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TESEKKUR
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bana ornek olan, her zaman bana giivendigini hissettiren, Mikrobiyoloji Boliimii’'nde
bana doktora yapma sansini veren, ancak ne yazik ki 2008 yilinda aramizdan sonsuza
dek ayrilan degerli hocam Prof. Dr. Semsettin Ustacelebi’ye sonsuz tesekkiirlerimi ve
aziz anisina saygilarimi sunarim.

Sevgili tez danismanim Prof. Dr. Diirdal Us’a, bana verdigi daimi destek ve
dostlugunun yani sira, bilimsel Onerileriyle ¢alismamin olgunlagmasinda ve tezimin
yazim agamasinda uzak mesafelerden dahi gosterdigi katkilar i¢in ¢ok tesekkiir ederim.

Sevgili hocam Prof. Dr. Yakut Akyén Yilmaz’a, bana Isve¢’in kapilarmi
acarak doktora tezimi Isvec¢’te yapabilme olanagi verdigi, beni hep destekledigi ve
gosterdigi igten dostlugu icin ¢ok tesekkiir ederim.
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bana hep Ornek olan hocam Do¢. Dr. Hans Norrgren’e; dostlugu, azmi ve hirsh
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Ayrica, laboratuvar ortaminda dahi sosyal iligkilerin degerini bana tattiran ve
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Holmgren, Anna Lauren, Johanna Repits, Enas S. Khalil, Mattias Mild ve Joakim
Esbjornsson’a ¢ok tesekkiir ederim.

Son olarak da 6zesim Uz. Dr. Giirdal Sahin’e ve hayatimin lokomotifi, canim
oglum Doruk Ada Sahin’e sadece benimle olduklar i¢in ¢ok tesekkiir ederim.



OZET

Ozkaya Sahin, G. Dogal bagisiklik faktorlerine etki eden anti-HIV nétralizan
antikorlarin efektor fonksiyonlar.. Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri
Enstitiisii Mikrobiyoloji Doktora Tezi, Ankara, 2009. Tiim diinyada 6nemli bir saglik
sorunu olmaya devam eden HIV enfeksiyonuna yonelik as1 ¢alismalart hizla devam
etmektedir. Bugiin i¢in kabul edilen goriis, HIV asisinin etkin olabilmesi i¢in hem dogal
hem de kazanilmis immiin yanit mekanizmalarinin uyarilabilmesidir. Bu calismada,
dogal bagisiklik faktorlerine etki eden anti-HIV noétralizan antikorlarin (Nak) efektor
fonksiyonlarmin aragtirillmast amaciyla, SIVmac239 ile enfekte edilen ve erken
donemde tedavi baglanan 12 sinomolgus makakta enfeksiyon prognozunun, viral
parametrelerin ve konak hiimoral immiin yanitinin izlenmesi ve noétralizan aktiviteye
sahip IgG antikorlarinin irdelenmesi planlanmistir. Nak yanitinin degerlendirilmesinde,
makak plazmasindan saflastirilan IgG ve transgenik GHOST(3)-CCRS hiicreleri
kullanilmigtir. FMPA (tenofovir) tedavisine verdikleri virus yiikii yanitina ve tedavi
sonras1 virus yiiklerinde gozlenen degisiklige gore i gruba ayrilan makaklarda
[kontrolsiiz (K-) (n=1), gecici kontrolli (GK) (n=4) ve kontrolli (K+) (n=7)],
enfeksiyon sonras1 (ES) 7. giinde dlgiilen virus yiikii ile tedavi sonrasi saptanan virus
yiikleri arasinda pozitif bir korelasyon oldugu saptanmistir. Bu sonug, erken viral yiik
diizeyinin enfeksiyonun prognozunu belirlemede 6nemli rolii oldugunu gostermektedir.
Ayrica virus yiikil yiiksek seyreden makaklarda (K-/GK) CD4+ T hiicre sayisinda daha
belirgin azalma oldugu ve hipergammaglobulinemi gelistigi de gozlenmistir.
SIVmac239 virusuna karst homolog Nak yaniti, GK/K+ gruplardaki 11 makakta
ortalama olarak ES 5.5. ayda ortaya ¢ikarken, K- gruptaki makakta bunun ES 2. aydan
itibaren mevcut oldugu saptanmistir. ES 4.5. ayda makaklardan izole edilen virus re-
izolatlarina yonelik Nak yaniti degerlendirildiginde, K+ makaklarin basarili oldugu,
buna karsililk K-/GK makaklarda virusun Nak’lardan kagabildigi gozlenmistir.
Notralizasyona dogal duyarli oldugu bilinen SIVsm virusuna karsi erken heterolog Nak
yanitt degerlendirildiginde, O6zellikle K-/GK makaklarda erken ve potent bir Nak
yanitinin gelistigi gozlenmistir. Cesitli HIV-1 ve HIV-2 izolatlarina karst ileri heterolog
Nak yanit1 incelendiginde, K-/GK makaklarda potent bir Nak yanit1 gelisirken, kontrollii
makaklarda genis etkili bir Nak yanitinin olustugu saptanmustir. Virus yiikii ile Nak
yaniti arasinda bdyle bir iliskinin ilk kez gosterildigi bu c¢alismanin, ileri asi
caligmalarinda yol gosterici olacagi diisiiniilmektedir. Bu ¢alismada ayrica SIVmac239
virusu zarfinin etkin bir immiinojen olarak kullanilabilecegi anlagilmis ve SIVmac239
ile enfekte sinomolgus makak modeli, yeni bir AIDS hayvan modeli olarak bilim
diinyasina kazandirilmistir.

Anahtar kelimeler: STVmac239, sinomolgus makak, notralizan antikor, genislik, potens

Destekleyen kurumlar: TUBITAK, ERASMUS, ESCMID, EUROPRISE
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ABSTRACT

Ozkaya Sahin, G. Effector functions of anti-HIV neutralizing antibodies and their
effects on natural immunity factors. Hacettepe University Institute of Health
Sciences, Ph.D. Thesis in Microbiology, Ankara, 2009. Vaccine studies targeting HIV
infection, which still continues to be a major health problem in all over the world, are in
quick progress. A desirable goal for an HIV vaccine would be to induce both innate and
acquired immune responses. In this study, effector functions of anti-HIV neutralizing
antibodies (Nab) on natural immunity factors were evaluated in SIVmac239 infected
cynomolgus macaques (n=12) which received PMPA (tenofovir) treatment in the early
period. Furthermore, the role of viral parameters and humoral immune response as well
as neutralizing capacity of IgG antibodies on disease prognosis was assessed. In the
neutralization assays, IgG purified from macaque plasma samples and transgenic
GHOST(3)-CCRS cells were used. The animals were divided into three groups [non-
controller (NC) (n=1), transient-controller (TC) (n=4), and longterm controller (LC)
(n=7)] according to the viral load response during and after treatment. Interestingly, a
positive correlation between 7 days post-infection (PI) and after treatment interruption
viral loads was observed, which indicates the role of viral set point on the prognosis of
infection. Furthermore, a marked decline in CD4+ T cell counts and
hypergammaglobulinemia were observed in only NC/TC macaques. Homologous Nab
response against SIVmac239 virus was mounted by 5.5. months PI in 11 out of 12
macaques (TC/LC groups), however, it was only the NC macaque which developed Nab
response earlier (2 months PI). Interestingly, Nab response against the 1% re-isolates
obtained 4.5. months PI were neutralized only by LC macaques which indicates the
importance of Nab response on the control of viral load. However, Nab escape mutants
appeared in NC/TC macaques. Heterologous Nab response was also tested against
SIVsm, which is generally considered to be neutralization sensitive. Interestingly, early
as well as potent Nab responses were observed especially in NC/TC macaques compared
to LC macaques. Further heterologous Nab response testing against several HIV-1 and
HIV-2 viruses indicated the importance of high viral load on the appearance of potent
Nab response, whereas broader Nab activity correlated with low viral load. According to
our knowledge, this kind of relationship between the viral load and the potency and
breadth has not been published before. This knowledge would have a potential effect to
guide further vaccination studies. According to our results, STIVmac239 envelope would
be used as an effective immunogen. Furthermore, SIVmac239 infection in cynomolgus
macaques seems to be a new and useful animal model for AIDS.

Keywords: STVmac239, cynomolgus macaque, neutralizing antibodies, breadth, potency

Supported by TUBITAK, ERASMUS, ESCMID, EUROPRISE
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1. GIRIS

Diinyada hizla yayilan insan immiin yetmezlik virusuna (human
immunodeficiency virus; HIV) yonelik ileri derecede aktif antiretroviral tedavi
(highly-active antiretroviral therapy; HAART) seceneklerinin giiniimiizde mevcut
olmasina ragmen, ne yazik ki, en azindan su an i¢in virusun ilaclarla eradike edilmesi
miimkiin degildir (www.unaids.org). Ayrica HAART in yiiksek maliyetli olusu,
gelismekte olan tilkelerde yasayan hastalarin ilaca erisimini hemen hemen olanaksiz
kilmaktadir. Diinyada HIV ile enfekte kisilerin iigte ikisinin Sahra-alti Afrika’da
yasadig1 g6z Oniine alindiginda, HIV enfeksiyonunu kontrol altina almada acilen
bagka Onlemlerin alinmasinin gerekliligi de ortaya cikmaktadir. Bu onlemlerin
basinda da, elbette bulasin 6nlenmesine yonelik bilinglendirme egitim programlari ve
profilaktik asilar gelmektedir.

Ilk as1 caligmalar1 1980°1i yillarmn ikinci yarisinda baslamis ve oncelikle
hiimoral immiin yanitin olusturulmasi amag¢lanmistir (10, 39). Ancak olumsuz yanit
alinmas1 tizerine bu sefer de HIV’e yonelik hiicresel immiin yanit olusturma
cabalarina girisilmis ancak yine basar1 elde edilememistir (115). Giiniimiizde HIV’e
yonelik as1 calismalarinda hem dogal hem de kazanilmig (hiicresel ve hiimoral)
immiinitenin uyarilmasi gerektigi konusunda fikir birligi saglanmistir (22, 90, 120).

HIV’in, immiin sistemin segici baskisi ve revers transkriptaz (RT) enziminin
hata diizeltme (proof-reading) 6zelliginin olmamasi nedeniyle ¢ok hizli mutasyona
ugramasina bagli olarak immiinojenik epitoplarin hizla degismesi, su anda genis ve
potent bir immiin yanit olusturulmasinin oniindeki en biiyiik engeldir (101). Her ne
kadar, HIV zarfi iizerinde bazi sabit epitoplarin yerleri belirlenmis olsa da, bunlara
kars1 olusmus noétralizan antikorlarin (Nak) yiliksek dozlarda kullanilmasi gerekliligi
ve bu antikorlarin otoimmiin hastaliklar1 uyarmasi, insanlarda kullanilmasini
olanaksiz kilmaktadir (11, 64). Giiniimiizde, HIV ile enfekte hastalarda genis etkili
ve potent Nak’larin arastirilmast ve bu antikorlarin baglandigi epitoplarin
incelenmesi ile ilgili kapsamli ¢aligmalar yapilmakta ve bu epitoplarin Nak yaniti
olusturmak i¢in kullanilmas1 amaglanmaktadir (141).

Maymun immiin yetmezlik virusu (simian immunodeficiency virus; SIV) ile
enfekte makaklarla yapilan hayvan ¢aligsmalari, HIV patogenezinin ve HIV’e yonelik

immiin yanitin anlagilmasinda énemli katkilarda bulunmustur (1).



SIVmac239 virusu ile intravendz yoldan enfekte edilen ve enfeksiyonun
erken doneminde antiretroviral tedavi uygulanan 12 sinomolgus makak ile yapilan ve
Nak yaniti1 kinetiginin arastirilmasimnin amaglandigr bu ¢alismada, genis etkili ve
potent bir Nak yanit1 saptanmig ve ayrica bu yanit ile virus yiikii arasinda bir iligki
oldugu da kanmitlanmistir. Ayrica sinomolgus makaklarin SIVmac239 virusu ile
enfeksiyonunun, hiimoral immiinite kinetiginin calisilmasinda uygun bir hayvan

modeli oldugu da ilk kez gosterilmistir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Tarihce

Ilk kez 1981 yilinda Amerika’da Hastalik Kontrol Merkezi (Centers for
Disease Control and Prevention; CDC) tarafindan, bilinen herhangi bir altta yatan
hastalig1 olmayan saglikli kisilerde Pneumocystis jiroveci (eski adiyla P. carinii)
pnomonisi, agir mukozal kandidoz ve Kaposi sarkomu gelistigi bildirilmistir (25-27).
Bu 31 hastanin tiimiiniin homoseksiiel olmasi, bu “sendromun” diinya kamuoyu
tarafindan baglangigta, toplumun normlarina aykir1 diisen cinsel tercihlere Tanri’nin
verdigi bir ceza olarak yorumlanmistir. Ancak aylar iginde, bu sendromun cinsel
tercihlerden bagimsiz olarak damar i¢i ila¢ kullanan kadin ve erkeklerde, kan
transflizyonu Oykiisii olan kisilerde, hemofili hastalarinda ve bebeklerde de
goriilmesi lizerine bu sendromla ilgili Onyargilar yatigmig, buna karsin korkular
artmistir. Glinlimiizde hastalik etkeninin cinsel tercih gbzetmeksizin her tiirlii cinsel
temas yoluyla, anneden bebege vertikal olarak ya da emzirme yoluyla ve kan/kan
iriinleri ile temasi sonrasinda gecebildigi bilinmektedir.

Ik kez 1983 yilinda Fransa’da Pasteur Enstitiisii’nden Frangois Barré-
Sinoussi ve Luc Montagnier tarafindan, yaygin lenfadenopatisi olan geng¢ bir
homoseksiiel erkekten etken virus izole edilmis ve ekip bu yeni virusa “lenfadenopati
ile iligkili virus” (lymphadenopathy associated virus; LAV) adin1 vermistir (7).
Ancak daha sonra Uluslararast Virus Taksonomi Komitesi, elektron mikroskopisi
caligmalarinda retroviruslarin lentivirus alt grubuna ait oldugu gosterilen bu virusu
“insan immiin yetmezlik virusu” (human immunodeficiency virus; HIV) olarak
yeniden adlandirmis (35) ve bu virusun neden oldugu “sendrom”a da kazanilmig
immiin yetmezlik sendromu (acquired immunodeficiency syndrome; AIDS) adim
vermistir. 1983 yilinda yapilan virus izolasyonu, 25 yil sonra, 2008 yilinda Sinoussi
ve Montagnier’e Nobel Tip ddiiliint getirmistir.

1985 yilinda Senegalli seks iscisi kadinlardan elde edilen serum 6rneklerinin,
HIV’den ¢ok kiilrengi mangabeylerden izole edilmis maymun immiin yetmezlik
virusu (simian immunodeficiency virus; SIV) ile reaksiyona girdiginin
gosterilmesinin ardindan (5), Clavel ve arkadaglari, Bat1 Afrikali AIDS hastalarindan
etken virusu izole etmeyi basarmis (33) ve ilk virusun ismi HIV-1 olarak

degistirilerek bu yeni kesfedilen virusa da HIV-2 ad1 verilmistir.



HIV’in izolasyonundan sonraki yillarda bilim diinyasi ¢ok 6nemli gelismeler
kaydetmistir. 1985 yilinda lisans alan ELISA testi ile tim kan ve kan iiriinlerinin
HIV varlig1 acisindan taranmasi zorunlu hale getirilmis (86) ve serokonversiyon
oncesi pencere donemini kisaltmak amaciyla p24 antijen testi uygulanmaya
baglanmistir (146). 1987 yilinda ilk antiretroviral tedavi (ART) ajan1 olan zidovudin
klinik kullanima sunulmus, 1995 yilindan itibaren de ileri derecede aktif ART
(highly-active antiretroviral therapy; HAART) uygulanmaya baslanmistir. Su anda,
her ne kadar bu viral enfeksiyonun eradikasyonu miimkiin olmasa da, etkin tedavi
uygulandiginda yasam siiresi saglikli insanlarin yasam siiresine yaklasabilmektedir.
Ancak AIDS pandemisinin merkezi olan Afrika kitasinda ilaca ulagimdaki sorunlarin
hala devam etmesi, HAART taki gelismelerin HIV’in kontrolii tizerindeki etkilerini
ne yazik ki goriinmez kilmaktadir. Glinlimiizde heniiz etkili bir HIV asis1
gelistirilememis olsa da, bilim diinyasinda artan bir performansla devam eden
arastirmalar, yakin bir gelecekte etkili bir asinin gelistirilecegi yoniinde umut

vermektedir.

2.2. HIV’in Kokeni

HIV’in kdkenine yonelik ilk caligmalar, HIV’in izole edilmesinden 2 yil
sonra yani 1983’te baslamis, ancak standart “molekiiler saat” analiz yontemlerinin
HIV’e uygulanamayacagi anlasilmistir. Zira nokta mutasyonlarina dayanarak yapilan
standart molekiiler saat analizinin, HIV replikasyonu sirasinda gerceklesen gen
rekombinasyonlarin1 analiz etmede yetersiz kaldigi anlagilmistir. Ayrica virusun
farkl1 genlerinin farkli ayrilma (divergence) hizlarina sahip olmasi, hangi genin
secilmesi gerektigi konusunda karmasaya neden olmustur. Son olarak da, virusun
enfekte ettigi konagin HLA tiplerinin ve bagisiklik sisteminin virus {lizerinde
olusturdugu secici baskiya goére virusun cesitlilik (diversity) ve ayrilmasindaki
farkliliklar da standart testin uygulanmasini imkansiz kilmistir (117). Daha esnek bir
hale getirilmesi basarilan molekiiler saat analiz yontemi, bu kez de, eski donemlere
ait bir HIV 0Ornegi saptanamadigindan, virusun insana ilk ne zaman bulastig
konusuna aciklik getirememistir. Buna karsin 1986 yilinda baslatilan immiin sistem
genetigi ile ilgili bir ¢aligma icin Afrika’nin ¢esitli bolgelerinden toplanan geg¢mis
doneme ait 1200 plazma Orneginin bir tanesinden sans eseri niikleik asit eldesi

basarilmistir (111). 1959 yilinda Zaire’de yasamis bir hastaya ait oldugu belirlenen



bu plazma Ornegi esnek molekiiler saat analizinde incelenmis ve pol geni analizi
sonucuna gore virusun insanlara ilk kez 1931+15 yilinda gectigi belirlenmistir (82).
Fakat Kongo’lu bir eriskin kadin hastadan 1960 yilinda alinan parafinli lenf nodu
biyopsisinin analizinde saptanan HIV sekansinin, 1959 Zaire HIV sekansi ile birlikte
degerlendirilmesi sonucunda HIV’in insana bulas tarihi 1880’lere degin
geriletilmistir (157). Franchini ve arkadaslarinin 1987 yilinda sempanze, makak,
yesil makak ve mangabeylerden izole ettikleri SIV’in tam sekans analizini yapip,
HIV-1 ve HIV-2 ile olan iligkilerini filogenetik olarak analiz etmeleri sonucunda,
HIV-1 M ve N gruplarinin sempanzelerden (Pan troglodytes troglodytes, SIVp,)
HIV-1 O ve P gruplarmin gorillerden (Gorilla gorilla, SIVgor) ve HIV-2’nin de
1940-50’11 yillarda kiilrengi mangabeylerden (Cercocebus atys, SIVsm) insana
gectigi gosterilmistir (56, 123). Sempanze ve gorillerin dogal yasam alanlar1 Kongo,
Kamerun ve Gabon, kiilrengi mangabeylerin ise Gine Bisau oldugundan, ilk insan
enfeksiyonlarinin bu bdlgelerde gergeklestigi diisiiniilmektedir. Ayrica makaktan
insana HIV-1 bulasiin ii¢, HIV-2 bulaginin ise dort farkli seferde gergeklestigi de
gosterilmistir (63). HIV ile SIV arasindaki evrimsel iligki Sekil 2.1°de goriilmektedir.
Primattan insana bulas sonras1t HIV-1 epidemisinin yaklagik 50-100 y1l sonra ortaya
cikmasinin nedenleri arasinda; sehirlesme, uluslararasi seyahatlerin yayginlasmasi ve
korunmasiz cinsel iligki sikliginda artis gibi faktorlerin oldugu diistintilmektedir (63).
Gine Bisau’daki HIV-2 epidemisi, bu iilkedeki bagimsizlik savasi (1963-1974)
sirasinda ortaya ¢ikmistir (91). Bu da savasa bagl sosyokiiltiirel degisikliklerin de
epidemi tizerinde etkisi oldugunu gostermektedir.

HIV-1 genetik olarak M (“main”, ana), O (outlier), N (“non-M, non-O”) ve P
olmak tizere 4 farkli gruba ayrilabilir (123). M grubu i¢inde de 11 alt tip (A1, A2, B,
C, D, FI, F2, G, H, J, K) ve su ana dek saptanmis 34 rekombinant form
bulunmaktadir (http://www.hiv.lanl.gov/content/index). HIV-2 ise A’dan G’ye
olmak iizere toplam 7 gruba ayrilir. HIV-1 M grubunun diinyadaki dagilimi Sekil
2.2’de gosterilmektedir.

Primat tiiriine 6zgii su ana dek tanimlanmis 21 SIV varyanti mevcut olup bu

varyantlar dogal konaklarinda iken patojenik 6zellik gdstermezler (63).
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Sekil 2.1. HIV ile SIV arasindaki evrimsel iligki. Filogenetik aga¢ analizi pol geni
temel alinarak yapilmistir. (J.Repits’in izniyle; Lund Universitesi, Viroloji Doktora

Tezi)

2.3. HIV Pandemisinde Son Durum

UNAIDS (Joint United Nations Programme on HIV/AIDS) 2007 verilerine
gbére (www.unaids.org) tiim diinyada HIV ile enfekte kisi sayis1 33 milyondur ve
bunun tigte ikisini Sahra-alt1 iilkelerde yasayanlar olusturmaktadir. 2007 yili ig¢inde
2.7 milyon kisi, baska bir deyisle her 1 dakikada yaklasik 5 kisi HIV ile enfekte
olmustur (24). Bu sayida Onceki yillara kiyasla azalma oldugu dikkati ¢ekmektedir.
Bunun en &nemli nedeninin UNAIDS ve Diinya Saglhk Orgiitii (DSO)’niin
diizenledigi egitim kampanyalar1 oldugu diisiiniilmektedir. AIDS’e bagl olarak da
2007 yilinda 2 milyon kisi, 1981 yilindan itibaren de 28 milyon kisi yasamini
yitirmistir. Tim diinyada HIV ile enfekte kisilerin %50’sini kadinlar olustururken
Sahra-alt1 bolgede bu oran %70’lere ulasmaktadir. Glinlimiizde HIV ile miicadelede
dikkati ¢eken en Onemli sorun, Ozellikle Sahra-alt1 Afrika’da olmak {izere ilaca
erisimde hala yasanan giicliikklerdir. Sekil 2.3’te UNAIDS 2007 verilerine gore
diinyadaki HIV prevalansi gosterilmektedir.
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2.4. HIV Patogenezi

HIV bulasi, korunmasiz cinsel temas yoluyla, anneden bebege konjenital
yolla ya da emzirme yoluyla, enfekte kan ve kan iiriinlerinin transfiizyonu yoluyla
veya kontamine igne kullanimi yoluyla gerceklesir. Primer enfeksiyon subklinik
olabilir ya da antikorun olustugu (serokonversiyon) 2. hafta civarinda ates,
yorgunluk, bitkinlik, cilt dokiintiisii ve lenfadenopati ile karakterize enfeksiyoz
mononiikleozis benzeri bir tabloyla ortaya ¢ikabilir (124). Bulas en sik korunmasiz
cinsel temas yoluyla oldugundan, hayvan enfeksiyonlar1 da en ¢ok genital mukoza
yoluyla olusturulmustur. HIV/SIV, genital mukozadaki intraepitelyal lenfositleri
veya dendritik hiicre (DH)’leri enfekte ederek ya da sadece DH’lere tutunarak
mukozadan gecer. Virusun bu ilk enfeksiyonu sonrasinda mukoza altindaki CD4+
yardimc1 T hiicreleri (Th)’ne (istirahat halinde veya aktif) antijen sunumu
gerceklesir. Enfekte hiicreler veya bu hiicrelerden salinan serbest virus partikiilleri
lenf bezine go¢ ederek bu bolgelerdeki CD4+ Th ile DH’leri enfekte eder. Lenf
bezlerinden gelisen viremi sonrasinda enfeksiyon, gastrointestinal sistem (GIS)
mukozasina, dalaga, diger periferal lenf nodlarina ve beyne yayilir. Enfeksiyonun bu
akut donemi sirasinda CD4+ Th sayis1 hizla diiser ve plazma virus yiikii hizla
yiikselir (46, 67, 121). SIV modelinde, bulagtan hemen sonra hem aktive hem de
istirahat halindeki CD4+ Th hiicrelerinde {iretken (productive) enfeksiyonun
olustugu gosterilmistir (96, 104). Bu ¢alismalara gére, CD4+ Th hiicre kaybinin en
yogun oldugu bolge GIS mukozasidir. Bu durum, HIV enfeksiyonunun ilk
doénemlerinden itibaren orofaringiyal kandidoz ve diger GIS enfeksiyonlarmin neden
bu kadar sik goriildiiglinti agiklamaktadir. Birka¢ hafta devam eden viral replikasyon,
daha sonra sitotoksik T hiicreleri ve notralizan olmayan antikor-kompleman sistemi
tarafindan kontrol altina alinir ve “viral yiik diizeyi” (viral set point; VSP) belirlenir.
VSP, enfeksiyonun prognozunda 6énemli bir role sahip olup, VSP ayarindan sonra
enfeksiyon kronik ve asemptomatik bir siirece girer (107, 148). Bu donem, her ne
kadar “asemptomatik” olsa da, viral replikasyon ve CD4+ Th kaybi devam eder.
Immiin sistemin “tiikkenmesi” sonrasinda da AIDS gelisir (24). VSP belirlenmesi ile
AIDS gelisimi arasinda gecen siire 2-18 (ortalama 8) yildir. HIV-2 ile enfekte
kisilerde CD4+ Th hiicre sayis1 daha yiiksek, virus yiikii daha diisiik ve AIDS gelisim

siiresi de daha uzundur. Immiin sistemin tiikenmesine bagli olarak ortaya cikan



firsatg1 enfeksiyonlar ve malignansi 6liimiin en sik nedenidir. HIV enfeksiyonunun

seyri Sekil 2.4’ de gosterilmektedir.
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Sekil 2.4. HIV enfeksiyonunun seyri. (www.microbiology.bytes)

2.5. Virus Yapisi, Genom Organizasyonu ve Simiflandirmasi

Retroviridae ailesi tiim omurgalilar1 enfekte edebilen biiyiik bir virus grubunu
icinde barindirir. Dogadaki biyolojik bilginin DNA—RNA—protein yoniindeki
akisinin bir dogma oldugu diisiincesi retroviruslarin kesfiyle sona ermis ve bu bulus
1975 yilinda David Baltimore ve Howard Martin Temin’i Nobel Tip Odiilii ile
bulusturmustur (3, 147). Uluslararasi Virus Taksonomi Komitesi'ne gore
Retroviridae ailesi basit ve karmasik olmak tizere iki gruba ayrilir. Basit grup i¢inde
yer alan alfa-, beta-, ve gama-retroviruslarda sadece Gag, Pro, Pol ve Env gen
iriinleri bulunurken, karmagik grup icinde yer alan delta-, epsilon-, lenti- ve spuma-
retroviruslar diger gruba ek olarak kiiclik regiilatér ve aksesuvar gen iriinlerini de

icerir (53). Tablo 2.1°de Retroviridae ailesinin liyeleri gosterilmektedir.
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Tablo 2.1. Retroviridae ailesinin iiyeleri.

GEN YAPISI RETROVIRUS  ORNEK OMURGALI
Basit Alfaretrovirus Kus l6koz virusu Kuslar
Rous sarkom virusu
Betaretrovirus Fare meme timari virusu Fare, primat, koyun

Mason-Pfizer maymun virusu
Jaagsiekte koyun retrovirusu
Gamaretrovirus  Fare ldsemi virusu Fare, kedi, primat, kus, koyun, siriingen
Kedi l6semi virusu
Gibbon maymunu lésemi virusu
Retikiiloendotelyoz virusu

Karmagik Deltaretrovirus  Insan T hiicre lésemi virusu 1 ve 2 Sigir,primat, insan
Sigir ldsemi virusu
Maymun T hiicre ldsemi virusu 1, 2 ve 3

Epsilon retrovirus Walleye dermal sarkom virusu Balik, siriingen
Walleye epidermal hiperplazi virusu 1

Lentivirus HIV-1 ve HIV-2 Kedi, at, primat, insan
SIv

At infeksiy6z anemi virusu
Kedi immiin yetmezlik virusu
Kaprin artrit ensefalit virusu
Visna maedi virusu
Spumavirus insan kopiiklii virusu

Lentiviruslar ortalama 100 nm biiyiikliigiinde, zarfli ve sferik yapili RNA
viruslaridir. Viral zarf, konak hiicre membranina ait integrin ve tetraspanin gibi
hiicresel proteinlerin yan1 sira, virus genomu tarafindan kodlanan glikoprotein (gp)
cikintilardan (spike) olusmaktadir. Bunlardan gpl120 trimeri, virusun tutunma
proteini olup gp4l transmembran proteinine bagli olarak bulunur. Zarfin hemen
altinda yer alan matriks proteini (p17) ise, virionun olgunlagsmasinda ve yapisinin
idamesinde rol oynar. Koni seklinde olan kapsid proteini (HIV-1°de p24, HIV-2 ve
SIV’de p26) de, viral genomu ve virusun kodladigt enzimleri g¢evreler.
Niikleokapsidin (p7) iginde pozitif polariteli 2 adet (diploid) tek zincirli RNA
bulunur. Bu RNA zincirlerine, konak hiicreden alinan ve transkripsiyon sirasinda
primer gorevi goren tRNA baglidir. Virion iginde virus tarafindan kodlanan proteaz,
revers transkriptaz (RT) ve integraz enzimleri ile bunlara ek olarak bazi aksesuvar
proteinler (HIV-1°de Vif, Vpr, Vpu; HIV-2 ve SIVsm’de Vpu yerine Vpx) yer alir.
HIV-1 virionunun yapist Sekil 2.5°de, HIV ve SIV’in genomik organizasyonu ise

Sekil 2.6’da gosterilmektedir.
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gp120

Zarf

Sekil 2.5. HIV-1 virionunun yapisi. MA: matriks, KA: kapsid, IN: integraz, NK:
niikleokapsid, RT: revers transkriptaz, PR: proteaz. (www.chm.tcu.edu/HIV jpg)
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Sekil 2.6. HIV ve SIV’in genomik organizasyonu (65). (SIVcpz: sempanze varyant;
SIVsm: kiilrengi mangabey varyanti)
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Uzunlugu 10* baz ¢ifti olan HIV genomu, uzun ug tekrarlarla (long terminal
repeats, LTR) ¢evrelenmistir ve bir diizine agik okuma gercevesi (open reading
frame; ORF) icerir (65). Major ORF’lerde yapisal ve enzimatik proteinler (gag, pol
ve env), mindr ORF’lerde ise yapisal olmayan, RNA’ya baglanan proteinler (tat, rev
ve nef) ile aksesuvar proteinler [vif, vpr, vpu (veya vpx)] kodlanir. HIV-1, HIV-2 ve
SIV genomu birbirine ¢ok benzer. Bu viruslar arasindaki major fark, HIV-1’de hem
vpr hem de vpu genlerinin bulunmasi, HIV-2 ve SIVsm’de hem vpr hem de vpx
genlerinin bulunmasi, diger SIV’lerde ise sadece vpr geninin bulunmasidir (Sekil
2.6).

Gag genomik bolgesi p55 protein Onciiliinii kodlar. Bu protein viral proteaz
aracilifiyla kapsid (p24 veya p26), matriks (p17), niikleokapsid (p7) ve Vpr baglayan
proteinlere (p6) ayrilir. Pol bolgesi 3 viral enzimi kodlar: proteaz, revers transkriptaz
(RT) ve integraz. Bu enzimler, translasyon sirasinda Gag-Pol 6nciil poliprotein
olarak {retilir ve daha sonra viral proteaz tarafindan kesilirler. Zarfla iliskili
proteinler, env geni tarafindan gp160 prekiirsor proteini seklinde tiretildikten sonra,
yiizey proteini gp120 ve transmembran proteini gp41’e ayrilirlar.

HIV gen ekspresyonu hiicresel ve viral faktorler tarafindan kontrol
edilmektedir. Viral kontrol faktorleri olan Tat ve Rev enfekte hiicrenin niikleusunda
bulunur. Mindr (Tat-1) ve major (Tat-2) ekzon formunda bulunan Tat proteini, LTR
promotorundaki viral transaktivasyon bolgesine (TAR) baglanarak transkripsiyonu
baglatir. LTR’de ayrica hiicresel proteinler tarafindan taninan kolaylastirict
(enhancer) ve promotor bdlgeler de bulunmaktadir. Bu proteinler, integrasyondan
sonra provirusun transkripsiyonunu diizenlerler. Bir fosfoprotein olan Rev, env
bolgesindeki Rev yanit elemanina (RYE) baglanir ve viral mRNA’nin niikleustan
taginmasina, stabilizasyonuna ve fonksiyonuna katkida bulunur. Ayrica Rev’in
RYE’na baglanmasi sonucu erken regiilator protein transkripsiyonundan ge¢ viral
yapisal protein transkripsiyonuna gegilir.

Virusun enfektivitesini artiran bir protein olan Nef, CD4+ Th lenfositlerinin
aktivasyon durumunu degistirmekte ve ayrica enfekte hiicrenin ylizeyindeki CD4 ve
MHC (major histocompatibility complex) -1 ekspresyonunu azaltarak immiin
yanittan kagista rol oynamaktadir. Yine bir viral enfektivite faktorii olan Vif’in ise

virus partikiilii yapimi iizerine etkisi yoktur; ancak Vif yoklugunda olusan virus
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partikiilleri defektiftir. Vif’in bir diger O6nemi, hiicresel antiviral proteinler olan
APOBEC3G ve APOBEC3F’yi inhibe etmesidir. Bir sitidin deaminaz olan APOBEC
enzimi, vif geninden yoksun (Avif) HIV-1’de viral revers transkriptlerin negatif
zincirini deamine etmek suretiyle viral replikasyonu durdurmaktadir. Virusun diger
aksesuvar proteinlerinden biri olan Vpu, endoplazmik retikulumda CD4 molekiiliinii
pargalayarak ve enfekte hiicrelerden virion salinimini hizlandirarak islev goriirken;
bir digeri olan Vpr (homologu Vpx) enfekte hiicrenin niikleusuna yerleserek pre-
integrasyon kompleksinin niikleusa taginmasini, hiicre biiyiimesinin durdurulmasini,
hiicresel genlerin transaktivasyonunu ve hiicre farklilagmasinin indiiksiyonunu

saglamaktadir (53).
2.6.Replikasyon Dongiisii

2.6.1. Hiicreye giris

HIV replikasyonu viral zarf glikoproteinleri ile hiicre reseptorlerinin
etkilesimi sonucu baslar (Sekil 2.7). Virus, gp120°nin V3 ilmeginde bulunan CD4’e
baglanma bolgesi (CD4-BB) ile CD4 molekiiliine tutunur ve bu baglanma gp120
trimerinde yapisal bir degisiklife neden olur. Bunun sonucunda gpl120°de ko-
reseptor baglama bolgesi olusur ve ko-reseptor (siklikla CCRS veya CXCR4) ile
baglanma gerceklesir (85). Daha sonra, gp120 trimeri yanlara agilir, gp41°de yapisal
degisim olur ve fiizyon peptidi hiicre membranina girerek fiizyonu saglar (52).

Fiizyon sonrasi zarfindan ayrilan niikleokapsid sitoplazma i¢ine gecer (61).

CD4’e Ko-reseptire Virus-Hiicre

Baglanma q Baglanma _F Fiizyonu

gp4l

—gp120
0 =——V3ilmegi

¢ )
Hiicre e
membrani | & bOCOOuOE

CXCR4/CCR5

Sekil 2.7. HIV’in konak hiicre membranina tutunmast ve fiizyon.

(www.salvagetherapies.org *dan uyarlanmaistir)
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Her ne kadar insan ve primat lentiviruslarinin hiicreye girmek i¢in kullandig:
ana reseptor CD4 olsa da, HIV-2 ve SIV’in hiicre i¢ine CD4’ten bagimsiz olarak da
girebildigi bilinmektedir (32, 50, 128). HIV-1°de ise durum biraz farkli olup, HIV-1
laboratuvar suslart CD4’e gerek duymadan hiicre i¢ine girebilirlerken, primer HIV-1
izolatlarinda bu durum son derece nadirdir (68, 159).

Lentiviruslar hiicre membranmi ile fiizyon yapabilmek icin mutlaka ko-
reseptorlere gereksinim duyarlar. Ko-reseptorler genellikle fi¢1 seklinde bir yapiya
sahip olan, plazma membranimni 7 kez gecen ve G proteinine baglanan kemokin
reseptorleridir (132). Kendilerine baglanan ligandlarin molekiiler yapilarina gore
kemokin reseptorleri C, CC, CXC ve CX3C gruplar1 altinda siniflandirilirlar. Tablo
2.2’de HIV ve SIV tarafindan kullanilan temel reseptorler ve eksprese edildikleri

hiicreler goriilmektedir.

Tablo 2.2. HIV ve SIV’in en sik kullandiklar1 reseptorler ve eksprese edildikleri
hiicreler (13, 44, 51, 69).

RESEPTOR HUCRE

CD4 CD4+ Th lenfosit, monosit, makrofaj, dendritik hiicre

CCR3 Eosinofil, nétrofil, bazofil, monosit, makrofaj, dendritik hiicre,
kemik iligi hicreleri, T lenfositler, trombosit, keratinosit

CCR5 Monosit, makrofaj, NK hiicresi, bazofil, dendritik hiicre,
kemik iligi hicreleri, T hiicresi (6zellikle aktive/hafiza)

CXCR4 T hicresi (naif), kemik iligi stromal hicreleri, progenitar
lenfosit, dendritik hicre, B hiicresi, plazma hiicreleri

CXCR6 T hiicresi, dendritik hicre, kolorektal epitelyal hiicreler,
kemik iligi stromal hiicreleri

gpri5 CD4+ Th lenfosit, makrofaj, ince barsak epiteli

HIV-1’in genital mukozadan bulas1 sirasinda virus ¢esitliliginde %99’a varan
bir azalma oldugu ve bulastan CCRS5 reseptoriinti kullanan viruslarin (HIV-1 RS5)
sorumlu oldugu bilinmektedir (1, 45). Yeni konaga bu “darbogaz”’dan (bottleneck)
girig sonrasinda kronik asemptomatik fazda HIV—1 RS virus baskinlig1 devam eder.
AIDS tablosunun gelismesinden hemen once de R5 fenotipinden daha patojenik
oldugu bilinen CXCR4 (X4) formuna %50 siklikta gegis olur (129). RS fenotipinde
kalmaya devam eden viruslarin da patojenitesinin arttig1 bilinmektedir (12).

CXCR4 ve CCRS ko-reseptorlerinin yani sira HIV-1’in kullandigr mindr ko-
reseptorler olarak; CCR2b, CCR3, CCR8, CXCR®6, gprl, gprl5, RDC1 ve APJ (30,
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44, 48, 72, 140); HIV-2 icin ise CCRI1, CCR2b, CCR3 ve gprl5 molekiilleri
tanimlanmistir (15, 106, 110).

SIV’in en sik kullandig1 ko-reseptdor CCRS olup, ikinci sirayt CXCR6 ve
gprl5 ko-reseptorleri almaktadir (44, 51, 116). SIV’in ancak insan periferal kan
mononiiklear  hiicrelerinde  {iretildiginde = CXCR4  reseptoriinii  kullandigi
bilinmektedir (116). SIV’in kullandig1 diger ko-reseptorler de CCR1, CCR2b, CCR3,
CCRS, CX3CRI, gprl, APJ, ChemR23 ve RDCI olarak sayilabilir (50, 79, 103,
134).

2.6.2. Transkripsiyon, entegrasyon ve translasyon

Kapsidin parcalanmasi sonucu serbest kalan diploid RNA genomu, RT
enzimi araciligiyla once tek iplikli DNA’ya sonra da RT enziminin polimeraz islevi
ile ¢ift iplikli DNA’ya doniistiiriiliir (Sekil 2.8) (53). RT enziminin hata diizeltme
(proof-reading) 6zelligi olmadigindan ve her iki RNA zincirinden atlayarak farkli
parcalar1 kodlayabildiginden, replikasyon sirasindaki mutasyon frekansi c¢ok
yiiksektir. Sitozol i¢inde olusan viral DNA, Vpr proteini ve viral integraz ile birlikte
“pre-integrasyon kompleksi”ni olusturarak niikleusa dogru ilerler. Niikleus igine
giren viral DNA integraz enziminin yardimiyla hiicre genomuna yerlesir. Entegre
olan virus genomuna “provirus” adi verilmektedir. Provirustan mRNA
transkripsiyonu, hem viral hem de hiicresel faktorler tarafindan kontrol edilen
hiicresel RNA polimeraz II enzimi ile olur. Viral mRNA kopyalari niikleus
porlarindan sitoplazmaya gecip, hiicre ribozomlar1 araciligiyla viral proteinlerin

sentezlenmesini saglarlar.
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Sekil 2.8. HIV’in replikasyon dongiisii.. (www.web-books.com’dan uyarlanmaistir)

2.6.3. Virus montaji (assembly)

Virus partikiillerinin montaji plazma membraninda gergeklesir. Montajin
onemli bir kism1 Gag ve Gag-Pro-Pol proteinleri araciligiyla olur ancak partikiil
olusumu icin Gag varliginin yeterli oldugu da bilinmektedir (17). Translasyon

sonrast Gag’in N-ucuna miristik asit baglanir ve plazma membranina Gag’in
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baglanmas1 miristik asit aracilifiyla gerceklesir (131). Viral RNA’nin
paketlenmesinde yine Gag ve viral RNA’daki paketleme sinyali (¥) rol alir. Daha
sonra Gag ve viral glikoprotein trimerleri, i¢inde tomurcuklanma igin gerekli hiicre
proteinleri bulunan multivezikiiler cisimcikler i¢inde plazma membranina tasinirlar.
Bu vezikiillerin lipid raftlarin yogunlastig1 bolgelerde plazma membrani ile fiizyon

yaptig1 diistiniilmektedir.

2.6.4. Tomurcuklanma ve olgunlasma

Plazma membranindan tomurcuklanarak c¢ikan “zarfli partikiil”lerin icinde
viral proteinler ve genomik RNA bulunur (53). Bu partikiiller enfeksiyéz olmayan,
immatiir viral progeni partikiilleridir ve sferik kor igerir. Tomurcuklanma sonrasi,
Gag ve Gag-Pro-Pol polipeptidleri viral proteaz tarafindan kesilerek aktivite
kazanmaktadir. Gag Onciil proteininin kesimiyle p6, p7, pl7 ve p24 proteinlerini
olusturur. P24 viral kapsidi, p17 ise matriksi olusturarak zarf stabilizasyonunu saglar.

Olgunlagsma sonucunda sferik olan kapsid koru, koni seklini alir.

2.7. Antijenik Cesitlilik

HIV’in sahip oldugu yiiksek antijenik c¢esitlilik, konagim immiin yanitindan
kacgista biliylik 6neme sahiptir. Bu durum en sik ve dogal olarak immiin sistemin
etkisinin en yogun oldugu bolgede yani zarf yapisinda ortaya cikmaktadir. Bu
bolgenin HIV/SIV’deki karsiligt gpl120 zarf proteinidir. RT’nin hata diizeltme
mekanizmasi olmadigindan, HIV/SIV’in replikasyonu sirasinda her 10.000 baz
ciftinde 1 adet mutasyon olmaktadir (101). Hiicresel DNA polimerazdaki mutasyon
sikliginin  1.000.000.000 baz ¢iftinde 1 mutasyon oldugu gbéz Oniine alinirsa
HIV/SIV’°deki mutasyon hizinin ne kadar yiiksek oldugu daha iyi anlasilabilir. HIV
enfeksiyonu sirasinda giinde yaklagik 10'° yeni virus partikiilii yapildig1 diisiiniiliirse
bu hergiin 10° mutant virusun olustuguna isaret eder (67, 121). HIV/SIV’de gériilen
mutasyonlarin bir diger nedeni de, hiicrenin birden fazla virusla enfekte olmasi
durumunda gen aligverisinin (rekombinasyon) ortaya ¢ikmasidir. HIV ile enfekte
hastalardan alinan splenositlerin ortalama 3 farkli virusla (aralik 1-8 virus) enfekte
oldugunun gdosterilmesi rekombinasyonlarin da antijenik ¢esitlilikte ne kadar 6nemli
oldugunu ifade etmektedir (62, 75). Gp120 proteininde bu mutasyonlara bagli olarak

aminoasit dizilerinde uzama, glikozilasyon sayisinda artis ve aminoasit yiikiinde
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degisme ortaya ¢ikmaktadir (54, 142). HIV’deki mutasyon hizinin ne denli sira dist
oldugu, influenza virusu ile karsilagtirmali olarak Sekil 2.9°da goriilmektedir (81).
Buna gore, 1996 yilinda 96 kisiden izole edilen H3N2 insan influenza virusunun
HA1 kangalinda 1 yil i¢inde goriilen genetik degisim, HIV ile enfekte sadece 1
hastada 6 yil icinde goriilen env sekansindaki genetik degisim ile hemen hemen
aynidir. Amsterdam’da yasayan HIV pozitif 23 hastanin bir yillik izleminde goriilen
genetik degisim, Kongo’da yasayan 193 hastanin env sekansindaki genetik degisim

ile ¢ok biiyiik boyutlara ulagmaktadir.

(zlobal influenza 1996 J
e H

\l, 7Y Kongo 1997

HIV ile infekte 1 kiside
infeksivondan 6 yil sonra

R

10% '

Sekil 2.9. influenza A virus hemagliitinin genindeki genetik varyasyonla HIV-1 C2-

V5 env sekanslarindaki genetik varyasyonun filogenetik analizi (81).

2.8. HIV/SIV Zarf Yapis1 ve Immiinojenisitesi

Onciil zarf proteini olarak sentezlenen gp160, glikozilasyon (asparajine bagl
mannoz sekerleri), oligomerizasyon ve proteolitik pargalanma gibi translasyon
sonras1t modifikasyonlar ile gp120 ve gp41 proteinlerine ayrilir (133). Kendi arasinda
trimerler olusturan gpl120 ve gp41 proteinleri birbiriyle kovalent olmayan baglar
yaparak c¢ikintilar (spike) seklinde konak hiicreden alinan zarf membranindan disari
dogru uzanir (160) (Sekil 2.10). Virion iizerinde monomer ya da dimer seklinde de
bulunabilen bu ¢ikintilarin fonksiyonel formunu, sadece trimerik yapida olanlar

temsil etmektedir.
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Sekil 2.10. HIV iizerindeki ¢ikintilar (a) ve bir ¢ikintiy1 olusturan gp120 ve gp4l
trimerleri (b) (160).

Gp120, bes sabit (constant, C1-C5) ve bes degisken (variable, V1-V5) bolge
icermektedir (28). C1-C5 bolgesi santral koru, V1-V4 bolgesi de gpl120’nin dis
kismint olusturur (Sekil 2.11). Gp120°nin V3 ilmeginde bulunan CD4-BB, biri s1g,
biri derin olmak tizere iki gukurdan olusur. S1g olan ¢ukur su molekiilleriyle doludur.
Derin ¢ukurun ortasina ¢oziiniir (soluble) CD4’te bulunan fenilalanin-43’iin
baglanmasiyla bu c¢ukur agilir ve sonra gpl120’de bulunan Asp368 ile CD4’teki
Arg59 birbirleri arasinda tuz kopriisii kurarlar. Baglanmanin tamamlanmasini takiben
gpl20 yapisi, i¢ kangal, dis kangal ve baglayan levha (bridging sheet) seklinde
ayrisir. Gp120°nin i¢ kangalini1 gp120°nin C ve N uglar1 olusturur ve gp41°e kovalent
olmayan baglanma bu uglarla olur. Dis kangal V1-V4 bolgelerinden olusur ve ileri
derecede glikozillenmistir. Baglayan levha ise V1-V2 bolgesinden paralel olmayan
iki B-kilifi ile V3 bolgesinden paralel olmayan iki B-kilifinin (f20-f21) bir araya
gelmesiyle olusur ve bu bdlge ko-reseptdre baglanma bolgesidir. Baglayan levhanin
olugsmasi sirasinda en biiyiik yapisal degisiklik i¢ kangalda gergeklesir. Bu baglanma
sonucunda gpl120’nin dis kangali disar1 ve yukari dogru hareket ederken, olusan
baglayan levha hedef hiicre membranina dogru yaklasir (Sekil 2.11). Baglayan
levhay1 olusturan boélgelerden birisi olan V3 bolgesi, ko-reseptor ozgiilliigiinii de
belirleyen bolgedir. Ko-reseptoriin N ucu, baglayan levhaya ve V3 halkasinin kdkiine
baglandiktan sonra, V3’iin ucu ko-reseptoriin 2. ekstraseliiler halkasina baglanir.
V3’teki bu iki alan hem sekans hem de yapi olarak ¢ok iyi korunmustur ve bu

nedenle de bu bolgedeki delesyon ve insersiyonlar sinirl sayidadir (71).
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Sekil 2.11. CD4 baglayan bolgenin agik oldugu durumdaki gp120 yapisi (a). V1-V4
bolgesi dis kangali olusturmaktadir. V1-V2 ve V3 bolgesindeki kirmizi alan paralel
olmayan B-kilifa aittir. Turkuaz mavisi gp41’e baglanma bdlgesini gostermektedir.
Mor renkli alana CD4 baglanmaktadir. CD4 baglayan bdlgeye CD4’lin baglanmasi
sonucu ortaya ¢ikan yapisal degisiklik (b) (28).

CD4’ilin gp120’ye baglanmasi gp41°de de yapisal degisiklige neden olur ve
toka Onclilii yap1 olugur. Ko-reseptoriin de baglanmasi sonrasi gp120 trimeri yanlara
acilarak toka seklini almis gp41’in ilerleyerek hedef hiicre membranina tutunup

fiizyon yapmasina neden olur (Sekil 2.12) (6).

Sekil 2.12. CD4 baglanmamis gp120 trimerine (monomerler pembe, yesil ve mavi
renklerde) CD4 baglanmasi sonucu olusan yapisal degisiklik. Gri renkli yapilar
glikozillenmeyi gostermektedir. Sekillerin ortasindaki acik mavi renkli daire gp41’i

temsil etmektedir (5).

SIV zarfi ile HIV zarfi birbirine ¢ok benzer. Sekil 2.13’de SIVmac32H ve
HIV-1 HxBc2 gpl120 kor sekansi karsilastirmali olarak gosterilmektedir. Bununla
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birlikte, SIVmac239 virus zarfi diger SIV zarflarindan nétralizasyona dogal direncli
olmas1 nedeniyle ayrilir. SIVmac239’un bu direncinden sorumlu oldugu diisiiniilen
faktorler arasinda gp41 proteininin sitoplazmik kuyrugunun kisa olmasi; VI1-V2
ilmeklerinin HIV-1’den 30-40 aminoasit daha uzun olmasi ve buna bagh olarak
epitoplarin iizerini ortmesi; V4 bolgesindeki aminoasit mutasyonlari; zarf {izerinde
cok fazla sayida fonksiyonel ¢ikinti bulunmasi ve antikorun gp120’ye yavas baglanip
hizla ayrilmasi sayilabilir (31, 73, 74, 78, 145, 153, 158). Bir diger 6nemli fark da
zarfin kapali bir yaprya sahip olmasidir. Oyle ki, STVmac239 gp120’sinde baglayan
levhanin olusup ko-reseptore baglanabilmesi, yani yapmin agilmasi igin Once
mutlaka sCD4, CD4-BB’ye baglanmalidir. Ama SIVsm gibi nétralizasyona dogal
duyarl viruslarin zarf yapisi zaten acik bir yapiya sahiptir ve baglayan levhanin
olusmasi igin CD4’e gerek yoktur; yani SIVsm ko-reseptorlere CD4’ten bagimsiz
olarak baglanabilir (88, 152).

Gp120-gp41 trimerinin uzaysal konumu g6z Oniine alindiginda, tam ortadan
gecen aksise bakan gpl20 yiiziinii i¢ kangal, dis yiiziinii de dis kangal
olusturmaktadir (Sekil 2.14) (84). Her ne kadar i¢ kangal sekansi goreceli olarak
korunmus olsa da, oligomerik zarf kompleksi i¢inde bulundugundan bu bolgeye
baglanan antikorlarin nétralizan etkisi yoktur; dolayisiyla bu bolge ‘“notralizan
olmayan yiiz” olarak adlandirilir. D1s kangal antikorlarin ulasabilecegi bir konumda
olmasina ragmen, ileri derecede glikozillenmis oldugundan, antikorlarin “glikozil
yastigin1” gecip bu bolgeye ulagmasi ¢ok zordur; bu nedenle bu bdlge “sessiz yiiz”
olarak isimlendirilir. Gp120°deki ii¢lincii yiiz notralizan yiiz olarak adlandirilir ¢linkii

bu bolgedeki epitoplar nétralizan antikor (Nak) yanitini uyarabilirler.
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Sekil 2.13. SIVmac32H ve HIV-1 HxBc2 gp120 kor sekanslart. Mavi renkli harfler
ortak sekansa, yesil renkliler konservatif substitlisyonlara ve italik olanlar da

farkliliklara isaret etmektedir.

Susa 6zgi

Notralizan
olmayan yiiz

Sessiz yiiz

Notralizan yiiz

Sekil 2.14. Gp120-gp41 trimerinin iistten gorinimii.
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2.9. HIV-1’e Ozgiil Notralizan Antikor Yaniti

Nak’larin virus yiikii lizerine etkisi tartigmali olsa da, enfeksiyonun seyri
sirasinda Nak’larin segici baskisindan kagabilen viruslarin varligi, bu antikorlarin
HIV {izerindeki etkisinin 6nemli bir gostergesi olarak kabul edilmektedir (144).
Ayrica, ART almaksizin en az 10 yil boyunca virus yiikiinii 50 kopya/ml’nin altinda
tutmay1 basaran “0zel hastalar’da (elite controller) da etkin hiicresel immiiniteye
eslik eden Nak yanitinin oldugu gosterilmistir (8, 136). Yine en az 1 yildir HIV-1 ile
enfekte olup ART almayan ve AIDS klinik bulgular1 gelismeyen hastalarin %25’inde
orta-genis diizeyde reaktiviteye sahip Nak varlig1 da gosterilmistir (49). Aslinda HIV
ile Nak’lar arasinda stirekli bir yaris oldugu, ancak Nak’larn bu yarista hep ikinci
sirada yer aldigi sodylenebilir. Gergekten de, gpl120-gp41 trimerinde ortaya ¢ikan
mutasyonlar ve trimer tizerindeki yogun glikozillenme virusun o anda varolan
Nak’lardan bir siire kacabilmesini saglamakta ve bu durum, yeni virus tipinin immiin
sistem tarafindan taninarak ona kars1 Nak olusturulmasina kadar devam etmektedir.
Daha sonra bu Nak’lara da direng gelismekte ve bu siire¢ enfeksiyon boyunca devam
etmektedir.

Su ana dek izole edilmis olan genis etkili 7 Nak tipi mevcuttur. ilk bulunan
genis etkili Nak (b12), i¢erdigi ¢ok uzun CDR-H3 (agir zincirin 3. degisken bolgesi)
ilmigi (loop) araciligryla gpl120 iizerindeki CD4-BB’ye baglanmaktadir (21). Bir
diger genis etkili Nak olan 2G12 antikoru, gpl20’nin dis kangalindaki yogun
mannoz sekerleriyle glikozillenmis epitopa baglanir. Bu antikorun her iki agir zinciri
Y seklinde degil U seklindedir; bir baska deyisle birbirine paraleldir. Ayrica bu
antikorun yapisinda, ikisi agir ve hafif zincirin degisken bdlgelerinde digeri de iki
agir zincirin arasinda olmak iizere toplam ii¢ adet antijen baglayan boélge bulunur
(23). Bu durum, aslinda son derece kaygan olan mannoz sekerlerine antikorun 3
koldan baglandigin1 ve bunun da tutunmay: giiclendirerek aviditeyi artirdigini
diisiindiirmektedir. Genis etkili ti¢lincii Nak, V3 ilmiginin ucunda bulunan GPGR
sekansina baglanan 447-52D antikorudur. HIV-1 grup B viruslarda korunmus olarak
bulunan bu bolgeye baglanan antikorun genisligi, diger gruplarda bu bdlgenin
olmamasi nedeniyle sinirlidir (38). 2009 yilinda yeni kesfedilmis olan PG9 ve PG16
antikorlar1 da gp120°nin V2 ve V3 ilmeklerine baglanmaktadirlar (154).
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Gp4l, gpl20’ye kiyasla mutasyonlara yatkinlik ac¢isindan daha iyi
korunmugstur ve flizyon olayr da tiim HIV gruplarinda ortaktir. Buna ek olarak,
gp41’in alt kangalinin peptid analogu olan enfuvirtid gilinlimiizde tedavide
kullanilmakta olan etkin bir ilagtir. Buna karsin, enfuvirtidin baglandig1r bolgeye
0zgil antikor dizayni basarisizlikla sonug¢lanmistir (70). Bunun nedeni, biiylik antikor
molekiillerinin bu dar bolgeye ulagamamasi ve bu bolgenin sadece fiizyon sirasinda
aciliyor olmasi olabilir. Biitiin bunlara ragmen su ana kadar gp41°’i hedefleyen ve
2F5 ve 4E10 olarak adlandirilan genis etkili iki Nak tanimlanmistir (21). gp41’in
membrana yakin dis bolgesine baglanan bu antikorlar sirastyla ELDKWA ve
NWEDITNWLW epitoplarin1 hedeflemektedirler. Genis etkili Nak’larin gp120-gp41
trimerine baglanma yerleri Sekil 2.15°de gosterilmektedir.

Genis etkili NAk’lardan b12, 2G12, 2F5 ve 4E10’un HIV-1 enfeksiyonunu in
vitro kosullarda ve in vivo hayvan modellerinde inhibe ettigi gdsterilmistir (11, 16,
95). Ayrica AIDS hastalarinda ART nin kesilmesini takiben verilen 2G12, 2F5 ve
4E10 antikorlarinin viral “rebound”u geciktirdikleri de bildirilmektedir (151). Ancak
ne yazik ki, bu genis etkili NAk’larin hedefledigi epitoplar kullanilarak hazirlanan
agilar, istenilen Nak yanitin1 indiiklemeyi basaramamistir. Yine de dogal trimerik
zarf kompleksini ya da proteinleri taklit eden epitop gelistirme c¢aligmalar1 devam
etmektedir (80, 118, 135, 143). Bu antikorlarla ilgili bir diger sorun da (PG9 ve
PG16 hari¢) B grubu disindaki viruslara yonelik genislik ve potenslerinin kisith
olmasidir (109, 137). 2F5 ve 4E10 antikorlarinin da, etkin nétralizasyon igin ¢ok
yiiksek dozlarda kullanilmasi gerekliligi ve kardiyolipin otoantijenine baglanarak

otoimmiin hastaliklar1 indiiklemeleri 6nemli bir sorundur (11, 64).
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Sekil 2.15. Genis etkili Nak’larn gp120-gp41 trimerine baglanma yerleri. Ug gp120

molekiilii mavinin farkli tonlarinda gosterilmistir (21).

Yirmibes yi1l onceki ilk HIV ile enfekte kisiler ile giiniimiiz HIV virusu ile
enfekte kisilerde gelisen Nak yaniti karsilastirildiginda, 1985 yilina ait izolatlarin
daha iyi Nak indiikleyicisi olduklar1 belirlenmistir. Baska bir deyisle giiniimiiz HIV
izolatlar1 Nak varligina adapte olmay1 basarmis viruslardir (E.Quakkelaar; Viroloji
Doktora Tezi). Virusa karst Nak yaniti olusmasinda onemli bir diger etken de,
virusun ko-reseptor tercihidir. Soyle ki, X4-viruslar nétralizasyona daha duyarli iken,
R5 viruslar daha direnglidir (122). Bu da X4 virus varyantlarinin ancak immiin
yanitin iyice deprese oldugu hastaligin ileri donemlerinde ortaya ¢ikmasini
aciklayabilir. Bununla birlikte literatiirde, yiiksek Nak titresine ragmen kaninda HIV-
1 X4 virusu bulunan ya da NAk saptanamamasina ragmen kaninda HIV-1 X4 virusu
saptanamayan hastalar bildirilmektedir (19, 150). Ancak ilging olarak, HIV-1 C alt
tipi ile enfekte hastalarda digerlerine kiyasla daha potent Nak varlig1 goriiliir ve HIV-
1 C alt tipi diisiik X4 konversiyonu 6zelligi tastyan bir virustur (94). Virusa karsi
Nak yanitinda onemli bir diger faktdr de, virusun enfekte ettigi hiicre tipidir. T
hiicrelerini enfekte eden viruslarin daha acik bir zarf yapisi vardir ve bu nedenle de

notralizasyona daha duyarhdirlar (127).



26

2.10. HIV Enfeksiyonunda B Hiicre Anormallikleri

HIV ile enfekte kisilerde, poliklonal B hiicre aktivasyonuna bagh
hipergammaglobulinemiden B hiicre losemi/lenfomasina kadar degisebilen genis
spektrumlu B hiicresi anormallikleri goriilebilir (42, 43, 108). Bu anormalliklerin
nedeni, HIV’in indiikledigi timor nekroz faktor (TNF) -alfa, interlokin (IL)-6, IL-10
ve IL-15 gibi sitokinlerin asir1 salinimina bagli indirekt etki ile virus replikasyonu ve
virus proteinlerinin direkt etkisine bagl olarak 6zellikle CD27" naif B hiicrelerinin
6zgiil olmayan poliklonal uyarmmidir (76, 98). Ote yandan, CD4+ Th hiicre say1 ve
fonksiyonundaki kayba bagli olarak 6zgiil humoral immiinite uyariminda goriilen
azalma ve enfekte T hiicreleri tizerindeki CD70’in asir1 ekspresyonuna bagl bellek B
hiicrelerinde goriilen apoptotik 6liim, HIV ile enfekte hastalardaki firsatci
enfeksiyonlardan sorumlu 6nemli mekanizmalardandir (29, 149, 156). Sonug olarak,
HIV ile enfekte kisilerde kontrolsiiz viral replikasyon varliginda en sik goriilen tablo,
hipergammaglobulinemiye eslik eden 6zgiil hiimoral immiinite eksikligidir. HAART
uygulamasinin hiimoral immiinitedeki bu fonksiyon bozukluklarini diizeltebildigi

gosterilmistir (55, 99, 112).

2.11. HIV icin Primat Hayvan Modelleri

Sempanzeler HIV-1 ile enfekte olabilen tek primat tiiriidiir (14, 113). HIV’in
izolasyonundan kisa bir siire sonra sempanzeler hem serbest virusla hem de HIV-1
ile enfekte hiicreler ile enfekte edilmeye baslanmistir (2, 57, 59, 60). Ancak ilging
olarak, HIV-1 ile enfekte edilen 100°den fazla sempanzenin sadece bir tanesinde
AIDS gelismistir (113). Bunun nedeni de, her ne kadar CD4 ve ko-reseptor varligi
hemen hemen ayni1 olsa da sadece CD4-CXCR4’iin ayn1 hiicrede bulunmasi, CD4 ve
CCRS5’in ise farkli hiicrelerde bulunmasidir. X4 HIV-1’in de acik zarf yapisi
nedeniyle noétralizasyona daha duyarli oldugu bilindiginden, AIDS gelisiminin bu
nedenle ¢ok nadir oldugu diisiiniilmektedir (E.Quakkelaar; J Virol manuskripti).
Gerek bu nedenle, gerekse de sempanzelerin yok olma riski altindaki tiir kapsamina
alinmas1 ve bakimmin pahali ve zor olmasi nedeniyle sempanzelerle c¢aligmalar
durdurulmustur. SIV’in dogal konaginda patojenik olmadigi da bilindiginden HIV
icin hayvan modeli bulma konusunda zorluklar yasanmistir. Fakat 1985 yilinda ilk
kez SIVmac ile enfekte Rhesus makaklarinda (Macaca mulatta, STVmac’in dogal

konagi degil) lenfoma ve immiin yetmezlige bagl firsat¢r enfeksiyon varliginin



27

gozlenmesiyle birlikte, HIV i¢in hayvan modeli nihayet bulunabilmistir (40, 92).
Gergekten de kiilrengi mangabeylerden makaklara gecen SIVsm, makaklarda
SIVmac’a, glidik kuyruklu makaklarda (Macaca arctoides) SIVstm’ye ve domuz
kuyruklu makaklarda (Macaca nemestrina) SIVmne’ye evrimlesmis ve bu
makaklarda patojenik Ozellik gdstermistir (66). Rhesus makaklarinin, domuz
kuyruklu makaklarin ya da sinomolgus makaklarin (Macaca fascicularis) SIVsm
kokenli viruslarla enfeksiyonu AIDS ¢aligmalari i¢in uygun hayvan modelleridir (9,
58, 83, 93, 105, 125, 126). Bu hayvan modellerinde CD4+ T hiicrelerinin progresif
kayb1 sonunda birkag ay-yil i¢inde makak AIDS’i gelismektedir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Makak Calisma Programi

Calismada 12 adet Cin kokenli, 4 yasinda erkek Sinomolgus makagi (Macaca
fascicularis) kullamldi. Makaklar Isveg’e getirildiklerinde 4 ay karantinada tutuldu.
Bu sirada SIV pol ve gag’a 6zgii polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) analizleriyle bu
makaklarin SIV ile enfekte olmadiklar1 kanitlandi. Hayvanlar, Isve¢ Tarim Komitesi,
Isve¢ Hayvan Haklar1 Cemiyeti, Avrupa Konseyi Direktifi 86/609/EEC ve ETS 123
Konvansiyonu’nun &nerilerine uygun olarak Isve¢ Enfeksiyon Hastaliklar1 Enstitiisii
Primat Arastirma Merkezi’nde izlendi. Calisma oncesi, Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Komitesi’nin izni alindi. Ciftler halinde 4 m”likk kafeslere konulan makaklarin
fizyolojik ve davranigsal ihtiyaclarini karsilamaya yonelik uygun ortamlar saglandi.
Calisma siirecinde makaklar {lizerinde gelismesi olas1 stres faktoriinii azaltmak
amaciyla, makaklar caligma baslamadan 6 hafta 6nce Primat Arastirma Merkezi’ne
getirilerek ortama aligmalar1 saglandi ve pozitif pekistirme egitimi uygulandi. Virus
enjeksiyonu ve kan alma islemleri oncesinde makaklar, 10-15 mg/kg dozunda
ketaminle (Ketaminol, 100 mg/ml, Intervet, Hollanda) uyutuldu. Anestezi altinda
viicut agirliklar1 6l¢iildi, inguinal ve aksiller lenf nod palpasyonu yapildi ve dalak
biiytikliigii belirlendi.

Calismanin ilk sathasinda, makaklar 8000 MID50 (Monkey Infective Dose-
50) miktarinda SIVmac239 susu ile enfekte edildi (Sekil 3.1). Enfeksiyon sonrasi
(ES) 7. giinde tiim makaklarda yiiksek diizeyde viremi gozlendi ve ES 10. giinde, bir
niikleotid revers transkriptaz inhibitorii olan (R)-9 (2-fosfonilmetoksipropil) adenin
(FMPA, tenofovir) (Gilead Biosciences, Kaliforniya, ABD) giinde bir kez 30
mg/kg/giin dozunda verilmek iizere subkiitan yoldan baslandi (4). Dort haftalik
tedavi sonrasi, FMPA dozu 20 mg/kg/giine indirildi ve bu doz 12 hafta daha
uygulandiktan sonra kesildi. Genel klinik durum acgisindan yakin gozetim altinda
tutulan makaklarin 4-6 hafta araliklarla alinan kan 6rneklerinde virus yiikii, CD4+ T

hiicre sayis1 ve ndtralizan antikor (Nak) kinetigi 6l¢iimleri yapildi.
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Sekil 3.1. Makak ¢aligma programi.

3.2. Plazmada SIV Yiikii Ol¢iimii

Makaklardan alinan 7-10 ml’lik kan 6rnekleri 3 ml K,EDTA tiiplerine (GP
Supplies, Londra, Ingiltere) paylastirildi ve 10 dakika 1300xg’de 4°C’de santrifiij
edildi. Siipernatan yeni bir tiipe aktarildiktan sonra, bu kez 15 dakika boyunca
2400xg’de 4°C’de santrifiigasyon yapildi. Elde edilen siipernatan (plazma)
kriyotiiplere konularak sivi nitrojende saklandi. Dibe ¢dken hiicrelerden akim
sitometrisi yontemi kullanilarak CD4+ Th sayim1 yapildu.

Viral yiikiin saptanmasinda, o anda laboratuarda bulunan ve saptama alt sinir1
400 kopya/ml olan ExaVir®Load kiti (Cavidi Tech AB, Uppsala, Isvec;
http://www.cavidi.se/Templates/Cavidi/FileService) kullanildi. Ayirma ve revers
transkriptaz (RT) 6l¢iimii olmak {izere iki kisimdan olusan bu kit izlegine gore,
birinci giinde yapilan ayirma islemi sirasinda oncelikle plazma igindeki hiicresel
enzimler inaktive edilip, jel yardimiyla virus partikiilleri plazmadan ayrildi. Ayrilan
virusun lizisi sonucu elde edilen RT ile ikinci giin RT 6l¢timii yapildi.

Tim islemler, biyogiivenlik diizeyi 3 (BGD3) olan laboratuvarda
gerceklestirildi.

Kit Protokolii:

1. Giin: Virusun plazmadan ayrilmasi (Sekil 3.2):

a. Hazirlik. Siv1 nitrojende saklanan plazma Ornekleri (en fazla 30
tane) ve -20°C’de saklanan kit negatif ve pozitif kontrolleri oda
sicakliginda eritildi. Kit i¢inde yer alan 6rnek reaktifi, ayirma jeli,
jel tamponu-1 konsantresi, jel tamponu-2 konsantresi, lizis
tamponu, lizis tampon reaktifi, RT reaksiyon plagi, RT reaksiyon

tamponu, RT reaksiyon bilesenleri, seyreltme tamponu, seyreltme
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tampon reaktifi ve HIV-1 tRT standarti 4°C’den oda sicakligina
(18-33°C) getirildi.

1. Ornek kutusu kapag1
B / \_— 2. Plazma islem tiipii
//*“\\. // 3. Ornek kutusu
."'." | w | 4. Vakum pompasi
.; a 5. Vakum tiipleri
1 | — 6. Atik kutusu
— 7 S 7. Tampon dagitict
’C‘]% | 8. Kolon
- J

9. Kolon tabag:

10. Atk toplayict

11. Saklama tiipii

12.  Toplayici tiip tabagi
13. Lizat toplayict

Sekil 3.2. Ayirma ekipmani.

b. Plazma érneklerinin hazirlanmasi. Ornek reaktifi 4 ml saf su ile
coziilerek 10 saniye vortekslendi. Plazma islem tiipleri 1’den 32’ye
kadar numaralandirildiktan sonra 6rnek kutusuna konuldu. Herbir
tiipe 100 pl ¢oziilmiis 6rnek reaktifi dagitildi ve daha sonra herbir
tipe 1 ml plazma Ornegi eklendi. Pozitif ve negatif kontroller
sirasiyla 31 ve 32. tiiplere konuldu. Kapaklar1 kapatilmig tiipler 5
saniye vortekslendikten sonra 20 dakika boyunca karanlikta oda
sicakliginda bekletildi.

c. Ayirma aletlerinin hazirlanmasi. Ayirma aletleri ve vakum
tiplerinin %70 etanol ile dezenfeksiyonundan sonra, vakum
pompasi, atik kutusu ve atik toplayici vakum tiiplerine baglandi ve
kolon tabagi atik toplayicinin iizerine yerlestirildi. Kolonlar ve
saklama tiipleri 1’den 32’ye kadar numaralandirildi ve kolon
tabagiyla tlip tabagina yerlestirildi.

d. Ayirma jelinin yerlestirilmesi. Ayirma jeli sisesi homojenizasyonun
saglanmasi i¢in hafif¢e calkalandiktan sonra, 20 dakika karanlikta
ve oda sicakliginda bekletilmis olan plazma ve kit kontrol
orneklerinin herbirine 1 ml olacak sekilde konuldu. Tiiplerin

kapaklar1 sikica kapatildi, 6rnek kutusuna yerlestirildi ve kutunun
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kapag1 bantland1. Ornek kutusu yan yatirilarak calkalama tablasina
yerlestirildi ve tiip igerigi oda sicakliginda 30 dakika calkalandi.

e. Tamponlarin hazirlanmasi. Jel tamponu-1 konsantresinin igerigi,
icinde 100 ml saf su bulunan 2 It’lik bir siseye bosaldiktan sonra
calkalandi. Sonra bu karigima 1100 ml saf su daha eklenerek
tampon hazirlandi. Jel tamponu-2 ise, iginde 260 ml saf su bulunan
500 ml’lik siseye konsantre tampon iceriginin eklenmesiyle
hazirlandi. Lizis tamponu, 5 ml lizis tamponunun lizis tampon
reaktifine eklenip 10 saniye vortekslenmesi sonucu elde edildi.

f. Jellerin jel tamponu-1 ile yikanmasi. 30 dakikalik inkiibasyondan
sonra Ornek kutusundan ¢ikarilan tlipler vortekslendikten sonra
icerikleri kolon tabagindaki uygun kolonlara aktarildi. Sonra atik
toplayicinin  valft kapatilip vakum pompast calistirilarak jel
kurutuldu. Vakum pompast kapatildiktan sonra, tampon dagitic
kolon tabagmin iizerine yerlestirildi. Tampon dagiticinin {istiine
metal kapama plag1 yerlestirildikten sonra jel tamponu-1 bu
kapagin iizerinden tiiplere ulastig1 kontrol edilerek dokiildii. Daha
sonra vakum pompast tekrar caligtirilarak jel kurutuldu. Jel
tamponu-1 ile yikama iglemi iki kez daha tekrarlandi. Ayni islem
jel tamponu-2 ile bir kez daha tekrarland1 ve vakum pompast ile jel
yeniden kurutuldu.

g. Virion lizisi. I¢ine saklama tiiplerinin konuldugu tiip tabag: lizat
toplayiciya yerlestirildi. Vakum tiipii, atik toplayicidan ¢ikarilip
lizat toplayiciya baglandi. I¢inde kolonlarin oldugu kolon tabagi
atik toplayicidan lizat toplayiciya gecirildi. Lizis tamponu 10
saniye vortekslendikten sonra ilk 16 kolonun herbirine 250 pl
hacimde konuldu. Lizis tamponu 5 saniye daha vortekslendikten
sonra, geriye kalan 16 kolona yine ayni hacimde olacak sekilde
konuldu. iki dakika beklendikten sonra vakum pompasi ¢alistirild
ve valf 7 saniyeligine kapatildi. Valf acilip tekrar kapatildi ve 7
saniye sonra valf yeniden acilarak vakum pompas1 kapatildi. Daha

sonra kolon tabagi kaldirilarak toplayici tlip tabagi yerinden
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cikarildi ve tiipler tlip saklama tabagina konuldu. Birinci tiip Al, 2.
tiip B1 pozisyonuna olacak sekilde tiipler sirasiyla yerlestirildi; 9.
tiip ise A3 pozisyonuna yerlestirilerek tlip saklama tabaginin iizeri
kapatildu.

h. Seyreltme tamponunun hazirlanmasi. Bes ml seyreltme tamponu,
seyreltme tampon reaktifine konulduktan sonra 10 saniye
vortekslendi.

i. Reaksiyon karisimimin hazirlamip RT reaksiyon plagina eklenmesi.
Dort ml RT reaksiyon tamponu RT reaksiyon bilesenlerine eklendi
ve 10 saniye vortekslendi. Elde edilen bu birinci reaksiyon
karsimindan 1.8 ml alinarak 15 ml’lik tlipe konuldu ve {izerine 7.2
ml’lik seyreltme tamponu eklenip 5 saniye vortekslenerek ikinci
reaksiyon karigimi elde edildi. RT reaksiyon plaginin 1., 3., 5., 7.,
ve 11. siitunlardaki ¢ukurlarina birinci reaksiyon karigtmindan 30
ul; 2., 4., 6., 8., 10. ve 12. siitunlardaki ¢ukurlarina ise ikinci
reaksiyon karisimindan 150 pl konulduktan sonra plak plastik
kilifla kapatildi (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. Reaksiyon karigimlarinin plaga konulmasi.
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j. HIV-=1 rRT standartinin seri sulandirimlarinin hazirlanmasi. HIV—-1

rRT standartina 6 ml seyreltme tamponu eklenip 10 saniye vortekslendi.

Toplayici tiip tabaginin 10. ve 12. siitunlarina, herbir siituna 8 saklama

tiipli konacak sekilde toplam 16 tiip yerlestirildi (Sekil 3.4). D10-H10

saklama tiiplerine sadece tampon konuldu. Cozilmiis HIV-1 rRT

standardindan 200 pl A12 tiipiine konulup 5 kez pipetle karigtirildi. A12

saklama tliptinden B12 saklama tiipiine 200 pl aktarilarak seyreltme

yapildi. Bu isleme H12 tiipiine kadar devam edildi. H12 tiipiinden yine

200 pl alinarak A10’a aktarildi ve seyreltme islemi bu siitunda C10’a

kadar devam ettirildi.
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Sekil 3.4. Toplayic tiip tabagina saklama tiiplerinin yerlestirilmesi.
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k. RT reaksiyon plagina lizat, tampon ve HIV-1 rRT standartinin
verlestirilmesi.  Saklama tliplerindeki lizatlar pipetle 2 kez
karistirildiktan sonra RT reaksiyon plagina aktarildi. Birinci siitundaki
saklama tliplerinden alinan 150 pl ve 30 pl lizat sirasiyla RT reaksiyon
plagindaki 1. ve 2. siitunlara konuldu. Diger siitunlara da Sekil 3.5.’de
goriildiigii gibi lizatlar paylastirildi. RT reaksiyon plaklari, {izerleri
yapiskan bantla kapatildiktan sonra 33°C’de 18-24 saat inkiibe edildi.

2. Giin: RT olciimii:
a. Deney materyallerinin hazirlanmasi. Konsantre plak yikama
tamponu, RT iirlin izleyicisi, RT {irlin izleyici ¢oziiciisii, substrat
tableti, substrat tamponu 37°C sicakliga konuldu.
b. Plak yikama tamponunun hazirlanmasi. Konsantre plak yikama
tamponu, toplam sivi hacmi 5 It olacak sekilde saf su ile sulandirildi.
Bu yikama tamponundan, dort yikama kovasimin herbirine 500 ml
konuldu.
¢. RT iiriin izleyici ¢éziiciisiiniin hazirlanmasi. Uriin izleyici ¢dziiciisii,
RT iirlin izleyicisine eklenip 10 saniye vortekslendi.
d. Substrat tamponunun hazirlanmasi. Erimis substrat tamponuna
substrat tableti eklenerek tampon hazirlandi ve kullanilincaya dek
karanlikta tutuldu.
e. RT reaksiyonunun yikama ile durdurulmasi. RT reaksiyon plagi
inkiibatorden alinip {izerindeki bant cikarildiktan sonra igerigi atik
kiivetine bosaltildi. Daha sonra birinci yikama kovasma alinan plak,
cukurlarin agzi yukar1 bakacak sekilde yikama tamponunun tabanindan
yukar1 dogru ytikseltildi ve sonra ¢ukurlarda toplanan tampon tekrar
kovaya dokiildii. Birinci kovadaki bu yikama islemi 15 kez
tekrarlandiktan sonra sirasiyla 2., 3. ve 4. kovalarda da yikama islemi
yapildi. Kuru emici kagit iizerine ¢ukurlarin agzi asagi bakacak sekilde
yerlestirilen plak, 5 dakika boyunca kurumaya birakildi. Bu islem
sonrasi, plak hafifce deney masasina vurularak, cukurlarin iginde hava

kabarcigi kalmadigindan emin olundu. Yikama kovalari, iglerindeki
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yikama tamponu atik kaplarina bosaltildiktan sonra, 6nce musluk suyu,
sonra saf suyla yikanarak kurumaya birakildi.

f. RT iiriin izleyicisinin RT reaksiyon plagina eklenmesi. RT {iriin
izleyicisi 5 saniye vortekslenerek liyofilize materyalin tamamen
cozlilmesi sagland1 ve RT reaksiyon plagindaki herbir ¢ukura 100 pl
konuldu. Bu sirada ¢ukurlarin tabanina dokunmamaya 6zen gosterildi.
Uzeri yapiskan bantla kapatilan plak 90 dakika 33°C’de inkiibe edildi.
g. RT iiriin izleyicisinin ytkama ile uzaklastirilmas:. Artan plak yikama
tamponu herbir yikama kovasina 0.5 litre konacak sekilde dagitildi.
Etlivden ¢ikarilan RT reaksiyon plagi tekrar yikandi.

h. Substrat tamponunun eklenmesi. Substrat tamponu 5 saniye
vortekslendikten sonra herbir gukura 120 pl hacimde konuldu. Bu iglem
sirasinda kabarcik olugsmamasti igin ters pipetleme yapildi ve ¢ukurlarin
tabanina dokunmamaya 6zen gosterildi. Kabarcik oldugunda temiz
pipet ucuyla wuzaklastirildi. Plagimn lizerine plastik kapagi
yerlestirildikten sonra oda sicakliginda (18-33°C) ve karanlikta inkiibe
edildi. Substrat konulduktan 10 dakika sonra A4os dalga boyunda plagin
okumasi yapildi (bazal okuma). 2-3 saat sonra ikinci ve 16-24 saat
sonra da ti¢iincii okuma yapildi. Okumalar arasinda plak karanlikta ve
oda sicakliginda tutulmaya devam edildi.

1. Sonuglarin analizi. ExaVir Load Analyzer isimli program

kullanilarak RT analizi yapildi.

3.3. CD4+ T Hiicre Sayis1 ve Yiizdesinin Akim Sitometrisi ile Ol¢iimii

Deneyin bu asamasi da, BGD3 olan laboratuvarda yapildi. Kan 6rneginin
santrifiigasyonu sonrasi dibe ¢oken hiicreler, I ml Dulbecco fosfat tampon soliisyonu
(D-FTS) (pH 7.2, Invitrogen) ile seyreltildi. Hiicre ¢ozeltisinden 18 pl alinarak 96
cukurlu plagin bir ¢ukuruna konuldu ve daha sonra i¢ine 2 pl D-FTS ile sulandirilmig
%0.4’1ik tripan mavisi eklendi. Bu karisimdan 5-10 pl alinarak lam {izerine
(Glasstick, Hycor, ABD) aktarildi ve 151k mikroskobu altinda hiicre sayimi yapildi.
Daha sonra bu hiicre ¢ozeltisinden 500.000 hiicre alinip, 7 ayr1 TrueCount tiiptinde (5
ml, Becton Dickinson Biosciences, ABD) 100.000 hiicre olacak sekilde konuldu.

Tiiplerin tizerine, “boyanmamis”, “anti-CD45 peridinin klorofil proteini (PerCP)
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izotipi”, “anti-CD4 floresan izotiyosiyanat (FITC) izotipi”, anti-CD45 PerCP
izotipi+tanti-CD4 FITC izotipi, “anti-CD45 PerCP antikoru”, “anti-CD4 FITC
antikoru” ve ‘anti-CD45 PerCP antikorut+anti-CD4 FITC antikoru’ yazili etiketler
yapistirildi. Bes dakika boyunca 4°C sicaklikta 2500 rpm’de santrifiij edilen
tiiplerdeki siipernatan atik kutusuna bosaltildi. Tiiplere, icinde %2 FDS olan D-
FTS’den 2 ml konulup, vortekslendikten sonra tekrar santrifiigasyon yapildi. Tiip
icerigi tekrar atik kutusuna dokiildiikten sonra PerCP bagli anti-CD45, PerCP bagh
izotop, FITC bagl anti-CD4 ve FITC bagh izotop antikorlarindan 20’ser pl etiketli
tiiplerin i¢ine konuldu (BD Biosciences, ABD). Boyanmamus tiipe ise 20 ul D-FTS
eklendi. Karanlikta 45 dakika i¢i buz dolu kutuda bekletilen tiiplere yeniden 2 ml %2
FDS igeren D-FTS konulup vortekslendikten sonra santrifiigasyon iglemi uygulandi.
Vorteksleme-santrifiigasyon iki kez daha yapildiktan sonra {iistte kalan kisim atik
kutusuna dokiildii ve tiiplere 200 pl %4’liik paraformaldehit konuldu. FACSCalibur
cihazi ve CellQuest programi (BD Biosciences, ABD) kullanilarak veri analizi

yapild.

3.4. Periferik Kan Mononiikleer Hiicreleri (PKMH)’nin Hazirlanmasi

Kanin i¢indeki eritrositlerin %80-90’1min ve plazmanin ayristirilmasi sonucu
elde edilen 16kositten zengin tam kan (buffy coat; BC) 6rnegi, PKMH eldesi icin
kullanildi. BC, Lund Universitesi Hastanesi Kan Bankasi’ndan temin edildi. Dort
HIV negatif vericiden alinan Orneklere sinif-2 kabinlerde asagidaki islemler
uygulandt:

a. 40 ml’lik BC igerigi iki adet 50 mI’lik steril santrifiij tiiptine (TPP,
Isvigre) paylastirildi. Tiiplere 10’ar ml D-FTS eklenerek igerigin
yogunlugu diistiriildii.

b. Pipet ile ¢ekilen 10 ml Ficoll-Paque (GE Healthcare, ABD)
santrifiij tliplerine basin¢ uygulanmadan kendi akimiyla bosaltildi
ve tiiplerin kapaklar1 kapatildi. Ayni islem 2. tiipe de uygulandi.
Daha sonra tiipler 1500 rpm’de 30 dakika santrifiij edildi.

c. Tiiplerde olusan 4 katman arasindan (en iistteki katmanda plazma,
ikinci katmanda PKMH (buffy coat), iiclincii katmanda Ficoll-
Paque ve en alt katmanda eritrosit-graniilosit pelleti

bulunmaktadir), tistten ikinci katmandaki PKMH pipetle dikkatlice
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alinarak 50 ml’lik santrifijj tiiptine gecirildi. Tiip i¢ine, PKMH ile
ayni hacimde D-FTS eklenip hafifce c¢alkalandiktan sonra, 1200
rpm’de 10 dakika santrifiigasyon yapildi. D-FTS ile yikama islemi
bir kez daha tekrarlandi.

d. Ayni giin kullanilmayacak hiicreler, kriyotiipler i¢ine 1 ml’de

20x10° hiicre olacak sekilde konularak siv1 nitrojende saklandi.

3.5. PKMH’den Virus Kiiltiirii

a. Caligmanin bu basamagi sinif-2 kabinde yapildi. Siv1 nitrojen i¢inde
saklanan PKMH tiipleri (2-4 adet) 18-22°C’deki sicak su ig¢inde
hizla eritilip, icinde 10 ml RPMI 1640 Glutamax besiyeri [%10
fetal dana serumu (FDS), %0.5 penisilin-streptomisin (PeSt);
Sigma-Aldrich, Isveg)] bulunan 50 ml’lik santrifiij tiiplerine
aktarildi. 1000 rpm’de 10 dakika santrifiigasyondan sonra iistte
kalan kisim atildi ve iizerlerine 10 ml RPMI 1640 Glutamax
besiyeri konulup tekrar siispanse edildi.

b. Eger taze PKMH kullanilacaksa (2-4 vericiden alinan), D-FTS ile
yikama iglemi sonrasi hiicrelerin bulundugu tiipe 10 ml RPMI 1640
Glutamax besiyeri konulup tekrar siispanse edildi.

c. Doku kiiltiirii sisesine (75 cm?®) 35-55 ml RPMI 1640 Glutamax
besiyeri konulduktan sonra 2-4 vericiden elde edilen PKMH
ornekleri eklendi ve sise i¢indeki son hacmin 75 ml olmasi
saglandi. Daha sonra sise i¢ine, hiicre ¢ogalmasini indiikleyici 75 pl
fitohemagliitinin (FHA) (2.5 mg/ml, Invitrogen, Isve¢) kondu.
Kiiltiir sigesi dik pozisyonda, nemli atmosferde (%5 CO,) 37°C’de
inkiibe edildi. Hiicreler, FHA stimiilasyonunun 2-5. giinlerinde
(optimum 3-4. giinler) virus kiiltiirii i¢in kullanildi.

d. Siseden alman 90 pl’lik PKMH siispansiyonu, 96 cukurlu plagin bir
cukuruna konuldu ve iizerine 10 pl tripan mavisi (%0.4) eklenerek
pipetle karistirildi. Bu karistmdan 5-10 pl alinarak lam {izerine
aktarildi ve 151k mikroskobu altinda hiicre sayimi yapildi. Herbir
virus izolatiyla enfeksiyon igin 16x10° hiicre kullanildi. PKMH

stispansiyonundan ihtiya¢ duyulan miktar 15 ml’lik santrifiij tiipiine
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aktarildt ve 1400 rpm’de 5 dakika santrifligasyon yapildi.
Stipernatan atildiktan sonra hiicreler 1 ml RPMI 1640 Glutamax
(%10 FDS, %0.5 PeSt, 1 iinite/100 ml IL-2 ve 2 pg/ml polibren)
besiyeri ic¢inde tekrar siispanse edildi. Hiicre siispansiyonunun
tizerine 1.8 ml virus eklendikten sonra, tiipler 45° egimli
pozisyonda ve kapaklar1 hafif gevsetilmis sekilde, nemli atmosferde
(%5 CO,) 37°C’de bir gece inkiibe edildi.

e. Ertesi giin, enfektivite 6zelligi olmayan viruslar1 uzaklastirmak
amaciyla hiicre slispansiyonu 1400 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi
ve slipernatan atildi. Virusla enfekte hiicreler 10 ml RPMI 1640
Glutamax besiyeri i¢inde tekrar siispanse edildikten sonra 25
em”lik siselere aktarildi ve dik pozisyonda tutulan siseler 37°C’de
nemli atmosferde (%5 CO;) 6 giin inkiibe edildi.

f. Enfeksiyonun 7. giinlinde, sisenin tabaninda yiizer halde bulunan
PKMH’lere dokunmamaya dikkat ederek 5 ml siispansiyon pipete
cekildi ve Onceden {iizerine tanimlayict bilgiler yazilmis olan
tiiplerin herbirine 500 pl konacak sekilde paylastirildi. Daha sonra
siseye 5 ml taze besiyeri eklendi. Tiipler ise kullanilincaya dek -
80°C’de saklandu.

g. Enfeksiyonun 10. giiniinde, sisenin i¢indeki biitiin siipernatan
(hiicreler dahil) 15 mI’lik santrifiij tlipline aktarildi ve 1200 rpm’de
5 dakika santrifiij edildi. Stipernatan, tiipiin dibindeki hiicre peletine
dokunmadan pipete ¢ekildi ve dnceden {izerine tanimlayici bilgiler
yazilmis olan tiiplerin herbirine 500 pl olacak sekilde paylastirildi.
Tiipler kullanilincaya dek -80°C’de saklandi.

h. Viruslarin, PKMH’nde en fazla 3 kez kiiltiirii yapildi.

3.6. Cahismada Kullanilan Viruslar

Notralizasyon deneylerinde kullanilan viruslar asagida listelendi:

a. Makaklar1 enfekte etmek i¢in kullanilan STVmac239 inokuliim virusu ve bu
virusla enfekte makaklardan ES 4.5 ve 9’uncu aylarda elde edilen 2 re-izolat

(strastyla; SIVmac239 1. ve 2. re-izolatlari),



39

b. SIVsm stok virusu (kiilrengi mangabeylerden izole edilen SMM-3 tiirii) (P.
Fultz ve H. McClure; Yerkes Ulusal Primat Arastirma Merkezi, Atlanta, ABD’den
saglandi) ve bu virusla enfekte C39 sinomolgus makagindan ES 4. ve 18. aylarda
elde edilen iki re-izolat (sirasiyla; SIVsm:C39*™ ve SIVsm:C39"),

c. Bes HIV-1 izolat1 [SF162 (B grubu), 92Br025 (C grubu), 92UG024 (D
grubu), CC030 (CRF.02_AG), CC048 (CRF.02_AQG)],

d. ki HIV-2 (1812 ve 1682) izolat1.

3.7. Plazma Ornekleri ile Negatif ve Pozitif Kontrollerden IgG Saflastiriimasi

Caligmanin bu basamagi BGD3 laboratuvarinda yapildi. SIVmac239 ile
enfekte makaklarin 14 aylik izlem siirecinde, enfeksiyondan hemen Once ve
enfeksiyondan sonra 1, 2, 3.5, 4.5, 5.5, 6.5, 7.5, 8.5, 10 ve 14. aylarda olmak iizere
toplam 11 kez kan ornegi alindi (Sekil 3.1). Kan o&rneklerinden elde edilen
plazmalarla yapilan ilk noétralizasyon deneylerinde hiicre toksisitesi gozlenmesi
nedeniyle ve ES 1, 2 ve 3.5’uncu aylarda alinan kan 6rneklerinde bulunan FMPA ’nin
notralizasyon {iizerindeki potansiyel etkilerini ortadan kaldirmak amaciyla IgG
saflagtirmasi yapildi. Bu amagla, 200 pl “Protein G-Sefaroz Hizli Akim tanecikleri”
(PrtGSHAt; GE Healthcare Bio-Sciences ABD, Kod no: 17-0618-02) mikrotiiplere
(1.5 ml, Sarstedt, Niimbrecht, Almanya) konup, 1 ml D-FTS’de 2 kez yikandi. Daha
sonra, sicak plakta 56°C’de 30-60 dakika tutularak kompleman inaktivasyonunun
yapildig1 200 pl’lik plazma 6rnegi, 200 pul D-FTS ile birlikte yikanmis PrtGSHAt’ye
eklenip tiip dondiiriiciiye yerlestirildi. Bir saat boyunca oda sicakliginda dondiiriilen
karisim, 0.45 pum ¢apl seliilloz asetat filtresi Spin-X tiipiine (Costar, New York,
ABD) aktarildi ve 1000xg’de 1 dakika santrifiij edildi. Takiben 600 pl D-FTS
eklenip 2000xg’de 5 dakika santrifiigasyon yapilarak tanecikler kurutuldu. I¢inde bu
kurumus tanecikleri bulunduran filtre, tabaninda nétralizasyon tamponu (20 pl, 1 M
Tris-HCI, pH 9.0) bulunan mikrotiiplere aktarildi. Filtreye eliisyon tamponu (90 pl,
0.1 M glisin-HCI) eklendikten sonra 1000xg’de 5 dakika santrifiij edildi. Eliisyon
islemi, 2000xg’de 5 dakika santrifiigasyon yapilarak tekrarlandi. Saflagtirilan IgG
(200 pl) kullanilincaya dek -20°C’de sakland1 (47).

Calismada, negatif kontrol olarak SIV negatif makakdan elde edilen plazma
ornegi, pozitif kontrol olarak ise SIV-BK28 (SIVmac251’in molekiiler bir klonu) ile

enfekte olmus 1YR kod adli makaktan elde edilen serum 6rnegi (Dr. Gerrit Kopman,;
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Biyomedikal Primat Arastirma Merkezi, Hollanda’dan saglandi) kullanildi. Bu
orneklerden elde edilen saflastirilmis IgG kullanilincaya dek -20°C’de saklandi.

3.8. ELISA Yontemiyle IgG Kantitasyonu

Saflastirilmis IgG Ornekleri icindeki IgG miktar1 tarafimizca hazirlanan (in-
house) ELISA yontemi ile belirlendi (139). Bu amagla, 96 ¢ukurlu ELISA plaginin
(NUNC, Kopenhag, Danimarka) tiim cukurlarina karbonat tamponunda sulandirilan
(saf suda 0.015M Na,COs, 0.03M Na,CO3, pH 9.8) kecide hazirlanmig anti-insan
IgG’sinden (AffiniPure, Jackson Immunotech, ABD) 50 pl konuldu ve bir gece
4°C’de bekletildi. Kaplanan g¢ukurlar, ertesi giin yikama tamponu (%0.9 NaCl,
%0.05 Tween 20 iceren distile su) ile 6 kez yikand1 ve sonra ¢ukurlarin herbirine 100
ul bloke edici tampon [%]1 sigir serum albiimini ve %0.05 Tween 20 igeren
Dulbecco’nun fosfat tampon soliisyonu (D-FTS)] eklendi. 37°C’de 2 saat inkiibe
edilen plaklar inkiibasyondan sonra tekrar yikandi. Caligmada, pozitif standart
kontrol olarak 500-7.8125 ng/ml arasinda 2 kathik seri sulandirimlari hazirlanan
ChromPure insan serum IgG’si (Jackson immiin Arastirma Laboratuvarlari, ABD)
kullanildi. IgG olglimii yapilacak oOrnekler ise 1:100.000-1:800.000 oraninda
sulandirildi. Tim sulandirimlar diliisyon tamponu (%1 sigir serum alblimini ve
%0.02 Tween 20 igeren D-FTS) kullanilarak gerceklestirildi. ELISA plag
cukurlarma kontrol ve Orneklerden 50’ser pl konulduktan sonra 37°C’de 2 saat
inkiibe edildi. Takiben 3 kez yikama islemi yapildi ve ¢ukurlara 1:5000 oraninda
sulandirilmis alkalen fosfataz (ALP) ile konjuge anti-insan IgG’sinden (Jackson
Immiin Arastirma Laboratuvarlari, ABD) 50°ser pl dagitildi. 37°C’de 2 saatlik
inkiibasyondan sonra ¢ukurlar tekrar yikandi. Daha sonra herbir ¢ukura substrat
tamponunda (steril suda 1M dietanolamin, 500 uM magnezyum kloriir, %1.1 HCI)
¢oziilmiis ALP substratindan (5 ml substrat tamponuna 1 ALP substrat tableti;
Sigma-Aldrich, Isve¢) 100 pl eklendi. Uzeri alimiinyum folyo ile sarilan ELISA
plagi 30 dakika boyunca oda sicakliginda ve karanlikta bekletildi. Bu siirenin
sonunda, enzimatik reaksiyonu durdurmak amaciyla c¢ukurlara 50 pl 3M NaOH

eklendi. ELISA okuyucusunda 405 nm’de optik dansite dl¢iimii yapildi.
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3.9. GHOST(3)-CCRS Hiicreleri

Caligmada, virus titrasyonu ve noétralizasyon deneylerinde hedef hiicre olarak
transgenik GHOST(3)-CCRS5 hiicreleri kullanildi  (87). Bu hiicreler, insan
osteosarkom (Human OsteoSarcoma, GHOST) hiicrelerine, insan CD4 ve CCRS
kemokin reseptorii genleri ile HIV-2ROD izolatinin LTR (long-terminal repeats)
bolgesi tarafindan aktive edilen yesil floresan protein (Green Fluorescent Protein,
GFP; GHOST) geninin retroviral transdiiksiyon araciligiyla eklenmesiyle elde
edilmektedir. Bu hiicrelerin HIV/SIV ile enfeksiyonunu takiben, virusun olusturdugu
Tat proteininin HIV-2ROD LTR’ye baglanmasi sonucu aktive olan GFP geninin
GFP proteinini sentezlemesine bagli olarak floresan mikroskobu altinda parlak yesil
renkte goriilen plaklarin sayilmasi ile virus enfeksiyonu izlendi.

S1v1 nitrojende ya da -130°C’de saklanan GHOST(3)-CCRS hiicresi sicak su
icinde hizla eritildikten sonra sinif-2 kabinde, i¢inde kiiltiir besiyeri (DMEM, %7.5
FDS, 2.5 ml PeSt) bulunan 15 ml’lik santrifiij tiipline aktarildi. 1400 rpm’de 5 dakika
santrifiigasyon sonrasi siipernatan atilip 5 ml taze kiiltiir besiyeri eklendi ve hiicreler
tekrar siispanse edildi. i¢inde 5 ml kiiltiir besiyeri bulunan 25 cm”lik sise icine 5
ml’lik hiicre siispansiyonu eklenip 37°C’de nemli atmosferde (%5 CO;) inkiibasyona
birakildi. GHOST(3)-CCRS hiicreleri zemine yapigma 6zelligi tasidigindan siselerin
yatik pozisyonda tutulmasina dikkat edildi.

Hiicreler, haftada iki kez pasaj yapilarak idame ettirildi. Bu amagla sigelerin
icindeki besiyeri pipetle ¢ekilerek uzaklastirildi ve hiicreler 2 ml D-FBS ile yikandi.
Daha sonra 0.5 ml EDTA eklenerek 2 dakika boyunca etiivde tutuldu ve hiicrelerin
yilizeyden ayrilmasi saglandi. Sisenin kenarlarina elle vurularak hiicrelerin tamamen
dokiilmesi saglandiktan sonra 151k mikroskobu altinda saptanan hiicre miktarina gore
uygun sayidaki siselere 7 ml taze besiyeri ile birlikte gecirilerek pasajlar1 yapildi.

GHOST(3)-CCRS5 hiicrelerini dondurmak i¢in, en fazla 7-10 giin boyunca
37°C’de saklanmis ve 1-2 kereden fazla pasajlanmamis hiicreler kullanildi. Bu
amagla, hiicrelerin sise zeminini tamamen kapladigi giin, hiicreler yukarida
anlatildig1 sekilde yiizeyden ayrigtirilarak 50 ml’lik santrifiij tiipline aktarildi. Hiicre
siispansiyonu 1400 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatan atildiktan sonra
tiipiin i¢ine yavasca 1 ml %10 FDS iceren dimetilsiilfoksit (Merck, Almanya) eklendi

ve yine yavasca pipetaj yapilarak hiicreler siispanse edildi. Kriyotiipiine aktarilan
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hiicre slispansiyonu, i¢inde izopropranolol bulunan dondurma kabina konulup 3 giin
boyunca -80°C’de saklandi. Daha sonra tiipler -130°C’ye ya da sivi nitrojene
aktarildu.

3.10. GHOST(3)-CCRS Hiicrelerinde Virus Titrasyonu

Hiicrelerle ilgili tiim ¢alismalar sinif-2 kabinde, virus ¢aligmalar1 ise BGD3
laboratuvarinda yapildi. Enfeksiyondan bir giin 6nce (-1. giin) 96 c¢ukurlu plak
hazirland1 (87). Bunun igin, titrasyonda kullanilacak herbir ¢ukura i¢inde 5x10°
miktarda GHOST(3)-CCRS5 hiicresi bulunan 200 ul DMEM (%7.5 FDS, 2.5 ml
PeSt), bu cukurlarin ¢evresindeki ¢ukurlara ise 200 ul D-FTS konuldu. Béylelikle
inkiibasyon sirasinda gelisebilecek sivi buharlagsmasindan hiicrelerin korunmasi
sagland1 (Sekil 3.6). Kapagi kapatilan plak 37°C’de nemli atmosferde (%5 CO,)
inkiibasyona birakildi. Ertesi giin (0. giin) BGD3 laboratuvarinda -80°C’de bulunan
ve titrasyonu yapilacak virus oda sicakliginda erirken, 48 cukurlu plagin 6 ¢gukuruna
640 ul DMEM (%?7.5 FDS, 2.5 ml PeSt ve 2 pg/ml polibren) konuldu. Daha sonra ilk
cukura 160 pl virus eklenerek 1:5 oraninda virus sulandirimi elde edildi. Pipetle
karistirildiktan sonra bu cukurdan alman 160 pl’lik karisim bir alttaki c¢ukura
gecirilerek virusun 1:25 oraninda seyreltilmesi saglandi. Seyreltme islemine 1:15625
dilisyona kadar devam edildi (Sekil 3.7). Etiivde bulunan 96 ¢ukurlu plak
cukurlarindaki kiiltlir besiyeri alinarak yerine 50 pl taze DMEM (%7.5 FDS, 2.5 ml
PeSt, 2 pg/ml polibren) eklendi. Besiyeri degistirilirken, hiicrelerin kurumasini
onlemek i¢in bir seferde en fazla 3 kolonda bu degisikligin yapilmasina dikkat edildi.
Sonra 48 cukurlu plagin 1:5 virus diliisyonu i¢eren ¢ukurundan, 96 ¢ukurlu plaktaki
3 cukura (triplikat) karigimdan 150°ser pl dagitildi. Béylece herbir 96 ¢ukurlu plak
cukurunda son kiiltiir besiyeri hacmi 200 pl oldu. Bu islem 1:15625 diliisyona kadar
tiim ¢ukurlar i¢in tekrarlandi. Hiicre kontrol triplikatina ise sadece 200 pl taze kiiltiir
besiyeri konuldu (Sekil 3.8). Kapag: kapatilan plak 37°C’de nemli atmosferde (%5
CO,) inkiibasyona birakild1.
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Sekil 3.6. Enfeksiyondan bir giin 6nce (-1. giin) hazirlanan 96 ¢ukurlu plak. DMEM

iceren ¢ukurlar koyu gri, D-FTS igeren ¢ukurlar ise acik gri renkle temsil edilmistir.

15 |
1:25 |
1:125 |
1:625 |
1:3125

>
1:15625

Sekil 3.7. Enfeksiyon giinii (0. giin) hazirlanan 48 cukurlu plakta virus sulandirim

islemi.
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Sekil 3.8. 96 cukurlu plakta triplikatlar. DMEM-virus karisimi igeren ¢ukurlar koyu
gri, D-FTS iceren ¢ukurlar agik gri renkle temsil edilmistir.

Ertesi giin (+1. giin) triplikatlar yikandi. Boylelikle hiicreyi enfekte etme
ozelligi olmayan viruslarin uzaklastirilmasi amaclandi. Bunun i¢in, herbir ¢ukurdaki
200 pl kiiltiir besiyeri alinip yerine yine 200 pl taze besiyeri kondu. Kapagi kapatilan
plak 37°C’de nemli atmosferde (%5 CO,) tekrar inkiibasyona birakild1. Iki giin sonra
(+3. giin) floresan mikroskobu altinda 6ncelikle hiicre kontrol triplikatlari incelendi.
Kontrol hiicrelerde yesil renkli floresanin goriilmemesi virus kontaminasyonunun
olmadigint gosterdi ve bu durumda diger ¢ukurlar degerlendirdi. Herbir virus
sulandirimindaki yesil alanlar (plak=hiicre veya sinsitya) sayildi (Sekil 3.9) ve plak
sayisinin  10-90 arasinda (genellikle 30-40 arasinda plak tercih edildi) oldugu

sulandirim nétralizasyon deneyinde kullanildi.

Hucre

Sinsitya

Sekil 3.9. SIV ile enfekte hiicrelerin floresan mikroskopik goriintimleri (yesil renkli

plaklar)
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3.11. Virus Notralizasyon Deneyinde Kullamlacak IgG Miktarinin Belirlenmesi

Notralizasyon deneylerinde 1:20’den daha yogun plazma sulandirimlari
kullanildiginda hiicre toksisitesi goriildiigiinden, deneylerde bu diliisyonun baz
alinmasina karar verildi. Bir triplikat ¢ukuruna 3x150 pl (toplam 450 pl) virus-IgG
karisimi konuldugundan, 48 ¢ukurlu plak i¢in 600 pl hacimde karigimin hazirlanmasi
gerektigi; bu durumda gereken plazma miktarmin da 1:20 diliisyonu saglamak igin
30 ul olacag: hesaplandi. Daha sonra, plazmadaki ve saflastirilmis IgG 6rnegindeki
IgG miktarlar1 karsilastirilarak kullanilmast gereken saf IgG miktar1 belirlendi.
Ornegin, plazma igindeki IgG miktarinmn 10 gr/ml, bu &rnekten saflastirilan IgG
cozeltisindeki IgG miktarinin ise 5 gr/ml oldugu kabul edilirse saflagtirma oram
(5/10)*100=%50 olacaktir. Bu durumda plazma kullanildiginda kullanilmas1 gerekli
hacim 30 pl iken, saflagtirllmis IgG ¢ozeltisi kullanildiginda ayni miktardaki IgG

miktarma erigsmek i¢in 60 pl kullanilmas1 gerekecektir.

3.12. GHOST(3)-CCRS Hiicrelerinde Virus Notralizasyonu

Enfeksiyondan bir giin 6nce (-1. giin), 96 ¢ukurlu plak hazirland1 (bkz. 3.10.
GHOST(3)-CCRS5 Hiicrelerinde Virus Titrasyonu) (Sekil 3.6) (87). Kapagi kapatilan
plak 37°C’de nemli atmosferde (%5 CO,) inkiibasyona birakildi. Ertesi giin (0. giin)
BGD3 laboratuvarinda -80°C’de bulunan ve titrasyonu belirlenmis olan virus, oda
sicakliginda eritildi. Herbir ¢ukurdaki son hacmin 600 pl olmasi amaglandi. Bunun
icin sadece virus ¢ukuruna 120 pl virus ve 480 ul DMEM konuldu (virus sulandirimi
boylelikle 1:5 oldu). Negatif kontrol ¢ukuruna yine 120 pl virus, 30 pl negatif
kontrol IgG’si (IgG saflastirma oranimi %100 kabul edersek) ve 450 ul DMEM
kondu (gukurdaki son hacim 600 pl oldu). Ayni islem pozitif kontrol ¢ukuruna da
uygulandi. VirustIgG c¢ukurlarinin hazirlanmasinda da yine IgG’nin saflagtirma
orani dikkate alindi. 48 cukurlu plak igerigi pipetle karistirildiktan sonra 1 saat
etivde bekletildi. Bir saatin sonunda etiivde tutulan 96 ¢ukurlu plak kabine alind1 ve
cukurlardaki 200 pl eski kiiltiir besiyeri pipetle alinip 50 pl taze DMEM (%7.5 FDS,
2.5 ml PeSt, 2 pg/ml polibren) ile degistirildi. Besiyeri degistirilirken, hiicrelerin
kurumasin1 6nlemek i¢in bir seferde en fazla 3 kolonda bu degisikligin yapilmasina
dikkat edildi. Etiivden ¢ikarilan 48 cukurlu plak ¢ukurlarindaki karigim tekrar pipetle
karigtirildiktan sonra, uygun triplikatlara, herbir ¢ukura 150 pl konacak sekilde
paylastirildi.  Kapag1 kapatilan plak 37°C’de nemli atmosferde (%5 CO»)
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inkiibasyona birakildi. Ertesi giin (+1. giin) yikama islemi yapildi (bkz. 3.10.
GHOST(3)-CCRS5 Hiicrelerinde Virus Titrasyonu) ve +3. giinde floresan mikroskobu
altinda Oncelikle hiicre kontrol triplikatlar1 incelendi. Eger yesil renkli plak
goriilmemisse yani virus kontaminasyonu yoksa, sadece virus igeren triplikattaki
cukurlarda plak saymmi yapildi. Negatif kontrol varliginda plak sayisinin
degismedigi, pozitif kontrol varliginda plak sayisinda %30’dan fazla azalma oldugu
tespit edildikten sonra IgG igeren triplikatlarda plak sayimina ge¢ildi. Plak sayimi

sonrasi agagidaki formiile gore notralizasyon kapasitesi (NK) hesaplandi (87):

(Sadece virus triplikatindaki plak sayisi ortalamasi -1gG igeren triplikattaki plak sayisi ortalamasi)
NK(%) = x100
Sadece virus triplikatindaki plak sayisi ortalamasi

Ornegin sadece virus triplikatinda sayilan plak sayis1 18, 22 ve 20; virus+IgG 1:20
triplikatinda sayilan plak sayist ise 6, 10 ve 8 olsun. Bu durumda sadece virus

triplikatindaki plak sayis1 ortalamasi 20, virus+IgG 1 triplikatinda ise 8 olacaktir.

Formiile gore:

20-8

NK (%) = x 100 = %60 ‘tir ve esik deger olan %30’un iizerinde

oldugundan bu antikorun 1:20 diliisyonda nétralizasyon kapasitesi vardir.

3.13. Notralizan Antikor (Nak)’larin Genislik ve Potensi

Nak genisligi, antikorun farkli “clade/CRF” gruplarina yonelik noétralizan
aktivitesini belirlemeye yonelik bir tanimdir (141). Bu tanima gore antikor, farkli
gruplardaki viruslara nétralizan aktivite gosterdik¢e genisligi artar. Bu ¢alismadaki
Nak’larin genigligini saptamak amaciyla SIVmac239 inokuliim, SIVsm stok, 5 HIV-
1 (SF162, 92UG024, 92Br025, CC030 ve CC048) ve 2 HIV-2 (1812 ve 1682) virusu
kullanildi. Yiizde 30 nétralizasyon esiginin iistiindeki ndtralizasyon degerlerine “17,
altindakilere de “0” puan verildikten sonra herbir makak antikoru i¢in toplam
genislik degeri hesaplandi.

Potens ise, notralizan aktivitenin devam etti§i en yiiksek titrasyonun

belirlenmesine dayanir. Bir antikorun potensi su formiile gore hesaplandi (141):
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Notralizasyon skoru=log3 (en yiiksek IgG titrasyonu/100)+1

Ornegin 1:1280 diliisyonunda %40 oraninda nétralizan aktivite gdsteren ama 1:2560
diliisyonda bu yetenegini kaybeden IgG’nin potensi log3 (1280/100)+1 formiiliine
gore 3.321°dir. Bu hesaplamaya gore, 1:33 dillisyonda potens 0 olacagindan, bu
diliisyonun altindaki diliisyonlarin (1:20 gibi) potense katkisi olmaz. Bu ¢alismadaki
Nak’larin potensini saptamak amaciyla SIV (SIVmac239 ve SIVsm), 5 HIV-1
(SF162, 92UG024, 92Br025, CC030 ve CC048) ve 2 HIV-2 (1812 ve 1682) virusu
kullanildi. Her bir makak IgG’sinin potensi, her bir virusa yonelik potenslerin

geomterik ortalamasinin alinmasiyla elde edildi.

3.14. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizlerde SPSS 14.0 for Windows ve GraphPed programlar
kullanildi. Normal dagilim egrisine sahip verilerin analizinde Student t testi ve
Pearson bagint1 analizi, normal dagilim gdstermeyen verilerin analizinde de Mann
Whitney U testi ve Spearsson bagmnti analizi kullanildi. Ikiden fazla degisken
varliginda ise analiz yontemi olarak ¢ok degiskenli varyans analizi (MANOVA)
uygulandi.
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4. BULGULAR

4.1. Plazma SIV Yiikii ve Buna Gore Makaklarin Gruplandiriimasi

SIVmac239 ile intravendz yoldan enfekte edilen makaklarda, enfeksiyonun
yedinci giinlinde yapilan virus yiikii 6l¢iimiiyle enfeksiyon varligt dogrulandi (Tablo
4.1, Sekil 4.1). Virus yiikii liglincli makakta 9 milyon kopya/ml’ye kadar yiikselirken,
diger makaklarda 10.000-400.000 kopya/ml arasinda seyretti. Caligma virusa karsi
olusan hiimoral immiin yaniti degerlendirmek amaciyla planlandigindan ve bu
yanitin olusabilmesi i¢in B ve T hiicrelerine ihtiya¢ oldugundan, bu hiicrelerin akut
donemde hizli kaybini 6nlemek icin makaklara ES 10. giinde FMPA tedavisi
baslandi ve bu tedaviye 4 ay boyunca devam edildi. Virus yiikiiniin ES 7. giinde en
yiiksek diizeye ulagtigt ve 3 no’lu makak hari¢ tiim makaklarda tedavinin 7.
haftasinda esik degerin (400 kopya/ml) altina diiserek negatiflestigi izlendi. Ug no’lu
makakta ise, FMPA tedavisinin 7. haftasinda virus yiikiinde ancak 50 katlik bir diisiis
oldu.

Caligmada, izlem siireci boyunca saptanan virus yiikii dikkate alinarak
makaklar ii¢ gruba ayrildi. Tedavi altindayken bile virus yiikii giderek yiikselen ve
tedavinin kesilmesinden itibaren virus yiikii 600.000-1.100.000 kopya/ml civarinda
seyreden 3 no’lu makak, “kontrolsiiz” (K-) olarak isimlendirildi ve kirmizi renk
koduyla isaretlendi. Tedavi kesildikten sonra bile plazma virus yikii 10.000
kopya/ml’nin altinda seyreden 2, 4, 6, 7, 9, 10 ve 12 no’lu makaklar “kontrollii” (K+)
adr altinda gruplandirildi ve mavi renk koduyla isaretlendi. Geriye kalan 1, 5, 8 ve 11
no’lu makaklarda ise, FMPA tedavisiyle etkin virus yiikii kontrolii saglanmasina
ragmen, tedavinin bitiminden itibaren virus yiikiinde progresif bir artis oldugu
goriildli. Plasma virus ylikiiniin 10.000-1.000.000 kopya/ml arasinda seyrettigi bu
makaklar, “gecici kontrolli” (GK) olarak gruplandirildi ve yesil renk koduyla
isaretlendi.

Gruplarin virus yiikleri ES 7. glinde degerlendirildiginde; en yiiksek diizeyin
K- makakta (9.000.000 kopya/ml) saptandigi, ilging olarak bunu GK gruptaki
makaklarin izledigi belirlendi. K- makagmn virus yiikii diger iki grup makagin
ortalama virus yiikiine kiyasla istatistiksel olarak daha yiiksek iken (p<0.05, Mann-

Whitney non-parametrik test), K+ ve GK gruplarindaki makaklarin virus yiikleri
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arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi (p=0.412, Mann-Whitney

non-parametrik test).

Tablo 4.1. Kontrollii, gecici kontrollii ve kontrolsiiz makaklarin izlemi siirecinde

olgiilen plazma SIV RNA kopya sayist (kopya/ml plazma)

ENFEKSiYON SONRASI ZAMAN
Makak No 0. GUN 7. GUN 1. AY |2, AY (3. AY |4.5.AY 5.5.AY 6.5.AY T7.5.AY [8.5.AY 10. AY |14. AY

2 Megatif 11065 1763 400 790 1519 5880 1227 400 400 8930 400
4 Megatif 299045 2411 400 790 1417 1162 T34 401 761 4302 1092
6 Negatif 33410 4108 400 790 400 4762 1434 2084 1376/ 10350 4045
7 MNegatif 51800 4070 400 790 27865 1601 2730 400 452 4042 400
9 MNegatif 79550 2101 400 790 2720 2348 18210 400 400 518 400
10 Megatif | 232800 22459 400 7900 13270 400 751 400 G674 400 861
12 Megatif 22700 2222 400 790 400 3902 952 1886 1760 6800 960
1 Negatif | 260550 4345 400 7901 29165 383350, 2508000 537000 610000 940000( 860000
5 Negatif | 386850 5180 400 790 400 12235 2373 17330 526000 215850 368300
8 Negatif 20355 2355 400 7900 13770 14145 59950 14000| 107050 181850, 63200
11 Negatif 49800 2679 400 790 989| 12330, 513500 650500 347050 850000| 860000
3 Megatif | 9000000, 356500 170000 550000 610000| 670000, 1000000 1100000/ 610000| &50000, 560000
MAKAK
1.0107 !
. —0— 0
[~
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=1.0x1068
= —~ 4
—
£ 5 - 5
~
>
gf 8- 7
&1.0><104 —n— 8
<
z —= 9
§1.o><103 -©- 10
==
1.0x102 4+ — — 12

0%1 2 3 4555657585 10 14
Enfeksiyon sonrasi zaman (ay)

Sekil 4.1. Kontrollii, gecici kontrollii ve kontrolsliz makaklarin izlemi siirecinde
Olgiilen plazma SIV RNA kopya sayist (kopya/ml plazma). Sar1 golgeli alan
uygulanan FMPA tedavisi periyodunu gostermektedir.
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FMPA tedavisi kesildikten sonra herbir makaktan elde edilen virus yiiklerinin
aritmetik ortalamasi, ES 7.giindeki virus yiikleri ile karsilastirildiginda aralarinda
korelasyon saptandi (p=0.042, Spearmans korelasyon katsayisi= 0.594). Ayrica ES
5.5 aydan itibaren K+ ve GK gruplardaki makaklarin virus yiikleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark belirlendi (p=0.008, Mann-Whitney non-

parametrik test).

4.2. Klinik Bulgular

Enfeksiyondan hemen Once tartilan makaklarin ortalama viicut agirligi 4246
gr idi (aralik 2500-5550 gr). Calismanin baslamasindan kisa bir siire énce 3 no’lu
makak kafesinde bilinci kapali, dehidrate ve hipotermik durumda bulundu. Ayni
kafeste yasadigi partneriyle anlagamadigi farkedilen makak tek kisilik kafese
alindiktan sonra hizla iyilesti, ancak c¢alismanin yapilacagi giinde Olgiilen viicut
agirhigr diisik (2500 gr) idi. Tim makaklarda, FMPA tedavisinin baslangi¢
doneminde go6zlenen hafif kilo kayb1 disinda viicut agirliginda énemli bir diisiis
gozlenmedi (Tablo 4.2, Sekil 4.2). K-/GK grup ile K+ grup arasinda, enfeksiyon
oncesi (EQ) viicut agirlig1 ve izlem siirecindeki agirhik degisikligi acisindan énemli
bir fark bulunamadi (her iki analizde de p=0.808, Mann Whitney U testi).

Her ne kadar ¢alismanin baslangicinda viicut agirligi en diisiik olan 3 no’lu
makak, ES 7. giinde en yiiksek SIV RNA kopyasina sahip makak olsa da, EO viicut
agirhigr ile ES 7. giindeki virus yiikleri arasinda bir iliski gosterilemedi (Spearman

bagint1 katsayisi=-0.287, p=0.366).
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Tablo 4.2. Kontrollii, gecici kontrollii ve kontrolsiiz makaklarin izlemi siirecinde

olgiilen viicut agirligr (gram).

ENFEKSiYON SONRASI ZAMAN
Makak No 0. GUN 7. GUN 1. AY [2. AY (3. AY |4.5.AY 5.5.AY 6.5.AY 7.5.AY [8.5.AY 10.AY 14.AY

2 4200 4100 4100 | 4300 | 4500 | 4650 | 4750 4850 4950 4900 | 4950 5100
4 5550 5600 5400 5350 5500 5800 6000 6000 6400 6450 6550 6900
6 3950 3950 3800 3850 3950 | 4300 | 4500 4600 4850 5000 5100 5950
7 5400 5300 4950 | 4900 5000 5400 5400 5500 5700 6050 5900 6500
9 4050 3950 3900 | 4000 | 4100 | 4400 | 4550 4750 4800 5000 5000 5450
10 3500 3450 3400 3450 3450 3650 3750 3900 4000 4150 | 4300 | 4700
12 3800 3800 3750 3750 3900 | 4100 | 4200 4200 4250 4450 | 4500 | 4800
1 4450 4400 4250 | 4300 | 4450 | 4650 | 4850 4500 5100 5200 5300 5600
5 4550 4550 4200 | 4050 | 4150 | 4400 | 4350 4300 4250 4200 | 4200 | 4800
8 45800 4350 4850 | 4850 5100 5600 5700 5850 5950 6200 6400 7200
11 4100 4000 3750 3650 | 4100 | 4250 | 4300 4500 4700 4750 5050 5400
3 2500 2550 2450 | 2650 | 2700 | 2850 | 2900 3100 3150 3200 3250 3600

MAKAK

- 1

- 2

- 3

§ - 4
) - 5
& e 6
5 8 7
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%1 2 3 4555657585 10 14
Enfeksiyon sonrasi zaman (ay)

Sekil 4.2. Kontrollii, gecici kontrollii ve kontrolsiiz makaklarin izlemi siirecinde
Olciilen viicut agirligt (gram). Sar1 golgeli alan uygulanan FMPA tedavisi periyodunu

gostermektedir.

Viicut agirhigr dl¢limiiyle birlikte yapilan eszamanli aksiller ve inguinal lenf
nodlarima ait veriler Tablo 4.3’de; K-/GK ve K+ gruplardaki makaklarin
lenfadenopati sayisinin aritmetik ortalamasinin alinmasiyla hesaplanan lenfadenopati

skoru ise Sekil 4.3’de gosterilmektedir. Her ne kadar, K-/GK grupta ES 14. ayda
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ortalama lenfadenopati skoru 3’e kadar yiikselirken, K+ grupta 1.28 olsa da, iki grup
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi (Student t testi p=0.134).

Ondort aylik calisma siirecinde hi¢bir makakta dalak palpe edilemedi.

Tablo 4.3. Kontrollii, gecici kontrollii ve kontrolsiiz makaklarin izlemi siirecinde

saptanan ortalama lenfadenopati sayisi.

ENFEKSIYON SONRASI ZAMAN

Makak No 0. GUN 1. AY (2. AY 3.AY 4.5.AY 5.5.AY 6.5.AY |7.5. AY |8.5. AY 10. Ay 14. AY
2 0 0 0 0 0 2 2 0 1 1 1
4 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1
6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 2
7 0 2 0 1 2 2 2 2 2 2 2
g 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1
10 0 2 2 0 0 0 0 2 2 3 1
12 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1
1 0 0 0 0 0 1 2 2 2 2 3
5 0 0 0 0 0 2 2 0 1 2 3
0 2 0 1 1 0 2 2 3 2 4
1 0 0 0 0 0 0 0 2 2 4 3
3 0 0 0 0 1 2 2 2 2 3 2
47 rmpa

-o- Kontrollli
-# Gegici kontrollii+kontrolsiiz

Ortalama lenfadenopati skoru

01 2 3 4555657585 10 14

Enfeksiyon sonrasi zaman (ay)

Sekil 4.3. Kontrollii ve gecici kontrollii/kontrolsiiz makaklarin izlemi siirecinde
saptanan lenfadenopati skoru. Sar1 golgeli alan uygulanan FMPA tedavi donemini

gostermektedir.
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4.3. CD4+ Yardimer T Hiicre Sayisi

Tim makaklarin 14 aylik izlemi boyunca saptanan CD4+ yardimci Th
sayilar1 Tablo 4.4 ve Sekil 4.4°de; EO ve ES dénemlerde Th sayisindaki degisimlerin
ylizde oranlar1 ise Tablo 4.5’ de gosterilmektedir.

Calismada, ES 7. giinde, K+ gruptaki 2, 7 ve 12. makaklar hari¢ tiim
makaklarda Th hiicre sayisinda belirgin (>%20) bir diisiis saptandi. FMPA tedavisi
stirecinde ise Th sayisindaki diisiis hizinin genel olarak azaldigi, hatta enfeksiyon
oncesi degerlere eristigi izlendi. Ancak tedavinin sona ermesinden itibaren, K-/GK
grupta daha belirgin olmak iizere, Th hiicre sayisinin progresif olarak azaldigi
belirlendi. Buna karsin makaklarin higbirinde Th sayisinda 200 hiicre/ul’nin altina
diisiis gozlenmedi. FMPA tedavisinin kesilmesinden sonra 2. haftadan itibaren
(yaklasik olarak ES 4.5. ay) K-/GK grupla K+ grup arasinda Th sayisi agisindan
istatistiksel olarak anlamli fark olustugu goézlendi (varyans modelinin 2 yoldan
tekrarlanan 6l¢glim analizi, p<0.000001). Ayrica ES 4.5. aydan itibaren makak Th
sayisi ile plazma SIV RNA kopyasi arasinda negatif korelasyon oldugu saptandi
(Spearman korelasyon katsayisi = -0.620, p=0.032).

Tablo 4.4. Kontrollii, gecici kontrollii ve kontrolsiiz makaklarin izlemi siirecinde

Ol¢iilen CD4+ Th hiicre sayis1 (hiicre/ul).

ENFEKSIYON SONRASI ZAMAN

Makak No 0. GUN |7.GUN 1. AY 2. AY 3. AY 4.5 AY 55.AY 6.5 AY 7.5 AY 8.5 AY 10.AY 14.AY
2 2483 | 2986 1744 | 2257 | 2913 | 2245 | 1937 1243 1263 1231 | 1367 | 1303
4 3024 | 2026 2956 | 2915 | 3490 | 2675 | 2533 1712 2532 2310 | 1594 | 1413
] 2465 1308 1613 | 1632 | 2038 | 1864 | 1712 1559 1723 1286 | 1520 737
7 1771 1627 1891 | 2040 | 2042 | 1597 | 1941 1467 1707 1895 | 1504 | 1052
9 1703 1069 1167 | 1305 | 1662 | 1285 462 691 935 1379 | 1231 915
10 1562 M8 1147 | 1037 | 1482 | 1450 | 1585 1575 1469 1549 | 1590 @ 1201
12 1857 | 2190 2056 | 2850 | 1950 | 2057 | 1183 1464 1640 1536 | 1511 | 1232
1 1657 1108 1703 | 1304 | 1500 | 1327 | 1324 677 577 639 546 366
5 2216 1451 1468 | 1204 | 1508 | 1404 | 1359 1172 930 1145 760 641
1255 993 1341 | 1317 | 1509 | 1336 366 1434 914 1175 | 1103 636
11 1652 817 1569 | 1380 | 2109 | 1698 | 1666 1213 1185 1087 | 1081 757
3 131 967 1104 | 1049 | 1325 630 818 580 550 590 638 457
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Sekil 4.4. Kontrollii, gecici kontrollii ve kontrolsliz makaklarin izlemi siirecinde
Olgiilen CD4+ Th hiicre sayist (hiicre/ul kan). Sar1 golgeli alan FMPA tedavi

donemini gostermektedir.

Tablo 4.5. Kontrollii, gecici kontrollii ve kontrolsiiz makaklarin izlemi siirecinde
enfeksiyon Oncesine kiyasla gozlenen CD4+ Th hiicre sayisindaki degisiklik (%).

Sar1 alan FMPA tedavi donemini gostermektedir.

CD4+ T hiicre sayisinda degisiklik (%)
Makak No ES 7. giin Tedavi sirasinda Tedavi sonrasi

2 20.0 -14 -39.2
4 -33.0 3.2 -30.2
6 -46.9 -28.6 -39.7
7 -8.1 124 9.9
9 -37.2 -19.1 -38.8
10 41.2 -21.8 5.0
12 17.9 231 -18.2
1 -33.1 -9.3 -53.0
5 -34.5 -371 -52.2
8 -20.9 10.7 -15.0
11 -50.5 21 -24.9
3 -26.2 -11.6 -51.5
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4.4. Plazma IgG Diizeyi
Makak plazma Orneklerinde Oolgiilen total IgG miktar1i Tablo 4.6’de
gorlilmektedir. Bu verilere gore, enfeksiyon Oncesi Olgiilen ortalama bazal IgG

miktar1 16.7 gr/ml olarak saptand (aralik 14.3-20.0 gr/ml).

Tablo 4.6. Kontrollii, gecici kontrollii ve kontrolsiiz makaklarin izlemi siirecinde

olgiilen IgG diizeyleri (gr/ml).

ENFEKSIYON SONRASI ZAMAN (AY)

Makak No, 0 1 2 3 4.5 5.5 6.5 7.5 8.5 10 14
2 15.4 16.6 15.8 16.1 16.6 151 14.3 16.7 15.5 13.7 12.6
4 16.1 18.3 17.6 16.0 15.3 14 4 0.96 13.4 12.5 12.8 16.8

B 17.3 17.6 18.0 17.9 19.6 19.8 19.5 15.0 13.5 12.2 1.7
[ 17.4 16.8 17.4 14.7 16.4 15.6 17.0 16.4 13.8 0.9 16.8
9 20.0 20.3 18.9 18.5 19.2 214 18.1 16.5 204 14.7 14.9
10 16.5 20.2 208 19.2 215 18.5 19.2 16.8 16.1 19.0 14.6
12 14.3 16.7 16.4 16.2 18.5 14.6 19.1 15.9 16.2 12.6 13.7
1 20.0 16.7 17.6 14.1 16.2 19.2 24 4 18.0 19.4 14.5 15.2
3 17.2 20.1 21.1 17.9 201 223 21.2 16.9 276 228 24.5
8 15.6 18.1 17.8 16.2 16.2 18.0 292 16.6 16.0 16.4 17.7
15.0 14.8 19.9 15.5 15.0 19.2 14.9 19.1 221 21.7 16.5
3 15.2 20.6 19.2 17.0 21.0 26.4 28.3 226 214 16.0 16.6

-
-

Enfeksiyon sonrasi siirecin 6.5. ayinda K- gruptaki 3 no’lu makakta total 1gG
miktarinda bazal seviyeye gore %80.2’lik bir atig oldugu gozlendi (Sekil 4.5). Benzer
sekilde GK grubundaki 4 makaktan ii¢iinde de (5, 8 ve 11 no’lu makaklar) ES 6.5 ve
8.5 aylarda %37-50 oraninda artis izlendi. Ancak g¢aligma siireci boyunca virus
ylikiinii kontrol altinda tutmay1 basarabilen K+ grupta IgG artisina rastlanmazken,
aksine IgG diizeylerinde progresif olarak diisiis oldugu gozlendi. Total IgG diizeyi ile
SIV RNA kopya sayis1 ve Th sayis1 arasinda bir iligki gosterilemedi.
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Sekil 4.5. Kontrollii, gecici kontrollii ve kontrolsiiz makaklarda enfeksiyon siirecinde
gozlenen total IgG miktarindaki degisiklik yiizdeleri. (IgG miktarindaki degisiklik,
enfeksiyon Oncesi total IgG miktarma kiyaslama yapilarak hesaplanmistir.) Sari

golgeli alan FMPA tedavi donemini gostermektedir.

4.5. Plazmadan IgG Saflastirmasi
Plazmadan %?20-100 (ortalama %62) arasinda degisen oranlarda IgG

saflagtirmas1 yapildi.

4.6. Birinci ve ikinci STVmac239 Re-izolatlar

ES 4.5. ayda tiim makaklardan 1. virus re-izolasyonu i¢in kan 6rnegi alindi.
K-/GK- gruptaki makaklardan sadece ikisinden (1. ve 3 no’lu makaklar) ve K+
gruptaki 7 makagin 5’inden (2, 4, 7, 9 ve 10) virus izolasyonu yapilabildi. Birinci re-
izolatin elde edilemedigi makaklarin ES 4.5. aydaki virus yiikleri 1000 kopya/ml’nin
altindaydi; ancak 8 no’lu makakta virus yiikiiniin 10.000 kopya/ml’nin iistiinde
olmasina ragmen izolasyonun yapilamamasi ilging bir bulgu olarak degerlendirildi.

Ikinci virus re-izolasyonu ES 9. ayda yapildi. Sadece K-/GK gruptaki
makaklardan (3, 5, 8 ve 11 no’lu makaklar) re-izolasyon yapilabilirken, virus ytikii

400.000 kopya/ml olmasina ragmen 1 no’lu makaktan virus izole edilemedi. Her iki
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virus re-izolasyonunun yapilabildigi tek makak ¢aligma boyunca virus yiikii devaml

yiiksek seyreden 3 no’lu makak oldu.

4.7. STVmac239 Inokuliim Susu ile 1. ve 2. Re-izolatlarin Nétralizasyonu

Enfeksiyondan hemen 6nce ve enfeksiyondan sonraki 10 farkli zamanda elde
edilen plazma orneklerinden saflagtirilan IgG antikorlarinin homolog nétralizan
aktivitesi (1:20 plazma diliisyonuna denk gelecek sekilde), SIVmac239 inokuliim
susuna ve re-izolatlara yonelik olarak degerlendirildi. K-/GK gruplarindaki 1, 3, 5, 8.
ve 11 no’lu makaklarin SIVmac239 inokuliim virusuna ve 1 ve 3 no’lu makaklarin
ES 4.5. ayda kendilerinden izole edilen 1. re-izolatlara karsi Nak yanitlar1 Sekil
4.6°da; K+ gruptaki 2, 4, 6, 7, 9, 10 ve 12 no’lu makaklarin SIVmac239 inokuliim
virusuna ve 2, 4, 7, 9 ve 10 no’lu makaklarin kendilerinden elde edilen 1. re-
izolatlara kars1 Nak yanitlari ise Sekil 4.7°de gortilmektedir.

SIVmac239’a yonelik en erken Nak yanitini, virus yiikii ES 7. giinden
itibaren cok yiiksek diizeylerde seyreden K- gruptaki 3. no’lu makak verdi. Bu
makakta Nak yanit1 2. aydan itibaren mevcutken, diger tiim makaklarda Nak yaniti
en erken ES 5.5. ayda gozlenebildi. Birinci re-izolatlara karst Nak yaniti
degerlendirildiginde, K-/GK gruptaki makaklardan ne 3. no’lu ne de 1 no’lu
makagin, virusun izole edildigi 4.5. ayda Nak yanitina sahip olmadig1 saptandi. Nak
etkisinden kacabildikleri belirlenen bu re-izolatlar, virusun izolasyonundan ancak 1-4
ay sonra nétralize edilebildi. Ilging olarak K+ gruptaki 5 makaktan elde edilen 1. re-
izolatlarin hepsinin, izole edildikleri anda (ES 4.5. ay), makaklarin tiimii tarafindan
notralize edilebildigi, yani Nak etkisinden kagamadigi izlendi. Bu durumu daha da
ilging kilan, ES 4.5. ayda SIVmac239 inokuliim virusuna yonelik Nak yanitinin

heniiz gelismemis olmasiydi.
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nétralizasyonu (%)

556.57.585 10 1'4L

SIVmac239 inokulum ve 1. re-izolatlarin

Enfeksiyon sonrasi zaman (ay)

Sekil 4.6. K-/GK grubundaki makaklarin STVmac239 inokuliim susuna ve 1 ve 3
no’lu makaklarin 4.5. ayda kendilerinden izole edilen 1. re-izolatlara (1~ ve 3°)
yonelik nétralizan antikor aktivitesi (1:20 plazma IgG diliisyonunda). Nétralizasyon
esigi %30 olup gri c¢izgiyle belirtilmistir. Turuncu golgeli alan FMPA tedavi

donemini gostermektedir.
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Sekil 4.7. K+ gruptaki makaklarin SIVmac239 inokuliim susuna ve 2, 4, 7, 9 ve 10
no’lu makaklarin 4.5. ayda kendilerinden izole edilen 1. re-izolatlara (2°, 4", 7°, 9” ve
10°) yonelik notralizan antikor aktivitesi (1:20 plazma IgG diliisyonunda).
Notralizasyon esigi %30 olup gri ¢izgiyle belirtilmistir. Turuncu golgeli alan FMPA

tedavi donemini gostermektedir.
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ES 9. ayda izole edilen 2. re-izolatlara Nak yamti Sekil 4.8’de

gosterilmektedir.
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Sekil 4.8. K-/GK grubundaki 3, 5, 8 ve 11’no’lu makaklardan izole edilen 2. re-
izolatlara (37, 5, © ve | |") yoOnelik nétralizan antikor aktivitesi (1:20 plazma IgG

diliisyonunda). Notralizasyon esigi %30 olup gri ¢izgiyle belirtilmistir.

Birinci re-izolati re-izolasyon doneminde noétralize edemeyen K- gruptaki 3
no’lu makak, 2. re-izolat1 re-izolasyon doneminde nétralize edebildi (Sekil 4.8).
Benzer olarak, GK grubundaki 2 makagin 2. re-izolati ES 8.5. ayda nétralize
edebildigi; ancak bunlardan birinin (5 no’lu makak) ES 10. ayda Nak etkinligini
kaybedip sonra tekrar kazandigi izlendi. Sekiz no’lu makagin ise re-izolati, ortaya
ciktiktan ancak 1.5 ay sonra notralize edebildigi saptandi. Her ne kadar K+
makaklarin higbirisinden 2. re-izolat elde edilememis ve bu nedenle de nodtralizasyon
caligmas1 yapilamamis olsa da; GK grubu makaklardan elde edilen veriler, 2. re-
izolatlara yonelik Nak yanitinin “dalgali” oldugunu ve araliklarla Nak kagis

mutantlarinin ortaya ¢iktigini diistindiirdi.
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4.8. Heterolog Virus Notralizasyonu

4.8.1. SIVsm stok ve SIVsm 1. ve 2. re-izolatlarinin notralizayonu

SIVmac239 virusu nétralizasyona dogal direngli kabul edildiginden ve bu
nedenle Nak yanitt kinetigi ilk 5.5 aylik donemde degerlendirilemediginden
notralizasyon testleri bir kez de laboratuvarimizda nétralizasyona dogal duyarh
oldugu gosterilmis SIVsm stok virusu ve bu virusla enfekte C39 kodlu sinomolgus
makaktan ES 4. (SIVsm:C39*"™) ve 18. aylarda (SIVsm:C39™) izole edilen re-
izolatlarla tekrarlandi (89). Bu deneylerde, nétralizasyona dogal duyarlt SIVsm
virusuna yonelik Nak yanitinin, ES 1. aydan itibaren %80 gibi ¢ok yiiksek bir orana
ulastig1 belirlendi. SIVsm virusuna yonelik 12 makaktan ES 10 farkli donemde elde
edilen Nak yanit1 Sekil 4.9°da gosterilmektedir.

MAKAK
100- == 1
bt
e\E 60- FMPA - 4
= - 5
S 40-
g o 6
?E 0' T 1 1 1 8
z 1 2 3 4.5 ¥ 9
-20 ©- 10
-40- -+ 11
—_ 2

Enfeksiyon sonrasi zaman (ay)

Sekil 4.9. Kontrollii, gecici kontrollii ve kontrolsiiz makaklarin STVsm stok virusuna
kars1 notralizan antikor aktivitesi (1:20 plazma IgG diliisyonunda). Notralizasyon
esigi %30 olup gri c¢izgiyle belirtilmistir. Turuncu golgeli alan FMPA tedavi

donemini gostermektedir.



61

ES 4.5. aya kadar uygulanan ve %100’e varan oranlarin elde edildigi
nodtralizasyon testine, notralizasyon kinetiginin ileri degerlendirimine katkida
bulunamayacag1 diislincesiyle bu siireden itibaren son verildi. Bunun yerine,
ndtralizasyon testi ES 4.5. aya ait IgG antikorlarinin ileri diliisyonlarinda (1:20480°e
kadar) tekrarlanarak antikorlarin yiiksek sulandirim oranlarindaki nétralizan etkisi
arastirildi (Sekil 4.10) .

Sekil 4.10°da goriildiigii gibi, biitlin makaklarda plazma IgG’sinin 1:640’a
varan sulandirimlarinda bile noétralizan aktivite gosterdigi belirlendi. K- gruptaki 3
no’lu makak ile GK gruptaki 5 ve 8 no’lu makaklarda ise bu etki 1:10240’a varan
diliisyonlarda bile devam etti. Buna karsilik, K+ gruptaki makaklarda en yliksek
notralizasyon diliisyonunun 1:5120 oldugu ve bu degerin sadece 4 no’lu makakta
saptandig1 gozlendi. Yapilan literatiir taramasinda —su ana dek- bu kadar erken (ES 1.
ay) ve bu kadar yiiksek (>1:640) IgG diliisyonlarinda heterolog Nak yanitinin
bildirildigi bir ¢aligmaya rastlanmadi.

SIVsm stok virusuna Nak yanit1 kinetiginin 1:20 plazma IgG dilisyonunda
Ol¢limii, ndtralizan etkinin ¢ok yiiksek olmasi ve erken gelismesi nedeniyle
yapilamamistt (Sekil 4.9). Ancak 1:2560 plazma IgG diliisyonunda bazi makak
IgG’leri noétralizan aktivite gosterirken digerlerinin bu etkinliklerini kaybetmeleri
nedeniyle (Sekil 4.10), notralizasyon testinin  bu diliisyondaki IgG ile
tekrarlanmasina karar verildi. Bu deneylerin sonunda, IgG’nin 1:2560 diliisyonda
gosterdigi notralizasyon etkisinin en erken ES 1. ayda ortaya ¢iktig1 saptandi (Sekil
4.11). Bu erken donemde 8 no’lu makagin %80’in {izerinde gii¢lii bir Nak aktivitesi
gosterdigi, 1 no’lu makagin da %30’un hemen tizerinde olmakla birlikte Nak yaniti

veren ikinci makak oldugu izlendi.
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Sekil 4.10. Kontrolsiiz, gecici kontrollii ve kontrollii 12 makaktan ES 4.5. ayda elde
edilen IgG’nin plazma IgG’si temel alinarak yapilan ileri diliisyonlarinda SIVsm stok
virusuna karsi Olgiilen Nak aktivitesi. Notralizasyon esigi %30 olup gri ¢izgiyle

belirtilmistir.
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Sekil 4.11. Kontrolsiiz, gegici kontrolli ve kontrollii toplam 12 makagin SIVsm stok
virusuna karsi noétralizan antikor aktivitesi (1:2560 plazma IgG diliisyonunda).
Nétralizasyon esigi %30 olup gri ¢izgiyle belirtilmistir. Turuncu golgeli alan FMPA

tedavi donemini gostermektedir.
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ES 2. aya bakildiginda; 3 no’lu makagin ve biri hari¢ tim GK grubu
makaklarin Nak aktivitesine sahip oldugu goriildii. K+ grupta ise sadece 4 no’lu
makakta ES 2. ayda ortaya ¢ikan Nak aktivitesi, bu gruptaki diger makaklarda ancak
ES 5.5. ayda gelisebildi ve ve ES 6.5. ayda bu gelisim tamamlanda.

SIVsm stok virusu ile enfekte edilen C39 kodlu makaktan ES 4.
(SIVsm:C39*™) ve 18. (SIVsm:C39) aylarda izole edilen viruslara karsi Nak
aktivitesi (1:2560 plazma IgG diliisyonunda) Sekil 4.12°de goriilmektedir.
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Sekil 4.12. Kontrolsiiz, gegici kontrollii ve kontrollii toplam 12 makaga ait IgG’lerin
(ES 4.5. ay) SIVsm:C39*™ ve SIVsm:C39™ re-izolatlarina kars1 notralizan antikor
aktivitesi (1:2560 plazma IgG diliisyonunda). Siyah bantlar grup aritmetik

ortalamasini gostermektedir. Notralizasyon esigi %30 olup gri ¢izgiyle belirtilmistir.

ES 4. ayda izole edilen SIVsm:C39*™ virusunu 9 makaga ait IgG antikorlari
tarafindan nétralize edilebildigi, buna karsin SIVsm:C39™ virusunun sadece K-
gruptaki 3 no’lu ve GK gruptaki 8 no’lu makaga ait IgG antikorlar1 tarafindan
notralize edilebildigi belirlendi. Bu iki virusa karsi elde edilen Nak yanitlari
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (Mann Whitney U testi, p=0.004).
Duyarli birinci izolatin (SIVsm:C39**™) 9 makak, direngli ikinci re-izolatin

(SIVsm:C39™) ise sadece 2 makak tarafindan nétralize edilmesi, laboratuvarimizda
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daha 6nceden bu viruslarla yapilmis ¢alismanin sonuglariyla (89) uyumlu bulundu ve

sonuglarimizin gilivenilirligine bir kanit olarak kabul edildi.

4.8.2. HIV-2 noétralizasyonu

Calismamizda, SIVsm stok virusuna karst ¢ok yiiksek titrasyonlarda bile
etkin heterolog Nak yanitinin saptanmasi nedeniyle, filogenetik olarak SIVsm’den
koken aldig1 bilinen HIV-2’ye kars1 Nak yanitinin da irdelenmesine karar verildi. Bu
amacla, Stokholm’de yasayan iki Gine Bisau’lu gé¢menden izole edilmis 1682 ve
1812 no’lu HIV-2 viruslari ile makaklardan ES 14. ayda elde edilen plazma 6rnekleri
kullanildi. Sekil 4.13de 1682, Sekil 4.14°de ise 1812 no’lu virusa karsi notralizasyon
sonuglar1 goriilmektedir. Bu deneylerde, tiim makaklara ait IgG antikorlarinin 1682
no’lu virusu etkin olarak noétralize edebildigi saptandi (Sekil 4.13).

1812 no’lu virusa karst 1:20 plazma IgG diliisyonundaki Nak aktivitesinin
1682 no’lu virusta oldugu gibi yiiksek bulunmasi iizerine, gruplar arasindaki farkin
aragtirtlmas1 amaciyla ndtralizasyon testi 14. ay IgG Ornekleriyle daha ileri
diliisyonlarda tekrarlandi. Bu deneylerde, her iki virusun da 1:2560 gibi ¢ok yliksek
IgG diliisyonlarinda bile tiim makaklar tarafindan nétralize edilebildigi; 1682 no’lu
virusun 8 no’lu makaga ait 1:163840 IgG diliisyonunda bile nétralize edilebilen tek
virus oldugu ve 1812 no’lu virusun 1:20480 IgG diliisyonunda sadece GK gruptaki
makaklar tarafindan nétralize edilebildigi belirlendi (Sekil 4.15 ve 4.16).
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Sekil 4.13. Kontrolsiiz, gegici kontrollii ve kontrollii toplam 12 makaga ait IgG’lerin
(ES 14. ay) 1682 no’lu HIV-2 virusuna karsi notralizan antikor aktivitesi (1:20
plazma IgG dillisyonunda). Noétralizasyon esigi %30 olup gri ¢izgiyle belirtilmistir.
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Sekil 4.14. Kontrolsiiz, gegici kontrollii ve kontrollii toplam 12 makaga ait IgG’lerin
(ES 14. ay) 1812 no’lu HIV-2 virusuna karsit notralizan antikor aktivitesi (1:20
plazma IgG dillisyonunda). Noétralizasyon esigi %30 olup gri ¢izgiyle belirtilmistir.
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Plazma IgG’si temel alinarak yapilan IgG diliisyonlar:

Sekil 4.15. Kontrolsiiz, gecici kontrollii ve kontrollii toplam 12 makaktan ES 14.
ayda elde edilen IgG’lerin, plazma IgG’si temel alinarak yapilan ileri diliisyonlarinda

1682 no’lu virusa kars1 Nak aktivitesi. Notralizasyon esigi %30 olup gri ¢izgiyle

belirtilmistir.
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Plazma IgG’si temel alinarak yapilan IgG diliisyonlari

Sekil 4.16. Kontrolsiiz, gecici kontrollii ve kontrollii toplam 12 makaktan ES 14.
ayda elde edilen IgG’lerin, plazma IgG’si temel alinarak yapilan ileri diliisyonlarinda
1812 no’lu virusa karst Nak aktivitesi. Notralizasyon esigi %30 olup gri ¢izgiyle
belirtilmistir.
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4.8.3. HIV-1 noétralizasyonu

SIVmac239 ile enfeksiyon sonrasi SIVsm ve HIV-2’ye yoénelik etkin
heterolog Nak aktivitesi gosteren IgG antikorlarimin bu aktivitesinin siirlarinin
belirlenebilmesi i¢in, bu kez farkli gruplardan HIV-1 viruslart kullanarak
notralizasyon testlerine devam edilmesine karar verildi. Bu amagla SF162 (B grubu),
92Br025 (C grubu), 92UG024 (D grubu), CC030 (CRF.02 AG) ve CCO048
(CRF.02_AQ) viruslart ve ES 14. aya ait IgG 6rnekleri kullanildi. Bu viruslara kars1
elde edilen nétralizasyon sonuglari, sirasiyla Sekil 4.17, 4.18, 4.19, 4.20 ve 4.21°de

gosterilmektedir.
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Sekil 4.17. Kontrolstiz, gegici kontrollii ve kontrollii toplam 12 makaga ait IgG’lerin
(ES 14. ay) SF162 virusuna karst notralizan aktivitesi (1:20 plazma IgG
diliisyonunda). Notralizasyon esigi %30 olup gri ¢izgiyle belirtilmistir.
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Sekil 4.18. Kontrolsiiz, gegici kontrollii ve kontrollii toplam 12 makaga ait IgG’lerin
(ES 14. ay) 92Br025 virusuna karsi nétralizan aktivitesi (1:20 plazma IgG
diliisyonunda). Notralizasyon esigi %30 olup gri ¢izgiyle belirtilmistir.
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Sekil 4.19. Kontrolstiz, gegici kontrollii ve kontrollii toplam 12 makaga ait IgG’lerin
(ES 14. ay) 92UGO024 virusuna karsi noétralizan aktivitesi (1:20 plazma IgG
diliisyonunda). Notralizasyon esigi %30 olup gri ¢izgiyle belirtilmistir.
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Sekil 4.20. Kontrolstiz, gegici kontrollli ve kontrollii toplam 12 makaga ait IgG’lerin
(ES 14. ay) CCO030 virusuna karst ndtralizan aktivitesi (1:20 plazma IgG
diliisyonunda). Notralizasyon esigi %30 olup gri ¢izgiyle belirtilmistir.
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Sekil 4.21. Kontrolsiiz, gegici kontrollli ve kontrollii toplam 12 makaga ait IgG’lerin
(ES 14. ay) CCO048 virusuna karst ndtralizan aktivitesi (1:20 plazma IgG
diliisyonunda). Notralizasyon esigi %30 olup gri ¢izgiyle belirtilmistir.
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Notralizasyona dogal duyarli oldugu bilinen ve Amerika’l1 bir hastanin beyin
omurilik sivisindan izole edilmis olan SF162 virusunu (37) ancak K- gruptan 3 no’lu,
GK gruptan 1 ve 5 no’lu, K+ gruptan ise 4, 9, 10 ve 12 no’lu makaklar1 notralize
edebilirken, 92Br025 (Brezilya) ve 92UG024 (Uganda) viruslarin1 sadece K+
gruptaki makaklardan sirasiyla 4 ve 10 no’lu makaklar ile 4 ve 6 no’lu makaklar
notralize edebildi. HIV-2’nin endemik oldugu Gine Bisau’daki en yaygin HIV-1
grubu olan CRF02_ AG’nin iginde yer alan CC030 ve CC048 viruslarmi ise GK
gruptaki 1 no’lu makak hari¢ (CC030’u notralize edemedi) tiimii notralize edebildi.
Test edilen biitlin HIV-1 viruslarin1 notralize edebilen tek makagin K+ gruptaki 4

no’lu makak oldugu gozlendi.

4.9. Notralizan Antikorlarin Genislik ve Potensi

SIVmac239 virus zarfinin kuvvetli heterolog Nak yanitin1 indiikleyen bir
immiinojenik yapiya sahip oldugunun anlasilmasi {izerine, bu etkinin olusmasinda
virus ylikiiniin roliiniin arastirilmasina karar verildi. Bu amacla Nak’larin genislik ve
potensi Ol¢iildli. Nak genisligi, ES 6.5. ve 14. aylara ait IgG’lerin SIV (SIVmac239
inokuliim ve SIVsm stok viruslari), HIV-2 (1682 ve 1812) ve HIV-1 (SF162,
92UG024, 92Br025, CC030 ve CCO048) viruslarina karst Nak yanitinin
degerlendirilmesiyle belirlendi (Tablo 4.7 ve 4.8). Tablo 4.7°de ES 6.5. aya, Tablo
4.8’de de ES 14. aya ait Nak genislik sonuglar1 gosterilmektedir.

Tablo 4.7°de goriildiigii izere, FMPA tedavisine olumlu yanit veren ve tedavi
kesildikten sonra da virus yiikii 10.000 kopya/mlI’nin altinda seyreden K+
makaklarda, K-/GK makaklara kiyasla daha genis Nak yanitt olustu (Mann-Whitney
U testi, p=0.03). Fakat enfeksiyonun ilerleyen dénemlerinde K-/GK makaklarin Nak
yanitindaki ge¢ genisleme sonucunda aradaki bu fark kapandi (Tablo 4.8). Yine de
ES 14. ayda en genis Nak yanitina sahip makagin (genislik puan1 9) K+ gruptaki 4
no’lu makak oldugu dikkati ¢ekti. ES 6.5. aydan ES 14. aya kadar olan siiregte Nak
genisliginde gézlenen degisim Sekil 4.22°de gosterilmektedir.
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Tablo 4.7. Kontrolsiiz, gecici kontrollii ve kontrollii toplam 12 makaga ait IgG’lerin

genigligi (ES 6.5. ay)*.

SIv HIV-A1
Makak no SIVmac239 SIVsm stok SF162 92UG024 92Br025

3 20 5 21

1 26 10 21

5 17 4 18

8 6 8

11 -44 29

2 20

4

6 12

7 26 1

9 -16 20

10 25
12 -2 7

CCo30
20

CCo48

Geniglik

ES 6.5. ay
3
2
4
3 =
4 Il
4 S
6 3
4
3
5
5
6

* Nak varliginda (>%30) kutularin i¢i uygun renk kodlariyla doldurulmustur.

Tablo 4.8. Kontrolsiiz, gecici kontrollii ve kontrollii toplam 12 makaga ait IgG’lerin

genisligi (ES 14. ay)*.

SIv HIV-2 HIV-1

Makak no SIVmac239 i SIVsm stok 1682 1812 SF162  92UG024 92Br025 CCO030

O W - W

-
-

- -
NS YN AN

Geniglik

ES 14. ay
7
6
6
| 1
7 <
6 W
0 3
6
6
7
8
7

* Nak varliginda (>%30) kutularin i¢i uygun renk kodlariyla doldurulmustur.
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Sekil 4.22. Kontrolsiiz, gecici kontrollii ve kontrollii toplam 12 makakta ES 6.5-ES

14. aylar arasinda g6zlenen Nak genislik degisim kinetigi.

Potens analiziyle ilgili olarak SIV virusu i¢in ES 4.5. aya ait IgG ornekleri,
HIV-1 ve HIV-2 i¢in de ES 14. aya ait IgG 6rnekleri kullanildi. Elde edilen potens
sonuclar1 Tablo 4.9 ve Sekil 4.23°de goriilmektedir.

Sekil 4.23°de gorildiigi lizere, FMPA tedavisine yanitsiz olan ve/veya
tedavinin sonlandirilmasindan itibaren virus yiikii artan K-/GK makaklara ait Nak
potensi, virus ylikili kontrol altinda olan K+ makaklara kiyasla istatistiksel olarak

anlaml1 derecede daha yiiksek bulundu (Mann Whitney U testi, p=0.048).
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Sekil 4.23. Kontrolsiiz, gegici kontrollii ve kontrollii toplam 12 makaga ait IgG

8+0°0=d

orneklerinin potens puani. Dairelerin ¢aplar1 potens puant ile iligkilidir.

Sekil 4.23°de gorildiigii tizere, FMPA tedavisine yanitsiz olan ve/veya
tedavinin sonlandirilmasindan itibaren virus yiikii artan K-/GK makaklara ait Nak

potensi, virus ylikil kontrol altinda olan K+ makaklara kiyasla istatistiksel olarak

anlaml1 derecede daha yiiksek bulundu (Mann Whitney U testi, p=0.048).
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5. TARTISMA

Tim diinyada 6nemli bir saglik sorunu haline gelen AIDS, giinlimiizde
yaklasik 40 milyona yakin kisiyi etkilemektedir. Etyolojik etken olan virusun (HIV)
yapisal ve genetik ozellikleri, immiin sistemin temel hiicrelerini dogrudan enfekte
etme yetenegi ve immiin sistemden basarili kacis mekanizmalari, enfeksiyonun
eradikasyonunu saglayan bir tedavinin ve etkin koruma saglayan bir asinin
gelistirilmesinde ciddi sorunlara neden olmaktadir.

Etkenin tanimlanmasindan kisa siire sonra baglayan HIV asis1 gelistirme
caligmalar1 halen biiylik bir hizla devam etmektedir. Cok sayida as1 adayi, cesitli
degerlendirme asamalarinda yogun olarak arastirilmaktadir. Bugiin i¢in kabul edilen
goriig, HIV asisinin etkin olabilmesi i¢cin hem dogal hem de kazanilmis (hiicresel ve
hiimoral) immiin yanit mekanizmalarini uyarabilmesidir (18).

Bu calismada, dogal bagisiklik faktorlerine etki eden anti-HIV nétralizan
antikorlarin efektdr fonksiyonlarimin arastirilmasi amactyla, SIVmac239 ile enfekte
edilen ve erken donemde tedavi baglanan 12 sinomolgus makakta enfeksiyon
prognozunun, viral parametrelerin ve konak hiimoral yanitinin izlenmesi ve
notralizan  aktiviteye sahip IgG antikorlarmin irdelenmesi planlanmistir.
Calismamizda, SIVmac239 ile enfekte edildikten sonra 14 ay boyunca izlenen ve
FMPA (tenofovir) tedavisine verdikleri virus yiikii yanitina ve tedavi sonrasi virus
yiiklerinde gozlenen degisiklige gore iic gruba ayrilan (K-, GK ve K+) makaklarda
temel olarak virus yiikii ve CD4+ Th sayisinin, hiimoral immiin yanit kinetigi ile
iligkisi degerlendirilmistir. Enfeksiyondan sonra (ES) 7. giinde en yiiksek virus yiikii
degerine sahip olan {i¢ makaktan birinin K- (3 no’lu) grupta, diger ikisinin ise GK (1
ve 5 no’lu) grupta oldugu izlenmis; bu gruplarda yer alan toplam bes makagin ortak
ozelliginin, tedavi sirasinda ya da tedavi sonrasinda viral replikasyonun kontrol altina
alimamamis makaklar oldugu dikkati ¢ekmistir. Bu bulgu, erken dénemdeki virus
yiikiiniin, enfeksiyonun prognozunu belirlemede énemli rolii olduguna dair literatiir
verileri ile uyumlu bulunmustur (67, 107, 119).

ES 7. giinde virus yiikiiniin en yiiksek degerlere ulastig1 3 no’lu makagin en
diisiikk viicut agirhigina sahip olmasi, goreceli yiiksek virus inokuliimiiniin bu
durumdan sorumlu olabilecegini diislindiirmiis; ancak tiim makaklar i¢in (n=12)

enfeksiyondan onceki viicut agirligi ile ES 7. gilindeki virus yiikleri arasinda bir
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korelasyon bulunamamistir (p=0.366, Tablo 4.1. ve 4.2 ile Sekil 4.1 ve 4.2). Yine de,
diger makaklarin viicut agirhigiyla kiyaslandiginda ancak onlarin viicut agirliginin
yarisina ulagabilen ve caligma 6ncesi donemde ciddi stres altinda bulunan 3 no’lu
makaktaki ytliksek virus yiikiinden, bu makaga 6zgili immiin yanit ve HLA sisteminin
yani sira viicut agirliginin da sorumlu olabilecegi diigiiniilmiistiir.

Subkiitan yoldan verilebildigi i¢in hayvan ¢alismalarinda siklikla tercih edilen
bir niikleotid RT inhibitorii olan FMPA (tenofovir) tedavisi sirasinda viicut
agirliginda goriilen hafif diisiis bu ilacin gastrointestinal sistem iizerindeki bulanti,
kusma ve ishal gibi olumsuz etkilerine baglanmistir (41).

Caligmamizda, izlem siirecinde oOzellikle K-/GK gruplarda olmak {izere,
lenfadenopati sayisinda artis oldugu belirlenmis (Tablo 4.3, Sekil 4.3), buna karsin
hicbir makakta CD4+ Th hiicre sayisinin 200 hiicre/ul’nin altina diismedigi ve
AIDS’in gelismedigi goriilmiistiir. Bu bulgu, SIVmac239 ile enfekte edilen Rhesus
makaklarinda 1 yil i¢inde %50 olasilikla AIDS gelistigine ve SIVsm ile enfekte
edilen sinomolgus makaklarda 2 yil i¢cinde %100 oraninda AIDS gelistigine dair
literatiir bilgisiyle uyumlu degildir (77, 102, 125). SIVsm’den daha patojen oldugu
bilinen SIVmac239’un normalin ¢ok {iistiinde bir dozda kullanildig1 bu ¢alismada,
makaklarda AIDS gelismeme nedeninin, erken dénemde baslanan FMPA tedavisi
olabilecegi diislinlilmiistiir. Bu sonug, akut retroviral sendrom doneminde tedavi
baslandiginda viral yiik diizeyinin (set point) daha diisiik oldugunu ve hastalik
progresyonunun daha yavas seyrettigini bildiren ¢aligmalar ile uyumlu bulunmustur
(97, 100).

Hipergammaglobulinemi, o6zellikle pediatrik yas grubundaki olgularda
kontrolsiiz HIV replikasyonunun &nemli gostergelerinden biri olarak kabul
edilmektedir (114, 138). Bizim ¢alisgmamizda da K- ve GK gruplardaki makaklarda
IgG diizeyinin enfeksiyon oncesi degerlerin ¢ok iizerine yiikseldigi, buna karsin K+
gruptaki makaklarda bazal diizeyin bile altina diistiigii saptanmistir (Tablo 4.6, Sekil
4.5). Bu bulguya dayanilarak, kontrolsiiz hiperinflamatuvar durumun, viral
replikasyonun indirekt bir gostergesi olarak klinikte kullanilabilecegi diistiniilmuistiir.

SIVmac239 inokuliim virusuna yonelik noétralizan antikor (Nak) yaniti
degerlendirildiginde, Nak’larin 3 no’lu makak hari¢ tiim makaklarda ancak ES 5.5.

ayda ortaya ¢iktig1 gozlenmistir. Bu bulgu, lentiviruslarin bir hiicreden digerine,
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hiimoral yanit1 tetiklemeden, sinsityalar aracilifiyla gecebilme ve hizli zarf
mutasyonuna bagli olarak plazma hiicrelerinin “siirlarint zorlama” 6zellikleri
nedeniyle 0Ozgiil antikor sentezini ES 5. aya kadar geciktirdiklerini bildiren
calismalarla uyumlu bulunmustur (20, 34, 36, 73). Ug¢ no’lu makaktaki erken
homolog Nak yanitinin ise, bu makaga 06zgii hiimoral immiin yamit ve MHC
antijenlerindeki farkliliklardan kaynaklanabilecegi diisiiniilmiistir.

Calismamizda, enfekte edilen makaklardan virus re-izolatlarinin elde
edilebilmesi i¢in ikiser kez (ES 4.5 ve 9. aylarda) periferik kan mononiiklear hiicre
(PKMH) kiiltiirleri yapilmistir. Re-izolasyon sonuglar1 degerlendirildiginde; ES hem
4.5. hem de 9. aylarda virus re-izolatlarinin elde edilebildigi tek makagin, izlem
siiresince virus yiikii ¢ok yiiksek diizeyde seyreden 3 no’lu makak oldugu
goriilmiistiir. ES 4.5. aydaki birinci virus re-izolasyonu, 3 no’lu makagin yani sira,
virus ylikiiniin 1000 kopya/ml’nin iizerinde oldugu 1, 2, 4, 7, 9 ve 10 no’lu makaklar
olmak {iizere toplam 7 makakta basarilmistir (Tablo 4.1, Sekil 4.1). Buna karsin,
anlasilamayan ve yorumlanamayan bir nedenle, -yontem yetersizligi olabilir- virus
yiikii yaklasik 14.000 kopya/ml olan GK gruptaki 8 no’lu makaktan virus re-
izolasyonu gergeklestirilememistir. ES 9. aydaki ikinci virus re-izolasyonu, 3 no’lu
makagin yani sira GK gruptaki 5, 8 ve 11 no’lu makaklardan yapilabilmis; ancak bu
gruptaki 1 no’lu makaktan re-izolasyon yapilamamas1 konusuna yine bir agiklama
getirilememigstir. K+ gruptaki makaklarin hig¢birisinden ikinci virus re-izolasyonunun
yapilamamasi ise, virus yiikiiniin diisiik olmas1 nedeniyle beklenen dogal bir durum
olarak yorumlanmustir.

Birinci re-izolatlara yonelik Nak yaniti degerlendirildiginde, K- gruptaki 3
no’lu ve GK gruptaki 1 no’lu makaklarda Nak yanitinin ancak virus re-
izolasyonundan 1-4 ay sonra gelistigi gozlendi. Buna karsilik, K+ gruptaki
makaklarda Nak yanitinin virus re-izolatlarinin elde edildigi anda mevcut oldugu
dikkati c¢ekmistir. Bu sonuglar, K-/GK gruptaki makaklarda viruslarin Nak’larin
secici baskisindan kagmay1 basarabildigi; oysa K+ makaklarda Nak’larin daha hizl
olgunlagmasi1 nedeniyle virusun kagamadig1 ve bdylece virus ylikiiniin kontrol altinda
tutulabildigi yoniinde yorumlanmistir. K+ gruptaki makaklara ait birinci re-
izolatlarin notralizasyona duyarli olmasi, bu hayvanlardaki hiimoral immiin yanit

farkliligimin  yan1 sira  virusun kendisinden gelisen mutasyonlara da bagh
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olabilecegini diisiindiirmiistiir. Ornegin, “acik zarf yapisi”na sahip viruslarin CD4’e
gereksinim duymadan ko-reseptére baglanabildigi, ancak bu yapt nedeniyle
ndtralizasyona daha duyarli hale geldikleri ifade edilmektedir (88). Calismamizda bu
hipotezi test etmek amaciyla “ko-reseptdr ve CD4’ten bagimsiz enfeksiyon yetisi
analizi” yapilmis, ancak ne yazik ki birinci re-izolatlarin replikasyon kapasitesi ¢cok
diisilk oldugundan sonu¢ alinamamistir. Bu suslarda nétralizasyona duyarliligin
artisinda gp120 tizerindeki glikozilasyonun azalmasinin da potansiyel bir rol oynamis
olabilecegi diisliniilmiistiir. Nitekim, Nak’lardan kacabilmek i¢in virusun kullandig:
glikan kilifin, zarf yiizeyindeki negatif yiikii artirarak virionun negatif yiikli hiicre
membranina yaklagsmasini engelledigi ve bdylelikle “viral uygunlugu” (viral fitness)
azalttig1 bilinmektedir (130). Viral uygunlugu artirmak ve hiicreye tutunmak igin
glikan kilifin1 incelten virusun bu avantaja karsilik o6dedigi bedel de, siklikla
Nak’lara karst duyarli hale gelmesidir. Bu hipotezin dogrulugunu test etmek
amaciyla, ¢alismamizdaki Ornekler ileri aragtirmalar igin ilgili bir merkeze (E.
Bowles, G.B.E. Stewart-Jones; Oxford University, John Radcliffe Hospital,
Weatherll Molecular Medicine Institute, Human Immunology Unit, UK)
gonderilmistir ve sonuclar beklenmektedir. Benzer olarak, 3 no’lu ve 1 no’lu
makaklardan elde edilen birinci re-izolatlarin Nak’lardan kagisindan yine gpl120
iizerindeki bazi mutasyonlarin sorumlu olabilecegi diisiincesiyle, bu ornekler de
incelenmek iizere ayn1 merkeze iletilmistir.

Ikinci re-izolatlara yonelik Nak aktivitesi degerlendirildiginde; K-/GK
gruptaki iic makaga (3, 8 ve 11) ait IgG’lerin ikinci virus re-izolatlarmi ES 8.5. ayda
notralize edebildikleri saptanmistir. Buna karsin, GK gruptan 5 no’lu makagin bu
etkinligi ES 10. ayda kaybedip sonra tekrar kazandig1 gériilmiistiir. Ug ve 11 no’lu
makaklarda Nak yanit1 daha istikrarli bulunmustur. GK gruptaki makaklarin ikisinde
re-izolatlarin Nak’lardan kactig1 ve bu durumun da viral replikasyonun kontrol altina
alinamamasindan sorumlu olabilecegi diisiiniilmiistiir.

SIVmac239 virusunun nétralizasyona dogal direncli olmasi nedeniyle
enfeksiyonun ilk bes ayindaki Nak kinetigi degerlendirilememistir. Enfeksiyonun bu
erken donemini degerlendirebilmek amaciyla, nétralizasyona dogal duyarli oldugu
bilinen SIVsm stok virusu ile nétralizasyon deneyleri tekrarlanmistir. Ancak IgG

orneklerinin 1:20 diliisyonda, enfeksiyonun 1. ayindan itibaren %100’e varan
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oranlarda yiiksek Nak aktivitesi gdstermesi iizerine deneyler daha ileri dillisyonlarda
yeniden uygulanmistir. Elde edilen sonuglar, ES 4.5. aya ait IgG 6rneklerinin 1:640
diliisyonda dahi SIVsm stok virusunu nétralize edebildigini gostermistir. ES 1. ay
gibi erken bir donemde ve yiiksek diliisyonlarda Nak yanitinin elde edilmis olmasi,
literatiir bilgilerimize gore ilk kez gézlenen bir durumdur. ilging olarak, 1:5120 kadar
ileri IgG diliisyonlarinda dahi nétralizasyon kapasitesini koruyan makaklar, sadece
K- ve GK gruplarindaki makaklardir (Sekil 4.10). Makaklarin yarisinda (n=6) IgG
antikorlarinin ndtralizan aktivitesinin 1:2560 diliisyonda dahi devam etmesi
nedeniyle, Nak kinetiginin daha iyi degerlendirilmesi i¢in SIVsm stok virusu
notralizasyon testi bu diliisyonda tekrarlanmistir. Calismamizda, en erken (ES 1. ay)
Nak aktivitesinin GK gruptaki 1 ve 8 no’lu makaklarda gelistigi goriilmis; K+
gruptaki makaklarda ise Nak yanitinin 4 no’lu makak harig, timiinde ES 4.5. aydan
itibaren ortaya c¢iktig1 izlenmistir. Bunun nedeninin, SIVmac239 virusuna yogun
olarak maruz kalan hayvanlardan elde edilen hiimoral immiin yanit {iriinlerinin (IgG),
SIVmac’in evrimsel atast olan SIVsm’i daha kolay taniyabilmesi oldugu
distinilmistiir.

Cok yiiksek IgG diliisyonlarinda bile Nak aktivitesinin devam etmesi ve bu
durumun daha once literatiirde bildirilmemis olmasi, kullandigimiz nétralizasyon
yontemlerinin dogrulugunu test etmemizi gerektirmistir. Bu amagcla, SIVsm stok
virusu ile enfekte edilmis sinomolgus makaklardan ES 4. ve 18. aylarda elde edilen
ve notralizasyona sirasiyla duyarli (SIVsm:C39°™) ve direngli (SIVsm:C39™)
olduklar1 bilinen re-izolatlarla ndtralizasyon testleri tekrarlanmigtir. Gergekten de,
notralizasyona duyarli olan SIVsm:C39°*™ virusunu (ES 4. ay) 1:2560 plazma IgG
dilisyonunda 9 makak nétralize edebilirken, SIVsm:C39™ virusunu (ES 18. ay)
sadece 2 makak ndtralize edebilmistir. Notralizasyon testlerimizin kontrolleri
basariyla tamamlandiktan sonra, heterolog Nak yanit1 analizlerine SIVsm’den kdken
alan ve SIVmac ile akraba olan HIV-2 ile devam edilmistir. Bu deneylerde, 1682 ve
1812 kodlu iki adet HIV-2 izolatinda, sirasiyla 1:327680 ve 1:20480 oranlarindaki
IgG diliisyonlarinda bile Nak aktivitesinin devam ettirilebildigi gézlenmistir. Elde
ettigimiz sonuglar, HIV-1’e kiyasla AIDS tablosu daha yavas gelisen, asemptomatik
enfeksiyon evresinde virus ylikii daha diisiik diizeylerde seyreden ve CD4+ T hiicre

sayisindaki diisiis hizinin daha yavas oldugu HIV-2 enfeksiyonunda, Nak yanitindan
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kacisin daha nadir goriildiigii ve Nak yanitinin daha potent oldugu bilgisi ile uyumlu
bulunmustur (155).

Calismamizda, SIVmac239 ile enfekte edilmis makaklarda gelisen Nak’larin
genislik sinirlarinin  belirlenebilmesi amaciyla bu kez de c¢esitli HIV-1 klinik
izolatlar1 (SF162, 92UG024, 92br025, CC030 ve CC048) ile ndtralizasyon testleri
tekrarlanmigtir. Bu testlerde ES 14. aya ait IgG orneklerinin (1:20 dillisyonda)
notralizan etkileri degerlendirildiginde; nétralizasyona dogal duyarli oldugu bilinen
SF162 virusunu toplam 7 makagin (1, 3, 4, 9, 10, 11 ve 12) nétralize edebildigi
belirlenmistir (Tablo 4.8, Sekil 4.17). Genellikle notralizasyona duyarli olan C ve
diren¢li olan D gruplarindan sirasiyla 92Br025 ve 92UGO024 viruslarina kars
ndtralizan aktivite analizinde, sadece K+ gruptan 4, 6 ve 10 no’lu makaklar basarili
olmustur (Tablo 4.8, Sekil 4.18 ve 4.19). CRF.02_AG rekombinan viruslar olan ve
Gine Bisau’da endemik olan CCO030 ve CC048’¢ karst Nak aktivitesi
degerlendirildiginde ise, GK gruptan 1 no’lu makak hari¢ (CC030’u noétralize
edemedi), diger tiim makaklarin her iki virusu da etkin olarak nétralize edilebildigi
gbzlenmigtir (Tablo 4.8, Sekil 4.20 ve 4.21). Notralizasyona genellikle direngli
oldugu bilinen bu viruslarin nétralize edilebilmesinin, Gine Bisau’da HIV-2’nin
HIV-1 kadar yaygin olmasina bagli olabilecegi diisiniilmustiir. Literatiirde, HIV-1
ile HIV-2’nin aynm1 konagi enfekte etmeleri halinde gen aligverisi yapabildiklerine
dair bir kanit mevcut olmamasina ragmen, ¢alismamizda Gine Bisau HIV-1 ve HIV-
2 izolatlarinin ayn1 Nak’lar tarafindan nétralize edilebilmeleri nedeniyle, bu suslarin
zarf antijenlerindeki epitop benzerliginin detayli olarak arastirilmasi gerektigi
diistintilmistiir.

Caligmamizda ayrica, SIV, HIV-2 ve HIV-1’e yonelik Nak yanitinin daha
sistematik bir sekilde degerlendirilmesi amaciyla, son yillarda tanimlanan potens ve
genislik Olclimleri yapilmig ve bu veriler virus yiikii ile olan iliskisi yOniinden
irdelenmistir. Buna gdre, virus yiikii yliksek olan makaklarda daha potent, virus yiikii
kontrol altinda olan makaklarda ise daha genis bir Nak yanitinin ortaya ¢iktigi
goriilmiistiir. ES 6.5. ayda Nak genisligi acisindan daha basarili olan K+ gruptaki
makaklara, K-/GK gruptaki makaklarin ES 14. ayda yetistikleri belirlenmistir.

Glinlimiizde as1 ¢aligmalariyla ilgili en biiylik sorun, bir gruba ait virus

zarfiyla yapilan asilama sonrasi olusan Nak’larin baska bir gruptaki virusu nétralize
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etmede basarisiz kalmasi, yani genisli§inin yetersiz olmasidir. Ancak bizim
calismamizda goriildiigii iizere, enfeksiyonun goreceli olarak erken donemlerinde
uygun tedavi ile virus yiikiiniin kontrol altina alinmasi, hiimoral immiin yanitin daha
kontrollii ve etkin bigimde olgunlagmasini saglamis ve sonug¢ olarak SIVmac239
virus zarfi, HIV-1 ve HIV-2’ye kars1 olduk¢a genis bir Nak yaniti olusturmada
basarili olmustur. “En az 4 farkli virus grubuna yonelik etkin Nak yanit1” varliginda
kullanilan “genis etkili Nak” tanimlamasina gore, ¢calismamizda elde edilen ES 14.
aya ait tiim IgG &rnekleri birer genis etkili Nak adayidir. Ozellikle K+ gruptaki 4
no’lu makak, en genis Nak yanit1 olusturan makak olma 6zelligi ile, lizerinde daha
ileri ¢aligmalar yapilmasini gerektirmektedir. Bu makaga ait ES 14. ay Nak’larinin,
SIV, HIV-2 ve HIV-1 epitoplarina baglanma bolgesi ile ilgili ¢caligmalar halen devam
etmektedir. Elde edilecek sonuglar, bu genis Nak etkisinden, 6zgiil bir epitopa
baglanan monoklonal bir antikor aktivitesinin mi, yoksa poliklonal sinerjistik bir
antikor aktivitesinin mi sorumlu oldugunu ortaya koyacaktir.

Caligmamizda Nak’larin potens analizi, IgG Orneklerinin yetersiz kalmasi
nedeniyle enfeksiyon sonrasi farkli zamanlarda yapilamamig; bunun yerine SIV’e
yonelik ES 4.5. ay noétralizasyon sonuglart ile HIV’e yonelik ES 14. ay nétralizasyon
sonuglar birlestirilerek potens skoru hesaplanmistir. Buna gore, virus yiikii yliksek
seyreden makaklarda (K-/GK grup), K+ makaklara gére daha potent bir Nak yaniti
olusmustur (p=0.042) (Tablo 4.9, Sekil 4.23). Bu durumun, yiiksek virus yiikii
nedeniyle hiimoral immiin sistemin sadece SIVmac239 virusuyla miicadele etmek
zorunda kalmasina ve dolayisiyla sadece SIVmac239 ve atast SIVsm’e yonelik
potent Nak yanit1 gelistirmis olmasina bagli olabilecegi diistintilmiistiir.

Sonug olarak, bu calisma ile ilk kez virus yiikii ile Nak’larin genislik ve
potensi arasindaki iligski ortaya konmustur. Ancak virus ¢esitliliginin, bu antikorlarin
genislik ve potensi ilizerindeki yadsinamaz etkisi nedeniyle, SIVmac239 virus
zarfinin immiinojenisitesi ve sinomolgus makaklariin MHC sistemlerine yonelik
daha detayli ¢alismalarin yapilmas: gerekmektedir. Boylelikle, etkin Nak yaniti
gelistirmeye yonelik as1 ¢aligmalar1 daha akiler bir bicimde ve hedefe yonelik olarak
planlanabilir.

Bu c¢alismada ayrica ilk kez, SIVmac239 virusu sinomolgus makaklarda SIV

enfeksiyon modeli olarak uygulanmis ve hem potent hem de genis etkili Nak
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yanitlart elde edilmistir. Bu sonuglara dayanarak, bu virus ve makak
kombinasyonunun = hiimoral = immiinite  arastirmalarinda  kullanilabilecegi

distintilmistiir.
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6. SONUC VE ONERILER

SIVmac239 ile intravendz yoldan enfekte edilen ve erken donemde FMPA
(tenofovir) tedavisi alan 12 sinomolgus makak ile yapilan bu ¢aligmada su sonuglar
elde edilmistir:

1. Enfeksiyon sonrasi erken donemde saptanan virus yiiki, enfeksiyonun
prognozunu belirlemede 6nemli role sahiptir.

2. SIV enfeksiyonunun erken doneminde baslanan etkili antiretroviral tedavi
hastaligin seyrini yavaglatabilir.

3. Hipergammaglobulinemi kontrolsliz viral replikasyonun &nemli
gostergelerinden birisidir.

4. SIV enfeksiyonunda, IgG antikorlarinin avidite olgunlagmasi 5-6 aya kadar
uzayabilir.

5. SIV enfeksiyonunun seyri sirasinda saptanan virus yiikiindeki degisiklikler,
enfeksiyonun erken déneminde ortaya ¢ikan, re-izolatlara kars1 gelisen Nak yaniti ile
yakindan iliskilidir.

6. Virus yiikii kontrol altinda olan makaklarda daha genis etkili, virus ytiki
yiiksek seyreden makaklarda ise daha potent bir noétralizan antikor yaniti
saptanmistir.

7. Genis etkili ve potent Nak gelisiminde erken ART’nin roliini
degerlendirmek amaciyla benzer bir ¢alisma tedavi verilmeden tekrarlanmalidir.

8. Ogzellikle kontrollii grupta yer alan bir makakta (4 no’lu) gelisen genis
etkili Nak yaniti, bu antikorlarin viral zarf iizerindeki epitopa baglanma yeri ve
baglanma kinetikleri agisindan daha detayli bigimde incelenmesi gerektigini ortaya
koymaktadir.

9. SIVmac239 zarfi giiclii bir immiinojendir ve as1 ¢caligsmalarinda kullanilmak
iizere degerlendirilebilir.

10. SIVmac239 ile enfekte edilen sinomolgus makaklar 6zellikle SIV’e karsi
gelisen hiimoral immiin yanitin arastirilmasinda uygun bir primat modeli teskil

etmektedir.
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