immunity to HIV.The study included 50
previously diagnosed HIV/AIDS positive individuals as the control group and 50
HIV/AIDS negative individuals as the study group on a volunteer basis and within the
framework of ethics rules by giving particular importance to individual privacy after
their individual written consents were obtained. Peripheral blood samples were taken
from a total of 100 individuals included in the study and control groups in EDTA and
gel tubes along with their detailed medical history in Yeditepe University, Medical
Faculty Hospital by signing consent form. HIV/AIDS positivity and negativity of all
individuals in the study were redemonstrated by studying the serum samples obtained
from gel tubes on immunoassay system (Siemens, Germany) using the ELISA method.
Serums were separated from the blood samples of the individuals in other gel tubes and
DNA isolation was performed from this serum portion. Using the appropriate primers
from the isolated DNA samples, the target region was amplified by Classical
Polymerase Chain Reaction (PCR), and in the next stage, using the the restriction
enzymes and carrying out the cutting protocol, our target region was cut on a thermal
cycler (Techne, England) device with restriction enzymes, and then processed with the
agarose gel electrophoresis method, and the bands obtained were compared on a gel
imaging device (Biorad, USA).The DNA band images we obtained as a result of this

study revealed that there was no mutation in CXCR4 and CCR5 chemokine receptors of

Xi



50 HIV negative individuals in our study group. In other words, 50 individuals
participated in our study did not have resistance to HIV infection subjects in CXCR4
and CCR5 chemokine receptors as a result of innate mutation. The agarose gel
electrophoresis performed after the restriction stage showed that the resulting DNA
bands of all cases were 236bp for CCR5 and 190bp for CXCR4, that is, all individuals
had a wild type DNA molecule and they did not have any gene polymorphism in
CXCR4 and CCR5 chemokine receptors, and accordingly indicating that the individuals
had no resistance to HIV virus. If the band size that we obtained on the agarose gel for
CXCR4 chemokine receptor was about 173 bp, we would have detected the presence of
a mutation in this case. Likewise, if the band size that we obtained on the agarose gel
for the CCR5 chemokine receptor was about 201 bp, we would have also mentioned a
mutation, gene polymorphism. A limited number of people are resistant to HIV
infection, because these people have a mutation in CCR5 and CXCR4 chemokine
receptors, which are co-receptors. People who have homozygous deletions in  CCR5
gene are resistant to the infection despite encountering the virus many times. It has been
found that some of the infected individuals who are heterozygous for this deletion do

not reach the AIDS stage for a long time.

Key words : HIV, AIDS, Chemokine Receptors, Polymorphism, Resistance to
HIV Infection.
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OZET

Aksacl, S. (2019) . Saghkh Bireylerdeki Kemokin Reseptorlerinde Meydana Gelen
Gen Polimorfizmi Nedeni ile Olusan HIV Direncin Saptanmasi. Yeditepe
Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii, Molekiiler Tip ABD., Master Tezi,
Istanbul.

Insan immiin yetmezlik viriisii yani HIV, edinsel immiin yetmezlik sendromuna yani
AIDS’ e neden olur. Ik defa 1980 yilinda tanimlandi, simdi ise diinya ¢apinda bir
pandemi haline gelmistir. {lk olarak sub-Saharan Afrika da saptandi. Giiniimiizde
bilinmektedir ki ; bazi1 birey kemokin reseptorlerinde dogumsal olarak meydana gelen
gen polimorfizminden dolayr HIV’ e karsi dogal bir bagisikliga sahiptirler. Normal
sartlarda lenfositler ve monositler iizerinde CD4 ile gpl20 proteini arasinda ilk
baglanmadan sonra HIV-1’in hedef hiicreye girisini ilerleten iki adet kemokin reseptorii
tanimlanmistir ve bu koreseptorler CCR5 ve CXCR4 olarak adlandirilirlar. Bu ¢alisma
da, dogumsal HIV bagisiklik olusumunda genetik zeminin aydinlatilmasina katkida
bulunabilmek amaciyla HIV dogal direncini olusturdugunu disiindiigiimiiz ilgili
genlerin polimorfizmi ile HIV dogal bagisiklik arasindaki iligki arastirildi.Caligmada
goniilliiliik esasina dayanarak ve etik kurallar gercevesinde kisi mahremiyetini 6n
planda tutarak daha once tanist konulmus 50 HIV/AIDS pozitif birey yazili onamlari
almarak kontrol grubu olarak, 50 HIV/AIDS negatif birey de yine yazili onamlari
alimarak arastirma grubu olarak calismaya dahil edildi. Calisma ve kontrol grubuna
dahil toplam 100 bireyden detayli Oykiileri ile birlikte periferal kan ornekleri
EDTA(Etilendiamin tetraasetik asit)’li ve jelli tiplere onam formu imzalatilarak
Yeditepe Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesinde alindi. Calisma kapsaminda ki tiim
bireylerin HIV/AIDS pozitif ve negatiflikleri ; jelli tiiplerden elde edilen serum
ornekleri kullanilarak immunoassay sistemin de (Siemens,Almanya) ELISA yontemi ile
caligilarak tekrar gosterildi . Bireylere ait diger jelli tiiplerdeki kan Orneklerinden
serumlart ayrildi ve bu serum kismindan DNA izolasyonlar1 yapildi. Izole edilen DNA
orneklerinden uygun primerler kullanilarak hedef bolge Klasik Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PZR) ile c¢ogaltildi, bir sonra ki asamada restriksiyon enzimleri
kullanilarak kesim protokolii uygulanarak thermal cycler (Techne,Ingiltere) cihazin da
hedef bolgemiz restriksiyon enzimleri ile kesildi ve ardindan agaroz jel elektroforezi

yontemi ile yiriitiiliip sonucunda elde edilen bantlar jel goriintiileme cihazin
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(Biorad,ABD) da goriintiilenerek karsilastirildi. Yaptigimiz bu ¢alisma sonucunda elde
ettigimiz DNA bant goriintiilerinde anlasildi ki ¢alismaya dahil olan ¢alisma
gurubumuzda ki 50 HIV negatif bireyin sahip olduklar1i CXCR4 ve CCRS kemokin
reseptorlerin de bir mutasyon mevcut degildir. Yani aragtirmaya katilan 50 birey
calisma konumuz olan CXCR4 ve CCRS kemokin reseptorlerin de dogustan gelen
mutasyon sonucu HIV enfeksiyonuna karst dirence sahip degillerdir. Gergeklestirilen
restriksiyon asamasinin ardindan yapilan agaroz jel elektroforez yontemi ile
goriilmiistiir ki tiim olgulara ait olusan DNA bantlar1 CCRS5 i¢in 236bp, CXCR4 igin ise
190bp biiytikliigiinde’dir, yani tiim bireylerin dogal fenotip DNA molekiiliine sahip
olduklarint CXCR4 ve CCR5 kemokin reseptorlerinde bir gen polimorfizmine sahip
olmadiklarini buna bagl olarakta bireylerin HIV enfeksiyonuna karsi bir direnglerinin
olmadigint gosterir. Eger CXCR4 kemokin reseptdrii i¢in agaroz jel lizerinde elde
ettigimiz bant yaklasik 173 bp olsaydi, bu durumda bir mutasyon varligini tespit etmis
olurduk. Ayni sekilde CCRS kemokin reseptorii i¢in agaroz jel iizerinde elde ettigimiz
bant 201 bp civarinda olsaydi, bir mutasyon, gen polimorfizminden bahsetmis olacaktik.
Az sayida insan HIV ile enfeksiyona direnglidir, ¢iinkii bu insanlarin yardimci
reseptorleri olan CCRS ve CXCR4 kemokin reseptorlerinde mutasyon vardir. CCR5
geninde homozigot delesyon igeren kisiler viriisle ¢cok kez karsilasmalarina ragmen
enfeksiyona direnclidirler. Bu delesyon i¢in heterozigot olan bazi enfekte kisiler ise,

uzun siire AIDS asamasina gelmedikleri tespit edilmistir.

Anahtar Kelimerler : HIV, AIDS, Kemokin Reseptorii, Polimorfizm, HIV

Enfeksiyonuna Direng.
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1. GIRIS ve AMAC

Insan immiin yetmezlik viriisii yani HIV , einsel immiin yetmezlik sendromu
yani AIDS’ in etkenidir. 1981°de ilk Pneumocystis carini pndmonisi ve Kaposi sarkomu
vaka gruplar1 tanimlandigi zaman bunun insanlik tarihinin en 6nemli pandemilerinden
birinin baslangici oldugu ve 20 yildan az bir siire i¢inde 50 milyon insanin etkilenecegi
bilinmiyordu.

Hastalikla ilgili bilgilerimiz 6nceden kalitsal bagisiklik yetersizligi hastaliklar
olmayan hastalarda, olagan olmayan firsat¢1 enfeksiyon vakalarinda dramatik bir artis
gbzlenmesi ile basladi. Sonug olarak, insan Immiin Yetmezlik Viriisii (HIV) ve Edinsel
Immiin Yetmezlik Sendromu(AIDS) ; tibbi literatiir ile konusma diline girdi (1,2,3).

Insanlar arasinda karsimiza ¢ikan en ilgi ¢ekici 6zellik, baz1 bireylerde dogumsal
olarak ortaya ¢ikan ve kemokin reseptorlerinde meydana gelen gen polimorfizmi
nedeni ile bu bireylerde var olan HIV enfeksiyonuna karsi olan dogal bagigikligidir .

Lenfositler ve monositler iizerinde CD4 ile gpl120 arasinda ilk baglanmadan
reseptorleridir. CCR5 ve CXCR4 kemokin reseptorleri arasinda ki direk etkilesim ile
edinsel bagisik yanitin ana hiicreleri enfekte olur . Konagin bagisik yanitina ek olarak
konaga 6zgii genetik faktorler , HIV-1 ile enfeksiyona duyarliligi , direnci ve hastaligin
ilerleme hizin1 belirler.En 6nemli faktér HIV-1’in CD4+T hiicrelerine girisinde ana
koreseptor olan CCRS reseptoriindeki delesyondur. Bu 32 baz ciftlik delesyon
(CCR5delta32) i¢in homozigot olanlar hiicre yiizeylerinde bu koreseptorii tasimazlar ve
boylelikle enfekte olmazlar. Boylelikle CCRS delta 32 homozigot kisiler HIV-1
enfeksiyonuna 6nemli 6l¢iide direng gosterirler (4).Aynmi sekilde CXCR4 reseptoriinde
meydana gelen mutasyon sonucu , bu reseptorde hiicre ylizeyinde taginmamaktadir ve
bu bireylerde HIV enfeksiyonuna kars1 direng gosterirler.

Bu ¢aligmada C-X-C kemokin reseptor 4 (CXCR4) ve C-C-R kemokin reseptor
5 (CCR5) hedef gen bolgelerinin polimeraz zincir reaksiyonu ile anlamli seviyede
cogaltilmasi, ardindan yapilan PZR islemi ile elde edilen DNA molekiillerinin agaroz
jel elektroforez yontemi ile jel tizerinde gosterilmesi, anlamli bantlar elde edildiginde bu
DNA molekiillerini bolgeye spesifik restriksiyon enzimleri ile isleme alip g¢alisma
acisindan anlamli bolgenin elde edilip cogaltilmast ve en nihayetinde aradigimiz

mutasyona Ozel bolgeyi agaroz jel elektroforezinde UV/(ultraviolet) 1sik ve kamera



altinda goriintiilenerek dogal fenotip yada mutant olabilme durumunun karsilastirilmasi

amaclandi.



2.GENEL BILGILER

Insan immiin yetmezlik viriisii olarak adlandirilan HIV, edinsel immiin
yetmezlik sendromu olarak adlandirilmis hastalik tablosu olan AIDS’ in etkenidir.
Giiniimiizde tiim Diinya’y1 etkisi altina alan bir pandemi haline gelmistir. Ik odak sub-
Saharan Afrika’da saptandi ve orada yapilan tahminlere gore toplumun %251
etkilenmis durumdadir.

Ik basta bulas; homoseksiiel, orogenital ya da anogenital temas ile
gerceklesmekteydi; fakat simdilerde major bulasma sekli heteroseksiiel iliski iledir.
Virilis mukozal travma sonucu viicuda girig yapabilir fakat HIV-1’in lamina propirianin
niikleer hiicrelerine girdigi major hiicresel yol epitelyal hiicreler, M hiicreleri ve
dendritik hiicre yoluyladir. Yiiksek viral yiik, mukozal travma ve enflamasyon, alici
partnerin mukozal enfeksiyonu, riskli cinsel temasin sayisinin artmasi, korunmasiz
cinsel temas, alic1 anal birlesme, verici erkek partnerin siinnetsiz olmasi bulas riskini
arttiran yiiksek risk faktorleridir(1).

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 arkadaglari tarafindan ve aymi zamanda California
Universitesi’ nde Jay Levy ve arkadaslar tarafindan saptanmistir.

Pasteur Enstitlisii’ ndeki arastirmacilari tarafindan, virusa lenfadenopatisi olan
geng bir escinsel erkekten izole ettikleri icin ’lenfadenopati ile iliskili viriis
(lymphadenopathy associated viriis)’” LAV olarak isimlendirilmistir. NIH arastiricilari,
T lenfosit hiicrelerine ilgisinden dolayr ’LAV ( Insan T Lenfotik Viriis - Human T
Lymphotropic Virus) adi verilmistir; daha énceden bilinen diger iki HTLV ’nin ardindan
geldigi icin HTLV-II adint vermislerdir. Daha sonra bu HTLV-III’in Pasteur
Enstitiisii’nde izole edilen virusdan kontaminasyon oldugu goriilmiistiir. Levy grubu ise
“AIDS ile iliskili retrovirus’® (AIDS associated retrovirus; ARV) adini vermistir.
Elektron mikroskobik ¢alismalar bu viruslarin retrovirusler i¢inde lentiviruslarla iliskili
oldugunu gostermistir. Uluslararas1 Viriis Taksonomi Komitesi Lentivirus ailesine ait
oldugu belirlenen viriisii ‘‘Insan Immiin Yetmezlik Viriisii ( Human Immunodeficiency
Virus)’ kisaca HIV olarak tanimladi. 1986°da Clavel, Montagnier ve arkadaslar farkli
bir HIV izole etmislerdir. Ozellikle Bat1 Afrika’nin bazi bdlgelerinde yaygin olan bu
tipe HIV-2 adi verildi. Afrika, Asya, Avrupa, Kuzey ve Giiney Amerika’ da yaygin
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olarak saptanan HIV-1’e gore HIV-2 ile enfekte olan bireylerde hastalik tablosunun geg
donemlerde kendini gosterdigi ve mortalite oraninin ¢ok daha disik oldugu

saptanmustir(2, 3).

2.1. Kemokinler

Kemokinler farkli hiicrelerin aktivasyonuna neden olan ve secici bir sekilde
aktive ettigi bu hiicreler ile iliskili olan bir polipeptid ailesidir. Inflamasyon, enfeksiyon,
doku hasari, allerji, kardiyovaskiiler hastaliklar, ayrica malign tiimér patofizyolojisinde
rol alirlar(4). Kemokin ailesine ait 30 adet kemokin ve 15 adet kemokin reseptorii
tanimlanmstir. Elias Metschinikoff yaptigi calismalar ile 16kositlerin bulunduklari
kandan dokulara kapiller damarlarin duvarlarindan gegerek inflamasyonun oldugu
dokularda yiginlar olusturduklarin1 gosterdi. Diapedez adi verilen bu gogiin, y1gilmanin
sebebinin bakteri ya da viriisii kisitlaylp imha etmek oldugu ve immiin sistem igin
hayatsal dneme sahip oldugu Metschinikoff tarafindan yapilan ¢alismalar ile anlasildi.
Diapedez, enfeksiyon hastaliklart ve enflamasyon, anjiyogenezis, hematopoezis,
organogeneziste rol alan sitokin ailesine kemotaktik sitokinler diisiiniilerek <’Kemokin’’
ismi verilmistir(5,6,7).

Kemokinler 8-10 kilodalton (kd) agirliginda, %20-70 oraninda aminoasit
dizilimlerinde benzerlik goésteren proteinlerdir(8). Sistein kalintilarinin pozisyonlarina
ve genetik yapilarindaki farkliliklara gore 4 alt gruba ayrilirlar. Tiim kemokinler 3 beta
(b) tabakasi1 ve C terminal a heliks yapisi acisindan benzerlik gosterirler(9.10).

CXC kemokin ailesi olarak da bilinen kemokin ailesinde N terminaline yakin 2
sistein aminoasidi farkli bir aminoasit tarafindan ayrilmistir. Bu kemokinin kromozomu
14912-21 tzerindedir. Bu grupta sadece SDF- la (Stromal cell derived factor) 1053
kromozomundadir. Bu kemokinler noétrofillere etki ederken; lenfositlere Kkarsi
etkisizdirler. CC kemokinlerde (b kemokin) diger kemokinlerden farkli olarak N
terminaline yakin 2 sisteini ayiran aminoasit yoktur. CC kemokin yani b kemokin geni
17q 11.2-12° dedir. Sadece MIP-3p (Macrophage inflammatory protein) kromozomu
9117°de, MIP-3a/ LARC (MIP-3_/ liver-and activation- regulated chemokine)’da
kromozom 2117a’dadir. CC kemokinler de kendi i¢inde 5 MCP (Monocyte
chemoattractant protein) ve eotaksin igeren MCP-eotaksin ailesi ve diger b kemokinler
olmak iizere 2 alt gruba ayrilir. CC kemokinler yani b kemokinler genel olarak nétrofil
hiicrelerine karsi etkili degilken; monosit, bazofil, eozinofil vede lenfositlere karsi

gosterdikleri etki degisik Olgiilerdedir. C kemokin olarak adlandirilan Lenfotaktin, tek
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sistein igerir ve kromozomu ise 1q23’dedir. CX3C kemokinn ise Fraktalkin veya

Norotaktin olarak adlandirilmaktadir ve geni 16. kromozomda bulunmaktadir(8, 9, 10).

2.1.1. Kemokin Reseptorleri

Kemokinlerin o6nciliikk yaptiklar1 diapedez ve selektif olarak etki ettikleri
hiicrelerin aktive edilmesi icin kemokin molekiillerinin 6zgii olduklar1 hiicreler
tizerindeki 0zel reseptorlerine baglanmalar1 sarttir. Yapilan calismalar ile 3 grup
kemokin reseptorii tanimlanmis olup bunlarda kendi iglerinde sinirli sayida iiyeye
sahiplerdir: dort tane CXC ( CXCR1, CXCR2, CXCR3, CXCR4), sekiz tane CC
kemokin reseptorii (CCR1, CCR2, CCR3, CCR4, CCR5, CCR6, CCR7, CCRS8) ve son
olarakta bir adet CX3C (CX3CR) tanimlanan kemokin reseptorleridir(8). Kemokin
reseptorleri arasinda CXCR1 gibi nétrofilde yani tek bir hiicrede yogunlasanlar oldugu
gibi, CCR2 gibi T lenfosit hiicrelerinde, NK hiicrelerinde, dendritik hiicreler ve de
bazofilde etkin olan yani birden fazla hiicrede aktivite gosteren kemokin reseptorleri de
mevcuttur. CCR1 ve CCR2 kemokin reseptorleri spesifik olarak monositlerde
mevcutken; IL-2 uyarimi sonrasinda lenfositlerde de tespit edilmektedirler. CCR2
kemokin reseptorleri lipopolisakkaritlerin varhiginda azalir ve hiicreleri sadece bu
reseptorti aktive eden MCP-1’¢ kars1 cevapsiz kilar; fakat CCR1 ve CCR5’i aktive eden
MIP-1a’ya karst hiicrenin hali hazirda bir cevabi vardir. Buna karsin diger kemokin
reseptorlerinin ortaya ¢ikmasi farkli hiicre tiplerinin ayrilmasindan ve aktivasyonundan
sorumludur(9, 10, 11). Bazi kemokin reseptorleri noronlar, astrositler, epitelial
hiicrelerde de bulunur. Bu da kemokin sisteminin 16kosit gogii disinda diger sistemlerde
de birtakim fonksiyonlar1 oldugunu gostermektedir. Kemokin reseptorlerinin bir ¢ogu
birden fazla kemokin ile baglanabilmektedir; ancak CC kemokin reseptorleri birtek CC
kemokinleri ile, CXC kemokin reseptorleri de sadece CXC kemokinleri ile spesifik
olarak baglanirlar. Ligand ile reseptorii arasindaki bu 6zel baglanma primer, sekonder,
tersiyer yapilari bakimindan ayni olan fakat kuaterner yap1 bakimindan yapisal farklilik
gostermelerinden kaynaklanmaktadir. Reseptor uyarimi; inozitoltrifosfat olusumu,
hiicre i¢i kalsiyum artis1 ve protein kinaz C aktivasyonuna yol agarak hiicrenin
aktivasyonunu saglar. Kemokinler ayrica 2 tane sinyal tiretmeyen molekiile de
baglanirlar. Bunlardan bir tanesi; eritrosit kemokin reseptorii olarak da adlandirilan
DARC (Duffy Antigen receptor for chemocine)' dir ve bu reseptdr eritrosit ve

endotelyal hiicrelerde bulunmaktadir. Bu reseptoriin goérevinin CC ve CXC kemokinleri



baglayip, dolasimdan uzaklastirmak oldugu diisiiniilmektedir. Digeri ise heparan siilfat
proteoglikan grubudur. Heparan siilfat proteoglikanlar ekstraselliller matrikste ve
endotelyal hiicre ylizeyinde kemokinleri tutar ve bolgesel bir yogunluk farki olusturarak
kemokin salimina yol agar(11, 12).

Kemokin reseptorleri 2 6nemli insan patojeni i¢in (Plasmodium ve HIV) ko-
reseptor tasirlar. Plasmodium vivax (Pl.) eritrositler tlizerindeki DARC kemokin
reseptoriine, HIV ise lenfosit ve makrofajlardaki CXCR4 ve CCR5 kemokin
reseptorlerine baglanir. Bu reseptorler hiicreye girisi kolaylagtirarak viral tropizmi
belirler. HIV baslangicta virionu saran glikoprotein gp 120/41 ile en azindan 2 hiicresel
reseptor (CD4 molekiilii ve kemokin reseptorii) ile etkilesime girer (Sekil 1). HIV-1'in
makrofaj tropik susu yani M-tropik susu CCR5 kemokin resptoriinii kullanirken, T
tropik susu ise; T hiicrede bulunan CXCR4 reseptoriine az bir kism1 da CCR5'e baglanir
(Tablo 1).

CCR5 geninde 32-baz-gift delesyonu ig¢in homozigot olan bireyler HIV-1
enfeksiyonuna direngli olup, heterozigot olan bireylerde ise hastalik ilerleyici seyretmez
ve firsat¢1 enfeksiyonlara karsi koruyucudur. Ayrica ko-reseptor olarak nadiren
kullanilan CCR2' deki allellik varyant1 ve SDF-1 geninde de mutasyonu olan bireylerde
AIDS’in ilerlemesinin geciktigi goriliir. CCR2 mutasyonu CCRS promotor mutasyonu
ile birlikte olabilir; bu durumda enfeksiyona karsi koruyucudur(11, 12, 13).



Tablo 1: HIV igin koreseptor olarak davranan kemokin reseptorleri (64).

Reseptir HIV dzgiilligu
CXCR4 T-hiicre tropik

CCRS M-tropik

CCR3 Dual tropik, M-tropik
CCR2b Dual tropik, T-tropik

Hicresel dagilim
Cenig*

Cenig**
Eozinofiller

Maononikleer fagositler

* Meoplastik T hiicre ve promonositik hicre dizileri (periferik kan harig)

** Primer T hiicreleri, mononiikleer fagositler, dendritik hiicreler

CD4

gp41  Disilfit bag
Hedef hlicre

CD4

e NI 3 e 7 -
CCRS
- \\ é C)(CR-‘Veya 9?]20 = é

L ]‘ . Fuzyon
W) peptidi

-~

Sekil 1: HIV- Hedef hiicre fiizyonu (64).

2.2. HIV Gruplari ve Alttipleri

Her iki HIV viriisu de Retroviridae ailesi i¢inde yeralan Lentiviriis genusunun

tiyesidir. Hizli mutasyon ve rekombinasyon sebeb ile

sahiptir. M (main) grubu tiim diinyadaki izolatlarin

grubu kendi i¢inde A, B, C, D, E, F, G, H, J,

cok sik degiskenlik gdsteren bir
virlis olan HIV farkli grup ve alttiplere sahiptir (Sekil 2).
HIV-I  “main”> (M), “outlier’” (O) ve “novel’” (N) olmak iizere 3 gruba
yaklasik %95°¢ ini olusturur. M
K olmak iizere 9 subgrup ve
rekombinasyon sonucu meydana gelmis 15 * circulating recombinant form — CRF”’
icerir. O grubundaki izolatlar, M grubundaki birbirinden farkli alttipler kadar
degiskenlik gdéstermesine ragmen, sayilar1 sinirl olduklarindan ayrica bir siniflandirma

yapilmamistir. HIV-1I A’ dan E’ ye kadar 5 alttipe sahiptir(3).




Vif, Vpr, Nef and p7

Reverse
Transcriptase ’.l

Sekil 2: HIV viriisiiniin Kesiti

HIV-I alttip B; Kuzey Amerika, Avrupa, Avustralya ve diger kitalardaki sehir
merkezlerinde olan epidemilerden sorumludur. Tayland ve Giiney Dogu Asya’ da en
fazla goriilen alttip E° dir. Brezilya ve Romanya’ da alttip F, alttip G ise Rusya’ da
bulunmustur. HIV-I © in tiim alttipleri Sahraalti Afrika’ da karsimiza ¢ikar ve bunlar
arasinda en sik goriilen alttipler A, C ve D‘ dir. M grubundaki alttipler, AIDS
pandemisinden sorumludurlar ve tiim diinyada hizla yayilim gdstermektedirler. Grup O
ise nadiren karsimiza ¢ikmakta olup Gabon, Kameron ve Orta Afrika’ nin batisinda
goriliir(14,15).

Tiirkiye* de , Istanbul’ da dizi analizi yontemiyle 27 hasta ile yapilan bir ¢alisma
sonucunda 27 hastadan 4’ i subtip A, 19’ u subtip B, biri subtip C, biri subtip D ve ikisi
F1 alttipi olarak saptanmistir. Ulkemizde yapilan genotipik diren¢ degerlendirmeleri
sirasinda iki rekombinant HIV kokeni tespit edilmistir. Geno2pheno sonuglarina gore bu
iki koken 03 AB ve 02 AG rekombinant formlar olarak tespit edilmistir. Bu
caligmalara gore B genotipi oran1 yliksek seviyede olmakla birlikte diger genotip ve

CRF’ lere de lilkemizde rastlanmaktadir(16, 17).



2.3. Epidemiyoloji

HIV’in bir maymun immiin yetmezlik viriisiinden kaynaklandig1 diisiiniilmiis ve
genetik olarak en ¢ok sempanze viriisiine yakin bulunmustur(18).

[lk insan enfeksiyonlar1 1930’ larda Afrika’ da olustu ancak fark edilmedi. 1960’
lardan sonra insanlarin sehirlere gogii virlisii merkezlere tasidi ve seks is¢iliginin
kiiltirel kabiili HIV ile enfeksiyonun toplumda yayilmasini kolaylagtirdi(19). Bulasma
sekli ve biyolojisi, gelismekte olan ve endiistrilesmis iilkelerde ayni olmasina karsin,
davranigsal faktorlerin ve sosyoekonomik sartlarin g¢esitliliginden dolayr HIV’ in
epidemiyolojisinde farkliliklar vardir(3). HIV’ in baslica bulasma yollari; riskli cinsel
temas, viriis ile kontamine olmus kan ve kan iriinlerine parenteral temas ve HIV ile
enfekte olmus anneden bebegine bulastir. Diger cinsel yolla bulasan hastaliklarin
ornegin sifiliz ve gonorenin varligi bulasma riskini on kat daha fazla arttirir. Farkli
partner ile artan sayida cinsel temas da bulagma riskini arttirir. HIV tiikriikten de izole
edilmistir, ancak HIV’ in 6plisme ile gectigi heniiz bildirilmemistir(3).

1981 Yilinda ilk HIV/AIDS olgulari, San Fransisco’ da yasayan escinsel
erkeklerde tamimlanmistir. Bunu takiben ilave vakalar, damar i¢i ila¢ bagimlilari,
hemofili hastalar1 ve kan transflizyonu alicilar1 gibi yiiksek risk gruplarinda saptanmistir
(3).

Son 30 yildaki HIV epidemisinin evrimi 4 ana evreden olugsmustur. Bu evreler;
ani ortaya ¢ikis, yayilma, yiikselme ve sabit kalmadir. Gelismekte olan iilkelerde hayat
kadinlar1 ve onlarin miisterileri gibi yliksek risk gruplarinda, endriistrilesmis iilkelerde
ise erkek escinseller arasinda hizla yayilmistir. Niifus gocii araciligi ile diinyanin gesitli
bolgelerine hizla yayildig: <> yayilma faz’’ in da uluslararasi seyahatlerinde 6nemli rolii
olmustur(20).

2006 ° da her yil 6,6 milyon yeni HIV enfeksiyonunun olustugu ve AIDS’ e
bagli 6lim sayisinin yilda 305 milyon oldugu tahmin edilmisti(18).

Aralik 2010 tarihinde Diinya Saglik Orgiitii (DSO) ve Birlesmis Milletler
HIV/AIDS Ortak Programi (UNAIDS) tarafindan ortaklasa olusturulup agiklanan
verilere gore; 2009 yilinda giinde 7000 yeni HIV enfeksiyonu vakasi bildirilmistir.
Buna karsin HIV epidemisinin maksimum noktaya ulastigt 1999 yilindan giiniimiize
HIV ile enfekte birey sayisinda %19 azalma gozlenmektedir. Sub-Sahara Afrika 2009
yilinda %67 gibi bir oran ile tiim Diinyada ki en fazla HIV ile enfekte birey sayisina



sahipbolge olmustur (Sekil 3). Orta ve Giliney Amerika bolgesinde ise Brezilya HIV ile

enfekte birey niifusunun en fazla oldugu iilke olmustur.

Kuzey Amerika ve Bati-Orta Avrupa’ da en fazla goriilen bulas yolu escinsel

erkek iliski yoludur. 2007 yilinda yapilan istatislikler, Bat1 - Orta Avrupa bolgesinde

Birlesik Krallik sinirlar1 dahilin de ve Kuzey Amerika da escinsel erkekler arasindaki

HIV enfekte bireylerin sayisinin en yiiksek seviyede oldugu gosterilmistir. Karayipler,

Sub-Sahara Afrika gibi bolgelerde ise HIV ile enfekte bireylerden olusan popiilasyonun

bliyiik bir kisminin kadinlardan olustugu, HIV enfekte popiilasyonda ki erkek birey

sayisinin kadinlara gore daha az oldugu goriilmektedir(21, 22, 23).

Sekil 3 :

Dogu Avrupa ve Orta Asya

Bati ve Orta 1400 000
Avrupa
Kuzey Amerika 820 000
1500 000 <
Orta Dogu ve Kuzey Afrika E)Sg%g\;ya
460 000 £
Karayipler Ganey ve Giney-Dodu Asya
240000 4 100 000
Sub-Sahara Afrika
22 500 000
Orta ve Guney Amerika
1400 000
Okyanusya
57 000

Diinya HIV Prevelans Haritasi (57)
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Tablo 2 : Diinya HIV/AIDS Oram (57)

HIV fAIDS ibe yosayanlor

Total 333 milyon
Erighin J0.8 milyon
Kioadhn 15.9 milyon
15 yas alh 25 milyon

2009 yibinda HNV enfekle yeni vakalar

Total 2.5 milyon

Erighin 2.2 milyan
15 yazalh 310000

200% yinda HV fAIDS hastabgindan Slenler

Total 1.8 milyon

Erglin 1.6 milyon
15 yasalh 260.000

Tiirkiye® de ilk olgu 1985 yilinda Istanbul’ dan bildirilmistir. 2000 y1l1 sonunda
Saglik Bakanlig’ na bildirilen HIV ile enfekte kisi sayis1 1067°dir. Cogu Istanbul
sehrinden bildirilmis olup yaslar1 20 ile 49 arasindadir. Risk gruplarma gore dagilim
siras1 heteroseksiiel, escinsel ve damarici madde bagimlilar1 seklindedir. Olgularin
hemen hemen hepsi HIV-1 ile enfektedir. Tiirkiye’ den ilk HIV-2 Bombay’ da bdbrek
transplantasyonu olmus bir hastadan bildirilmistir(24, 25).
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Tablo 3 : Tiirkiye’ de Bildirilen HIV/AIDS Vakalarimin Yas Grubu ve Cinsiyete
Gére Dagilimi (01 EKIM 1985 — 31 ARALIK 2017, T.C Saghk Bakanhgr)

YAS ERKEK KADIN TOPLAM
GRUBU VAKA
0 49 29 78
1-4 37 32 69
5-9 17 13 30
10-14 17 12 29
15-19 259 98 357
20-24 1642 473 2115
25-29 2420 685 3105
30-34 2449 658 3107
35-39 2062 520 2582
40-44 1526 354 1880
45-49 1256 236 1492
50-54 902 207 1109
55-59 626 165 791
60-64 383 88 471
65 ve isti 378 83 461
Yasi 147 61 208
bilinmeyen
TOPLAM 14170 3714 17884

Tirkiye’ de HIV/AIDS vakalarimin yogun oldugu yas aralign 20-49 yas
araligidir. Tirkiye’ deki varolan HIV/AIDS vakalarinin bulagsma yollarina gore
istatistiklere bakarsak heteroseksiiel cinsel iliski ile bulas oran1 %52.4, escinsel cinsel
iligki ile bulas oran1 %8.1, damar i¢i uyusturucu madde bagimliligi ile bulas orani %5.1
stirekli transfiizyon ile kan nakli alanlarda bulas oran1 %1.9, enfekte anneden bebegine
gecisin orant %1.8, hemofili hastalifindan kaynakli bulas oran1 9%0.4, en sikintili oran

ise %29.8 gibi yiiksek bir oran ile sebebi belirsiz bulastir(26).
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Tablo 4 : Tiirkiye’ de Bildirilen HIV/AIDS Vakalarimn Olas1 Bulasma Yollaria
Gore Dagilin (01 Ekim 1985 — 31 Aralik 2017, Tiirkiye Halk Saghg Miidiirliigii)

OLASI BULASMA TOPLAM VAKA YUZDE
YOLU

Heteroseksiiel cinsel 6403 %35.80
iligki

Homosekstiel/biseks 2499 %13.97
tiel cinsel iligki

Damar i¢i madde 245 %1.37
bagimlilig

Anneden bebege 156 %0.87
gegis

Hemofili hastalar 23 %0.13

Kan ve kan iiriinleri 97 %0.54
transfiizyonu

Nozokomiyal 78 %0.44
bulasma

Homosekstiel/biseks 171 %0.96
tiel cinsel iligki + madde
bagimlilig

Bilinmeyen 8554 %47.83

TOPLAM 17884 %100
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Sekil 4 : Tiirkiye* de ki HIV/AIDS vakalarimin yillara gore dagilimi (59)

2.4. HIV’ in Mikrobiyolojik Ozellikleri

HIV Retroviridae ailesinin lentiviriis alt ailesine ait 100-110 nm ¢apa sahip,
sferik, koni sekilli nukleokapside sahip, lipitten olusan iki tabakali zarfla ¢evrilmis bir
RNA viriisiidiir. Bu iki tabakali lipitten olusan zarf iizerinde gp120 ve gp41 ad1 verilen
2 glikoproteinden olusan 72 adet ¢ikinti seklinde yapilar mevcuttur. Gpl20 ve gp4l
glikoproteinleri HIV’ in env geni tarafindan kodlanmakta olan prekiirsér protein olan
gp160° 1n proteolitik olarak par¢alanmasi ile olusurlar. Transmembran glikoprotein olan
gp41 iki katmandan olusan lipit tabakasi i¢inde; gp120 ise HIV’ in yiizeyinde ve gp41’
e bagl sekilde bulunur ve gorevi viriisiin uygun yiizey reseptorleri olan konak hiicreler
ile baglanmasini saglamaktir (Sekil 5) (27, 28).

Viral glikoproteinler, env geni tarafindan kodlanan poliproteinin glikolizasyona
ugramasi, endoplazmik retikulum ve golgi aparatinda isleme tabi tutulmasi yani
proteolitik pargalanmasi ile olusurlar. HIV” in gp 160 glikoproteini gp4l ve gp120° ye
parcalanir. Bu glikoproteinler viriyonun ylizeyinde goriilen lolipop benzeri trimer
cikintilar olustururlar. Biiyiik glikoprotein, hiicre yiizey reseptoriine baglandigi icin
viriisiin doku tropizmini saglar ve notralizan antikorlar tarafindan taninir. Daha ufak alt
tinite olan gp41 lolipopun sapinmi olusturur ve hiicre flizyonunu saglar. gp120 asiri
glikozillenmistir ve antijenik yapisi ve reseptor spesifikligi kronik HIV enfeksiyonu

sirasinda degisebilir(19).
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Sekil 5 : HIV Sematik Goriiniimii

Enfeksiyonun erken evrelerinde viriyonun RNA genomu, revers transkripsiyon
islemi ile ¢ift iplikli linear DNA seklini alir. Bu islem sirasinda viriis tarafindan
kodlanan RT enzimi kullanilir. Bu linear viral DNA konak hiicre genomuna proviriisii
olusturmak {izere entegre olur. Diger retroviriisler’ de oldugu gibi HIV hiicre siklusunun
hiicre dis1 fazinda tek iplikli RNA (yani viriyon) ve hiicre i¢inde ¢ift iplikli DNA
(proviriis) olmak tizere iki genomik forma sahiptir(3).

HIV-1 proviriisii, viral niikleik asidin konak hiicreye entegre olan DNA
formudur. 9.7 Kb uzunlugunda ve her iki ucunda “’Long Terminal Repeat (LTR)*’ lerin
sinirladigr viral proteinleri kodlayan yapisal gag-pol-env genlerinden olusur. LTR
dizileri farkli hiicresel transkripsiyonel faktorlerinin baglanmasinda kullanilan
promoter, enhancer ve diger gen dizilerini igerir. 5’ ucu kor ve matriks proteinlerini
kodlayan gag geni ile baslayip; PR, RT ve IN’ i kodlayan pol geni ile transmembran ve
zarf proteinlerini kodlayan env geni ile devam eder. Bir grup aksesuar gen, pol ve env
gen dizileri arasinda ve ikinci bir grup da viriisiin 3” ucunda yer alir(27).

Transkripsiyonel transaktivator (tat) ve viral ekspresyonun regulatuvar (rev)
genleri viriyon® da bulunmayan ufak proteinleri kodlar ki bunlar viral replikasyon i¢in
gereklidir. HIV hiicre kiiltiiriinde viral replikasyon i¢in gerekli olmayan cesitli genlere
de sahiptir. Aksesuar genler dedigimiz bu genlerden vif, vpr, vpu, nef HIV-I igin ve vif,

vpx, vpr, nef ise HIV-2 i¢in spesifiktir. vpr ve vpx genlerinden olusan proteinler viriyon

15



iginde toplanir. Oysa vif, vpu ve nef gen iriinleri viriyon iginde paketlenmez (27, 29,
30).

Vif viral enfektivite faktoridiir. Konak hiicrede var olan inhibitor etkisi olan
faktorlere karsi koyar. Vif cytidine deaminaz APOBEC ailesinin antiviral etkisini
inaktive ederek ortadan kaldirir. APOBEC3G yeni kesfedilmis endojen bir inhibitor
faktoriidiir. mRNA veya DNA’ da ki ozellikle sitosini urasile deamine eden hiicre igi
enzimler ailesi icinde yer almakta olup, viral DNA degradasyonuna yol agar. Vif
APOBECS3G ile kompleks meydana getirip etkisini inhibe eder.

Vpr makrofaj hiicreleri gibi boliinmeyen hiicrelerde viral replikasyon igin
elzemdir. Makrofajlarin enfeksiyonunu hizlandirir. Vpr hiicre siklusunu etkiler viral
preintegral komplekslerin nukleusa gecisinde gorevlidir. Ayrica viral ve hiicresel
promoterlarin transkripsiyonunu aktive eder ve apopitoz ile iliskisi vardir.

Tat transkripsiyonel aktivatordiir. Tat hiicre dongiisiinii durdurur ve viral DNA
transkripsiyonunu arttirir. Viral transkriplerin elongasyonu i¢in tat gereklidir.

Rev viral gen ekspresyonunun diizenlenmesinde gorev alir.

Vpx nukleusa gegisten, vpu partikiill salimimi kolaylastirmadan ve CD4

degredasyonundan sorumludur (Sekil 6-7).

U3 R US —tat —
vif N el
pol | |vpr vpu / \
LTR
p17 p7 gp120  gp41
p24 032
011 integrase
protease

p66
reverse transcriptase

Sekil 6: HIV -1 Genomik Yapis1 (HIV 2010 Medizin Fokus Verlag, 2010;
23)
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Nef, negatif efektor olarak bilinir ve hiicrenin yiizeyinde CD4, MHC-I, MHC-II,
CD3, CD25 ekspresyonlarinin azalmasindan, virlis enfektivitesinin siddetinin

arttirtlmasindan, hiicresel aktivasyon yollarinin modiilasyonunda gorevlidir (31 ,32).
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Sekil 7 : HIV Genomik Yapisi

2.5. Patogenez ve Immiinite

HIV’ in olusturdugu hastalikta ve patogenezde ana belirleyici, CD4
eksprese eden T hiicreleri ve makrofajlara kars1 viriisiin gosterdigi tropizimdir. HIV” in
neden oldugu immiinosupresyon (AIDS), bagisiklik sisteminin yardimci ve gecikmis tip
asir1 duyarlilik fonksiyonu tasiyan CD4 T hiicre sayisindaki azalmadan kaynaklanir
(19).

Konak hiicrenin enfeksiyonu i¢in viriyonun gp 120 proteininin konak
hiicre membraninin yiizeyinde lokalize olan CD4 reseptoriine baglanmasi gerekir. CD4
molekiilii, T lenfositlerinin yiizeyinde bol miktarda, makrofajlar, dendritik hiicreler ve

diger antijen sunan hiicrelerin ylizeyinde daha az sayida bulunur. CD4, kendini tasiyan

17



hiicreleri enfeksiyona duyarli hale getirdigi gosterilen ve bu fonksiyonun ilk olarak
tanimlandig1 reseptordiir. HIV ayrica, degisebilir miktarda CD4’ i eksprese eden veya
saptanabilir CD4 ekspresyonu olmayan ¢ok ¢esitli hiicre tiplerinde de saptanmistir. Bu
hiicreler; megakaryositler, periferik kan dendritik hiicreleri, folikiiler dendritik hiicreler,
epidermal Langerhans hiicreleri, astrositler, oligodendroglia ve mikroglialar, CD8+
hiicreler, servikal hicreler, rektal mukozal hiicreler, trofoblastik hiicreler, renal
epidelyal hiicreler ve retinal hiicrelerdir(29).

Lenfositler ve monositler tizerinde CD4 ile gpl120 arasinda ilk baglanmadan
sonra HIV-1’ in hedef hiicreye girisini ilerleten farkli koreseptorler de tanimlanmaistir.
Bu reseptorler kemokin reseptorleri olup CCRS ve CXCR4 olarak adlandirilir.

CCR5 sadece monosit ve makrofajlarda bulunurken, enfeksiyonun erken
evrelerinde bulunan sinsiyum olusturmayan fenotipe sahip M (makrofaj) tropik
viriislerle enfeksiyona olanak saglar. CD4+ T hiicrelerinde yer alan koreseptor ise
CXCR4 olup, bu kemokin reseptorii ise sinsiyum olusumundan sorumlu olan ve sadece
T hiicrelerine tropizm gosteren izolatlar1 baglar(3).

CCRS reseptorii agisindan yetersiz olan insanlar HIV ile enfeksiyona daha
direnglidir. CCR5 antiviral ilaglar i¢in hedef reseptordiir. HIV CD4 T hiicrelerinin
enfeksiyonunu kolaylastirmak i¢gin DH*SIGN denilen bir lektin molekiilii araciligiyla
dendtritik hiicre yilizeyine baglanir ve yiizeyinde kalir. Makrofajlar ve dentritik hiicreler
HIV ile persistan sekilde enfekte olurlar ve bdylece ana rezervuar gorevi goriirler (Sekil
9). Bu sekilde de HIV’ in yayilmasinda ana aracidirlar. gp 120’ yi kodlayan env geninde
meydana gelen mutasyonla viriis tropizmi CCRS5 (M tropik)’ den CXCR4 (T tropik)
virlise degisir. T-tropik viriisiin gp-120” si C ve CXCR4 kemokin reseptoriine baglanir.
Baz1 viriisler iki reseptorii de yani hem CCRS hem de CXCR4’ i kullanir. CXCR4’ i
tercih yoniindeki reseptor degisimi ge¢ olusur ve hastaligin ilerlemesi ile korelasyon
icerisindedir. CD4 T hiicre sayisindaki azalma, direk olarak HIV ile indiiklenen
sitolizden, sitotoksik T hiicrelerinin indiikledigi immiin sitolizden veya biiyiik
miktardaki HIV antijenine kars1 kronik aktivasyondan kaynaklanabilmektedir(3, 19,
33).
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Sekil 8 : HIV Yasam Dongiisii

CCRS5 eksprese eden T hiicrelerinin hedef alinmasi sonucu bagirsak ile iligkili
CD4 T hiicre lenfoid dokusu azalir. AIDS semptomlari’ nin gelismesi, kana artan
miktarda virlis salinimi, T-tropik viriis sayisinda artig, CD4 T hiicrelerinde azalma, total
T hiicre sayisinda (CD3 tasiyan hiicreler) azalma ile iligski gosterir(34).

HIV, enfekte T hiicresini Oldiirebilen cesitli sitopatolojik etkileri de indiikler.
Bunlar, viral genomun sirkiiler DNA kopyasinin toplanmasi, plazma membraninin
permeabilitesinin artmasi, sinsityum olugumu ve apopitozun indiiklenmesidir(19).

HIV’e karsi bagigik yanit, viral enfeksiyonu sinirlar fakat ayni zamanda
patogenezede katkida bulunur. gp120° ye karsi olusan ndtralizan antikorlar antikora
bagimli hiicresel sitotoksik yanita yol agar. Antikorla kapl virtisler halen enfeksiyozdur
ve makrofajlar tarafindan fagosite edilir. CD8 T hiicreleri, HIV enfeksiyonu’ nun
ilerlemesinin kontroliinde kritik hiicrelerdir. CD8 T hiicreleri; enfekte hiicreleri hem
direk sitotoksik etki ile hem de virlisiin koreseptoriine baglanmasini bloke eden
kemokinler gibi viral replikasyonu baskilayici faktorleri olusturarak dldiirebilirler.

CD8 T  hiicrelerinin  aktivasyonunun CD4 T hiicreleri tarafindan
gerceklestirilmesi sarttir. CD8 T hiicreleri sayisal olarak CD4 T hiicreleri ile birlikte
azalma gostererek bireydeki AIDS tablosuna isaret ederler(35, 36).

HIV hastaliginin seyri, CD4 hiicre sayisindaki azalma ve kandaki viriis miktari
ile paralellik gosterir. Cinsel temasla bulasi takiben HIV bagirsakla iligkili lenfoid
dokudaki CD4 T hiicrelerini enfekte eder ve tiiketir. Enfeksiyonun akut fazi sirasinda

plazmanin ml” sinde 10.000.000 partikiil gibi patlama tarzinda bir viriis tiretimi s6z
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konusudur (Sekil 9). T hiicre proliferasyonu ve enfekte lenfoid ve myeloid hiicrelere
yanit, mononiikleoz benzeri bir sendroma yol agar. Klinik latent donemde kandaki viriis
diizeyi diisiis gosterir, fakat lenf diigiimlerinde viral replikasyon devam eder. Viriis
makrofaj ve dinlenmekte olan T hiicrelerinde de latent kalir. Hastaligin ge¢ evresinde
kandaki viriis diizeyi artar, CD4 diizeyleri anlamli derecede diiser, CDS8 hiicre diizeyleri
keza diiser, T-tropik viriisler artar, lenf digiimii yapisi harap olur, hastanin bagigiklik
sistemi baskilanir. Makrofajlarin ve dendritik hiicre’nin aktivasyonundan sorumlu CD4
T hiicrelerinin kaybi, AIDS igin karakteristik c¢ok sayida firsat¢1 enfeksiyonun
gelismesine yol acar. CD4 T hiicrelerinin sayilarindaki azalma ve CD8 T hiicrelerini
aktive  edememelerinden  oOtliri, JC  poliomavirlis, preggressif — multifokal
lokoensefalopati (PML), HSV, VZV, CMV enfeksiyonlari, hatta EBV-iliskili lenfoma
ve HHV-8 iliskili Kaposi sarkomu gibi latent enfeksiyonlarin tekrarlama potansiyeli
artar(35, 36, 37).

Immiinsupresyona ek olarak, HIV ayrica nérolojik anormalliklere de yol acar.
Mikroglial hiicreler ve makrofajlar, beyindeki HIV ile enfekte baslica hiicre tipleridir.
Enfekte monositler ve mikroglial hiicreler, beyinde enflamatuvar yanita ve ndron
oliimiine yol agacak ndrotoksik maddeler ve kemotaktik maddeler salgilarlar(37).

HIV enfeksiyonu patogenezinde birtakim direk ve direk olmayan bazi
mekanizmalarin varligr kabul edilmistir. Bu indirekt mekanizmalarin i¢inde apopitoz,
siiperantijen etkisi ve bagisik yanitin meydana getirdigi harabiyet mevcuttur. Ancak
HIV enfeksiyonu’ nun immiinopatolojisi bilyiikk ihtimalle viriisiin direk olarak CD4
hiicrelerine etkilemesine baglidir. CD+4T lenfosit hiicrelerinin bagisiklik sisteminde
etkin ana bir gorevi mevcuttur. Ayrica bagisiklik sisteminde sitokin iiretiminde
meydana gelen diizensizlik gibi sekonder etkilerininde katkist vardir. CD4 hiicrelerinin

diizeyinde azalmaya yol acan temel etken bizzat viriisiin kendisidir(38, 39, 40) .
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2.6. HIV’ in Hiicresel Hedefleri ve Viral Replikasyon

HIV’ in konak hiicreye tutunmasi ve konak hiicreye girmesi icin viriis
yiizeyindeki proteinler ile konak hiicre yiizeyi proteinlerinin birbirlerine 6zgii olmalari
gerekir. HIV zarf proteinleri olan gp120 (surface — SU) ve gp41 (transmembran-TM)
icin uygun reseptdr CD4’ tiir. Bu CD4 molekiili T yardimeci hiicrelerde, myeloid
hiicrelerden monositlerin, makrafajlarn  ve dendritik hiicrelerin  ylizeylerinde
bulunmaktadir.

HIV yiizeyinde bulunan zarf proteinlerinin; HIV ile konak hiicre fiizyonunun
baslatilmasini saglayabilmesi ve konak hiicre sitoplazmasina girebilmeleri i¢in reseptor
molekiiller ile etkilesim halinde olmalidirlar. Koékeni farkli HIV viriislerinin hiicre
tropizmlerini bu koreseptor molekiiller belirlemektedir. Alfa kemokin reseptorii CXCR4
T hiicrelerinin birbirleri ile etkilesimlerini ve bunlarin sinsityum olusturmalarini saglar.
CCRS5 beta kemokin reseptorii ise M-tropik (monosit-makrafaj) HIV-1 suslarinin

enfeksiyonuna neden olur.
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M tropik HIV izolatlar sinsityum olusturmazlar; fakat bir kisim M tropik HIV
izolatlar1 ise T hiicrelerinide enfekte etme 6zelligine sahiplerdir(1, 3).

Insan retroviriislerin® den HIV’ in replikasyonu, viral glikoprotein ¢ikintilar olan
gpl120 ve gp41 trimerinin primer reseptdr olan CD4 proteinine ve yardimci reseptor
olan transmembran G-proteinli kemokin reseptdriine baglanmasi ile baslar. Yardimci
reseptor makrofajlarda, periferik veya diger T hiicrelerinde bulunan CCRS5 yada primer
olarak T hiicrelerinde eksprese olan CXCR4 kemokin reseptoriidiir. Az sayida insan
HIV ile enfeksiyona direnclidir; ¢iinkii bu insanlarin yardimei reseptdrleri olan CCRS
ve CXCR4 kemokin reseptorlerinde mutasyon vardir(20). CCR5 geninde homozigot
delesyon igeren kisiler viriisle ¢ok kez Kkarsilasmalarina ragmen enfeksiyona
direnclidirler. Bu delesyon icin heterozigot olan bazi enfekte kisiler ise, uzun siire AIDS
asamasina gelmedikleri tespit edilmistir (14). Kemokin reseptoriine baglanma, viral zarf
ve hiicre plazma membranini birbirine yakinlastirir ve gp41’ in etkili olmasini ve iki
membranin fiizyonunu kolaylastirir (20). HIV ayrica bagirsakla iliskili lenfoid dokudaki
hiicresel bir adezyon molekiilii olan integrin alfadbeta7’ ye baglanir(1).

Viriis genomu sitoplazmaya salininca replikasyonun erken fazi baglar. pol geni
tarafindan kodlanan revers transkriptaz viriyondaki t-RNA’ lar1 primer olarak kullanir
ve tamamlayici, negatif iplikli DNA (cDNA) sentezlenir. Revers transkriptaz enzimi
ribonukleaz H gibi davranarak bu davranisi ile RNA genomunu pargalayarak ardindan
pozitif DNA ipliginin sentezini gergeklestirir. Viriyon DNA’ sinin (proviriis) sentezi
sirasinda, genomun her iki ucundan (U3 ve U5) diziler duplike edilir, boylece LTR’ ler
iki uca da eklenir. Bu iglemle, entegrasyon ve transkripsiyonun regiilasyonu i¢in gerekli
olan LTR igindeki hizlandirict ve promotdr dizileri olusturulur. Revers transkriptaz
hataya c¢ok aciktir. HIV in bu genetik degiskenligi bir hastanin enfeksiyonu sirasinda
yeni virlis suslarina yol acar. Buda viriisiin patojenitesine degistirebilir ve bagisik
yanittan kagisina yol agabilir(37).

Cift iplikli DNA nukleusa aktarilir ve viriis tarafindan kodlanan, viriyonda yer
alan entegraz enzimi ile konak kromozomuna katilir. Entegrasyon hiicre aktivitesini
gerektiri, ama HIV ¢cDNA’ s1 niikleus ve sitoplazmada entegre olmamuis sirkiiler DNA
olarak hiicre aktive olana kadar kalabilirler. Entegre olduktan sonra ge¢ faz baslar ve
viral DNA (proviriis), konak hiicreye ait RNA polimeraz Il enzim aktivitesi ve hiicresel
genler esliginde transkripsiyona ugrar ve RNA’ y1 meydana getirir. Bu sistem
retroviriislerde farkli m-RNA olusumlari i¢in igler ve gag, gag-pol ya da env genlerine

ait dizileri ihtiva ederler. Proviriis hiicresel gen gibi hareket eder ve bu nedenle
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replikasyonu, viral DNA’ nin metilasyon derecesine, hiicre {ireme hizina, en g¢okta
hiicrenin LTR kisimlarinda kodlanan enchancer ve promotor bolgelerini tanima
yetenegine dayanir. Bir hiicrenin retroviral genomu genomu transkribe edebilme
yetenegi bir retroviriis i¢in konagi ve doku tropizmini belirleyen ana determinanttir.
HIV replikasyonu alt1 kadar aksesuar gen ile regiile edilir(3).

tat geni viral ve hiicresel genlerin transkripsiyonu ig¢in transaktivatordiir. rev
proteini viral mRNA’ nin sitoplazma i¢ine transportunu regiile ve sitimiile eder (3) .

nef proteini hiicre yiizeyinden CD4 ve major histokompatibilite simif I (MHC 1)
molekiillerinin ekspresyonunu azaltir, T-hiicre sinyalizasyon yollarimi degistirir, viriisiin
sitotoksisitesini regiile eder ve yiiksek viral yiikk i¢in gereklidir. Nef proteini,
enfeksiyonun AIDS’ e ilerlemesi i¢in gereklidir(3).

vif; toplanmay1 ve olgunlagmayi indiikler ve antiviral hiicresel bir proteine
(APOBEC-3G) baglanarak, ¢cDNA’ nin hipermutasyona ugramasma engel olur ve
viriisiin myeloid ve diger hiicrelerde ¢cogalmasina yardim eder(3).

vpu hiicre yiizeyinin CD4 ekspresyonunu azaltir ve viriyon salinimini arttirir.

Vpr (HIV-2 de vpx) cDNA’ nin niikleus igine transportunda 6nemlidir ve ayrica
makrofajlar gibi biiyiimeyen hiicrelerde viriis replikasyonu i¢in 6nemlidir. vpr; hiicreleri
biiylime siklusuunun G2 fazinda tutarki, bu HIV replikasyonu i¢in optimal durumdur.
Hiicre HIV replikasyonunu kontrol eder ve T hiicresinin sitokin, mitojen yada antijen ile
aktivasyonuda viriis replikasyonunu stimiile eder.

Gag, gag-pol ve env mRNA’ lardan okunan proteinler, poliprotein olarak
sentezlenirler ve sonunda fonksiyonel proteinlere parcalanirlar. Once viral
glikoproteinler sentezlenir daha sonrada glikozilasyona ugrar, endoplazmik retikulum
ve golgi aparatinda isleme tabi tutulurlar. Bu glikoproteinler membrana tutunur ve viral
atagman proteininin hiicre dist alt {initelerine parcalanirlar ve trimer olusturup plazma
membranina go¢ ederler. gag ve gag-pol poliproteinleri asilasyona ugrar ve sonra zarf
glikoproteini tagiyan plazma membranina baglanirlar. Genomun iki kopyasi ile hiicresel
transfer RNA molekiilleri viriyonun tomurcuklanmasini stimiile eder. Zarf ile kaplanma
ve hiicreden salinmadan sonra viral proteaz, gag ve gag-pol poliproteinlerini pargalar ve
revers transkriptaz salinir, viriyon 6zl olusur. Enfeksiyoz viriyonun olusmasi i¢in bu
proteaz asamasi gereklidir ve bu asama antiviral ilaglarin baslica hedefidir (3).

Zarfla kaplanma ve retroviriis salinimi hiicre ylizeyinde olur. HIV zarfi, MHV
molekiilleri de dahil hiicresel proteinleri icerir. Retroviriis replikasyonu ve

tomurcuklanma sonucunda hiicrenin 6lmesi sart degildir. HIV bir hiicreden digerine ¢ok
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niikleuslu dev hiicreler ve sinsityum olusturarakta yayilir (Sekil 10). Sinsityumlar

frajildir ve olusmalari viriisiin sitolitik aktivite sini arttirir(3).
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Sekil 10 : HIV Yasam Dongiisii

2.7. HIV Tanis1

HIV enfeksiyonunun zamaninda tanisi antiretroviral tedavi ve firsatci
hastaliklarin profilaksisi, korunma ve enfeksiyon kontrolii i¢in 6nemlidir. HIV ile
enfekte kisilerin immiinolojik ve virolojik laboratuvar degerlendirmeleri sarttir.

HIV ile enfeksiyonun laboratuvar tanisinda kullanilan testlerini dort gruba
toplayabiliriz :
1- HIV’ e kars1 6zgiil antikorlarin tespit edilmesi ve gdsterilmesi
2- HIV antijen tayini

3- Hiicre kiiltiiriinde viriisiin izolasyonu
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HIV niikleik asit molekiiliiniin gosterilmesi

HIV ile enfeksiyonun tanisinda oncelik 6zgiil antikor varliginin gosterilmesidir.
Ancak baz1 06zel durumlarda niikleik asidin gosterilmesine dayanan molekiiler
yontemlere gereksinim olmaktadir. Giiniimiizde halen HIV enfeksiyonunun tanisi 18
aydan biiyiik bireylerde ve yetigskinlerde virlise 0zgii antikorlarin gosterilmesi ile
koyulmaktadir ve bu virlise 6zgii antikor HIV ile enfekte olmus tiim bireylerde
bulunmaktadir. Enfeksiyonu takiben antikorlar 2 hafta sonra serumda saptanabilmekle
birlikte bu siire 2-3 ay1 bulabilir. HIV ile enfekte olduktan sonra 6 hafta da enfekte
kisilerin %80’ inde serokonversiyon saptanirken, 12 haftalik siirecte enfekte bireylerin
tamaminin serumlarinda HIV antikoru tespit edilir (Sekil 11). Bu siireler kisilerin
bagisiklik yetersizligi durumlarina gore degisiklik gosterir(52).

HIV ile enfekte olmus kisilerde virlise 6zgli antikorlarin gosterilmesi igin
kullanilan indirek tani yontemlerinden farkli olarak viriisiin direk olarak tespit edilip
gosterildigi niikleik asit tasti (NAT) pratik olmasi, zaman kazandirmasi ve duyarlilig
sebebi ile tercih edilmektedir. Bu niikleik asit testleri ile HIV’ in hem Kkantitatif hemde
kalitatif tayini miimkiindiir(53).

Kantitatif Viral genom tayini ile HIV genomunun miktar1 (HIV viral yiikii)
baska bir deyisle HIV RNA’ smin plazmadaki konsantrasyonu Ol¢iilmektedir. Viral
yiikii tespit ettigimiz bu testler antiretroviral tedaviye yon vermektedir. HIV RNA’ sinin
kantitatif olarak tayin edilmesi prognostik belirte¢ olarak, tedavinin sekillendirilmesinde
ve bireyin enfeksiyoz olma derecesini belirlemede kullanilmaktadir.

Kalitatif HIV DNA tespiti, erken dénemde antikor olusumunun olmadigi ya da
diistik diizeylerde oldugu durumlarda, antikor testleri ile kesin sonug alinamayan primer
enfeksiyonlarda, maternal antikor varlig1 nedeni ile antikor testleri ile sonug alinamayan

HIV ile enfekte anneden doganlarda tan1 koymak amaci ile kullanilir(52, 53).
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Sekil 11 : Hastahk Kontrol ve Onleme Merkezi (Centers for Disease Control and

Prevantion = CDC) ‘nin 6nerdigi HIV tamisinda izlenecek algoritma (48)

HIV enfeksiyonu tanisinda oneriler, farkl iilkelerde enfeksiyon prevalansina ve
kosullara gore ozellik gostermektedir. Tani siklikla iki pozitif tarama testi sonrasi,
dogrulama testi ile konulur. Tarama testleri ile silipheli serumdaki viriise 06zgi
antikorlarin tespiti yapilirken, dogrulama testleriyle ise tarama testleri ile reaktif
bulunan serumlarin net olarak HIV antikoru bakimindan tespitini gergeklestirir. Tarama
testleri ile antikor saptanip sonu¢ pozitif bulundugunda bu sonug¢ ’reaktif’’ olarak,
dogrulama testleri ile elde edilen pozitif sonug ise * pozitif’’ olarak adlandirilir.

Uygulanan tarama testleri Enzim Linked Immunosorbent Assay (ELISA/EIA),
agliitinasyon testleri ve dot blot immunobinding assay® dir. ELISA testi ¢cok sayida
numune incelenmesine olanak vermesi, 0zgiillik ve duyarliligimin yiiksek olmasi
giinlimiizde ilk basamak testi olarak kullanilmasina neden olmustur. Tarama testlerinin
sonuclart 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 sonuglarin genellikle bir ayda pozitiflesmesi beklenir
(Sekil 13).

Dogrulama testleri arasinda Western blot (WB), Immunofloresan Assay (IFA)
ve Radioimmunopresipitasyon (RIPA) yer alir. Ulkemiz dahil en sik kullanilan

dogrulama testi WB’ dir. WB ile HIV virlisiiniin tiim yap1 proteinlerine kars: olusmus

26



antikorlar ayr1 ayr1 saptanmaktadir. WB ile pozitifligi dogrulanan sonugta gp160,
gp120, p66, p55, p51, gp4l, p31, p24, pl7, pl5 yapisal proteinlerinin bulundugu tiim
bolgelerde nitroseliiloz serit lizerinde bantlar olusur (Sekil 12). Ancak daha once
sonuglarindan siiphelenilmeyen, her zaman sonuglarinin kesin oldugu bilinen WB ile de
kesin olmayan sonuglarin alinabilecegi saptanmistir(51, 52, 53).

WB dezavantajlarindan dolay1 artik Diinya capinda ve iilkemizde Hastalik
Kontrol ve Onleme Merkezi’ nin (Centers for Disease Control and Prevention = CDC)
Onerdigi yeni bir algoritma benimsenmeye baglanmistir. Benimsenen bu algoritma basta
tilkemizde dogrulama prosediirlerinin zaman almasindan kaynakli HIV enfekte
bireylerin tedavilerinin gecikmesinin ve yasam kalitelerinin olumsuz yo6nde
etkilenmesinin oniine gecilmektedir. Bu algoritmaya dahil olan niikleik asit testleri ile
bireylerin HIV/AIDS durumlar1 daha hizli ve daha giivenilir sonuglanmaktadir (Sekil
11).

Celik ve arkadaslar1 2015 yilinda 102 tekrarlayan sonucu reaktif ve WB ile
dogrulanmig HIV/AIDS pozitif 6rnek ile duyarlilik, 6zgiillikk ve pozitif prediktif deger
tayini i¢in yaptiklari calisma ile WB testinin mevcut algoritmadan ¢ikarilmasi
gerektigini ve ikinci agsamada uygun hizli test kullanilmasi gerektigini gostermislerdir
(Sekil 15). Ayrica 2015 yilinda istanbulda yapilan 1. HIV/AIDS ¢alistayinda da Tiirkiye
icin algoritmada ki aksakliklar, izlenmesi gereken yollar ve yapilmasi elzem olan
degisimler genis kapsaml katilim kitlesi ile masaya yatirilmistir. Yapilan 1. HIV/AIDS
calistay1 ile ulusal algoritmada ki WB basamaginin uygulamadan kaldirilmasi, ikinci
asamada uygun hizli test kullanilmasi1 ve HIV/AIDS ‘in D grubu bildirimi zorunlu

hastaliklar grubuna girmesi kararlari alinmistir(48).
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Sekil 12: Western blot sonucu (48)

Westem bloHIY 1-2)
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Sekil 13: Western Blot’da Izlenecek Algoritma (48)
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Algoritmada uygun hizli testin 2.
asamada onerilmesi amaci ile

Calisma devam ediyor: 102 seum

wWB Hizli test
81 pozitif: 78 pozitif (3 negatif)
9 negatif : 9negatif

6 disiik EIA absorbans Indetermine-Kuskulu negatif

2 yiiksek EIA absorbans Kuskulu negatif

2 yiiksek EIA absorbans Kuskulu pozitif

1 yiiksek EIA absorbans Negatif pozitif

1 disiik EIA absorbans Negatif pozitif

Sekil 14 : CDC Tarafindan Onerilen Algoritma icin Yapilan Calismalar
(48)

Akut HIV-1 enfeksiyonu’ nun 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 tanisi konur. Akut HIV-1
enfeksiyonu izlenerek anti-HIV serokonversiyonu saptanir. Akut HIV-1 enfeksiyonun
da viremi diizeyi yiiksek oldugundan duyarlilik %100 kabul edilmektedir. Ozgiilliik %
95-98 olarak bildirilmekle beraber, yalanci pozitif sonuglar 2000 RNA kopyast / ml*
den diisiik, yani akut enfeksiyonda beklenen degerin ¢ok altindadir. HIV enfeksiyonu ile
antikor testlerinin pozitiflesmesi arasindaki siire ortalama ii¢ haftadir. Primer HIV
enfeksiyonunda 6nce 1-4 hafta siiren lokalize virus replikasyonu olur. Bu donem ender
olarak aylarca uzayabilir(53,54).

Sistemik virus replikasyonunun baslayip yiiksek diizeyde artmasindan oOnce
diisiik diizeylerde viremi oynamalar1 olur. Bu aralikh diisiik diizey viremi donemi 25
giine kadar uzayabilir. Ve plazmadaki virus konsantrasyonu’ nun 1-10 kopya/ ml
oldugu tahmin edilir. Bu durumun mukoza ve lenfoid dokudan kana diisiik diizeyde
HIV sizmasma bagh oldugu diisiiniilmektedir. Bu donemde tranfiizyon i¢in alinan

plazma enfeksiyoz olabilir ve tarama testleri ile enfeksiyon saptanamaz(52, 53, 54).
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Virusun hizla ¢cogalmaya bagladigi donem 100 kopya/ml ile baslar ve kisa siirede
100.000.000 kopya/ml diizeyine ulasir. Virus replikasyonunun yiikseldigi donemde 1-5
giin sadece HIV-RNA pozitiftir; ardindan virus yikii 10.000 kopya/ml olunca p24
antijeni saptanabilir. Virus yiikii tepe noktaya ulastiktan sonra azalmaya baslar ve denge
noktasina (set point) gelir. Bu donemde antikor testleri ve destekleyici dogrulama
testleri pozitiflesir; ancak immun komplekslerin olusmasi ile p24 antijeni saptanamaz
duruma gelir(54).

Virus replikasyonunun yiikseldigi donemde immun yanit da olmadigi igin
bulastiricilik ¢ok yiiksektir. HIV enfeksiyonu’nun tanisi, enfeksiyondan korunma ve

hastanin prognozu yoniinden 6nemlidir(54).

2.8. HIV Tedavisi

HIV enfeksiyonunun zamaninda tanisi antiretroviral tedavi ve firsatgl
hastaliklarin profilaksisi, korunma ve enfeksiyon kontrolii i¢in OSnemlidir. HIV
replikasyonunun dinamiklerinin ve ilaglara diren¢ gelisim mekanizmalarinin daha iyi
anlasilmas1 ile birlikte HIV enfeksiyonunun tedavisinde tekli ila¢ kullanimi yerini
kombine ila¢ kullanimina birakmustir.

1995 yilindan bu yana say1 olarak siirekli artis gdsteren hastalara “’Highly active
Antiretroviral Therapy (HAART)’ uygulanmaktadir ve bu sekilde HIV ile enfekte
kisilerin yasam siireleri ile yasam kaliteleri artmistir. Bu tedavi yontemisayesinde diisiik
viral yiik, stabil CD4 hiicre sayisi ile birlikte komplikasyonlarda ¢ok dikkat ¢ekici bir
azalma olmustur(52).

Tedavi de kullanilan onaylanmig ilaglar dort siifa ayrilir: niikleozid RT
inhibitorleri (NRTIs), nonniikleozid RT inhibitérleri (NNRTIs), proteaz inhibitorleri
(PI) ve fiizyon inhibitorleri. HIV-1 tedavisinde uygulanan tiim ilaglar HIV-2 iizerinde
etkili degildir. HIV-2 NNRTIs’ a direng gosterirken, zidovudine ve bazi PIs’ lara daha
az duyarlilik gosterir(49, 52).

HIV enfeksiyonun da uygulanan antiretroviral tedavinin hedefi enfekte bireyin
yasam kalitesini arttirmak, HIV ile iliskili mortalite ve morbidite oranini indirgemek ve
ayrica temel olarak HIV viral ylikiinii uzun siire baskilamak ve bu diizeyde tutabilmektir
(Sekil 14).

Enfeksiyoz HIV viriis partikiilleri dolasimdan kaybolmasma karsin, lenfoid

dokulardaki HIV replikasyonu devam eder. Bu nedenle, HIV latent doneme hi¢ girmez,
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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 ¢alismalarda, HIV’ in plazma yar1 dmriiniin 648
saat oldugu ve enfekte bir kiside glinde 108-1010 viriis partikiiliiniin iiretildigi ve
temizlendigi gosterilmistir(55).

HIV replikasyonunda rol alan revers transkriptaz enzimi, her replikasyon
dongiisinde  yaklasik  3x10-5 siklikta hata yapmakta ve yaptigi hatayl
diizeltememektedir. Her replikasyon sirasinda viral genomda en az bir mutasyon ortaya
¢ikmaktadir. Bu mutasyonlardan bazilar viriis agisindan etkisiz ya da replikatif yonden
defektif viral partikiillerin olusumuna yol agarak zararli olabilirken, bazilar1 da immiin
yanit ya da antiretroviral ilag gibi secici baskilar karsisinda mutant virusa replikatif
avantaj saglayabilmektedir. Onceden hig antiretroviral tedavi almamis hastalardan izole
edilen molekiiler HIV klonlarin da, niikleozid ve non-niikleozid revers transkriptaz
inhibitorlerine dirence neden olan mutasyonlara rastlanmistir. Tedavide kullanilan
antiretroviral ilaglarin bir kism1 HIV revers transkriptaz enzimininhata yapma oranini
arttirmaktadir(49).

HIV enfekte bireye ait genetik mutasyonlar, polimorfizmler plazmada var olan
antiretroviral diizeylerinden sorumludur. Bu detaylar antiretroviral tedavinin giivenligi,
etkinligi ve en 6nemlisi uyumu i¢in ¢ok dnemlidir(56).

HIV replikasyonunun kapasitesi, konak hiicre varliginin yeterli oldugu
kosullarda ve herhangi bir inhibe edici unsur olmadig1 durumlarda viriisiin replike olma
kapasitesidir. Buna karsin “’viral fitness’’ dogal fenotipteki HIV izolatlarinin uygun
olmayan, konak hiicre miktarmm kisith oldugu, immiin sistemin ve farmakolojik
etkenlerin baskisinin hissedilir derecede oldugu ortamlarda replike olabilme kapasitesini
gosterir(3).

Seropozitif bireyler arasindaki birbirlerine bulagin 6nlenmesi farmakolojik
ajanlara kars1 direng gelisiminin Oniine gecilmesi agisindan son derece 6nemlidir. HIV
ile enfekte bireylerde mevcut HIV izolatlarinin direngli izolatlara doniismesi viral yiikte
belirgin artis, CD4 seviyesinin hissedilebilir sekilde diistisii seklinde bir tablo ile
karsimiza(2).
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Sekil 15: Antivirallerin HIV’e Etki Mekanizmasi (De Clercq E: 2004)

2.9. Koruma ve Kontrol

HIV ile enfeksiyonun yayilmasimin Onlenmesinde bireylere HIV’ in bulag
yollar1 ve viriisiin yayilimina engel olacak onlemler hakkinda verilecek olan egitimler
onem tasimaktadir. Tek eslilik, giivenli seks, kondom kullanim1 HIV ile karsilasma
olasiligin1 6nemli Ol¢iide azaltacaktir. Ayrica damar i¢i uyusturucu madde kullananlarda
kontamine igne ve ortak igne kullanimi ana bulas yollarindan birini olusturmaktadir
(52).

HAART‘ 1n ne kadar siireyle uygulanmasi gerektigi hakkinda belirsizlikler
mevcutken, yiiksek maliyetli olusu ve gelismis iilkelerde sadece belirli bir kesime
uygulanabilmesinden dolay1 bir ¢ok HIV ile enfekte birey bu uygulamadan
faydalanamamaktadir (42). Halen HIV’ e kars1 bir as1 gelistirilememistir, bu ylizden
enfeksiyonun oOnlenmesi ve kontrol edilmesi virlis bulasinin kontroliine baghdir.
Kontrol, korunma danmismanligi ve temas sonrasi profilaksiyi kapsamaktadir. Kabul
edilmis risk faktorlerini hedefleyen stirekliligi olacak 6zgiil bilgilendirme ile birlikte

destekleyici, ayristirmayan ve yargilamayan egitimler en etkili yoldur(14).
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Damar i¢i uyusturucu madde kullanicilar1 rehabilitasyon programlarina
katilmaya ozendirilerek ikna edilmelidir. Uyusturucu madde kullaniminin kesilmesi
bazi davranis degisikliklerine neden olacagindan olasit HIV bulas riskini azaltacaktir
(52).

Glivenli seks egitimleri, tanitimlart 6nleme danismanliginin temel pargasi
olmalidir. Bu uygulamalar siirekli kondom kullaniminin tesvik edilmesi ve ¢ok esliligin
tercih edilmemesini saglamalidir. Cinsel yolla bulasan hastaliklarin taranmasi ve tedavi
edilmesi uygulamalart HIV” in cinsel yolla bulas riskini azaltacaktir.

Danigmanlik, tiim bu hedeflerin yaninda dogum kontrol meselelerini ve enfekte
anneden bebegine virilis gegisini dnlemeye yonelik hedefleri, dnlemleri icermelidir. Tim
HIV ile enfekte gebelerin bebeklerine virlis gegirmelerini onlemek igin antiretroviral
tedavi almalart sarttir. HIV ile enfekte anneler ayni zamanda anne siitii yolu ile olmasi
mimkiin HIV bulas1 hakkinda bilgilendirilmeli ve diger bebek besleme secenekleri
hakkinda egitilmelidirler.

Mesleki temaslarin ve bulaglarin 6nlenmesi icin, egitimler ve kiiresel anlamda
engelleyici ve 6nleyici uygulamalar; enfekte viicut sivilarina maruz kalma olasiligini en
aza indirgeyecek kontamine materyallerin gilivenli bir sekilde atilmasi ve imha
edilmesini saglayacak cihazlar, yonetmeliklerin desteklenmesi sarttir. Kontamine viicut
sivilart ile mesleksel temas sonrasinda, antiviral ilaglar ile temas sonrasi profilaksisi
genel olarak kabul gormiis ve bir¢ok saglik kurulusu tarafindan 6zel tedavi protokolleri
hayata geg¢irilmistir.

Danismanlik ve enfeksiyonun yayilma riskini azaltma programlarinin

uygulanmas1 HIV bulasinin 6niine gegilmesinde temel dayanak olmahidir(52, 57, 58).

2.10. Niikleik Asit Cogaltma Yontemleri

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

1. Niikleik asit prob hibridizasyon yontemleri

2. Niikleik asit amplifikasyon yontemleri

Molekiiler yontemlerin en eski ve basit yOntemlerinden biri niikleik asit
hibridizasyon yontemleridir ve kalip hedef niikleik asit dizilerinin komplementeri
isaretlenmis problarla hibritlenerek tespit edilmekte ve tan1 konmaktadir. Komplementer

dizimizde kullandigimiz bu problarin boyutlar1 genelde 20--30 niikleotid uzunlugunda
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olup c¢ogu zaman dedektor bir molekiille isaretlenen in vitro ortamda sentezi
gerceklestirilen oligoniikleotid dizileridirler.

Niikleik asit kimyast kalip zincirin komplementerini meydana getirme
teknolojisine dayanir. DNA molekiilii belirli bir 1s1 derecesine getirildiginde ¢ift iplikli
yapist saglayan hidrojen baglarinda bozulmalar, kopmalar meydana gelir ve
denatiirasyon gergekleserek yapi tek iplikli haline gelir. Ardinda 1s1 diisiirtiliip ortam
sogumaya birakildiginda ise komplementer baz c¢iftleri arasinda yeniden hidrojen
baglar1 olusmaya baslar ve birbirinin tamamlayicisi olan bazlar birleserek renatiirasyon
gercekleserek tekrar ¢ift iplikli yapr olusur. Problar tek zincirli DNA veya RNA dizilei
olup, hedef bolgedeki DNA veya RNA zincirlerinin komplementeridirler. Problar uygun
olan ortam kosullarinda yani uygun 1s1, tuz, pH da kalip DNA ya da RNA zincirine
baglanarak radyoaktif sinyaller ile tan1 koymamiza yardimci olur(59).

Birgok mikroorganizmanini kiiltiir kosullarinda tiretilmesi veya identifikasyonu
oldukca zordur; fakat bu mikroorganizmalarin genomik yapilarinin prob hibridizasyon
yontemi ile tespit edilmesi bunlarin identifikasyonuna olanak saglar. Ancak
hibridizasyon prob yontemi; tek seferde sinirli miktarda patojen ile islem yapilabilir
olmasi, yaygin olmayan patojenler ile isilem yapilacaginda bunlarin 6ncelikle 6n kiiltiir
ve duyarlilik testlerinin yapilmasi gerekliligi, sonuglarda yanlis pozitif ve yanlis
negatiflikler ile sik karsilasma oraninin olmasi tercih edilen bir yontem olma oraninm
diistirmektedir.

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

e Sinyal amplifikasyon yontemleri
Amplifikasyon yontemleri arasinda genel olarak en kullanilan olam1 ve en
onemlisi “’Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)’’ dur. PZR bakteriyel, fungal, viral ve
protozoal hastalik etkenlerinin tanisinda, molekiiler biyoloji ve biyomedikal
aragtirmalarda, su, yiyecek ve gidalarda bulunan mikroorganizmalarin tesbitinde,
genetik bozukluklarin tanisinda, prenatal tanida, kanser taramalarinda, adli tip’ da suglu
teshisinde, cinsiyet belirlemede, antropolojide, gen tedavisi ve DNA agilarinda olmak

tizere ¢cok genis bir kullanim alanina sahiptir(59, 60).
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2.10.1. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)

PZR, spesifik DNA segmentlerininin vitro amplifikasyonudur. Hedef DNA bir
tiipte in vivo DNA replikasyonuna benzer sekilde ¢ogaltilir. DNA amplifikasyonu Kary
Mullis isimli bir biyokimyaci tarafindan ilk olarak 1983 yilinda gelistirilmistir ve
ardindan ilk basarili DNA amplifikasyon c¢aligsmast Saiki ve arkadaslari ile 1982 yilinda
gerceklestirilmistir.

e PZR i¢in Gerekli Bilesenler :
o Hedef diziyi tastyan kalip DNA
o Kalip DNA ile eslesecek olan 2 oligoniikleotid primeri
o Dort tiir INTP ( dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
o Termostabil DNA Polimeraz Enzimi (taq, Vent)
o Tampon
o MgCI2

PZR protokolii ¢calismamizdaki yonteme gore ve calustigimiz konu ile paralel
olarak istenilen sayida dongiiden olusabilir. PZR dongiisiiniin asamalar1 sirasiyla
denatiirasyon adi verilen yiiksek sicakliklarda iki zincirin birbirinden ayrilmasi,
baglanma adi verilen sentetik oligoniikleotidlerin yani komplementer dizilerin kalip
molekiile baglanmasi1 ve son olarakta zincirin yeni ¢ift zincirli DNA’ lar olusturacak

sekilde uzamasi agsamasidir (Sekil 15).
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Sekil 16: Polimeraz Zincir Reaksiyonunda Bir Siklusun Asamalari
(Vierstrate A. Principle of the PZR. 1999)

Polimeraz Zincir Reaksiyonu Cesitleri :

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

3- Kantitatif PZR

4- Multipleks PZR

5- Hot start PZR

6- In situ PZR

7- Nested, seminested PZR

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

10- Consensus PZR

11- Real time PZR (60,61).
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2.11. Elektroforez
Jel elektroforez yontemi, izole edilmis ve saflastirilmig niikleik asitlerin ve
proteinlerin molekiil agirliklari, alt tipleri ve miktarlarina gore tespit edilmesinde ve
gorlintiilenmesinde yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. En sik kullanilan jel
elektroforez yontemi cesitleri ise niikleik asitler ile ¢alismada agaroz jel elektroforezi ve
proteinler ile yapilan ¢alismalarda ise poliakrilamid jel elektroforez (PAGE)
yontemleridir. PAGE’ de ozellikle “’sodyum dodesilsiilfat poliakrilamid jel
elektroforezi (SDS-PAGE)”’ tiim protein ¢esitleri ile yapilan c¢alismalarda tiim
proteinler ile sonu¢ vermektedir. Elektroforez, ortamda ¢6ziinmiis halde bulunan
molekiillerin elektrik alan igerisinde elektrik yiiklerine, molekiiler agirliklarina gore gog
etmeleri prensibine dayanir. Molekiiler agirliklarina gore biiyilk molekiiler agirliga
sahip molekiiller agir ve giic hareket ederken, molekiiler agirliklar1 daha kiigiik olan
molekiiller ise daha hizli ve kolay hareket ederler. Hareket eden molekiillerin hareket
yonleri yani anoda + kutuba ya da katoda — kutuba hareket edecekleri molekiillerin net
yiikleri tarafindan belirlenir. DNA ve RNA molekiilleri yapilarindaki serbest fosfat
gruplarindan dolay1 negatif yiiklii molekiiller olduklarindan jelde katoddan anoda dogru
hareket ederler. Protein molekiillerinde ise yapilarinda hem negatif hemde pozitif yiiklii
bilesenler tasidiklarindan bunlarin hareket yonii ph diizeyi degistirilerek istenilen yonde
olabilmektedir ki 6rnegin ph 5 ve iizeri ise proteinler negatif ylikleneceklerinden anoda
dogru hareket gociine baglarlar. Bu gogilin hiz1 aynmi sekilde molekiil agirligina, yapisal
ozelliklerine, ortam kosullarina, iyonik kuvvete ve uygulanmakta olan akimin gii¢ ve
siiresine bagli olarak ddegiskenlik gosterir. Jel iizerinde yiirlittiiglimiiz molekiiliimiiziin
final pozisyonunu belirlemek i¢cin UV 1s1k altinda kullanilan etidyum bromiir (EB) veya
bezeri bir 1s1y1c1 madde kullanilmaktadir(63).
Elektroforetik Yontem Tiirleri :
e PAGE
e Agaroz Jel Elektroforezi
e Degisken Alanli (Pulsed Field) Jel Elektroforezi
e Izoelektrik Odaklanma
e ki Boyutlu (2D) Jel Elektroforezi
e Kilcal (Kapiller) Elektroforez

e |Immunoelektroforez
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Elektroforez yontemlerinde kullandigimiz agaroz bir alg tiirlinden elde
edilmektedir. Jel hazirlanan elektroforez tamponuna agarozun eklenip yiiksek
sicakliklarda homojinize bir sekilde ¢oziinmesi saglanarak hazirlanir. Yiiksek derecelere
kadar 1sitilip kaynatilan ¢ozelti 50 derece civarma diisiiriilerek jel tepsisine dokiiliir.
Sogudukga jel formuna doniisen ¢ozeltiye drneklerimizin yiiklenmesi icin gerekli olan
kuyucuklart olusturmak i¢in jel taragi batirllir ve bu sekilde oOrneklerimizi
yiikleyebilecegimiz kuyucuklar olusur. Hazir hale gelen jelden sonra elektroforez
protokolii uygulanarak orneklerimizi yiiriitebilir ve tespit edebiliriz. Niikleik asitlerin
agaroz jel elektroforezinde ki hareketleri molekiillerin molekiil agirliklarina ve agaroz
jelin konsantrasyon, por biiyiikliigiine baglidir. Agaroz jel elektroforezi ile farkli
kaynaklardan izole edilmis niikleik asitler ve restriksiyon endoniikleazlar ile kesime tabi
tutulmus hedef niikleik asit dizileri molekiil agirliklrina goére yiiriitiilebilir ve

nihayetinde tespit edilip goriintiilenebilirler(60, 63).

3.YONTEMLER

3.1. Materyal — Metod

Yeditepe Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulundan 05.03.2013 tarihinde
305 say1 numarasi ile onay ve izinleri alinan bu ¢alismada, ¢alisma grubu olarak HIV
NEGATIF oldugunu belirten ve calisma hakkinda bilgi verilip onam formu
imzalatilarak serum ornekleri alinip ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)
yontemi ile aliman drnekler ¢alisilarak negatiflikleri desteklenen 50 HIV NEGATIF (18
kadin, 32 erkek) birey ; kontrol grubu olarak da yine bilgilendirme yapilip onamlart
alinmis farkli merkezler de daha once tanisi konulmus, Yeditepe Universitesi Tip
Fakiiltesi Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali’ nda da ELISA yontemi ile pozitiflikleri
desteklenen 50 HIV POZITIF (4 kadin, 46 erkek) birey olmak iizere toplam 100
olgunun kan 6rnekleri alind1 ve ¢aligmada kullanildi.

Istanbul Universitesi Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii  Molekiiler Tip
Departmanin‘ dan (Tiirkiye) Turgay Isbir ve arkadaslari ayrica Ulusal Allerji ve
Enfeksiyon Hastaliklar1 Enstitiisiin’ den (A.B.D.) Reza Abdi ve arkadaslar1 tarafindan
Kemokin reseptorlerinde meydana gelen polimorfizmi saptamak lizere gelistirilerek
optimize edilmis oldugu ve diger polimeraz zincir reaksiyonu tiirlerine gore
duyarlhiliginin daha yiiksek ve yorumunun daha saglikli oldugu bildirilen Klasik PZR
yontemi ile Techne Thermal TC-512 (Techne, A.B.D.) gradient PZR sisteminde,
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CXCR4 VE CCRS kemokin reseptorlerinde ki mutasyonu saptamak {iizere Onerilen
primer setleri, mutasyonun olmasi1 gereken elimizdeki DNA molekiiliiniin anlamli
bolgesini kesecegimiz restriksiyon enzimleri, kestigimiz anlamli bolgeleri ¢ogalttigimiz
primer setleri, DNA molekiillerini yiiriitmede kullandigimiz Prona marka agaroz jel
ve jelin yiritildigi BIORAD marka elektroforez, agaroz jeldeki molekiillerin
goriintiilenmesini saglayan BIORAD GelDoc 2 goriintiilleme sistemi kullanilarak

calisildi.

3.2. DNA izolasyonu

Caligmaya katilan bireylerden jelli kan tiiplerine alinan kan ornekleri oda
1sisinda yaklasik 10 dakika pihtilagincaya kadar beklendi ve ardindan oda isisinda
2000g de santriifiijde 4 dakika isleme tabi tutuldu. Bu islem sonucunda bireylerden
alman tam kan 6rneginden kanin serumunu ayirdik ve DNA izolasyonu i¢in bu serum
orneklerini kullandik. Arastirmaya katilan kisilere ait DNA’ lar1 serum orneklerinden
Roche marka Magna Pure Compact Niikleik asit Otomatik Izolasyon Kiti 1 isimli
otomatik izolasyon kiti ile Roche marka MagNa Pure Compact otomatik izolasyon
cihazin da izole edilmistir.

Ekstraksiyon i¢in, Roche MagNa Pure Compact Nucleic Acid Isolation Kit 1
icinden ¢ikan kartuslarin numune kismina 500 pl katilimci bireylerin serumlarindan
eklendi. Ardindan Roche MagNa Pure Compact otomatik izolasyon cihazinin izole
edilen DNA molekiiliiniin aktarilacagi kisma iizerine katilimer isim ve kodlar1 yazilan
steril numune kabi yerlestirildi. Roche MagNa Pure Compact otomatik izolasyon cihazi
ile 45 dakika da 10 katilimcinin, toplamda 4500 dakikada 100 katilimcinin DNA

molekiillerini elde ettik.
3.3. PZR Cahsmalar

3.3.1. CXCR4 Kemokin Reseptorii icin |I. PZR Calismalari

Calismamizin 1. Asamasi, Klasik PZR yontemi ile Teche Thermal Cycler TC-
512 (Techne, U.K.) klasik PZR cihazi ile calisildi. Klasik PZR ¢alisma prensibi ¢ift
iplikli DNA molekiilindeki hedef bdlge dizilerine iki oligoniikleotid primerin
baglanmasi ve zincirin uzamasi esasina dayanir.

Calismamizin CXCR4 kemokin reseptorii i¢in birinci asamasi steril su, dNTP,
MgCI2, spesifik olan forward ve reverse primerleri, reaksiyon buffer, Tag polimeraz

enzimi olmak iizere temel PZR bilesenleri kullanilarak, optimizasyonu yapilmis olan
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PZR protokoliine uyularak ile Techne marka Thermal Cycler TC-512 (Techne, U.K.)
PZR cihazi kullanilarak yapildi(Tablo 5,6,7). Bu asama 50 HIV negatif bireyden olusan
calisma gurubu ve 50 HIV pozitif bireyden olusan kontrol grubu i¢in toplam 100 birey

i¢cin uygulandi.

Tablo 5: Klasik PZR CXCR4 i¢in Kullanilan Primer Dizileri

Klasik PZR Primer Dizisi

Forward TTGGTTTTGTGGGCAACATGAT
GG

Reverse CATTGCATTCCCAAAGACCCAC
TC

Tablo 6 : PZR Bilesenleri (CXCR4)

Bilesen Miktar
Su 17,5 ul
Dntp 1,5l
MgCI2 1,5 ul
Forward Primer 0,5 ul
Revers Primer 0,5 ul
Reaksiyon Buffer(10X) 2,5ul
Taq 0,3 pl
DNA 1wl
Toplam Hacim 253 nl
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Tablo 7 : CXCR4 icin 1. Asama PZR Protokolii

Analiz Se S Hol Acq
Modu gment ongii 1cakhik d Time amp uisition
°O) (hh:mm:ss) | Rate Mode
(°C/s)
Baslangic denatiirasyonu

Yok 1 9 00:0 Yok

4 4:00 0

Amplifikasyon

Amplif Ay 9 00:0 Yok

ikasyon rilma 5 4 0:30 0
Ba 5 00:0 Sing

glanma 2 0:45 0 le

Uz 7 00:0 Yok

ama 2 1:00 0

Sogutma asamasi

Yok 1 7 00:0 Yok

2 7:00 0
Yok 1 4 00 Yok

0

3.3.2. CCRS Kemokin Reseptorii icin .PZR Calismalar:

Calismamizin 1. asamasi, Klasik PZR yontemi ile Techne Thermal Cycler TC-

512 (Techne, U.K.) cihazinda c¢aligild1.

Klasik PZR ¢alisma prensibi ¢ift zincirli DNA molekiiliinde ki hedef bolgelere

iki oligoniikleotid primerin baglanmasi ve zincirin uzamasi esasina dayanir.
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Calismamizin CCRS5 kemokin reseptorii i¢in birinci asamast steril su, dNTP,
MqgCI2, spesifik olan forward ve reverse primerleri, reaksiyon buffer, Taq polimeraz
enzimi olmak iizere temel PZR bilesenleri kullanilarak, optimizasyonu yapilmis olan
PZR protokoliine uyularak ile Techne marka Thermal Cycler TC-512 (Techne, U.K.)
PZR cihaz1 kullanilarak yapildi (Tablo 8, 9, 10). Bu asama 50 HIV negatif bireyden
olusan c¢alisma gurubu ve 50 HIV pozitif bireyden olusan kontrol grubu i¢in toplam 100
birey i¢in uygulandi.

Tablo 8 : Klasik PZR CCRS5 i¢in Kullamlan Primer Dizileri

Klasik PZR Primer Dizisi

Forward TTGGTTTTGTGGGCAACATGAT
GG

Reverse CATTGCATTCCCAAAGACCCAC
TC

Tablo 9 : PZR Bilesenleri (CCRS)

Bilesen Miktar

Su 32l

dNTP 1,5 ul

MgCI2 1,5 ul
Forward Primer 0,5 ul
Revers Primer 0,5 ul
Reaksiyon Buffer(10X) 2,5 ul
Taq 0,5 ul

DNA 5ul
Toplam Hacim 15,2 ul
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Tablo 10 : CCRS5 i¢in I.Asama PZR Protokolii

Analiz Se D S Hol Acq
Modu gment ongii | 1cakhk d Time amp uisition
°0) (hh:mm:ss) | Rate Mode
(°C/s)
Baslangi¢ denatiirasyonu
Yok 1 1 9 00:0 Yok
5 5:00 0
Amplifikasyon
Amplif A 3 9 00:0 Yok
ikasyon yrilma 5 5 0:30 0
Ba 6 00:0 Sing
glanma 1 0:35 0 le
Uz 7 00:0 Yok
ama 2 0:45 0
Sogutma asamasi
Yok 1 1 7 00:1 Yok
2 0:00 0
Yok 1 1 4 0 Yok
0

3.4. 1. PZR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforez Yontemi ile Tespit Edilmesi

PZR sonucu elde ettigimiz izolatlarin anlamli olup olmadigini saptamak i¢in bu

izolatlar1 agaroz jel elektroforezin de molekiiler agirliklarina gore ayirimlarini yaptik.

Agaroz jeli %0.5 konsantrasyonda hazirladik. Hazirlarken 2 gram toz agaroz hassas

terazide Olgiilerek steril erlenin i¢ine konuldu. Ardindan % 0.5 lik TBE (Tris Borate

Edta) yavasca ilave edilerek mikrodalga da homojenize oluncaya kadar ara ara
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karistirllarak kaynatildi. Ardindan elektroforez tankina dokiildii ve biraz sogumasi
beklenip tankin tarag: yerlestirildi. Bu sirada yiirlitme tamponu olarak %0.5” lik TBE
hazirlandi. %0.5” lik Agaroz jel donduktan sonra tampon jelin {istiine dokiilerek, agaroz
jel tampona gomiildii. Ardindan steril bir alanda 6rnek basimna 1ml CyberGold, 2ml
loading dye hazirlandi ve bu karisima 3ml PZR drtiniinden eklendi ve agaroz jelin

kuyucuklaria dikkatli bir sekilde kontaminasyona dikkat edilerek yiiklendi (Tablo 11).

Tablo 11 : Elektroforez islemi Bilesenleri

Bilesen Miktar
Loading Dye 2 ul
Syber-Gold 1 ul

DNA 3ul
Toplam Hacim 6 ul

Agaroz jelin kuyucuklaria yiiklenen 6rnekler 30 dakika boyunca 1230 miliamper
de 100 volt giiciinde akima maruz birakilarak molekiiler agirliklarina gore ayrimlar
saglandi. Siire sonunda olusan bantlar BIORAD GelDoc 2 goriintiileme sistemi ile UV
151k altinda ve cihaza ait kamera ile goriintiilenerek fotograflandi.

Burada amacimiz elimizdeki DNA molekiillerinin anlamli seviyede oldugunu ve
bizim igin anlamli olan bolgeyi elde ettigimizi gérmekti. Bizim hedef bolgemiz 236 bp
(base pair = baz cifti) boyutunda oldugundan; bizim i¢in anlamli olan DNA molekiilii
236bp biiytikliigiinde olanlardi.

3.5. Restriksiyon Asamasi

Restriksiyon endoniikleaz (RE) enzimleri, DNA molekiilii iizeinde ki hedef bolgeyi
spesifik olarak taniyan ve bu hedef bolgedeki hedef baz dizisini 6zgiil olarak kesen
enzimlerdir. Kesim protokolii uygulandiginda substrat olarak kullanilan DNA molekiili
miktar1 ve optimum sicaklik seviyesi RE enzim performansini etkiler. RE enzimlerinin
kesim protokoliinde maksimum performans gosterdigi optimum sicaklik derecesi 37
derecedir. RE enzimlerinin kiigiik hacimlerde yiiksek miktarda substrat ile yani DNA

molekiili ile karsilasmasi enzim diflizyonuna engel olmaktadir. Ayni1 sekilde diisiik
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konsantrasyon da DNA molekiilii yani substrat olusu yine RE enzim verimini 6nemli

Olctlide etkilemektedir.

3.5.1. CXCR4 Kemokin Reseptorii Restriksiyon Asamasi
5.25 ul’ lik karisim 6nceden etiketlenmis steril PCR tiiplerine steril kosullarda
otomatik pipet kullanilarak dagitildi ve en son tiiplere 5 ul PZR {iriinii eklendi (Tablo
12). Enzim kesimi, enzim i¢in Onerilen yukarida belirtilen protokol ile 37 derece de 120

dakika uygulandi.

Tablo 12 : CXCR4 i¢in Restriksiyon Enzim Kesim Protokolii

Bilesen Miktar
Su 4,5ul
Reaksiyon Buffer 0,5ul
Enzim 0,25ul
PZR Uriinii 5ul
Toplam Hacim 10,25 pl

3.5.2. CCR5 Kemokin Reseptorii Restriksiyon Asamasi
20 ul’ lik karisim 6nceden etiketlenmis PCR tiiplerine dagitild1 ve iizerine 10 ul
PZR {irtinii eklendi (Tablo 13). Enzim kesimi, enzim i¢in Onerilen yukarida belirtilen

protokol ile 37 derece de 120 dakika uygulandi.
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Tablo 13 : CCRS5 i¢in Restriksiyon Enzim Kesim Protokolii

Bilesen Miktar
Su 17ul
Reaksiyon Buffer 2ul
Enzim 1ul
PZR Uriinii 10ul
Toplam Hacim 30 ul

3.6. Kesimi Yapilan Hedef Bolgelerin Agaroz Jel Elektroforezinde Gosterilmesi

Restriksiyon enzimleri ile hedef bdlgenin kesilmesinden sonra elde ettigimiz
tiriinlerin dogrulugunu ve bir mutasyon olup olmadigin1 saptamak ig¢in bu triinlerin
agaroz jel elektroforezin de molekiiler agirliklarina gore ayirimlarini yaptik.

Agaroz jeli %0.5 konsantrasyonda hazirladik. Hazirlarken 2 gram toz agaroz hassas
terazide Olclilerek steril erlenin i¢ine konuldu. Ardindan % 0.5’ lik TBE (Tris Borate
Edta) yavasca ilave edilerek mikrodalga da homojenize oluncaya kadar ara ara
karistirilarak kaynatildi. Ardindan elektroforez tankina dokiildii ve biraz beklenip tankin
tarag: yerlestirildi. Bu sirada yiirlitme tamponu olarak %0.5’ lik TBE hazirlandi. %0.5’
lik Agaroz jel donduktan sonra tampon jelin istiine dokiilerek, agaroz jel tampona
gomiildii.

Ardindan steril bir alanda 6rnek bagina 1 ul CyberGold, 2 pl loading dye hazirlandi
ve bu karisima 5 pl PZR iirlinii eklendi ve agaroz jelin kuyucuklarina dikkatli bir sekilde
yiiklendi (Tablo 14).
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Tablo 14 : 1l. Asama Elektroforez Bilesenleri

Bilesen Miktar
Loading Dye 2 ul
Syber-Gold 1 ul
Kesim Uriinii 5ul

Toplam Hacim 8 ul

Agaroz jelin kuyucuklarina yiiklenen 6rnekler 30 dakika boyunca 1230 miliamper
de 100 volt giiciinde akima maruz birakilarak molekiiler agirliklarina gore ayrimlari
saglandi. Siire sonunda olugsan bantlar BIORAD Gel Doc 2D (ABD) goriintiileme
sistemi ile UV 151k altinda ve de kamera ile goriintiilendi.

Burada amacimiz elimizdeki DNA molekiillerinin anlamli seviyede oldugunu ve
bizim i¢in anlamli olan bolgeyi elde ettigimizi gormekti. Bizim hedef boélgemiz 236 bp
(base pair = baz ¢ifti) boyutunda oldugundan; bizim i¢in anlamli olan DNA molekiilii
236bp biiyiikliigiinde olanlardi.

4. SONUCLAR

Aragtirmaya dahil olan 50 HIV/ AIDS Negatif olgu ile yapilan ¢alismada;
numuneler alinmis, alinan numunelerden otomatik yontemle DNA izolasyonlari
yapilmis ardindan elde edilen izolatlar ilk PZR asamasi olan klasik PZR yontemi ile
anlamli derecede cogaltilip agaroz jel elektroforezi teknigi ile goriintiillenmistir.
Ardindan elimizdeki mevcut izolatlar1 hedef bolgemizi elde etmemizi saglayacak
bolgeye 0zgii restriksiyon enzimlerimiz ile kesim i¢in ikinci bir PZR protokoliine tabi
tuttuk ve elde ettigimiz iiriinleri tekrar agaroz jel elektroforezinde goriintiiledik. Agaroz
jel goriintiisiinde bant vermeyen DNA molekiilleri tekrar agaroz jel de yiiriitilmistiir,
yine goriintii vermeyen DNA molekiilleri kesim protokoliinden baglanarak tekrar isleme
almmustir (Sekil 16). Yaptigimiz bu islemler sonucunda elde ettigimiz DNA bant
goriintiilerinde anlasildi ki ¢calismaya dahil olan ¢alisma gurubumuzda ki 50 HIV negatif
bireyin sahip olduklart CXCR4 ve CCRS5 kemokin reseptorlerin de bir mutasyon mevcut
degildir. Yani arastirmaya katilan 50 birey calisma konumuz olan CXCR4 ve CCRS
kemokin reseptorlerin de dogustan gelen mutasyon sonucu HIV enfeksiyonuna karsi
dirence sahip degillerdir. Gergeklestirilen restriksiyon asamasinin ardindan yapilan
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agaroz jel elektroforez yontemi ile goriilmistiir ki tiim olgulara ait olusan DNA bantlar1
CCRS5 igin 236 bp, CXCR4 igin ise 190 bp biiyiikliigiinde’ dir, yani tiim bireylerin wild
type DNA molekiiliine sahip olduklarini CXCR4 ve CCR5 kemokin reseptorlerinde bir
gen polimorfizmine sahip olmadiklarini, buna bagl olarakta bireylerin HIV viriisiine
kars1 bir direnglerinin olmadigini gosterir (Tablo 15). Calismamiz da kontrol grubu
olarakta 50 HIV/AIDS pozitif birey de kontrol grubu olarak ¢alismaya dahil edilmistir
(Tablo 16).
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Tablo 15 : Arastirma kapsaminda ki kontrol grubuna dahil 50 HIVV/AIDS negatif

bireyin karsilastirmah sonuglari.

KATILIMCI CINSIYET ELISA SONUCU Calisma Sonucu
AD-SOYAD/KOD K/E <1 negatif Wild type/Mutant
>1 reaktif
Selda YT. E 0.09 w
Aysel C. K 0.12 w
Serkan S. E 0.35 w
Ugur K. E 0.12 W
Hakan K. E <0.05 w
Ibrahim A. E 0.29 w
Hatice F. K 0.16 w
Yunus K E 0.12 \W
Hediye G. K 0.11 W
Aysun E. K 0.06 W
Bilgehan A. E 0.06 W
Ece O. K <0.05 W
Beril K. K 0.11 W
Boran D. E 0.09 W
Suat A. E 0.10 w
Ayten E. K 0.35 W
Yiicel T. E <0.05 W
Pinar T. K 0.12 W
Sevim O. K <0.05 W
Erdem B.E. E 0.30 \W
Enver S.C. E 0.16 \W
Merve K. K 0.30 W
Orhan I. E 0.32 \W
Mehmet O.M. E 0.21 w
Berat A. E 0.10 W
Gokhan A. E 0.10 W
Ugur T. E 0.48 W
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Taner E. E 0.80 W
Murat S. E <0.05 \W
Hiiseyin U. E 0.20 W
Ersin Y.C. E <0.05 W
Eren'Y. E 0.15 \W
Ali A E 0.61 W
Rauf K.A. K 0.53 W
Yigit D. E 0.57 W
Baris B.Y E 0.16 W
[smail G. E 0.10 W
Ebru B. K <0.05 W
Bora E. E 0.60 \W
Erding S. E 0.10 W
Alican B. E 0.60 \W
Binnur S. K <0.05 w
Yusuf B. E <0.05 \W
Rifat D E 0.50 W
Gozde A. K 0.10 W
Mert A. E <0.05 \W
Gamze B. K 0.50 W
Zeynep Y. K 0.15 W
Bahar A.C. K 0.10 W
Irmak D. K <0.05 \W
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bireyin karsilastirmal sonuglari.

Tablo 16 : Arastirma kapsaminda ki kontrol grubuna dahil 50 HIVV/AIDS pozitif

CINSIYET

ELISA SONUCU

KATILIMCI <1 negatif Calisma Sonucu
AD-SOYAD/KOD K/E >1 reaktif Wild type/Mutant
EMAKDA79 E 10.91 W
ANGRANS9 E >12 W
CEGOHAS5 E >12 w
OMTUMUS5 E 7.34 w
UMDEHAS3 E >12 W
ERCEIS88 E >12 w
SOGOHU77 E >12 w
ALAHSE92 E >12 W
AHCEOZ85 E >12 w
MUKAILS5 E >12 w
RAORBES84 E >12 W
LICECA78 E 9.67 w
AZRAMU76 K 9.63 W
MUADHA92 E >12 w
FACEFES7 E >12 W
ZACAEY74 E 7.82 W
ANUYMU91 E >12 W
ALSEUL77 E >12 W
LIKOVi78 K >12 w
SHURRA75 K >12 W
VIABLE6S E 6.69 w
EMAYALG67 K >12 W
TAAYHAG8 E >12 W
ZEGOYI71 E 8.72 W
HAKUAH91 E >12 W
KUZEABSS E >12 W
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MUSOVAS3 E >12 W
ERAYEY56 E >12 W
HIATAB79 E 6.35 w
GUOZMAS0 E >12 w
ONEMRES3 E >12 W
ALSAIS63 E >12 w
EKAGCAS9 E >12 W
UNSUSES3 E >12 w
MUASAHS5 E >12 W

IBK1IS92 E 10.23 w
CEBOHAS0 E >12 W
UGSABE96 E >12 w
CEENMES?2 E >12 W
ATYIHA90 E >12 W
MUGOHA78 E 7.8 w
TABIHAS82 E >12 W
TOKOCE69 E >12 w
TOCAYU78 E 8.7 W
SEFETAS83 E >12 W
ROHASA74 E >12 W
ERCAHA95 E >12 W
HACASES6 E 7.9 W
BIKOBO91 E >12 w
MUBIMUS9 E >12 w
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Sekil 17 : Calisma Dahilinde ki 10 Ornege Ait DNA Bantlarinin Agaroz Jel
Goriintiisii (UV 151k altinda)

Eger CXCR4 kemokin reseptorii i¢in agaroz jel tizerinde elde ettigimiz bant
yaklasik 173 bp olsaydi, bu durumda bir mutasyon varligini tespit etmis olurduk. Ayni
sekilde CCR5 kemokin reseptorii i¢in agaroz jel iizerinde elde ettigimiz bant 201 bp
civarinda olsaydi, ayni sekilde bir mutasyon, gen polimorfizminden bahsetmis

olacaktik.
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Sekil 18: Klasik PZR ve L.asama agaroz jel elektroforezi ile CXCR4 ve
CCR5 kemokin reseptorlerinde mutasyon varh@ aranan 50 HIV/AIDS

negatif bireyden olusan ¢alisma grubu mutant ve dogal fenotip sonuclar:
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Sekil 19: Klasik PZR kesim protokolii ve II.asama agaroz jel elektroforezi
ile CXCR4 ve CCR5 kemokin reseptorlerinde mutasyon varhgi aranan 50
HIV/AIDS negatif bireyden olusan ¢alisma grubu mutant ve dogal fenotip

sonuclari
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5.TARTISMA

5.1. CXCR4 ve CCR5 Kemokin Reseptorlerinde Meydana Gelen Mutasyonun HIV

Enfeksiyonu Acisindan Onemi

HIV’ in olusturdugu hastalikta ve patogenezde ana belirleyici, CD4 eksprese
eden T hiicreleri ve makrofajlara kars1 viriisiin gosterdigi tropizimdir. HIV’ in neden
oldugu immiinosupresyon (AIDS), bagisiklik sisteminin yardimci ve gecikmis tip asiri
duyarlilik fonksiyonu tasiyan CD4 T hiicre sayisindaki azalmadan kaynaklanir. Konak
hiicrenin enfeksiyonu ig¢in viriyonun gp 120 proteininin konak hiicre membraninin
yiizeyinde lokalize olan CD4 reseptoriine baglanmasi gerekir. Lenfositler ve monositler
tizerinde CD4 ile gpl120 arasinda ilk baglanmadan sonra HIV-1’ in hedef hiicreye
girigini ilerleten farkli koreseptérler de tamimlanmistir. Bu reseptdrler kemokin
reseptorleri olup CCRS5S ve CXCR4 olarak adlandirilir. CCR5 sadece monosit ve
makrofajlarda bulunurken, enfeksiyonun erken evrelerinde bulunan sinsiyum
olusturmayan fenotipe sahip M (makrofaj) tropik viriislerle enfeksiyona olanak saglar.
CD4+ T hiicrelerinde yer alan koreseptor ise CXCR4 olup, bu kemokin reseptorii ise
sinsiyum olusumundan sorumlu olan ve sadece T hiicrelerine tropizm gosteren izolatlari
baglar(3, 9).

CCRS5 reseptorii agisindan yetersiz olan insanlar HIV ile enfeksiyona daha
direnglidir. CCRS5 antiviral ilaglar i¢in hedef reseptordiir. HIV CD4 T hiicrelerinin
enfeksiyonunu kolaylastirmak i¢cin DH*SIGN denilen bir lektin molekiilii araciligiyla
dendtritik hiicre yiizeyine baglanir ve yiizeyinde kalir. Makrofajlar ve dentritik hiicreler
HIV ile persistan sekilde enfekte olurlar ve bdylece ana rezervuar gorevi goriirler. Bu
sekilde de HIV’ in yayilmasinda ana aracidirlar. gp 120’ yi kodlayan env geninde
meydana gelen mutasyonla viriis tropizmi CCRS5 (M tropik)’ den CXCR4 (T tropik)
viriise degisir. T-tropik viriisiin gp-120’ si C ve CXCR4 kemokin reseptoriine baglanir.
Bazi viriisler iki reseptorii de yani hem CCR5 hem de CXCR4’ i kullanir. CXCR4’ i
tercth yoniindeki reseptor degisimi ge¢ olusur ve hastaligin ilerlemesi ile korelasyon
icerisindedir. CD4 T hiicre sayisindaki azalma, direk olarak HIV ile indiiklenen
sitolizden, sitotoksik T hiicrelerinin indiikledigi immiin sitolizden veya biiyiik
miktardaki HIV antijenine kars1 kronik aktivasyondan kaynaklanabilmektedir (3, 9, 23).

Insan retroviriislerin’den HIV” in replikasyonu, viral glikoprotein ¢ikintilar olan

gpl120 ve gp4l trimerinin primer reseptdr olan CD4 proteinine ve yardimci reseptdr
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olan transmembran G-proteinli kemokin reseptdriine baglanmasi ile baglar. Yardimci
reseptor makrofajlarda, periferik veya diger T hiicrelerinde bulunan CCRS5 yada primer
olarak T hiicrelerinde eksprese olan CXCR4 kemokin reseptoriidiir. Az sayida insan
HIV ile enfeksiyona direnglidir, ¢linkii bu insanlarin yardimer reseptorleri olan CCRS
ve CXCR4 kemokin reseptorlerinde mutasyon vardir (10). CCR5 geninde homozigot
delesyon iceren kisiler virlisle ¢ok kez karsilagsmalarina ragmen enfeksiyona
direnclidirler. Bu delesyon icin heterozigot olan bazi enfekte kisiler ise, uzun siire AIDS
asamasina gelmedikleri tespit edilmistir(4).

HIV/AIDS giiniimiizde Diinya {izerinde ki 6liim nedenleri listesinde 4. Sirada
yerini alirken, bu durum Sahara alt1 Afrikada listeyi alt {ist edip 1. sirada yerini almistir.
Heniliz HIV® e karst gelistirilmis bir as1 yoktur ve enfeksiyonun Onlenmesi virlis
bulaginin kontrol altinda tutulmasina baghdir. As1 ¢alismalari, sifa arayisi hayvan
modeli sistemleri ile aragtirilsa da insan dist primatlar bu ¢alismalar i¢in uygun model
olamamaktadir. Bu nokta da goniillii insanlar da HIV as1 denemeleri giindeme gelmistir
ve bu ast modelleri arasinda virlisiin tiimiinti, kilif proteinlerini, sentetik peptidleri,
internal kor proteinlerini, canli vektorleri ve niikleik asitleri igcerenleri mevcuttur. Asi
caligmalarindan bir kismi1 preklinik bir kismi ise daha ileri seviyelere ulagmig
durumdadir(3, 4, 42). Paris Pasteur Enstitiisii bilim adamlarindan Girard, HIV ile
astladig1 dort sempanzeden ii¢ tanesinin HIV ile enfekte olmadiklari gozlemlemistir.
CXCR4 kemokin reseptorlerinin antiviral etkilerinden yararlanarak HIV’ e karsi asi
gelistirilmesi yaninda, gp41” in spesifik bolgesini bloke edecek monoklonal antikorlar

da ¢alismalarinin yogunlastigi bir alandir (Sekil 17).

Sekil 20: HIV’in giris kapisinin bloke edilmesi

56



CCR5 kemokin reseptoriinde meydana gelen delesyonu hedefleyen tedavi
¢aligmalari, HIV’ in hiicreye tutunmasini bloke edecektir(42, 50).

Rekombinant DNA teknolojisi sayesinde AIDS tedavisinde kullanilabilecek
vektor virtisler yaratilmistir. Yapilan bu ¢alismalar ile konak hiicreye giris i¢in kendi
glikoproteinleri olmayan; ancak CD4 ve CXCR4 ekspresyonu arttirilan vektor viriisler
yiizeylerinde HIV glikoproteinleri bulunduran enfekte konak hiicrelere baglanarak, bu
enfekte konak hiicreleri imha edebilirler (Sekil 18).

Sekil 21: Vektor viriisiin (CMYV) enfekte hiicreye baglanmasi

Bu noktada bizim yaptigimiz bu arastirma; CXCR4, CCR5 kemokin
reseptorlerin de mutasyon barindiran ve bu mutasyon sayesinde HIV enfeksiyonuna
direng gosterip enfekte olmayan bireylerin belirlenmesine ve detayli ¢aligmalar ile bu

avantajin as1 ¢aligmalarina 151k tutmasina olanak saglayacaktir.
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5.2. Diinyada CXCR4 ve CCRS Kemokin Reseptorlerin de Meydana Gelen
Mutasyon Sonucu HIV Enfeksiyonuna Karsi Olusan Direng ile Tlgili Yapilmis
Cahismalar

1984 yil1 itibari ile yapilan ¢alismalar bu yana HIV’1in konak hiicreyi girisinde ve
enfeksiyonun da ana reseptoriin CD4 oldugunu, fakat CD4 hiicresinin bu enfeksiyon
icin yeterli olmadigin1 ¢alismalar ile 6grendik. HIV’ in konak hiicreye girisinde ve
enfeksiyonunda CD4 ile birlikte etkili olan gerekliliklerin ne oldugu ilk olarak Feng ve
arkadaslarinin 1996’ da yayinladiklar bir ¢calismayla gosterildi. Bu ¢alismada kemokin
reseptor ailesi i¢inde yer alan CXCR4, ozellikle T-tropik HIV-1 ile konak hiicre
arasinda enfeksiyonun ilk asamasi olan fiizyon olusumu ve HIV’ in konak hiicreye girisi
icin mutlak bir kofaktor olmasi gerektigi gosteriliyor(51).

CXCR4 ve CCR5 kemokin reseptorleri ve HIV enfeksiyonu arasindaki baglanti,
Aralik 1995° te Cocchi ve arkadaslart tarafindan Science dergisinde yayinlanan
aragtirmalarinda, Sitotoksik T hiicrelerinin olusturdugu kemokinlerin 6zel antiviral
etkilerinin tespiti ile anlasildi(52).

1996 yilinda Doranz ve arkadaslari, 1997 yilinda ise Gallo ve arkadaslari
yaptiklart aragtirmalarla HIV infeksiyonu ile kemokim reseptorleri arasindaki spesifik
iliskiyi gindeme getirmislerdir(53, 54).

Samson ve arkadaslari 1996 yilinda yaptiklar1 ¢alisma ile CCRS5 kemokin
reseptOriiniin mutant bir alelinin beyaz popiilasyonlar da yliksek bir siklikta mevcut
oldugunu, ancak Bati ve Orta Afrika siyahi popiilasyonlarinda ve Japon
popiilasyonlarinda bulunmadigin1 gosterdi. Kodlama bolgesi icindeki 32-baz ciftinin
delesyonunun, bir gerceve kaymasina neden oldugunu ve bunun sonucunda meydana
gelen CCRS5 kemokin reseptoriiniin HIV-1 suglar tarafindan membran fiizyonunu ve
enfeksiyonunu desteklemeyen fonksiyonel olmayan bir reseptore dontistiigiini
yaptiklar1 ¢alismalar ile gostermislerdir. HIV-1 ile enfekte olmus beyaz deneklerin bir
kohortunda, mutasyon i¢in ayr1 ayri homozigot bulunamadi ve heterozigotlarin sikligi
genel popiilasyona gore % 35 daha disiiktii. Delesyona ugrayan alel i¢in ayri bir
homozigot olan beyaz kan hiicrelerinin, M-tropic HIV-1 viriislerinin enfeksiyona karsi
yiiksek direng gosterdigi bulundu, bu da CCR-5" in primer HIV-1 suslar1 i¢in ana
yardimci reseptor oldugunu dogruladi. Ayrica yaptiklart bu arastirma ile seropozitif

hastalarda diistik heterozigot sikliginin kismi direnci sagladiginida gosterdiler(55).
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1997 yilinda Schnell ile arkadaslar1 ve bireysel olarak Cohen tarafindan yapilan
farkli ¢aligmalarda transgenik tavsan hiicrelerinde HIV replikasyonunun daha kolay
oldugu gosterilmistir ve bu ¢alismalar rekombinant DNA teknolojisi sayesinde AIDS
tedavisinde kullanilabilecek vektor viriislerin yaratilmasina olanak saglamistir. Yapilan
bu aragtirmalar ile konak hiicreyi enfekte etmek i¢in glikoproteinlerini kaybetmis; CD4
ve CXCR4 ekspresyonu indiiklenmis vektor viriisler (Vesicular stomatitis viriis,
Rhabdoviriis), tizerlerinde HIV glikoproteinleri bulunduran enfekte konak hiicrelere
spesifik olarak baglanarak sitopatik etkileri ile bu enfekte konak hiicreleri imha
yetenekleri gosterilmistir(56, 57).

O’Brien ve arkadaslar1 2000 yilinda yaptiklari ¢alisma ile iki kemokin reseptorii
CCR5 ve CXCR4 iin, HIV-1 girisi i¢in ana yardimci reseptor olarak T-reseptorii-
etkilesimli CD4 molekiilii ile birlikte gorev yaparak, bu kemokin reseptorlerinin
genlerinde enfeksiyonu etkileyebilecek bolgelerinde ortak genetik polimorfizm arayisini
tesvik etti. Bu ¢alisma dort mutasyon varyanti olan CCR5-P1, CCR2-641, SDF1-3'A ve
CCR5 delta 32 mutasyonu HIV-1 enfeksiyonuna yada AIDS' e veya her ikisine birden
ilerleme oraninda diizenleyici bir rol oynadiklar1 kesfedilmistir. Bu aleller tarafindan
popiilasyon genetik iligkisini acgiklamak i¢in makul fizyolojik mekanizmalar ileri
striilmiis ve elestirel olarak burada tartisilmaktadir. AIDS progresyonunun kemokin
reseptorli ve ligand gen varyantlar ile genetik varyasyonu, viriis-reseptor etkilesimini
hedef alan yeni tedavilerin gelisimi bu ¢alisma ile ivme kazandi. Bu derlemede, AIDS
kisitlama genlerinin, hastalik ilerlemesi ve miidahalesi ig¢in fonksiyonel ve terapdtik
etkileri arastirilmistir(58).

Su ve arkadaglar1 2000 yilinda yaptiklar1 ¢calisma ile CCR5, CXCR4 ve CCR2
kemokin reseptorlerinin HIV enfeksiyonu igin ne derece dénemli yardimer reseptorler
olduklarin1 gostermislerdir. CCR5 (CCR5-A32), CCR2 (CCR2-641) ve CXCR4 igin
primer bir ligand olan stromal tiirevli faktor SDF1 (SDF1-3'A) mutasyonlarinin HIV-1
enfeksiyonuna ve baglangicina karst koruyucu etkileri oldugu bilinmektedir. Bu
caligmada hikayesi bilinen HIV-1 enfeksiyonu ve AIDS belirtileri olmayan, riskli
davranig 6ykiisii olmayan 2341 kisiden olusan bir ¢alisma gurubu ile diinya genelinde
70 popiilasyonda ii¢ lokuslu genotip frekans dagilimlari incelenmistir. Bu arastirma, bu
reseptorlerde meydana gelen mutasyonlarin her birinin 6nemli alel frekans farklarinin,
diinya c¢apindaki popiilasyonlar da AIDS icin goreceli tehlikelerde kapsamli bir
varyasyona donlistiigiinii gostermektedir. Bununla birlikte, mutant gen tasiyicilarina

kars1 dogal seleksiyon olduguna dair bir kanit bulunamamustir. Son olarak, elde edilen
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birlesik ii¢ lokuslu genotip verileri, AIDS' in daha yaygin oldugu bilinen Giiney Dogu
Asya ve Afrika'daki en yiiksek goreceli tehlikeyi agikca gostermektedir(59).

5.3. HIV Enfeksiyonuna Diren¢li Mutant CXCR4 ve CCR5 Kemokin
Reseptorlerine Sahip Popiilasyonlarin Saptanmasinin Klinik Onemi

M-tropik HIV-1’ in konak hiicreye girisinde, enfeksiyonunda CD4 hiicrelerine arti
olarak gerekli reseptor, CCR5 kemokin reseptoriidir. CCR5 kemokin reseptori, M-
tropik HIV-1 tiirleri i¢in koreseptor olarak gorev yapar ve HIV-1 baskilayici etkilerini
ve de buna bagli olarak boyle enfekte bireylerde ki enfeksiyona kars1 direncin nedenidir.
CCR5 eksprese edemeyen bireyler, genellikle HIV-1lenfeksiyonu hiicre yiizeyinde
CCR5 ekspresyonunu bloke ederler. Bu mutasyonlar sonucunda CCR5 kemokin
reseptorii konak hiicre yiizeyinde eksprese edilmemesi de, enfeksiyondan temel sorumlu
olan M-tropik HIV-1’ in konak hiicreyi enfeksiyonunu 6nlemekte ve bu bireyler HIV
enfeksiyonuna karsi direngli olmaktadir(38, 42, 50).

CCR5 kemokin reseptorii ve CXCR4 kemokin reseptorii ortak olarak HIV-2
tarafindan da konak hiicreye giris ve konak hiicre enfeksiyonu i¢in kullanilmaktadir.
CXCR4 kemokin reseptoriiniin, HIV-2 enfeksiyonunda bazi HIV-2 izolatlar1 i¢in ana
reseptor olmakla birlikte, bu HIV-2 izolatlarinin konak hiicreyi enfeksiyonunda CD4
hiicresine ihtiyact olmadig1 saptanmistir HIV proliferasyonunun ve pandemisinin 6niine
gecilmesi i¢in olusturulan yeni algotitmalar; gen terapisi, as1 ¢alismalar1 ve reseptor
antagonistlerini kapsamaktadir.

CCR5 kemokin reseptoriine ait geninin delesyonunu hedef alan gen terapisi
diistincesi, HIV’ in oncelikli olarak konak hiicreye tutunmasini engelleyecek ve birey
enfekte olmayacaktir.

Caligmamiz1 gergeklestirdigimiz smirlt popiilasyon ile hedefimizde mevcut olan
CXCR4 ve CCRS kemokin reseptorlerinde mutasyona sahip bireyleri yakalayamadik.
Aragtirmanin yapildigi birey sayisinin arttirilmasi ile daha anlamli verilere ulagilmasini
saglayacaktir.

B grubu kemokin reseptorlerinin virus karsiti sonuglarindan yararlanarak HIV
enfeksiyonunu dnleyici asi arastirmalart ile birlikte, gp41” in immiin spesifik bolgesini
bloke edecek monoklonal antikorlar iizerine ¢alisilmaktadir (50, 56, 57).

Sonu¢ olarak dogal mutasyonlar yada in vitro kosullar altinda olusturulan
mutasyonlar ile elde edilen bu koreseptér antagonistleri HIV enfeksiyonunun

onlenmesinde bir sifa gdstergesi olmakla birlikte, var olan HIV enfeksiyonlarin da ise
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10.

11.

12.

klasik tedavide kombine sekilde kullanilarak viral yayilma kontrol edilebilir ve immiin

sistemin HIV’1n etkisinden kurtarilmasina katkida bulunur.
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