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SISTEIN TUREVLERININ TAT (TRANSKRiPSiYON TRANSAKTiVATORU)
AKTIVITESi UZERINDEKIi ETKIiLERINiN ARASTIRILMASI

OZET
[nsan immiin yetmezlik viriisii (HIV), kazamlmis bagisiklik yetmezligi sendromunun (AIDS) temel
etkenidir. AIDS 1981°de ilk olarak goézlendiginden beri, diinyanin dort bir yanindaki degisik

bolgelerde araliksiz olarak yayilmaktadir. Uygun tedavi yaklagimi heniiz bulunamamustir.

HIV yapisal genlerin disinda regiilatér genleri tasir. Bunlardan en Onemlisi transkripsiyon
transaktivatoriidiir. Tat-protein, viriisiin yapisal proteinlerinin ekspresyonunu saglar. Ayrica viriisiin
patolojik etkisinde onemli bir yer teskil eder. Bu nedenle Tat fonksiyonunun bloke edilmesi veya
Tat-proteininin ekspresyonunun durdurulmasi, HIV replikasyonunun inhibe edilmesine ve viriisiin

patolojik etkilerinin en aza indirilmesine yol acacaktir.

Bu c¢alismada, Tat-proteininin fonksiyonunu durduracak sistein tiirevleri denenmistir. Bu
maddelerin Tat-proteini aktivitesi {izerine etkileri hiicre kiiltiiriinde arastirnllmigtir. Bu arastirmalarda
Jurkat hiicreleri kullanilmistir. Jurkat hiicreleri iki farkli plazmit ile transfekte edilmistir.
Plazmitlerin kaliteleri agaroz jel elektroforezi ile test edilip goriintiilenmistir. Transfeksiyon yapilan
hiicrelerde inhibitorler ilk olarak tek dozda (50 pg/ml) denenmis ve hiicrelerde CAT ELISA Kkiti ile
CAT (Kloramfenikol Asetil Transferaz) ekspresyonu tesbit edilmistir. Bu dozda inhibisyon
olusturan inhibit6rlerin dozlar arttirilarak (50 pg/ml, 75 pg/ml, 100 pg/ml) tekrar denenmistir.

50 pg/ml dozda inhibisyon gozlenen aminoasit tiirevleri, L-sistein metil ester hidroklorid ve
L-sistein S-siilfat‘tir. Bu dizilerde inhibisyon oldugu ancak bu inhibisyonun doza bagimli olmadigi,
L-sistein metil ester hidroklorid'in CAT aktivasyonunu en iyi inhibe ettigi dozun 75 pg/ml, L-sistein

S-siilfat’in CAT aktivasyonunu en iyi inhibe ettigi dozun ise 50 pg/ml oldugu saptanmistir.

Sonug olarak, "L-sistein metil ester hidroklorid" ve "L-sistein S-siilfat’’ aminoasit tiirevlerinin, HIV
'in replikasyonunu aktive eden Tat iizerinde inhibe edici etkilerinin oldugu bu c¢alisma ile
gosterilmigtir. Calisma bu nedenle HIV’e karsi gelistirilecek inhibitorler acisindan oldukca

onemlidir.

Anahtar Kelimeler: AIDS, HIV, Tat-protein, Sistein tiirevleri
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INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF CYSTEINE DERIVATIVES ON TAT
(TRANSACTIVATOR OF TRANSCRIPTION) ACTIVITY

ABSTRACT

Human immunodeficiency virus (HIV) is the main factor of acquired immuno deficiency syndrome
(AIDS). Since the world first became aware of AIDS in 1981, the disease is spreading continuously
in various regions around the globe. Appropriate treatment approaches still have not been

discovered.

HIV contain the genes namely regulator genes, in addition to the structural ones. The most crucial
regulator gene is transactivator of transcription. Tat-protein provides the expression of the structural
proteins. Besides that function, it has important roles in the pathogenesis of the virus. For this
reason, blocking the Tat function or the expression of this protein would inhibit the replication of

the HIV and reduce the pathological effects of the HIV.

In this project, cysteine derivatives that could inhibit the function of this Tat-protein were tried. The
effects of this substances on the activity of Tat-protein were investigated in cell cultures. In this
study we used the Jurkat cells. The Jurkat cells were transfected by two different plasmids. The
qualities of the plasmids were monitorized and tested on agarose jel. In the transfected cells, the
inhibitors were initially tried in one dose (50 pug/ml) and the CAT (Chloramphenicol Acetyl
Transferase) expressions were analyzed by the help of CAT ELISA kit. The inhibitors that were
decided to be effective in this dose, were then prepared in three different doses (50 pg/ml, 75 pg/ml,
100 pg/ml).

The amino acid sequences that has inhibitor effects in 50 pg/ml dose were L-cysteine methyl ester
hydrochloride and L-cysteine S-sulphate and their inhibition were not dose dependent. The best
inhibitor dose of the L-cysteine methyl ester hydrochloride on CAT expression was 75 pg/ml and it
was 50 pg/ml for the L-cysteine S-sulphate.

In conclusion, it was shown that, the inhibitor effects of amino acid derivatives "L-cysteine methyl
ester hydrochloride’' and "“L-cysteine S-sulphate’’ have inhibitor activity on the Tat, which activate
the HIV replication were shown in this study. Therefore, this study is very important from the

point of development of new inhibitors for HIV infection.

Key words: AIDS, HIV, TAT-protein, cysteine derivatives
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1. GIRIS VE AMAC

Insan immiin yetmezlik viriisii (HIV), kazanilmis bagisiklik yetmezligi sendromunun

(AIDS) etkenidir. Retroviridae ailesinden Lentivirinae alt ailesinde yer alir.

HIV; gag, pol, env yapisal genlerinin diginda, “regiilator genler” olarak isimlendirilen
diizenleyici genleri de icerir. Diizenleyici genlerden en onemlileri fat ve rev genleridir.
Bu genlerin iirettikleri proteinler HIV’in replikasyonunu kontrol ederler. Tat-protein
ayrica, CD4+ hiicrelerinin yok olmasindan ve HIV’in diger patolojik etkilerinin ortaya
cikmasindan da sorumludur. Bu yoniiyle, Tat-proteini yeni anti-HIV etkili bilesiklerin
gelistirilmesinde onemli bir yer tutmaktadir. Tat-proteinini inhibe eden bilesiklerle
HIV’in replikasyonu engellenebileceginden, AIDS tedavisinde yeni bir yol acabilme

sans1 dogacaktir.

Tat-proteini peptit zincirinin 22. ve 37. aminoasitleri arasinda yedi adet sistein
bulunmaktadir. Bu bolge metal iyonlar ile bag olusturarak proteinin aktivitesini saglar.
Tat-proteinin aktivitesini bloke edebilmek i¢in metal iyonlariyla veya sisteinler ile bag

kurabilecek kimyasal maddelerin kullanilmas1 inhibisyonu saglamada onemlidir.

Giintimiizde HIV tedavisinde uygulanan en etkili yontem HAART (Highly Active Anti-
Retroviral Therapy) denilen kombinasyon tedavisidir. Bu tedavide kullanilan ilaglar,
revers-transkriptaz ve proteaz inhibitorlerini icerir. Boylece hem HIV genomunun
DNA'ya kopyalanmasi ve dolayisiyla hiicre genomuna entegre olmasi, hem de yeni

olusan viriisiin olgunlagarak enfeksiyon yapicit duruma gelmesi inhibe edilebilmektedir.
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Fakat bu kombinasyon tedavisi kesildiginde, hiicre genomuna entegre olmus viriis
genomu tekrar aktif duruma gelmekte ve HIV replikasyonu tekrar baslamaktadir. Bu

nedenle etkili bir tedavi yontemi gelistirebilmek i¢in yogun ¢alismalar yapilmaktadir.

Bu c¢alismada, sistein tiirevlerinin AIDS olusmasindan sorumlu olan HIV'in
replikasyonunu saglayan Tat-proteini aktivitesi iizerindeki etkilerinin arastirilmasi

amaclanmustir.

Bu arastirmalarin yiiriitiilebilmesi icin kullanilacak Jurkat hiicreleri devaml kiiltiirde
tutulmustur. Olusturulan plazmidler ile bakterilerin transformasyonu, plazmidlerin
amplifikasyonu ve arindirilmasi saglanmistir. DEAE-Dextran yontemi ile transfeksiyon

yapilmustir. Son olarak da sistein tiirevlerinin toksisite testleri yapilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1.RETROVIRUSLER
Retroviriisler, reverz transkriptaz iceren, zarfli, (+) sarmallt RNA viriisleridir.

Bu grupta bulunan viriislerin ilgi ¢eken en ©onemli 6zelligi insan ve hayvanlarda
yaptiklar1 hastaliklar ve replikasyon sekilleridir. Retrovirus grubunda hayvanlarda kesin
olarak kanser olusturdugu kanitlanmig bazi viriis gruplarinin yami sira, insan
retroviruslar1 da yer almaktadir. Insanlarda kazamilmis immiin yetmezlik sendromu
(Acquired immunodeficiency syndrome:AIDS) etkeni olan HIV grubun onkojenik

olmayan bir tiyesidir (1).

Retroviriislerin  iic alt ailesi Onkornavirus, Lentivirus ve Spumavirus’diir.
Onkornaviruslar i¢inde hastalik yaptig1 gosterilen viriisler HTLV-1, HTLV-2’dir.
Lentivirus alt ailesi icinde HIV-1 ve HIV-2 vardir. Spumaviruslar ilk izole edilen

retroviriisler olmakla birlikte insanlarda hastalik olusturduklar1 gézlenmemistir (2).

Retroviriisleri diger viriislerden aymran en onemli 6zellik genetik bilgi akisimi tersine
cevirerek RNA’dan DNA sentezlemeleridir. Bu viriisler, 80-110 nm capinda, lipid
zarfli, ikosahedral simetrili i¢ ¢ekirdege ve sarmal simetrili bir niikleokapsit yapisina

sahiptirler (3).



2.1.1.Tarihc¢e

[1k retroviriis, Rous sarcoma viriis (RSV) olup, Peyton Rous tarafindan tavuklarda solid
timor (sarkom) olusturdugu gosterilmistir. Bunu kanser olusturan ve RNA tiimor
viriisleri ya da onkornaviriisler olarak adlandirilan viriislerin farkli hayvan tiirlerinden

izolasyonu izlemistir.

Interlokin-2 (IL-2) olarak bilinen T hiicre biiyiime faktorii (T Cell Growth Factor,
TCGF)’niin kesfi, insan T lenfositlerini uzun siire kiiltiirde ¢ogaltma imkan1 vermis, ilk
insan retroviriisi HTLV (Human T-cell Leukemia/Lymphoma Virus) nin kesfedilmesi

icin 6nemli bir vasita olmustur (4).
2.2. HIV VE AIDS

Insan bagisiklik yetmezligi viriisii  (HIV), kazanilmis immiin yetmezlik sendromu

(AIDS)’in etkenidir.
2.2.1.Tarihge

1981 yazinda, New York ve California’daki ¢esitli kliniklerde 6nceden saglik problemi
olmayan, gen¢ homoseksiiel erkekler arasinda, Ozellikle Pneumocystis carinii
pnomonisi (PCP) ve Kaposi sarkomu (KS) gibi nadir goriilen firsat¢1 enfeksiyonlarda
anormal bir artis gozlenmistir. Yapilan ilk epidemiyolojik caligmalar, immiin
yetmezlige neden olan etkenin kan transfiizyonu, intravendz ila¢ kullanimi ve seksiiel

yolla primer olarak bulasabilecegini gostermistir (5).

AIDS etkeni olan viriis, ilk defa 1983 yilinda iki ayr1 grup tarafindan bagimsiz olarak
saptanmig ve etkene farkli isimler verilmistir. Pasteur Enstitiisii’ndeki arastiricilar geng
bir escinsel erkekten retrovirus izole ederek hastada tipik bir lenfadenopatinin varhigi
nedeniyle virlise "lenfadenopati iligkili viriis (Lymphadenopathy Assaciated
Virus:LAV)" adin1 verdiler. Daha sonra bu viriisiin diger insan retroviruslar1 gibi T-
lenfositlerine tropizmi gozoniine alinarak "insan T lenfotropik viriisi (Human T
Lymphotropic Viriis:HTLV)" adi verildi (6). Insanlardan izole edilen diger iki
HTLV'den eriskin T hiicre 16semisi yapan HTLV-I ve sach hiicre (hairy celi)
I6semisinden sorumlu HTLV-II'den sonra, AIDS etkeni olan viriise HTLV-III adi
verildi. Ancak 1986 yilinda Uluslararast Viriis Taksonomi Komitesi, AIDS etkeni olan
bu retroviriisic HTLV-III yerine, insan immiin yetmezlik viriisii (Human

Immunodeficiency Virus:HIV) olarak adlandirdi. Kuzey Amerika ve Avrupa'da yaygin
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olan tip HIV-1 olarak adlandirilirken, Bati Afrika'da seropozitif asemptomatik
bireylerden izole edilen yeni subtipe HIV-2 adi1 verildi. HIV-2 daha sonralar1 Avrupa,

Brezilya ve bazi Asya iilkelerinde de saptanmaya baglandi.
2.2.2.HIV Tip ve Alt tipleri

Sitopatik etkiye sahip bir retroviriis olan HIV’in, HIV-1 ve HIV-2 olmak iizere iki ayr1

tipi vardir.

HIV-1 ve HIV-2 suslarinin bircok yapisal ve biyolojik karakterleri benzer olmasina
karsin bazi farkliliklar da mevcuttur. Ornegin, HIV-2 HIV-1'e gore seksiiel yolla ii¢
defa, vertikal yolla on defa daha az bulagsma olasiligina sahiptir. HIV-2 de HIV-1 gibi
insan immiin sistemini baskilayarak hastalik olusturmasina ragmen, infekte olan
bireylerde saptanan kandaki serbest viriis miktar1 (viral load), HIV-1 ile infekte
bireylerden daha azdir. HIV-1 ve HIV-2 serolojik yontemlerle ve molekiiler yap1 olarak
kolayca ayrilabilmektedirler. Her iki viriisiin yapisal proteinleri arasinda c¢apraz

reaksiyon mevcuttur (1,7).

HIV; M (Major), N (New) ve O (Outlier) olmak iizere ii¢ gruba ayrilir. insanlarda AIDS
yapan viriisler homojen bir grup olusturmazlar, ozellikle HIV-1'in bir¢ok varyantlar1
saptanmugtir. HIV "env" geni dizgilerine gore alt tiplere ayrilmistir. Buna gére HIV-1'in
9 alt tipi (A-1), HIV-2'nin 5 alt tipi (A-E) saptanmistir. HIV-1 ve HIV-2 arasinda

yapilan niikleotid analiz kiyaslanmasinda %40 genom benzerligi saptanmistir (1,8).
2.2.3. HIV Virion Yapis1

HIV 110 nm ¢apinda sferik, koni sekilli niikleokapsitin lipitten yapili iki tabakali zarfla
cevrildigi bir viriisdiir. Virion niikleokapsid yapis1 100 nm biiyiikliigiinde olup,
ikozahedral bir yap1 icerir. Tipik bir retrovirus olan HIV enfeksiy6z virion yapisi pozitif
polariteli iki adet birbirinin ayni olan tek iplikli RNA icerir yani diploiddir. Zarf
izerinde uzantilar yer alir (Sekil 2.1.). Bu uzantilar iki glikoproteinden olusur. Bunlara
gpl20 ve gp4l adi verilir. gp4l iki tabakali lipit icinde yer alan transmembran
glikoproteindir. gp120 ise gp41'e baghdir ve viriisiin yiizeyinde yer alir. Ana fonksiyonu

uygun hiicre yiizeyi reseptorlerini tastyan hiicreleri baglamaktir (9,10).
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Sekil 2.2. HIV genom yapist (A:HTLV-1, B: HIV-1) (8)
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HIV genomunda bir¢ok gen mevcut olup gag, pol ve env yapisal genler, tat ve rev
regiilator genler, vpu, vpr, vif ve nef aksesuar genlerdir. HIV genom yapis1 Sekil 2.2’de

gosterilmistir.
2.2.4.1. LTR Promotor

Viral genomun her iki ucunda promotor/gii¢lendirici (enhanger) aktiviteye sahip LTR
(Long Terminal Repeat) sekanlari1 yer alir. Ayrica bu bdolge hiicre transkripsiyon

faktorleri icin baglanma dizileri igerir.

LTR ii¢c fonksiyonel bolgeden olusur. Bu bolgeler 5°-U3, R ve U5-3’ olarak adlandirilir.
5’ bolgesi transkripsiyonun baglama ve diizenlenmesinden, 3’ bolgesi viral mRNA’ya
poli A kuyrugunun eklenmesinden sorumludur. Transkripsiyon faktorleri ve regiilator
elementler kompleks bir swrayla U3 bolgesine baglanirlar. Transkripsiyon U3/R

sinirindan baslar ve R/U5 sinirinda sonlanir (11).
2.2.4.2.Yapisal Proteinler

a) Gag: Gag-pol prekiirsorii olgunlasma sirasinda matriks (MA:p17), kapsit (CA:p24),
niikleokapsit (NC:p7) proteinlerine ve pl, p2, p6 iiriinlerine parcalanirlar. Biitiin bu

proteinler virion morfogenezinde rol oynarlar.

MA (matriks) proteini virion niikleokapsidi ve zarfi arasindaki matriks'de yer alir. MA
Ozellikle virionun hedef hiicre membranmna fiizyonu ile penetrasyonunda rol
oynamaktadir. CA (kapsid) proteini p24 olup hidrofobik 6zellik tasiyan kapsid yapi
elemanidir. CA 6zellikle viral morfogenezde virionun olgunlasmasinda aktif rol alir.
NC (niikleokapsid) proteini bazik, hidrofilik bir protein olup en 6nemli fonksiyonu
viral RN'A'y1 paketlemektir. Ayrica viriisiin konak hiicreden olgunlagsmasinda da onemli

rol oynamaktadir (1).

b) Pol: pol geni, viral enzimleri kodlamaktadir. Bu enzimler PR (proteaz), RT (revers

transkriptaz) ve IN (integraz) olup niikleokapsid igerisinde paketlenirler (12).

Proteaz (PR): 10 kDa molekiil agirligina sahiptir ve dort antiparalel iplik i¢eren B-plaka
yapisindan olusur. Viral olgunlagsma sirasinda Gag ve Gag-Pol poli proteinlerinin

prekiirsorlerini bolerek olgunlagsmalarma katki saglar (13).
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Revers transkriptaz: Revers transkriptaz tek iplikli viral RNA’nin ¢ift iplikli linear
DNA’ya cevrilmesi i¢cin onemli olan bir enzimdir. HIV-1 RT p66 ve p5S1 olmak iizere
iki altbirimden olusur. p 66’nin N-ucundaki 440 aminoasit polimeraz bdolgesini
olusturur, C-ucundaki 120 aminoasit ise RNase H bolgesini olusturur. HIV-1 RT nin
pS1 alt birimi p66 alt biriminin polimeraz bolgesine benzemektedir (14). RT ayrica
replikasyon srrasinda sentezlenen RNA: DNA hibridindeki RNA'y1 parcalayan
riboniikleaz aktivitesi (Rnase) igerir. RT ve Rnase H aktiviteleri HIV replikasyonu i¢in

gereklidir.

Integraz: Integraz (IN) replikasyon sirasinda olusan c¢ift iplikli proviral DNA'nin konak
hiicre genomuna birlestirilmesini  (integrasyonunu) saglar. IN'in varlig1 viral
replikasyon icgin sarttir. Integrazin ekzoniikleaz aktivitesi, endoniikleaz aktivitesi ve

ligaz aktivitesi olmak iizere ii¢ farkli gorevi vardir (15).
¢) Env: Zarf glikoproteini gp160 gp120 ile gp41 olmak iizere iki kisimdan olusur.

Yiiksek derecede glikozillenmis olan gp 120, ayn1 zamanda yiizey glikoprotein iiniti
(surface:SU) olarak da bilinir. gp120, ¢ok iyi ¢alisilmis ve yapisinda 18 sistein sirasi
saptanmugtir. Bu sistein yapilar1 ile olusan disiilfid baglar1 gp 120'nin yapisinda ve
fonksiyonunda cok kritik bir rol oynamaktadir. Zira sisteinler arasindaki disiilfid
baglar1 5 adet degisken (variable) domain olusturmaktadir (V1, V2, V3, V4 ve V5).
Zarf (env) geninde revers transkripsiyon sirasinda olusan bolgeye 6zgiil mutasyonlar,
gpl120'nin degisik bolgelerinde CD4 reseptoriine baglanmak icin ¢ok kisith sayida
konserve bolgenin varligini ortaya koymustur. Ozellikle ¢alismalar gp120'de bulunan
V3 bolgesinde (V3 loop'u) yogunlasmistir. V3 epitopu 36 aminoasitten olusmakta ve
en fazla degisken bolgeyi temsil etmektedir. V3 loop'u hiicrelere tutunma epitopu

olarak bilinmektedir (13,16).

Transmembran proteini olan gp41, glikolizasyon i¢cin 4 bolge ve 3 sistein aminoasiti
icermektedir. gp 41'in N-terminal bolgesi 20 aminoasitten olusan hidrofobik bir yapiya
sahiptir ve bu kisim fiizyon peptidi olarak bilinir. Bu bdlge viriisiin hiicre icerisine

girisinde membranlar arasi fiizyon yapma 6zelligine sahiptir (16).



9

2.2.4.3. Regiilator (Diizenleyici) Proteinler

a)Rev: Rev proteini, viriisiin yapisal proteinlerinin ekspresyonu i¢in Onemlidir. rev
transkripsiyonun erken doneminde olusturulan regiilator bir gendir. env geni iizerinde
bulunan RNA dizi elementi Rev yanit elementi (Rev Response Element, RRE) ile

etkileserek viral mRNA’ nin niikleus disina transportunu saglar (17).

b) Tat: HIV-1 transaktivator Tat protein etkin viral gen ekspresyonu ve viriis
replikasyonu icin gerekli olan kiiciik bir polipeptittir. Tat transkripsiyonel aktivitelerin
yaninda, hiicre disina salinir ve farkli hiicre-membran ilgili reseptorlerle etkilesir. Tat
proteinin yapist hakkindaki mevcut bilgi NMR'ye dayanir. Tat proteini asidik amino
ucu, sisteince zengin bolge, ¢ekirdek ve temel alandan olusan dogrusal bir yapidadir

(18-20).

Tat 1 iki ekson tarafindan kodlanan 86-101 aminoasitten olusur (Sekil 2.3.). Ekson 1,
1-72 arasindaki aminoasitleri kodlamaktadir. Ekson 2 ek olarak viral ayrima bagh
olarak boyu degisen 14-32 arasindaki aminoasitleri kodlar. {lk ekson (Tatl-72) viral
LTR' nin transkripsiyonel aktivasyonu i¢in Onemlidir. Bu ekson 1-20 arasindaki
aminoasitlere yayilmig olan asidik bolgeyi, 20 ila 40 aminoasit arasinda bulunan
sisteince zengin bolgeyi, 35 ila 48 aminoasitler arasindaki merkez bolgeyi ve karboksil
ucundaki temel bolgeyi kapsamaktadir. Yapilan ¢alismalar sadece ilk eksonu igeren
Tat'in transfeksiyon denemelerinde viral LTR'nin transkripsiyonunda tamamen aktif
oldugunu gostermistir. Tat tarafindan LTR'nin aktivasyonu i¢in amino ucu ve sisteince
zengin bolge onemlidir, amino ucunun uzaklastirilmasi veya sisteince zengin bdlgenin
aminoasitle yer degistirmesi Tat aktivasyonu iizerinde olumsuz etki gostermektedir

(21,22).

Tat proteinindeki ilk iglevsel alan, HIV-1 LTR i¢ine lokalize olmus TAR boliimiidiir ve
DNA segmentinin negatif yiiklii omurgasina baglanmaya aracilik eden asidik kalintilar1
bolca icermektedir. ikinci islevsel alan ise niikleik asit baglanmasi icin 6nemli metal
baglayici bolgeyi kapsayan 7 sistein kalintisini iceren bolgedir (23). Bu bolge ¢inko ve
kadmiyuma baglanma 6zelligi gosterir. Ayrica Tat’in bu metal iyonlar1 {izerinden dimer

yap1 olusturdugu gozlenmistir.
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HIV -1

Sekil 2.3. Tat , C harfi sistein, R harfi Arjinin, K harfi Lizin, Q harfi Glisin olarak sembolize edilmistir.

2.2.4.4. Yardimc1 Genler (Aksesuar genler)

HIV replikasyonu icin gerekli olmayan ve "accessory" olarak adlandirilan bazi genler
mevcuttur. Bunlar "vif", "vpr”, "vpu" ve "nef" genleridir. Nef proteini sitotoksik T
hiicrelerinin, HIV'le enfekte hiicreleri 6ldiirme yetenegini azaltir. Vpr, bdliinmeyen
hiicrelerde viral 6zii sitoplazmadan cekirdege tasir. Vpu hiicreden virion salinmasini

siddetlendirir. Vif proteini viriisiin toplanmas1 ve olgunlagsmasindan sorumludur (13).
2.2.5. HIV'in Replikasyonu
Viral replikasyon kademelerini asagidaki sekilde siralamak miimkiindiir:

a) Viriisiin hiicre reseptoriine tutunmasi ve adsorbsiyonu: HIV'nin hiicreye
tutunmas1 ve adsorbsiyonu, zarf proteini gpl20’nin T yardimci lenfosit ve
makrofajlarin ylizeyinde bulunan hiicresel glikoprotein CD4 antijenine tutunmasi ile
baslar. Hiicre ylizeyinde bulunan glikoprotein CD4, viriisiin hiicreye baglanmasina
boylece fiizyon yolu ile viriisiin hiicre icerisine girmesine yardimci olur. HIV’in

CD4+hiicrelere girisi icin CXCR4 ve CCRS proteinleri gibi kemokin almaclar1 gerekir.

b) Viriisiin hiicre icerisine girisi: HIV-1'in konak hiicre icerisine girisi pH'ya bagiml
bir olaydir. Ayrica viriisiin hiicre icerisine giriste hiicre ylizeyinde bulunan proteazin da
rolii vardir. Normalde Env protein virion zarfinda dimerik formdadir. Non-kovalan

protein-protein iligkisi gp 120 ve gp 41 arasinda mevcuttur. Fiizyon sirasinda Env’nin
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gp 120 altiinitesi CD4 reseptoriine baglanir ve konak hiicre plazma membranindaki
proteaz tutunmadan sonra gp 120'deki V3 loop'unu tanir. Gp 120'de meydana gelen
proteolitik parcalanmadan sonra Env de konformasyonel bir degisiklik olusur. Bu
degisiklik sonucunda gp 41 fiizyon proteininin N. terminal bolgesi konak hiicre
membrani ile temasa gecer ve viral zarf ile hiicre membrani arasinda olusan fiizyon

domaini birlesmeye neden olur.

¢) Revers transkripsiyonla olusan viral DNA sentezi: Ik DNA iplikcigi RT
tarafindan viral RNA genomun 5' bolgesine dogru sentez edilir (negatif iplik DNA).
Bunu takiben p51/p66 heterodimerinde bulunan Rnase H aktivitesi ile RNA: DNA
hibridindeki RNA parc¢alanir. Pozitif iplikcik DNA'min sentezi i¢in HIV iki primer
kullanmaktadir. Pozitif iplik DNA sentezinden sonra ¢ift iplikli DNA (provirus)
sentezi tamamlanmis olur. Linear cift iplikli DNA, cembersel DNA haline (cDNA)

doniistir.

d) Viral DNA'min integrasyonu: Proviral HIV-1 DNA'nin konak hiicre genomuna
integrasyonu icin integrase (IN) enzimi gereklidir. Viral integrasyon i¢in baslama
noktas1 sitoplazmada viral niikleokapsid i¢inde bulunan linear cift iplikli DNA
(provirus)’dur. DNA'nin kesilmesi ve integraz tarafindan integrasyon sonucunda

proviral DNA kovalent baglarla hiicre genomuna baglanir.

e) Viral m-RNA genomik RNA transkripsiyonu ve protein sentezi: Viral m-RNA ve
genomik RNA integre olmus proviral DNA'dan sentez edilir. Viral m-RNA ve genomik
RNA sentezinin miktar1 HIV diizenleyici (regiilator) genler olan tat, rev, nef ve vpr
ekspresyonuna baghdir. Viral proteinler polisistronik ve parcalanmis m-RNA'lardan
sentez edilirler. Viral RNA hiicre membranina yakin bir bolgede kapsid icerisine
paketlenir. Gag ve gag-pol poliproteinleri hiicre sitoplazmik membraninda protease

tarafindan yiizeye birlestirilecek sekilde monte edilirler.

f) Tiim virus partikiilii olusumu, tomurcuklanma ve sahmim: Ozellikle gp 120 ve gp
41 hiicre membranina monte edildikten sonra tomurcuklanma islemi baslar.
Tomurcuklanma sirasinda hiicre yiizeyinde bulunan bazi konak hiicre antijenleri de viral

zarfta yer alir (1).
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2.2.6.Epidemiyoloji

Antiretroviral tedavinin yaygin kullanimi ve firsat¢i enfeksiyonlara karsi profilaksi
verilmesi ile 1980'li yillardan bu yana AIDS epidemiyolojisinde 6nemli degisiklikler
olmustur. Giliniimiizde AIDS tiim diinyay:1 etkileyen bir pandemi haline gelmistir.
Ozellikle geng¢ eriskinlerde ©nemli bir morbidite ve mortalite nedenidir. HIV
enfeksiyonunun yayilimi esas olarak heteroseksiiel iliski yoluyla olur. AIDS, bildirimi

zorunlu bir hastaliktir.

Geligmis iilkelerde AIDS'den korunmayi saglayan antiretroviral tedaviye ragmen
epideminin baslangicindan itibaren meydana gelen artis herhangi bir yildakinden daha
fazladr. WHO ve Birlesmis Milletler HIV/AIDS Programi’nin 2007 yilinda
yayinladiklar1 rapora gore AIDS 2007 yili sonu itibariyle 33 milyondan fazla insani
etkisi altina almustir (24).

2.2.7.Klinik Belirti ve Bulgular

AIDS hastalarinda dikkate deger derecede bir immiin baskilanma mevcuttur. Bunun
nedeni infekte bireylerde viriisiin T4 helper lenfositlerinde replikasyonu sonucunda

bagisik sistem kontroliiniin kaybolmasidir. Hastalik klasik olarak 3 donemden olusur:

a) Akut Primer Enfeksiyon: Bu donem genellikle semptomsuz ortaya cikar, ancak
bazen infeksiydz mononiikleozise benzer bir hastalik olusabilir. Agiz ve genital bolgede
tilserler geligebilir. Bunu takiben semptomlar tamamiyla kaybolur ve 6zgiil antikorlar

ortaya cikar.

b) Asemptomatik Period: Bu donem genellikle 1-10 y1l arasinda degismektedir ve bu
donemde hastalarin CD4+ lenfosit sayilar1 giderek azalmaktadir. Ozellikle bu dénemin
sonunda normalde 800-1200 hiicre/mikrolitre olan T4 yardimci lenfosit sayis1 400'{in

altina iner. Plazma ve lenfoid dokuda yiiksek titrede HIV bulunur.

¢) Semptomatik Donem: Bu donem AIDS belirtilerinin ortaya ¢ikmasindan onceki
donemdir. Bu doneme ayrica ARC (AIDS Related Complex) donemi adi da verilir. Bu

donemde hastalarda yaygin ve uzun siiren (6 aydan fazla) bir lenfadenopati mevcuttur.

ARC donemini takiben "full-blown AIDS" adi verilen terminal donem baslar. Bu
donemde CD4 lenfositlerinin sayisi 400 hiicre/mikrolitrenin altina inmistir ve daha
onceki donemde saptanmayan viral 6zyap1 antijeni p24 periferik kanda saptanmaya

baslanir. AIDS hastaliginin bu son doneminde agir derecede bir immiin yetmezlik s6z
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konusudur. Bunun sonucunda hastalarda immiin mekanizmanin koruyamadigi bazi
mikroorganizmalar ile olusan firsat¢c1 enfeksiyonlar ortaya ¢ikar. AIDS hastalarinin
cogunlugunda saptanan iki hastalik Kaposi sarkoma ve Pneumocystis carinii
pnomonisidir. Ozellikle bu iki hastahgm saptanmasi AIDS tanisi i¢in en 6nemli
kriterler arasinda yer alir. Hastalarda birden fazla firsat¢1 enfeksiyonun ayni anda
goriilmesi miimkiindiir. Bu hastaliklarin bircogu fatal seyretmektedir. HIV enfeksiyonu
sirasinda hasta kanmda saptanan virus miktar1 (viral load), hastaligin takibi icin

prognostik bir deger tasir.
2.2.8.Patogenez ve immunite

HIV enfeksiyonunun en onemli 6zelligi CD4+T hiicrelerinin sayisinda progresif
azalmaya neden olmasidir. Firsatci enfeksiyonlar ve neoplazmlar genellikle CD4+ hiicre

sayisinin 200/mm3'iin altina indiginde ortaya ¢ikar (25).

HIV enfeksiyonunun akut doneminde CD8+T hiicrelerinin de sayis1 azalir. Ancak 3-4
hafta icinde say1 artar, normale hatta normalin iizerine ¢ikar. Enfeksiyonun

asemptomatik doneminde CD8+T hiicre sayis1 genellikle normalin {izerinde kalir (25).

AIDS’li hastalarda belirgin bir B hiicre aktivasyonu goze carpar. Antikorlarin biiyiik bir
kismi viriisiin zarf proteinlerine karsi gelisir. HIV enfeksiyonunun erken doneminde
dolasimdaki B hiicrelerinin sayis1 azalir. Hastalik ilerledik¢e sayida artis olur. HIV
seropozitif kisilerde NK (Natural killer) hiicreler hedef hiicrelere baglanabilirler. Fakat

sitotoksisiteleri azalmustir.
HIV ile infekte kisilerde hem humoral hem de hiicresel immiin cevap olusmaktadir.
Humoral immiin Cevap

a) Baglanan antikorlar  (binding antibodies) savunmada rol oynamazlar, fakat
enfeksiyonun tanisinda yardimcidirlar.

b) Notralizan antikorlar tipe ve gruba 6zgii olabilirler. Viral zarf proteinlerine (gp120
ve gp41) baglanarak viriisii notralize ederler.

c) Antikora bagl hiicresel sitotoksisitede (ADCC [antibody-dependent cellular
cytotoxicity] ) rol oynayan sitotoksik antikorlar bir taraftan viriisle infekte CD4+
hiicrelerin naturel killer (NK) hiicreler tarafindan sitolizini saglayip koruyucu rol
istlenirken, diger taraftan infekte olmayan hiicrelerin de sitolizine neden olarak

patojenik rol oynarlar.
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d) Subnoétralizan diizeylerdeki antikorlar (Enfeksiyonu arttirici antikorlar [Enhancing
antibodies]) ya virlisiln Fc reseptorleri ya da komplemanla birleserek kompleman
reseptorleri araciligi ile hiicre icine alinmalarini artirarak hiicrelerin infekte olmasina

neden olurlar (2).

Hiicresel Immiin Cevap: Vireminin kontrol altina alinmasinda hiicresel immiin yant,

humoral immiin yanittan daha onemlidir.

a) CD4+ T helper (Th) hiicreler, humoral ve hiicresel immiinitenin kontroliinde
merkezi bir rol oynar. Antijen sunan hiicreler MHC smif 2 antijenleri ile viral
antijeni Th lenfositlere sunarlar. Sonucta bir taraftan Th lenfositler aktive olup
cogalirken, diger taraftan da sitokinler araciligi ile B lenfositler, CD4+ ve CD8+
lenfositler, monositler ve naturel killer hiicreler gibi immiin sistemin diger
hiicrelerini uyarirlar.

b) Uyarilan sitotoksik CD8+ T Ienfositleri, infekte hiicrelerin MHC smnif 1
antijenlerini taniyarak hiicrenin sitolizine neden olur.

c¢) NK hiicreler bir taraftan antikora bagli sitotoksisite gosterirken diger taraftan da
antikor yoklugunda HIV ile infekte hiicreleri oldiiriir. Bu etki, monositlerde de

vardir (2).
2.2.9.HIV infeksiyonunun Bulasma Yollar1 ve Korunma

Cinsel Yolla Bulasma: Cinsel temas HIV enfeksiyonunun en 6nemli gecis yoludur.
Virus tiikiiriikte cok diisilk konsantrasyonlarda bulundugundan, HIV enfeksiyonu
tasiyan kisilerin tiikriigiiyle enfeksiyon bulagma riski cok azdir. Cinsel yolla bulasan

tiim hastaliklar HIV enfeksiyonunun gecis riskini arttirir.

Intraven6z (i.v) ilac Kullanimma Bagh Bulasma: IV ilac bagimlilarinda HIV gecisi

genelde kontamine aletlerin kullanilmasiyla olur (igne, siringa, vb.).

Perinatal Bulasma: Infekte kadindan bebege HIV gecisi gebelikte, dogum sirasinda ya
da emzirme yoluyla olur. Hem vajinal hem de operatif dogum sirasinda gecis riski

yiiksektir.

Saghk Personeline Bulasma: Kanla kontamine olmus viicut sivilariyla temas

sonucunda saglik personeline HIV gecisi miimkiindiir.

HIV'den korunmada, kondom kullanimi 6nemli bir faktordiir. Devamli kullanim ve

kondomun yirtik ya da delik olmamasi etkinlik acisindan Onemlidir. IV ilag
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bagimhiliginin Onlenmesi, tedavi edilmesi, ortak igne ve siringa kullaniminin
tehlikelerinin anlatilmasi, dezenfeksiyonla ilgili bilgi verilmesi bu gruptaki riski
azaltabilecek onlemlerdir. Tiim kan ve kan iirlinlerinin HIV antikoru (HIV Ab)
yoniinden test edilmesi, uygun tekniklerle hazirlanmasi, organ ve doku nakilleri
oncesinde gerekli serolojik testlerin yapilmasi bu yollarla enfeksiyon gecis riskini
minimuma indirir. Saglik personeli i¢in eldiven giyme, el yikama, tiim viicut sivilarinin
enfekte olabilecegini diisiinerek hareket etme, igne batmasini engelleyecek sekilde

dikkatli davranma enfeksiyon riskini azaltabilecek onlemlerdir.
2.2.10.Tedavi

AIDS tedavisinde sorun yaratan iki durumdan biri hastanin immun yetmezligi nedeniyle
ilacin antiviral etkinligine konak¢inin immiinitesinin yardim edememesidir. Diger
sorun, viriisiin beyni de enfekte edebilmesi ve ilaca kars1 kan-beyin engeli nedeniyle,

buradaki enfeksiyonun tedavisinin zorluk arz etmesidir.

Antiretroviral ilaclarin AIDS hastalarindaki terapotik etkinliginin baslica objektif

gostergeleri sunlardir:

a) Hastanin 6mriinii uzatmalari,

b) Kanda diigmiis olan CD4+ lenfosit sayisin1 yiikseltmeleri,

¢) Hastanin viriis yiikiinii (serumun mililitresindeki viral mRNA kopyalarinin RP PCR
yontemiyle Ol¢iilen sayisini) azaltmalari,

d) Oportunistik enfeksiyon ve diger komplikasyonlarin insidensini azaltmalari,

e) Hastanin genel durumunu diizeltmeleri,

f) Cildin kaybolmus olan gecikmis-tipteki asiri-duyarlilik reaksiyonlarini geri
getirmeleri,

g) Serumda HIV p24 antijeni titresini (p24 antijenemisini) azaltmalari,

h) Viicut agirhiginda artma yapmalar1 (26).

HIV enfeksiyonu tedavisinde rezistans gelismesi sorunu: HIV-1'in antiretroviral
ilaclara rezistans gelistirmesi viral revers transkriptaz ve proteazda, viral genlerdeki
mutasyon nedeniyle normal amino asidlerin yerine bagska amino asidlerin gelmesi
sonucu bu enzimlerin ila¢ tarafindan inhibe edilme yeteneklerinin azalmasina baghdir.
HIV-1'in genlerinde spontan mutasyon hizi oldukg¢a yiiksektir. Viriisiin her bir
replikasyonu sirasinda ortalama 0.2-1 tane nokta mutasyonu yani normal niikleotid

yerine bagka bir niikleotidin gelmesi olay1 olur (26).
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Rezistans gelismesini Onlemek icin antiretroviral ilaglar {cli veya dortli
kombinasyonlar halinde yeterli dozda, uzun siire kullanilmali ve hasta tedaviye, yeterli

derecede uyung gostermelidir.

Giiniimiizde en ¢ok kullanilan tedavi sekli HAART (Highly active anti-retroviral
therapy)’dir.

Kullanilan antiretroviral ilag gruplari, Niikleozit-analog reverse transkriptaz inhibitorleri
(NRTIs), Nonniikleozit reverse transkriptaz inhibitorleri (NNRTIs), proteaz

inhibitorleri (Pls), flizyon ve olgunlagma inhibitorleri olarak siniflandirilirlar.

Tat viral replikasyon ve AIDS'in ilerlemesi i¢in 6nemli olan kiiciik, cok amacl bir viral
proteindir. HIV-1 Tat-protein, HIV-1 transkripsiyonundaki temel gorevi ve HIV
ilerlemesindeki ¢oklu iligkisi yiiziinden AIDS patojenitesinde ana rolii oynamaktadir.
Tat antagonistlerinin yeni sinifi aminoglikozid-arjinin konjugatlaridir ve bunlar sadece
HIV replikasyonunu inhibe etmekle kalmazlar, aym1 zamanda HIV i¢in 6nemli olan
Tat'in fonksiyonlariyla yarisirlar. Yeni HIV inhibitorlerinin gelismesi ile, RT veya
proteazdan daha ¢ok viral komponentlere karsi hedeflenmis anti-HIV kombinasyon
terapilerinin kullanilma kapasitesi ¢ok artmistir. Tat'a kars1 inhibitor gelistirilmesi ¢ok

onemlidir ve AIDS'e kars1 miicadelede kritik rol oynamaktadir (27).

Ekstraseliiler Tat-protein, Tat asis1 ve anti-Tat bilesenleri ¢alismalarinda AIDS
ilerlemesinin kontrolii i¢in hedef olarak diisiiniilmektedir. Bir¢ok in vivo ¢alisma HIV-1
enfekte hastalarin serumunda anti-Tat antikorun yiiksek titrelerde bulunmasinin 6nemli

miktarda HIV-1 hastaliginin ilerlemesiyle ilgili oldugunu gostermistir (28).

Bir¢cok deneysel ve klinik calisma, HIV enfeksiyonun ilerlemesini geciktirmekte
terapotik as1 olusturulmasi igin etkili aday olarak HIV-Tat proteinini kullanmay1
onermektedir. Hastalig1 gelistiren HIV-Tat proteinin hiicresel aktivasyonuna sisteince
zengin ve arjinince zengin bolgelerin aracilik ettigi gosterilmistir. Yapilan calismalar
gostermektedir ki, yliksek derecede korunan sistein ve arginince zengin bolgeler HIV-
Tat protein aragh viral patojenite ve hiicresel diizensizlikte anahtar bolgelerdir. Tat
proteinin bu fonksiyonel bolgelerinin immiinolojik aracilarla inaktive edilmesi,
ekstraseliiler Tat protein tarafindan patojenik etkilerin indiiklenmesini azaltir, yavaslatir

ve HIV enfekte kisilerde hastaligin ilerlemesini 6nler (29).
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Bu calismada, HIV replikasyonu i¢in gerekli olan Tat’in sistein tiirevleri ile inaktive
edilmesi istenmektedir. Bu ama¢ dogrultusunda, elde edilen verilerin AIDS tedavisinde

yeni bir yol agmas1 hedeflenmektedir.



3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma, Erciyes Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali
Arastirma Laboratuvarinda gerceklestirildi. HIV—1 Tat aktivasyonunun inhibisyonu icin
kullanilacak sistein tiirevi bilesikler, “NIH AIDS Research & Reference Reagent
Program, USA” programindan temin edilen Jurkat (ATTC, TIB-152) hiicre kiiltiiriinde
calisgildi. Bu calismada, biri Tat geni (pCV1), ikincisi ise HIV-1-LTR ile CAT
(Kloramfenikol asetiltransferaz) geni (pC15CAT) iceren iki farkli plazmit kullanildi.
Bu plazmitler “NIH AIDS Research & Reference Reagent Program, USA”
programindan temin edildi. Ayrica plazmit izolasyonu i¢cin Genopure Plasmit Maxi Kit
(Roche) kullanildi. Kullanilan biitiin kimyasallar gerekli oda sicakliklarinda saklandi.
Deneylerde UV-VIS spektrofotometre (CHEBIOS), sogutmali santrifiij (Niive NF
1200R), hassas terazi (OHAUS), pHmetre (WTWI 320), su banyosu (Niive ST402),
COy 1i inkiibator (Sanyo) ve Laminar Flow (Niive) kullanildi.

Kullanilan tiim cam ve sarf malzemeler ¢alisma oncesi otoklavda (Niive032) sterilize
edildi.

3.1. PLAZMITLER

Bu calismada HIV-1’in fat geni, rev geni ve tetrasiklin diren¢ genini tasiyan “pCV1”
plazmiti ile Kloramfenikol asetil transferazi (CAT) kodlayan gen bdlgesini, HIV-1 LTR

ve ampisilin direng genini tasiyan “pC15CAT” plazmiti kullanildi (30,31). izole edilen

plazmitlerin DEAE-Dextran transfeksiyon yontemi (23) ile jurkat hiicrelerine
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transfeksiyonlar1 saglandi. Inhibitorlerin Tat aktivasyonu iizerine olan etkileri CAT

ELISA (Roche, 11363727001) Kiti ile tesbit edildi.
Plazmitlerin Ozellikleri

-pCV1 : pCV1, pstl ve EcoRI restriksiyon endoniikleazlar1 ile kesilir. EcoRI pCV 1’1 bir
noktadan keser, 9,2 kBp uzunlugunda tek bir parca olusur. pstl ise iki noktadan keser,
3,0 ve 6,2 kBp biiyiikliigiinde iki parca olusur. 3,0 kBp biiyiikliigiindeki bolgenin 1,6
kBp’lik boliimii cDNA ve tat protein genini, 1,4 kBp’lik boliimii ise pBR322 bolgesini
icerir. pCV plazmiti Sekil 3.1.'de gosterilmistir.

SV40ori  Xho|

pBR322

SV40 pA

Sekil 3.1. pCV Plazmit, SV40-ori, Adenoviriis biiyiik ge¢ promotoru
(Adenoviriis Major late promotor, Ad MLP), Fare immiinglobilin geni (Mouse
Immunglobulin gen, SS), Fare dihirofolat rediiktaz gen bolgesi (Mouse —
Dihydrofolat —Reduktase, DHFR) (30,31).

-pC15CAT : pC15CAT BamHI ve Hind III restriksiyon endoniikleazlar: ile kesilir.
Hind III plazmiti iki noktadan keser, 0,3 kBP ve 4,5 kBp’lik iki parca olusur. BamHI
bir noktadan keser, 4,8 kBp’ lik tek bir parca olusur. iki enzim birlikte kullanilarak
kesim yapildiginda 0,3, 1,5 ve 4,0 kBp’lik pargalar olusur. pC15CAT plazmit Sekil

3.2.'de gosterilmistir.
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Amp

pBR322

Ori Sv40

Bam HI/Bgl Il

Hind 1l

Sekil 3.2. pC15CAT Plazmit; C-15 DNA-Klon
(HIV-1-LTR), Kloramfenikol asetil transferaz geni
(Chloramphenicol acetyl transferase =CAT) (30,31).

3.1.1.Plazmit izolasyonu

Escherichia coli bakterisine transforme edilmis plazmit DNA’larin izolasyonu
Genopure Plasmit Maxi Kit (Roche) protokoliine gore yapildi. Stok c¢ozeltiler -20 °C’de
sakland1i. Plazmit izolasyonunda kullanilan c¢ozeltiler Tablo 3.1.’de, Tris-EDTA

Tamponu Tablo 3.2.’de gosterilmistir.

Tablo 3.1. Plazmit izolasyonunda Kullanilan Cozeltiler

Stok soliisyonlar
Antibiyotik Calisma Konsantrasyonu
Konsantrasyon
Ampisilin 1000mg/20ml su i¢inde 100 pg/ml
Tetrasiklin 100mg/20ml Abs. Ethanol 25 pg/ml
Kloramfenikol 34 mg/ml Abs. Ethanol 170 pg/ml

Tablo 3.2. Tris-EDTA Tamponu

Tris - EDTA Tamponu (TE, pH: 7. 5)

Tris- HC1 10 mM

Etilendiamintetraasetik asit (EDTA) 1 mM
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a) pCV1 ve pC15CAT Plazmit DNA’lan icin Escherichia coli Bakteri Kiiltiiriiniin

Hazirlanmasi

Kullanilan plazmitlerden pCV1 tetrasiklin, pC15CAT ise ampisilin direng geni tagr. ki
plazmit icin de kullanilan antibiyotik konsantrasyonlart disinda ayni islemler

uygulanmustir.

10 ml Lennox L Broth (LB, acumedia) besi yerine, antibiyotik stok c¢Ozeltisinden
caligma konsantrasyonuna uygun sekilde eklendi. Antibiyotik diren¢ geni tasiyan
plazmite sahip E.coli bakterisi, diren¢li olunan antibiyotigi iceren kiiltiire ekim

yapilarak +37°C de calkalayici su banyosunda bir gece inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonunda kiiltiir, 500 ml LB Broth besi yerine aktarildi. Tablo 3.1°de
belirtilen ¢alisma konsantrasyonlarina gore plazmit tiiriine uygun antibiyotik eklendi ve
ayni kosullarda inkiibasyona devam edildi. Yarim giin inkiibasyondan sonra, kiiltiire
protein sentezini durdurup, sadece plazmit amplifikasyonunu arttirmak amaciyla
caligma konsantrasyonu 170pg/ml olacak sekilde kloramfenikol eklendi ve bir gece

inkiibe edildi. Elde edilen bakteri kiiltiirii ertesi giin plazmit izolasyonunda kullanild.
b) Escherichia coli Hiicresinden Plazmit DNA izolasyonu

Calismada Genopure Plasmid Maxi Kit (Roche) kullanild1 ve kitin “Low Copy Number
Plasmids” prosediiriine uyuldu. Kitin ilk kullaniminda kit i¢cinde liyofilize halde kiigiik
bir sisede bulunan RNase A yine kite ait olan siispansiyon tamponu i¢inde ¢oziildii ve
iyice karigmalar1 saglandi. Elde edilen DNA cozeltisinin saflik ve miktar tayini 3.1.2.

boliimiinde anlatilan yonteme gore yapildi ve kullanilincaya kadar -20°C’ de saklandi.
3.1.2. Plazmit DNA Saflik ve Miktar Tayini

Elde edilen plazmit DNA c¢ozeltilerinin saflik ve miktar tayinleri spektrofotometrik
yontemle yapildi. TE tamponuna kars1 orneklerin 260 nm, 280 nm ve 320 nm’deki optik
dansite (OD) degerleri 6l¢iildii.

260 nm/280 nm’deki OD oranlar1 hesaplanarak, DNA ¢o6zeltisinin saflig1 tayin edildi
(Cozeltinin saflig1 i¢in bu oranin 1,8 — 2,00 arasinda olmasi gerekir. 1 OD’nin 50 pg/ml

cift sarmal DNA’ya esdeger oldugu bilinmektedir).

DNA Konsantrasyonu (pg/ml)=260 nm’de okunan OD degeri X Seyreltme Faktorii X
50
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3.1.3. Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz jel elektroforezi ile E. coli hiicresinden izole edilen pCV1 ve pC15CAT plazmit
DNA’larinm jel tizerindeki goriintii ve biiyiikliikleri tesbit edildi (32).

a) Agaroz Jel Elektroforezinde Kullanilan Tampon Cozeltiler

¢ Tris Asetat EDTA (TAE) Tamponu : Tamponun icerigi ve 100 ml icin gerekli
miktarlar1 Tablo 3.3’de gosterilmistir. Elektroforez i¢in 1 X TAE tamponu
kullanild1.

Tablo 3.3. Tris Asetat EDTA Tamponu

50 X TAE (pH=8.5)

Tampon Icerigi

Trizmabaz ............c.o.oooeeenne. 2M
Glasiyal Asetik Asit ............ 17,4 M
EDTA ..o 100 mM
Distile Su .......ccooeeveveneint. 100 ml

e Ornek Yiikleme Tamponu : Ornekleri jel oyuklarina yiiklemek icin rnek yiikleme
tamponu kullanildi. 6 X yiikleme tamponu stok olarak hazirlandi ve 1X yiikleme
tamponu stoktan seyreltilerek kullamldi. Ornek yiikleme tamponu igerigi Tablo

3.4°de gosterilmektedir.

Tablo 3.4. 6X yiikleme tamponu

6 X yiikleme Tamponu Miktar
Bromfenol mavisi % 0,25
Gliserol % 30

¢ Etidyum Bromiir Stok Cozeltisi : Etidyum bromiir (EtBr) stok c¢ozeltisi distile

suyla 10 mg/ml konsantrasyonda hazirlandi.
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b) Agaroz Jel Elektroforezi

pCV1 icin Parcalama (Digestion) Reaksiyonu Kurma : pCV1, EcoRI (Fermentas®
ER0271) ve Pstl (Fermentas® ER0611) isimli iki restriksiyon endoniikleaz (RE) ile
kesilerek 37°C’de 1 saat inkiibe edildi. EcoRI ve Pstl enzimleri kesim noktalar1 ve

parcalama reaksiyonu kurma oranlar1 Tablo 3.5.'de gOsterilmistir.

Tablo 3.5. EcoRI ve Pstl enzimleri kesim noktalar1 ve parcalama reaksiyonu kurma oranlari

EcoRI (Fermentas ® ER0271) PstI (Fermentas® ER0611)

S G|A-A-T-T-C........3' S C-T-G-C-AlG........3

3. C-T-T-A-A1G....... 5' 3. GTA-C-G-T-C.......5'

Niikleaz- icermeyen su ......... 16 ul | Niikleaz- icermeyen su ................ 44 ul
10X Buffer EcoRI................ 2ul | 10X Buffer O .....ooovveiviiiiiiinn. S5ul
DNA(0,5-1pg/ml)................ 1ul | DNA(O,5-Tpg/ml).....covenenenenenen. 1l
EcoRI......c.cooiiiiiiiii Tl | Pstloco 1l

pC15CAT Iicin Parcalama (Digestion) Reaksiyonu Kurma : pCI5CAT, HindIII
(Fermentas® ER0501) ve Bam HI (Fermentas® ER0051) olmak {iizere iki restriksiyon
endoniikleazla kesildi. Bu calismada enzimler ile ayr1 ayr1 ve iki enzim ayni tiipte
olacak sekilde ii¢ reaksiyon kuruldu (HindIII + Bam HI) ve 37°C’de 1 saat inkiibe
edildi. HindIII, BamHI ve HindIlI+ BamHI RE enzimleri kesim noktalar1 ve parcalama

reaksiyonu kurma oranlar1 Tablo 3.6.'da gosterilmistir.
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Tablo 3.6. HindIIl, BamHI ve HindIII+ BamHI RE enzimleri kesim noktalar1 ve parcalama reaksiyonu

kurma oranlar1

HindIII (Fermentas® ER0501) | BamHI (Fermentas® ER0051) | HindIII + Bam HI

S5 A|lA-G-C-T-T....... 3 S5 G|G-A-T-C-C....... 3
3. T-T-C-G-ATA...... 5' 3. C-C-T-A-G1G...... 5

N. icermeyen su......... 44 1l
Niikleaz- icermeyen su.......44 ul | N. icermeyen su............ 44 nl

10X BufferR............. S5ul
10X Buffer R................... Sul | 10X Buffer BamHI.........5 pl

DNA(0,5-1pg/ml)....... 1ul
DNA(0,5-1pg/ml)........... 1 pl DNA(0,5-1pg/ml)......... 1 ul

HindII.................... 1wl
HindII....................... 1ul BamHI..................... 1ul

BamHI................... 1wl

DNA Ladder Mix (Fermentas ® SM0331) : “DNA Ladder Mix” 100bp 10000 bp
araliginda cift sarmal DNA pargalarinin boyutlariin ve kalitelerinin agaroz jel iizerinde

belirlenmesini saglar. DNA Ladder Mix Hazirlanigi Tablo 3.7.'da gosterilmistir.

Tablo 3.7. DNA Ladder Mix Hazirlanisi

DNA Ladder Mix (Fermentas ® SM0331)

DNA Ladder........ccooveeviiiiiiiiinnnn. 1wl
6X Loading Dye Solution ..................... 1wl
Deionized Water ...........c..coooeiiiiiiniin 4 ul

Agaroz Jelin Hazirlanmasi : Elektroforez islemi sirasinda %1 konsantrasyonda agaroz
kullanildi. 1 g agaroz tartihip 100 ml 1X TAE iizerine eklendi. 5 dakika bekletildi,
ardindan mikrodalga firinda tamamen ¢oziinmesi saglandi. Agaroz c¢ozeltisi 50-55°C’ye
kadar sogutulduktan sonra, igerisine tarak yerlestirilmis olan yatay agaroz jel sistemi
(OwlI®) kaseti icine dokiildii. Jel polimerlestikten sonra kaset elektrik akiminin gecis
yoniine uygun konuma cevrildi ve tarak yavasca ¢ikarildi. Tank TAE tamponu ile jelin
lizeri tamamen kapanana kadar dolduruldu. Jelin tampon ile dengeye gelmesi i¢in 10

dakika beklendi.
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1 saat inkiibasyon sonrasinda orneklerden 13 pl alip, tizerlerine 2 pl yiikleme tamponu
eklendi. lyice karigmalari saglandi. Kuyucuklara ornekler sirayla TAE tamponu

tizerinden yiiklendi.

90V’luk gerilimde, jelin 2/3'lik kismma gelinceye kadar izleme boyasi ile yiiriitiildii,
ardindan jel EtBr ¢ozeltisi i¢ine yavasca birakildi ve 5 dakika bekletildi. 5 dakika

sonunda jel saf su ile yikandi. Sonrasinda UV goriintiileme cihazinda fotografi ¢ekildi.
3.2. HUCRE KULTURU

Calismada “Jurkat (Clone E6-1) hiicreleri” kullanildi. Hiicreler + 37°C’ de CO, 'li
inkiibatorde, delikli kapakli hiicre kiiltiir kaplar1 i¢inde tutuldu. Cogalan hiicrelerin bir

kism1 — 80°C’de krio yontemi ile dondurularak saklandi.

a) Jurkat Hiicre Kiiltiirii : Krio tiip i¢inde dondurulmus olan jurkat hiicreleri -
80°C’den cikarildiktan sonra, + 37 °C’ de ¢oziildii. Hiicrelerin iizerine 5 ml PBS eklendi
ve 1600 rpm (20°C)'de 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatan kismi atildi. Ardindan hiicre
pelleti lizerine 5 ml taze besi yeri eklenip yavasca pipetleyerek homojenize edildi ve

delikli hiicre kiiltiir kabina aktarilip CO, 'li inkiibatore yerlestirildi.

b) Jurkat Hiicrelerinin Pasaji : Calisma siiresince kullanilacak olan Jurkat
hiicrelerinin devaminin saglanmasi ve canliliginin korunmasi i¢in pasajlar yapildi. Flask
icindeki besi yeriyle birlikte hiicreler 15 ml’lik falkon tiiplere aktarildi. 600g’de +20
C®de 5 dakika santrifiij edilip, siipernatan kisim atildi. Pelet 5 ml penisilin iceren Fosfat
Buffer Saline (PBS, pH; 7,3) tamponu i¢inde ¢oziildii ve ayn1 kosullarda tekrar santrifiij
edildi. Siipernatan kisim ayrilip, olusan pellet onceden hazirlanmis besi yeri i¢cinde

¢oziildii ve kiiltiir kabina aktarildi.

¢) Hiicre Dondurma ve Saklama : Hiicreler besi yerleri degistirilirken yapildig1 gibi
santrifiij ve yikama islemlerinden gecirildi. Son asamada olusan pellet krio c¢ozeltisi
icinde ¢oziildii. Steril ependorflara 1’er ml olacak sekilde alind1 ve kademeli olarak

donmalar1 saglandi.

Hiicreler ilk olarak +4C°’de yarim saat, -20C°’de 3 saat bekletildikten sonra -80C°’ye
kaldirilarak uzun bir siire saklanabilir. Hiicre kiiltiirii besi yeri icerigi Tablo 3.8’de, PBS
tamponu igerigi Tablo 3.9.’da, krio ¢ozeltisi icerigi Tablo 3.10’da gosterilmistir.
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Hiicre Kiiltiirii Besiyeri Icerigi

Saklama Kosulu

RPMI-1640(Sigma®)
2mM L-glutamin

%1 penicillin/streptomicine

%10 Inactiveted Fetal Bovine Sera (FBS)

+4C°

Tablo 3.9. PBS tamponu

PBS Tamponu, 1L (PH:7,4)

Saklama Kosulu

136 mM NaCl

2 mM KCL

8mM Na,HPO,.H,O
1,5 mM KH,PO,

Oda 1s181 15-25 C°

Tablo 3.10. Krio ¢ozeltisi

Krio Cozeltisi Saklama Kosulu
%10DMSO (Dimetilsiilfoksit)
%90Inactivated Fetal Bovine -20C°
Serum

d) Fetal Bovine Sera’un Inaktivasyonu

Fetal Bovin Sera (FBS), besiyerinin en énemli protein kaynagidir. Inaktivasyon islemi

ile 1s1ya duyarli komplement

mikroorganizmalar mevcut

proteinler denatiire edilir. Ayrica ortamda mikoplazma gibi

olabilir. Istyla gerceklestirilen bu inaktivasyon prosesi

sayesinde besiyeri kontaminasyon riski azaltilmis olur.

Inaktivasyon sirasinda -20C°’de muhafaza edilen FBS almip 37C°lik su banyosuna
koyuldu ve burada ara ara calkalamak suretiyle erimesi saglandi. Tamamen eridikten
sonra 15 dakika kadar yine aralikli olarak karistirilarak FBS’nin 1sisinin 37C°’ye
gelmesi saglandi ve su banyosunun 1s1s1 +56C°’ye cikarildi. Is1 tamamen yiikselince her

10 dakikada bir karigtirmak suretiyle yarim saat su banyosunda bekletildi. Tamamen

sogumadan steril tiiplere alind1 ve -20C°’ye kaldirildi.
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3.3. DEAE-DEXTRAN YONTEMI iLE TRANSFEKSiYON

DEAE-dextran niikleik asitin negatif yiikleri ile baglant1 kuran katyonik bir polimerdir.
Yiiksek oranda pozitif yiike sahip oldugu i¢cin DNA’ya baglanip hiicre membraninin
negatif yiiklii bolgelerine tasir. Kompleks endositozla hiicre i¢cine alinir. Ancak DEAE-
dextran hiicreler icin toksik oldugundan hiicreye gore uygun konsantrasyonda olmali ve

reaksiyon siiresi iyi ayarlanmalidir.

DNA transfeksiyon ¢ozeltisi icerigi Tablo 3.11.’de gosterilmistir.

Tablo 3.11. DNA transfeksiyon ¢ozeltisi

DNA Transfeksiyon Cozeltisi

50mM Tris-HCI (pH:7.3)

RPMI-1640 Medium (Serum ve L-Glutamin igermeyen)
250pg/ml DEAE-dextran

Bir kuyucuk i¢in 1x10’hiicre

10pg/ml Plazmit ( Plazmitlerin her biri i¢in)

Transfeksiyon i¢in steril 6 kuyucuklu hiicre kiiltiirii kab1 kullanildi. Her kuyucuga esit
sayida hiicre (1x10”) koymak icin hiicreler Tyrpan mavisi ile boyanip, Thoma laminda
sayildi. Sayilan hiicreler transfeksiyon ¢ozeltisi i¢inde 1 saat 37°C’de inkiibe edildikten
sonra 5 dakika 800g’de santrifiij edildi. Ardindan serumsuz besi yeri ile iki kere
yikandi. Hiicre pelleti taze besiyeri i¢inde c¢oziilerek esit hacimlerde kuyucuklara
dagitildi. Etkisi arastirilan sistein tiirevleri kuyucuklara eklendi ve CO;’li inkiibatorde

48 saat inkiibe edildi (23).

Inkiibasyon sonunda CAT ELISA kiti (Roche) prosediiriine uyularak hiicrelerde
kloramfenikol asetil transferaz (CAT) aktivitesi Ol¢iildii. Sonuglar ELISA cihazinda
(BioTek, Synergy HT) 405 ve 490 (referans dalga boyu) nm’de, 10- 40 dakika i¢inde
okundu. CAT ekspresyonundaki artigin Tat protein aktivitesi ile dogru orantili olmasi

esasina dayanilarak sonuglar degerlendirildi.

CAT ELISA’nin calisma prensibi sandvi¢ ELISA modeline dayanmaktadir. “Microplate
modul (MP)” yiizeyine CAT antikorlar1 (anti-CAT) tutturulmustur. Transfekte hiicreler
parcalandiklarinda CAT iceren hiicre ekstraktit MP modiillere eklenir. CAT anti-CAT’a
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baglanir. Daha sonra eklenen antikor (anti-CAT-DIG) CAT’a baglanir. Ucgiincii
asamada peroksidaz iceren (anti-DIG-POD) antikor eklenir. Son olarak peroksidaz

substrat1 eklendiginde renk reaksiyonu olusur.

MP modiillere esit konsantrasyonda protein koymak i¢in hiicre ekstraktlarina Bradford

yontemi ile protein miktar tayini yapildi.
3.4. KULLANILAN SIiSTEIN TUREVi AMINOASITLER

Caligsmada kullanilan sistein tiirevleri Tablo 3.12.’de gosterilmistir.

Tablo 3.12.Kullanilan sistein tiirevi aminoasitler

Sistein Tiirevinin Adi Kimyasal Formiilii
O
1.L- Cysteine hydrochloride
HS OH - HCI
NH,
H NH,
2. L- Cysteine ethyl ester hydrochloride HS ' OVCH;:, * HCI
O
H NH,
3. L- Cysteine methyl ester hydrochloride HS \)\WOCH 3 ! HC
O
O
H2N/, OH
4. L- Cysteine S-sulfate H
S
\
SO5H
5.L- Cysteine sulfinic acid CH) NH2 C”)
|
HO —S — CH,CH—C —OH * H,0
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3.5. TRYPAN MAVIiSi CANLILIK TESTI (SITOTOKSISITE TESTI)

Tat iizerindeki etkileri arastirilan sistein tiirevlerinin, hiicreler tizerindeki toksik etkileri
incelendi. Transfeksiyonun gerceklestirildigi kosullarda, transfekte edilmemis hiicrelere,
her inhibitdr i¢cin tek bir konsantrasyonda cift kontrollii olarak inhibitorler verilip,
CO’li inkiibatérde 37C°de 48 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda her bir
kuyucuktaki canli ve Oli hiicre sayisi trypan mavisi ile boyama yapilarak Thoma
laminda sayildi. Bu sonuglara gore aminoasit tiirevlerinin hiicreler iizerindeki toksik
etkileri incelendi. Bu testte her inhibitér icin ayr1 kuyucuga on milyon hiicre ve
100pg/ml oraninda inhibitor koyuldu. Kontrol hiicre grubuna inhibitér yerine ayni
oranda steril distile su koyuldu. Boyanan hiicreler 6lii hiicre olarak sayild1 ve sonuglar

yorumlandi (32).



4. BULGULAR

4.1. AGAROZ JEL ELEKTROFOREZi BULGULARI

E.coli bakterisi icine transforme edilmis, HIV-1’in fat ve LTR DNA dizisini tasiyan

plazmitler izole edildi ve arindirildi. Daha sonra bu plazmitler restriksiyon

endoniikleazlar (RE) ile kesilerek kaliteleri agaroz jel elektroforezi ile saptandi (Sekil
4.1.).

Agaroz jel elektroforezi

}-"
-

o
—_— i
—

S

—

——

i o

Sekil 4.1. pC15 CAT ve pCV1 plazmitlerinin agaroz jel elektroforezi fotografi
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1. Kuyucuk: DNA- Ladder Mix, 2. kuyucuk: RE ile kesilmemis pCI5CAT, 3.
Kuyucuk: Hind III, 4. Kuyucuk: BamHI, 5.Kuyucuk: HindIlI+ BamHI, 6.Kuyucuk:
RE ile kesilmemis pCV1 7. Kuyucuk: Pstl, 8. Kuyucuk: EcoRI

Iki plazmit de ayn1 agaroz jel iizerinde yiiriitiildii. Agaroz jel elektroforez islemi birkag

kez yapild1 ve ayn1 bant olusumlar1 gozlendi.
pC15CAT'in Agaroz Jel Elektroforezi Bulgular:

HindIII ile yapilan kesim sonucunda biiyiikliikleri yaklasik 4,6 kBp ve 0,8 kBp olan iki
bant, BamHI ile yapilan kesim sonucu biiyiikliigii 5,4 kBp olan tek bir bant, HindIII +
BamHI ile yapilan kesim sonucunda biiyiikliikleri yaklasik 3,0 kBp, 1,6 kBp ve 800
kBp olan ii¢ bant gozlendi (Sekil 4.1.).

pCV1'in Agaroz Jel Elektroforezi Bulgular

EcoRlI ile yapilan kesim sonucunda biiyiikliigii yaklasik 9,2 kBp olan tek bir bant, Pstl
ile yapilan kesim sonucunda biri yaklasik 6,2 kBp, digeri 3,0 kBp olan iki bant
gozlendi (Sekil 4.1.).

4.2. FARKLI SISTEIN TUREVLERININ ETKIiLERIi

Calismada oncelikle, L-sistein hidroklorid, L-sistein etil ester hidroklorid, L-sistein
metil ester hidroklorid, L-sistein S-siilfat ve L-sistein siilfinik asit aminoasit
tirevlerinin 50 pg/ml’lik tek konsantrasyonda CAT aktivasyonu iizerine etkileri

incelenmistir.

Tat-proteinin aktivitesinin CAT ekspresyonu ile dogru orantili oldugu esasina
dayanilarak, Tat protein aktivitesinin inhibe olmasi durumu CAT aktivasyonunun 100’

den az olmasi ile aciklanmaistir.

Farkli inhibitorlerin % CAT aktivasyonu Grafik 4.1°de gosterilmistir.
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inhibitorler
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50ug/m| dozdaki inhibitorler

%CAT Aktivasyonu

Grafik 4.1. Inhibitorlerin 50pug/ml'lik tek dozda etkileri
1.L-sistein hidroklorid, 2. L-sistein etil ester hidroklorid,

3.L-sistein metil ester hidroklorid, 4.L-sistein siilfinik asit,  5.L-sistein S-siilfat

CAT aktivasyonlar1 karsilastirildiginda "L-sistein metil ester hidroklorid", CAT
aktivasyonunu %96'ya diisiiriirken, "L-sistein S-siilfat" dizisi %80.2'ye diistirmiistiir.
"L-sistein etil ester hidroklorid" ile artis ya da azalis gozlenmemistir. Bunun yaninda

"L-sistein hidroklorid" enzim aktivasyonunu %6 arttirmistir, "L-sistein siilfinik asit" ise

%3 arttirnustir.

Bu bulgular ile sadece "L-sistein metil ester hidroklorid" ve “L-sistein S-siilfat’’'in Tat
aktivitesi i¢in gerekli olan etkilesimi bloke edebildigi goriilmiistiir. Bu nedenle L-sistein
metil ester hidroklorid ve L-sistein S-siilfat'm inhibitor etkilerinin doza bagimli olup

olmadigini tespit etmek iizere inhibitorlerin 3 farkli dozdaki etkileri incelenmistir.



33

4.3. L-SISTEIN METIL ESTER HIDROKLORID'IN ARTAN DOZLARDAKI
ETKISI

L-sistein metil ester hidroklorid'in 50pg/ml, 75pg/ml ve 100 pg/ml dozlar1 denenmis ve
CAT enzim aktivasyonu iizerine olan etkilerinin karsilastirilmas1 Grafik 4.2°de

gosterilmistir.

L-sistein-metil-ester- hidroklorid

120 -

100

80 -

60 -

%CAT Aktivasyonu

40 -

20

50ug/mi 75ug/ml 100ug/ml

inhibitér konsantrasyonlari

Grafik 4.2.1-sistein metil ester hidroklorid’in artan dozlardaki etkisi

L-sistein metil ester hidroklorid CAT aktivasyonunu 50ug/ml dozda %96'ya, 75ug/ml
dozda %47'ye, 100 pg/ml dozda ise %82'ye diisiirmiistiir.
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4.4. L-SISTEIN S-SULFAT'IN ARTAN DOZLARDAKI ETKIiSi

L-sistein S-siilfat'in 50pg/ml, 75pg/ml ve 100 pg/ml dozlar1 denenmis ve CAT enzim

aktivasyonu iizerine olan etkilerinin karsilastirilmasi Grafik 4.3’de gosterilmistir.

L-sistein-S-Siilfat
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%CAT Aktivasyonu
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50ug/ml 75ug/ml 100ug/mi

inhibitér konsantrasyonlari

Grafik 4.3. L-Sistein S-Siilfat’in artan dozlardaki etkisi

L-Sistein S-Siilfat 50pug/ml dozda CAT aktivasyonunu %80.2'ye diisiiriirken, 75 pg/ml

ve 100ug/ml dozlarda inhibisyon gozlenmemistir.

4.5. TRIPAN MAVIiSi CANLILIK TESTi (SITOTOKSISITE TESTI)

48 saat inkiibasyon sonunda yapilan canlilik testinde kuyucuklardaki hiicreler tripan
mavisi ile boyanip Thoma laminda sayildi, canli ve 6lii hiicre sayilar: tespit edildi. Bu
testte her inhibitor i¢in ayr1 kuyucuga on milyon hiicre ve 100pg/ml oraninda inhibitor
koyuldu. Kontrol hiicre grubuna inhibitor yerine aynm1 oranda steril distile su koyuldu.
Kontrol ve inhibitorlerin deneme gruplar ¢ift kontrollii oldugu icin sayilan degerlerin

ortalamalar1 alindi. Elde edilen veriler Tablo 4.1’de gosterilmistir.
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Tablo 4.1. 48 saat inkiibasyon sonunda Iml’de tespit edilen hiicre sayilari, 1.inhibitor: L-sistein
hidroklorit, 2. inhibitor: L-sistein etil ester hidroklorid, 3. inhibitor: L-sistein metil ester hidroklorid, 4.
inhibitor : L-sistein siilfinik asit, 5. inhibitor: L-sistein S-siilfat

Kontrol Hiicre 1. inhibitor 2. Inhibitor 3. Inhibitor 4. Inhibitor 5. Inhibitor
Grubu K1+K 2/2 K1+K 2/2 K1+K 2/2 K1+K 2/2 K1+K2/2
K1+K2/2
Olii Canli Olii Canli Olii Canli Olii Canli Olii Canli Olii Canli
5x10° | 3,6x10° | 6x10° | 3.2x10° | 8x10° | 2,8x10° | 6x10° | 3,6x10° | 4x10° | 3,4x10° | 6x10° | 3,4x10°




5. TARTISMA VE SONUC

HIV, AIDS'in major sebebidir. Diinyada tahmini 40 milyon HIV pozitif kisi vardir ve
buna her y1l yaklasik 4 milyon yeni enfekte kisi eklenmektedir.

Yapilan caligmalar sonucunda HIV enfeksiyonuna karsi revers transkriptaz inhibitorleri
(33-36), viriis spesifik proteaz inhibitorleri (37-39), integraz inhibitorleri (40),
transaktivator protein (Tat) inhibitorleri (41-43) ve flizyon inhibitorleri (44)
gelistirilmistir.

Giiniimiizde HIV e kars1 uygulanan en etkin tedavi sekli HAART (Highly Active Anti-
Retroviral Therapy) yontemidir ve cesitli inhibitorlerin kombinasyonu seklinde
uygulanmaktadir. HAART tedavisi ile hastalarda viriis konsantrasyonu tesbit
edilemeyecek seviyelere inmektedir, fakat bir hafta gibi kisa bir siire aradan sonra, viriis

replikasyonu hizla tekrar ylikselmektedir (45).

HIV enfeksiyonuna karsi daha etkin bir tedavi yontemi gelistirebilmek i¢in yogun
caligsmalar yapilmaktadir, bu tedavi yontemlerinden biri de Tat aktivasyonunun inhibe

edilmesidir.

HIV'in replikasyonunu ve viriisiin enfektivitesini diizenleyen sisteme katkida bulunan
cesitli genleri vardir. Bu genlerden biri de tat’tir. HIV-Tat protein HIV-enfekte hiicreler
tarafindan {iretilir ve HIV-1 replikasyonunun transaktivasyonunda kritik rol oynar. Bu

da AIDS tedavisinde transaktivasyonun potansiyel anti-HIV ajanlar1 i¢in ideal hedef
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olabilecegini gostermektedir. Aynm1 zamanda HIV-1 ekstraseliiler Tat protein HIV
enfeksiyonunun ilerlemesinde kritik rol oynayan enfekte olmamis hiicrelerde cesitli
konak¢1 faktorlere de neden olur. Tat’in immunolojik inhibisyonu HIV enfekte
hastalarda hastaligin ilerlemesini azaltan terapotik sekil saglar ve AIDS'in ilerlemesini

geciktirir (23,46).

Tat-proteinin baslica iki fonksiyonu vardir. Birincisi olustugu hiicrede, hiicre DNA’sma
entegre olmus HIV-genomunu transaktive ederek yapisal genlerin ekspresyonunu ve
yeni viriislerin olusmasini saglamaktir (hiicre i¢i islevi) (47,48). Bu proteinin ikinci
fonksiyonu olustugu hiicreden ¢ikip hiicre disinda gosterdigi etkidir (hiicre dis1 islevi).
Hiicre dis1 islevini iki boliimde incelemek miimkiindiir. Birincisi HIV ile enfekte olmus,
fakat latent evrede olan hiicrelere girerek entegre olmus HIV-genomunu transaktive
edip yeni viriislerin olusmasmi saglar. Ikincisi heniiz HIV ile enfekte olmamis
hiicrelerde cesitli genlerin ekspresyonunu saglayarak immunsupresyona veya apoptoza
yol acarak immun sistemdeki hiicrelerin yok olmasina neden olur ve kalitim sisteminin
cokmesini saglar (49). Bu da cesitli tiimorlerin ve oportunistik enfeksiyonlarin

olusmasina neden olur.

Tat-protein 86-101 aminoasitten olugsmaktadir ve iki ekson tarafindan kodlanir (33,50).
Birinci eksondaki kodlarin translasyonu ile 72 amino asit iceren polipeptit sentezlenir ve
bu polipeptidin 3 fonksiyonel bolgesi vardir. Polipeptidin agik amino ucuna yakin
bolgesinde, asidik karakterdeki amino asitler fazla miktarda bulunmaktadir. Ayrica 2. ve
18. aminoasitler arasinda ii¢ kez tekrarlanan prolinxxxprolin zinciri mevcuttur. 22. ve
37. aminoasitler arasindaki bolge fazla sayida sistein icerir ve aktivitesi icin onemli olan
metal iyonlar ile bag olusturma o6zelligine sahiptir (51). 48. ve 56. aminoasitler
arasindaki kisim bazik aminoasitlerin yogun oldugu bir bolgedir ve Tat-protein bu
aminoasitler iizerinden niikleik asit zinciri ile bag kurar ve HIV-genomunu transaktive

eder (52).

Tat-proteinin 22-37 aminoasit zinciri arasinda bulunan sisteinlerin bulundugu bolge
yeni anti-HIV etkili bilesiklerin gelistirilmesinde ©Onemli bir yer tutmaktadir. Bu
bolgenin bloke edilirek, HIV’in replikasyonunun engellenmesi, AIDS tedavisine yeni

bir yol acabilme sans1 doguracaktir.

Tat aktivasyonunun sistein tiirevleri ile inhibe edilmesine yonelik bircok calisma

yapilmustir.
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1988 yilinda yapilan bir ¢alismada Chandra ve ark (23), sistein benzeri olan D-
Penicillamin’in Tat-protein (Transactivator of Transcription) ile katalize edilen HIV-1-

LTR transaktivasyonunu konsantrasyona bagli olarak inhibe ettigini tespit etmislerdir.

Baska bir calismada Demirhan ve ark (53), tiyol grubu tasiyan degisik bilesiklerin Tat-
proteini ile yoOnlendirilen HIV-1-LTR transaktivasyonu iizerine olan etkilerini
incelemislerdir.  N-(2-merkaptopropiyonil)glisin ~ (MPG), 2,3-dimerkaptopropanol
(DMP) ve 2,3-dimerkaptopropan sulfonik asit (DMPS) ile Jurkat ve U937 hiicrelerinde
yapilan testlerde transaktivasyon degisik derecelerde inhibe edilebilmistir. Bu
bilesiklerden DMP ve DMPS'nin, H9-hiicreleri ile yapilan arastirmalarda, antiviral etki

gostermekle beraber yiiksek derecede sitotoksik olduklar1 da tespit edilmistir.

Diger bir arastirmada Demirhan ve ark (54), D-penisilaminin L isomerine gore Tat
arach inhibisyonda, daha etkili bir inhibitér oldugunu tesbit etmislerdir. Calismada
HIV-1 Tat'a D ve L penisilaminin baglanmasi saglanmis ve Tat proteinin 20-38
aminoasitleriyle kaplanmis olan sisteince zengin bodlgesine D-penisilaminin segici
olarak baglandigi, L-isomerin bu se¢iciligi gostermedigi gozlenmistir. Ayrica anti-HIV
aktiviteye sahip ilk rapor edilen Tat arach transaktivasyon inhibitorii D-penisilamindir
ve D-penisilamin sisteinin yapisal analogudur. L-isomerler ise hiicresel proteinlerin
iclerine girmeleri yiiziinden yiiksek toksisite gosterirler. L-penisilaminin norotoksisitesi

literatiirle belgelenmistir.

Shogo Misumi ve ark (28), ekstraseliiler HIV-1 Tat proteinin sisteince zengin bolgesine
Zn'nin baglanmasmin, Tat- proteinin indiikledigi hiicre Oliimiiyle ilgili oldugunu
gostermislerdir. Zn baglanmis sisteince zengin bolge, HIV-1'in ilerlemesine sebep olan
ekstraseliiler Tat protein araclh patojenezin kontrolii icin anti-Tat as1 ve ajanlarin

gelistirilmesinde molekiiler bir hedeftir.

Krishnakumar Devadas ve ark (29), modifiye TAT 21-40 ve TAT 53-68 peptitlerini
kapsayan coklu peptit konjugat sistemi sentezlemislerdir ve boylece potansiyel antijen
olarak fonksiyonel aktif peptitlerin kullanilmas1 ile Tat proteinin fonksiyonel
bolgelerine baglanabilen ve viral replikasyonda Tat indiikleyici etkiyi inhibe eden
antikorlar {iiretilebilmistir. Bu ¢alismada HIV-1 Tat proteinin modifiye fonksiyonel
bolgelerinden olusan yeni, sentetik, coklu peptit konjugat sistemi kullanilmustir.
Sisteince zengin Tat’1n 21-40 peptitinde serbest siilfidriller metil veya t-butil gruplar ile

bloke edilir ve arjinince zengin Tat’in 53-68 peptitinde guanidin gruplari iire zinciriyle
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yer degistirir. Bu modifikasyonlar bu peptitlerle alakali bircok patolojik 6zelligi bloke

eder.

Tat HIV enfekte insanlarin serumunda ortaya c¢ikan saklanmis bir proteindir ve
elektrostatik etkilesimlerle, kemokin reseptorleriyle veya hiicre yiizeyindeki
integrinlerle hiicre ylizeyine baglanir. Sisteince zengin bolge (aa 22-37) ve cekirdek
bolgesi (1-48) beraberce invitro transkripsiyon igin kiigiik aktivasyon bolgesini
olusturur. Sisteince zengin bolge HIV-1 in farkli izolatlar1 arasinda yiiksek derecede
korunmustur ve invitro kosullarda monositlerde HIV enfeksiyonunun patojenitesine
aracilik etmektedir. Lin Zheng ve ark (55) ekstraseliiller HIV Tat ve Tat’in sisteince
zengin peptitinin monositlerdeki CCRS ekspresyonunu arttirdigini  gostermislerdir.

CCRS5, HIV enfeksiyonunda anahtar koreseptordiir.

Tez caligmasinda kullanilan pC15CAT ve pCV1 plazmitleri Arya ve ark’nin (31)
caligmasindan faydalanarak secilmistir. Bu plazmitlerin kalitelerini belirlemek iizere
yapilan agaroz jel elektroforezi sonucunda elde edilen jel fotografi Sekil 4.1.’de

gosterilmistir. Olusan bant biiyiikliikleri literatiir ile kiyaslanmustir.

Literatiire gore pC15CAT plazmiti BamHI ile tek noktadan kesilir ve biiyiikliigii 4.8
kBp olan bir bant olusumu goézlenir. Yaptigimiz agaroz jel elektroforezinde ise 5.4
kBp’lik bir bant gozlenmistir. HindIII ile iki noktadan kesilen pC15CAT literatiire gore
biri 4.5 kBp ‘lik digeri 0.3 kBp’lik iki bant olustururken, yaptigimiz agaroz jel
sonucunda yaklasik 4.6 kBp ve 0.8 kBp ‘lik iki bant olusumu gézlenmistir (Sekil 4.1).

Literatiire gore pCV1 EcoRlI ile tek noktadan kesilir ve biiyiikliigii 9.2 kBp olan bir bant
olusumu gozlenir. pCV1 Pstl ile iki noktadan kesilir, biri yaklasik 6.2 kBp, digeri 3.0
kBp olan iki bant gozlenir. pCV1 plazmiti i¢in olugsan bantlar literatiir ile uyumlu

bulunmustur (Sekil 4.1).

Bu tez calismasinda, sistein tiirevlerinin Tat aktivitesi {izerindeki inhibe edici etkileri
arastirilmistir.  Calisma icin yapisinda sistein igeren bes farkli aminoasit tiirevi
secilmistir. Bunlar L-sistein hidroklorid, L-sistein etil ester hidroklorid, L-sistein metil

ester hidroklorid, L-sistein siilfinik asit ve L-sistein S-siilfattir.

Yapilan ¢aligmalar dogrultusunda, sistein tiirevleri kullanilarak Tat aktivitesinin inhibe
edilmesi amaclanmustir. Tat protein aktivitesinin %CAT aktivasyonu ile dogru orantili

oldugu esasina dayanarak elde edilen bulgular degerlendirilmistir.
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Tez calismasinda %CAT aktivasyonu CAT ELISA kiti ile 6l¢iilmiistiir. Sonug¢ olarak,
CAT aktivasyonlar1 karsilastirildiginda  "L-sistein  metil ester hidroklorid"
CAT aktivasyonunu %96'ya diisiiriirken, "L-sistein S-siilfat" %80.2'ye diistirmiistiir.
"L-sistein etil ester hidroklorid" ile artis ya da azalis gozlenmemistir. Bunun yaninda
"L-sistein hidroklorid" enzim aktivasyonunu %6 arttirmistir, "L-sistein siilfinik asit" ise

%3 arttirmustir (Grafik 4.1.).

Inhibisyon gézlemlenen inhibitorlerde, inhibitorlerin 50pg/ml, 75pg/ml ve 100 pg/ml
dozlar1 denenmistir. L-sistein metil ester hidroklorid CAT aktivasyonunu 50ug/ml
dozda %96'ya, 75ng/ml dozda %47'ye, 100 pg/ml dozda ise %82'ye diisiirmiistiir.
(Grafik 4.2.) .

L-Sistein S-Siilfat 50pug/ml dozda CAT aktivasyonunu %80.2'ye diisiiriirken, 75 pg/ml
ve 100ug/ml dozlarda inhibisyon gozlenmemistir (Grafik 4.3.).

Bu sonuclara gore, her iki inhibit6riin de inhibe edici etkilerinin doza bagimli olmadig1
goriilmiistiir. L-sistein metil ester hidroklorid’in CAT aktivasyonunu en iyi inhibe ettigi
dozun 75pug/ml, L-Sistein S-Siilfat’in CAT aktivasyonunu en iyi inhibe ettigi dozun ise
50ug/ml oldugu goriilmiistiir.

Tez kapsaminda yapilan toksisite testi sonucu kontrol grubundaki canli hiicre sayisi
%100 olarak almip sonuglar degerlendirilmistir. Toksisite sonuclar1 Tablo 4.1.°de

verilmistir.

Inhibitoér etkisi arastirilan bilesiklerden L-sistein etil ester hidroklorid’le yapilan
toksisite testi sonucunda kontrol grubuna gore 6lii hiicre sayisi fazla ¢ikmistir. Bu da bu
inhibitoriin toksik etkisi olabilecegi seklinde yorumlanabilir. Diger inhibitorlerin toksik

etkileri olmadigi diisiiniilmektedir.

Bu ¢alismada HIV replikasyonu i¢in 6nemli olan Tat aktivasyonu, sistein tiirevleri ile
inhibe edilmeye calisilmistir. Bu amacla yapilan ¢alisma sonucunda L-sistein S-siilfat
ve L-sistein metil ester hidroklorid’in inhibe edici etkileri oldugu gozlenmis ve bu
bilesikler artan dozlarda denenmistir. Bu calismalar sonucunda her iki bilesik i¢in de

inhibisyonun doza bagh olmadig1 gézlenmistir.

Sonu¢ olarak L-sistein S-siilfat’mn CAT aktivasyonunu en iyi inhibe ettigi dozun

50pg/ml, L-sistein metil ester hidroklorid’in CAT aktivasyonunu en 1yi inhibe ettigi
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dozun 75pug/ml oldugu saptanmustir. Bu ¢alisma sonucunda elde edilen verilerin AIDS

tedavisi i¢in gelistirilecek ilaglar agisindan 6nemli oldugu diistiniilmektedir.
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