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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

Bir Tiirk populasyonunda CCRS5 Geni 432 Alelinin Dagihmi ve Cesitli Kanserlerle Iligkisi

Emire YILMAZ
Cumbhuriyet Universitesi

Fen bilimleri Enstitiist
Biyoloji Anabili Dah

Damgman: Yrd. Dog. Dr. Naci Degerli

Kemokin reseptér CCR5, HIV-1’in M-tropik tiirleri igin temel koreseptordiir. CCR5 'in
A32 mutant alelinin, homozigot bireylerde HIV-1 enfeksiyonuna kars: giiglii bir direng sagladigi
gosterilmistir. CCRS5 geninin kodlama bélgesi 1114 baz ¢ifti uzunlugundadir ve kromozom 3p21
tizerinde yer almaktadir.

Bu mutasyonun Avrupalilarda, siyahlar ve Asyalilara gére daha yiiksek siklikta olmasi ve
populasyonun cografik yerlesimine gore sikligimin degismesi, bunun dier populasyonlardaki
dagilimm belirlemeye yonelik bir ilgi olugturmustur. Bu mutant alelin sikhifi beyaz irkta
yaklasik %10’luk bir oranla nispeten yaygindir ve beyaz populasyondaki homozigot genotip
orani %1 olarak tespit edilmistir.

Bu ¢alismada 432 alelinin Tiirkiye’deki sikligim ve bu alelin baz1 kanser tiirleriyle olan
iligkisini belirlemeyi amacladik. Mevcut ¢alismada, polimeraz zincir reaksiyonu teknikleri
kullamlarak, Tiirkiye’nin Sivas ilinde yasayan 267 saglikli (ciddi bir hastalii olmayan) ve 20
beyin, 39 meme, 34 larinks ve 30 tiroid kanserli bireydeki CCR5-432 alel sikligim belirledik.
Ornekler Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesinden temin edilmistir. CCRS/CCRS
normal homozigot bireyler igin %95.6’lik (373/390) bir siklik ve CCR5/CCR5-A32 heterozigot
bireyler i¢in %4.35°1ik (17/390) bir siklik saptandi. Bu populasyonda CCR3 yabanil alel siklig1
%97.8 (763/790), mutant alel siklig1 ise %2.18 (17/780)’dir. Bununla birlikte test edilen
bireylerde higbir CCR5-A32 homozigot birey saptanamamusgtir.

Tirkiye ile ilgili sonuglarimz (0.0218), Bati Avrupa’da yapilmis olan ve kuzeyden
glineye dogru A32 siklifinda bir azalma oldugunu gésteren bulgularla uyumludur. Test edilen
gruplarda alel ve genotipik sikliklardaki farklilik, bazi kanserli doku ve non-infekte bireyler i¢in
istatistiki olarak anlamli bulunmamugtir. G6zlenen genotipik sikliklar ile beklenen sikliklar aym
oldugundan, test edilen populasyonun Hardy-Weinberg dengesinden bir sapma g6stermemekte-
dir (p<0.159).

Anahtar Kelimeler: CCR5, CCR5-432, HIV-1,genetik polimorfizm ve Tiirk
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SUMMARY
MSc THESIS
The 432 Allele Distribution of The CCR5 Gene in a Turkish Population and Its

Relationships with Several Cancers
EMIRE YILMAZ
Cumbhuriyet University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology
Supervisor: Ass. Prof. Naci Degerli

The chemokine receptor CCRS constitutes the major co receptor for the M-tropic strains
of HIV-1. A mutant allele of the CCRS5 gene named 432 was shown to confer a strong resistance
to homozygote individuals against HIV-1 infection. The entire coding region of CCRS5 gene is
1114 base pair long and located on the chromosome 3p21.

Since the frequency of this mutation is higher in Europeans than in Blacks and Asians,
and its frequency varies with the geographic location of a population, a great interest has been
generated for determination of its distribution in other populations. The frequency of this mutant
allele is relatively common in Caucasian with ratio of approximately 10 % and the frequency of
homozygote was reported as 1 per cent.

In the present study, we proposed to determine the frequency of 432 allele in Turkey
and its relationships with the several cancer types. We have determined the allelic frequency of
CCR5-432, in 267 healthy and 20 brain, 39 breast, 34 larynx and 30 thyroid cancerous
individuals living in Sivas, Turkey, using polymerase chain reaction. The samples were obtained
from The Medical Hospital of Cumhuriyet University. A 95.6 % (373/390) frequency of normal
CCR5/CCRS5 homozygous individuals and a 4.35 % (17/390) frequency of CCR5/CCRS5-432
heterozygous individuals were determined. The frequency of the CCR5 wild allele is 97.8 %
(763/780) and mutant allele 2.18 % (17/780) in this population. However, no homozygous
CCR5-A32 individual was detected among the individuals examined.

Since a general north to south downhill gradient of 432 frequencies was reported in west
Europe, our present result for Turkey (2.18 %) is correlated with these findings. The differences
in the allelic and genotypic frequencies among the tested groups found not statistically
significant for some cancerous and non-infected individuals. Since the observed genotypic
frequencies are similar to the expected genotypic ones, tested population did not show a
significant deviation from the Hardy-Weinberg equilibrium (p<0.159).

Key Words: CCRS5, CCR5-432, HIV-1,genetic polymorfism and Turks
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1-GIRi$
1.1-HIV’in Genel Ozellikleri

Insan immun yetmezlik viriisleri (HIV), kazamlmis immun yetmezlik
sendromuna (AIDS) neden olan etkenlerdir. Retroviridae ailesinden Lentivirinac
alt ailesinde yer alirlar (Y1ilmaz ve Ozkan, 2002).

AIDS ilk defa 1981 yilinda, halk sagligi kurumlarinda, nadir goriilen
enfeksiyonlar arasmnda not edilmistir. Kisa bir siire sonra bunun altmda‘Yétan
nedenin, gergekte genel bir immun yetmezlik oldugu anlagilmistir. Bdylece
viicutta normalde yliksek diizeyde etkili olan savunmalar, yaygin olarak maruz
kalinan patojenlerin yaptig1 enfeksiyonlar: 6nleyememektedir (Holmes, 2000).

1980’lerin ortalarinda, insan toplumlarinda dolanan iki farkli HIV oldugu
ortaya gikarilmistir. Enfeksiyonlarm bilyik gopunlugu, artan bir kiiresel daglim
gosteren HIV-1 tarafindan olugturulurken, Bati Afrika’nin yerli insanlarimin kiigiik
bir kisminda ya da orijin olarak bu bélgeden olanlarda gozlenen enfeksiyontar,
akraba bir virtlis olan HIV-2 tarafindan olusturulur. HIV-2, AIDS’e neden olan bir
ajan olsa da HIV-1’den daha az bulagici gibi g6riinmekte, daha yavas hizda
yayilmakta ve hastalarin tam bir hastalik tablosuna erismesi i¢in daha uzun bir
stireg gerekmektedir (Holmes, 2000). HIV-1 daha ¢ok Afrika, Asya, Avrupa,
Kuzey ve Giiney Amerika’da yaygmhik gostermektedir. -

2000 yili tahminlerine gbre 16 milyondan fazla insan HIV
enfeksiyonundan Slmiistiir. Diinya Saghik Orgiittintin (WHO) 2000 yili sonu
tahminlerine gére simdiye kadar diinyada 34.7 milyon eriskin ve 1.4 milyon
cocuk olmak {izere toplam 36.1 milyon kisi HIV ile enfektedir (Y1lmaz ve Ozkan,
2002).

HIV ile enfekte insanlarin yaklagik %70°i Sahra-Altt Afrika yerlesimli
olup, erigkinlerdeki ortalama yayginlik %8’e ulagmaktadir. Afrika’dan bagka en
cok etkilenen bolge Gliney ve Giiney-Dogu Asya olup yaklagik 6 milyon enfekte
insan bu boélgede yasamaktadir (Sekil 1). Bati Avrupa’da AIDS epidemisi
diinyanin diger bolgelerine oranla ¢ok daha az ciddi olsa da, bu bolgede bes yiiz
bin HIV-enfekte kisinin yagadig1 tahmin edilmektedir (Holmes, 2000)
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Sekil-1 HIV’in diinya iizerindeki genel cografik dagilimi (Freeman ve Herron,
1999)

1.1.1- HIV’in Evrimsel Farkhlasmasi

Insan ve diger primatlarin bagisiklik yetmezlik viriisleri arasinda Gnem-
li benzerlikler vardir. Bu viriislerin ortak bir atadan farklilastigi ve Cercopithecus
tiiri maymunlardan diger primatlara ve onlardan da yakin bir ge¢miste insanlara
yayildig1 &ne siiriilmektedir (Abacioglu, 1998). Nitekim, HIV-1’in sempanze
virtislerinden (Simian Immiinodeficiency Virus - SIVcpz), HIV-2’nin ise isli
maymun viriislerinden (SIVsm) koken aldigim gosteren epidemiyolojik ve mo-
lekiiler genetik kamtlar bulunmaktadir (Holmes, 2000). HIV-1 ve HIV-2 arasin-
da niikleotid diizeyindeki farklilik, olasilikla bu viriislerin farkli maymun tiir-
lerinden koken almas: ile iligkilidir. Her iki tip te AIDS’e yol agmakla birlikte,
HIV-1 ve HIV-2 arasinda biyolojik 6zellikler ve epidemiyolojik agidan da
farkliliklar vardir. HIV-1’de vpu geni bulunurken, HIV-2’de bu gen bulun-
mamaktadir. HIV-2’de bulunan vpx ve vpr genleri ise tip 1 viriislerde bulun-

mamaktadir. HIV-2 ile enfekte bireylerde klinik latent dénem daha uzun ve



bu dénemde dolagimdaki viral yiik daha diigiiktiir. HIV-2 ile vertikal ve horizontal
bulagma riskleri de daha azdir. Bu bulgular, HIV-2’nin virulansimin daha diisiik
oldugunu gostermektedir. Diger yandan HIV-1 tiim diinyada yaygin iken, HIV-2
¢ogunlukla Bat1 Afrika iilkelerinde yasayanlarda saptanmaktadir (Holmes, 2000).
Viral gegislerin mantikli bir agiklamasi vardir: Isli maymunlar zaman zaman
beslenen ve bazen de bu bolgelerde yemek olarak yenilen Bati Afrika maymun
tiirleridir ve HIV-2’nin cografik dagilimi Bat1 Afrika’dan koken aldigini kuvvetle
ileri stirmektedir. Sonu¢ olarak eldeki tiim kamtlar, HIV-2’nin zoonotik
(hayvandan insana gegen) bir hastalik olarak ve dogal yoldan enfekte kaynak
populasyon olarak isli maymunlarindan aktarildigini gostermektedir (Holmes,
2000; Freeman ve Herron, 1999).

HIV-1 igin de benzer bir mekanizma ileri siiriilmiistiir. Sempanzelerin
avlanityor olmasi viral gegis agisindan bir fikir sunmaktadir. Bununla birlikte
sorun, dogadaki vahsi ya da evcil hayvanlarda nadir goriilmesine baglh olarak
sempanzelerde goriilen diisiik viriis prevelansidir. Bu gekilde nadir enfekte olan
bir kaynak populasyon, hem insanlar hem de sempanzelerin kendi lentiviriislerini
bagimsiz olarak ve halen bilinmeyen tiglincti bir kaynaktan edindikleri anlamina
gelebilir. Fakat bu konuda yapilan ¢aligmalar herhangi bir sonug¢ saglamamistir
(Holmes, 2000; Freeman ve Herron, 1999).

1.1.2 — HIV’in Mikrobiyolojik Ozellikleri

HIV, 110 nm ¢apinda sferik, koni sekilli ve niikleokapsitin iki tabakali lipit
zarfla gevrili oldugu bir virtistiir (Sekil 2-a). Zarf tizerinde 72 adet ¢ikint1 yer alir.
Bu uzantilar iki glikoproteinden olusur. Bunlara gp120 ve gp4l denir. Gp41 iki
tabakali lipit i¢inde yer alan transmembran glikoproteinidir. Gp120 ise gp4l’e
baglidir ve viriisin ylizeyinde yer alir. Ana fonksiyonu uygun hiicre yiizey
reseptorlerini tastyan hiicreleri baglamaktir (Yilmaz ve Ozkan, 2002; Campell,
1997).

1.1.3 — Viral Genetik Cesitlilik

HIV-1 ve HIV-2, bir virionun iginde, yaklasik 11 kb uzunlugunda iki tek

zincirli RNA  genomunun bulunmasiyla karakterize (pseudohaploid) olan

retroviriislerdir. Viral replikasyon, RNA kopyasindan proviriis olarak bilinen bir



DNA kopyast olugturan reverz transkriptaz (RT) enzimine ihtiyag duyar (Holmes,
2000).

HIV, biiyiik bir replikasyon giiciine sahiptir ve buna bagl olarak ¢ok hizli
mutasyon iretir. RT’nin yiiksek diizeyde hata yapmasi sonucu, genomun her
replikasyonu esnasinda bir hata olusur. Mutasyon ve replikasyon siirelerinin hizli
olmasi, HIV’deki niikleotid degisim hizinin, insan genlerindekinden 1 milyon kat
daha fazla oldugunu gosterir. Bu hizli evrimsel siirecin en 6nemli genetik sonucu
bireysel antiviral ilaglara direncin aylar iginde kazamilabilmesi, boylece tedavi
olanaklarinin ciddi gekilde ¢okmesi ve kiiresel olarak etkili ilag tiretiminin
oldukea zorlasmasidir (Holmes, 2000).

Hizli mutasyon ve rekombinasyon nedeniyle ¢ok degisken olan HIV’in
farkli grup ve alt tipleri vardir. Bugiine kadar ti¢ HIV-1 grubu tamimlanmigtir;
bunlar “M”, “O” ve “N” dir. Bunlarin 6nemini farkli cografik dagilimlari belitler.
M grubu endemikligine gére A’dan K’ya kadar 11 alt tipe ayrilmistir. O ve N
gruplarinda bdyle bir alt tip ayirimi bulunmamusgtir.

HIV-2 igin de filogenetik gruplar tammlanmigtir (alt tipler A’dan G’e
kadar gesitlilik arz eder). Bunlarin hepsi Bati Afrika’da bulunmakta ve az oranda
cografik farklilasma gostermektedirler (Holmes, 2000).

1.2 — Viral Yasam Dongiisii

HIV, hiicre yiizeylerinde cesitli reseptorlerle etkilesir. Tercihi olarak,
makrofajlar ve T lenfositler gibi CD4+ reseptérii tagiyan hiicreleri enfekte eder.
Enfekte ettigi hiicre tipine gore tiirler birbirinden ayrilmaktadir. Makrofajlar ve
primer T hiicrelerinde replike olan HIV tiirleri M-tropik tiirler, sadece T
hiicrelerinde replike olabilen tiirler ise T-tropik tiirlerdir (Samson ve Ark., 1996).

HIV’in yasam doéngiisti viral tutunmayi ve konak hiicreye girigi kapsar.
Bunu reverz transkripsyon ve proviriisiin konak genomuna entegrasyonu takip
eder. Enfekte hiicreler aktive olduktan sonra viral transkripsyon, translasyon,
virion olusumu en son olarak tomurcuklanma (Sekil 2-b) ile yasam déngiisii

tamamlamr (Campell, 1997).
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Enfekte konaklarda giinde 10' virion iiretilir ve virionlarm plazmadaki
yar1 omiirleri yaklagik olarak 8 saattir. HIV’in yagsam dongiisiinde ilk asama,
virlistin hiicre yiizeyine tutundugu agamadir. Lipit tabaka i¢inde gémiilii olan
gpl20 proteini ile viriis, hedef hiicre ylizeyindeki reseptorii baglar (Sekil 2-b).
Hiicre ylizeyine baglanma islemi, HIV’in hedef hiicre yiizeyindeki ikinci bir
proteine (koreseptdr) tutunmas: ile tamamlanir. Sonraki asamada, HIV’in lipit
zarfi konak hiicre membram ile kaynagir ve viriistin kor denilen kismi1 konak hiicre
stoplazmasina aktarilir. HIV-RNA genomu, reverz transkriptaz enzimi araciligiyla
cift zincirli DNA’ya ¢evrilir. Bu sentez, konak hiicrenin ATP ve niikleotidleri
kullamilarak gergeklestirilir. Bundan sonra viral DNA konak hiicre DNA’sina
entegre olur ve konak hiicrenin RNA polimeraz II enzimi tarafindan transkribe
edilir. Olugan viral mRNA konak hiicrenin ribozomlar: tarafindan translasyona
tabi tutularak proteinler {retilir. Viral proteinler ve RNA genom kopyalar
sentezlendikten sonra konak hiicre stoplazmasinda yeni virionlar olusur.
Virionlarin hiicre membramindan tomurcuklanarak hiicre disina salinmast ile hiicre
déngiisti tamamlanmis olur.

HIV, regulatér genler igeren 11 kb uzunlugunda kompleks bir genoma
sahiptir (Sekil 3). HIV genomik RNA’simin her iki ucunda “uzun terminal
tekrarlar-long terminal repeats” (LTRs) yer alir. LTR dizileri farkli hiicresel
transkripsiyon faktorlerinin baglanmasinda kullanilan “promotér”, “enhancer” ve
diger gen dizilerini igerir. Genomun 5' ucunda bulunan gag geni 6nciil bir
poliproteini kodlar (Pr55) ve bu protein dort kiigiik yapisal protein olugturmak
tizere kesilir. Bu kesim islemini yapan proteaz, pol geni tarafindan kodlanir ve
ikinci bir uzun poliproteinin bir parcasidir (Pr160). Pr160, gag-polRNA tarafindan
iiretilir. Reverz transkriptaz da bu proteinin bir par¢asidir. Uglincti 6nemli 'gen
bolgesi env, gpl60 denilen bir proteini kodlar (Tablo 1). Bu, glikozillenmis bir
proteindir ve daha sonra konak hiicre proteazi tarafindan iki kiigiikk molekiile
kesilir: gp41 ve gpl20. Boylece gag ve pol tarafindan kodlanan proteinler
genomik RNA’nin gevresini sarar ve bu yap: hiicre ylizeyinden tomurcuklanir.
Tomurcuklanma esnasinda hiicre membranindan lipit bir tabaka ve gp120 ile gp41

proteinlerini kazamr (Yilmaz ve Ozkan, 2002).



Tablo1. HIV genomunda yer alan genler
(Watson ve Ark., 1992)

Env

Virtis zarf proteinlerini kodlar

Gag

Cor proteinlerini kodlar

Nef

Fonksiyonu tam olarak bilinmemektedir

Pol

Viral enzimleri kodlar

Rev

RNA’nin stoplazmaya salinimim saglayan
Rev proteinini kodlar

Tat

Tat proteinini kodlar

vif

Virlis partikiillerinin infektivitesini belir-
ler

Vpr

Transkripsyonel aktivatorii kodlar

Vpu

Viral tomurcuklanmada rol oynar

gag i
- S T R AR T P B N e T
PN s HARA L RTOE B e s o

Sekil-3 HIV genomunun gsematik goriintimii (Watson ve Ark., 1992)




HIV enfeksiyonunda biiyiik rol oynayan ii¢ temel gen vardir. Bunlar, fat,
rev ve nef genleridir. Tat geni, Tat isimli bir proteini kodlar ve bu protein HIV
genlerinin yiiksek diizeyde ekspresyonunu tesvik eder. Rev geni, enfeksiyonda
kritik rol oynayan Rev proteinini kodlar. Bu protein, HIV-RNA’nin nukleustan
stoplazmaya hareketini diizenler. Nef geninin fonksiyonu tam olarak
bilinmemektedir, ama enfeksiyonun yiiksek diizeyde devam etmesini sagladig
diistiniilmektedir (Yilmaz ve Ozkan, 2002).

1.3 - HIV’in Hiicrelere Girisi Ile Ilgili Hiicre Yiizey Reseptorleri

HIV, hiicre yiizeylerinde ¢esitli reseptorlerle etkilegir. CD4 ve koreseptdr
olmak tizere iki reseptSr tiirli viral ve hiicresel membranin kaynagmasim
tetiklemek amaciyla sirayla etki eder ve viriisiin hiicreye girisinde rol alir.

In vivo ortamda HIV tarafindan hedeflenen ana hiicreler T-hiicreleri,
makrofajlar ve muhtemelen dendritik hiicrelerdir. Bu hiicresel tercih, temel olarak
hiicre ylizeyine tutunmak ve hiicrelere girmek amaciyla HIV igin gerekli olan
hiicre ylizey reseptorleri tarafindan belirlenir. Genelde CD4 ve bir koresept6r
olmak tizere iki farkli reseptor, HIV’in hiicreleri etkili sekilde enfekte etmesinde
6nemlidir (Clapham ve McKnight, 2001).

HIV hiicrelere girmek icin CD4 ve bir 7-transmembran (7Tm)
koreseptoriiyle etkilegir. Viriis partikiillerinin yiizeyindeki zarf glikoprotein
¢ikintilari, transmembran gp41’e non-kovalent olarak bagli olan dis yiizey gp120’i
kapsar. CD4’tn gpl20°’e baglanmasi, koreseptér igin baglanma bolgesi
olusturmak tiizere yapisal bir degisimi tetikler. Koreseptor baglandig: zaman daha
ileri diizeyde bir yapisal diizenleme baglamig olur. Bu degisimler temel olarak
gp41°de olusur. Sonugta viral ve hiicresel membranlarin kaynagmas: tetiklenmis
olur.

Ondértten fazla 7Tm reseptoriiniin, HIV igin potansiyel koreseptérler
oldugu belirlenmigtir. Bu reseptorler kemokin reseptor ailesinin tiyeleridir. CCRS
ve CXCR4 en temel koreseptorlerdir. CCRS, in vivo ortamda kullanilan asil
koreseptordiir. Bununla birlikte bagka bir koreseptér olan CXCR4’4 kullanan
varyantlar da mevcuttur. Alternatif koreseptorleri kendi yarari igin kullanma

kapasitesi, HIV tlirleri i¢in avantaj saglamakta ve daha genis bir hiicre tropizmi



sunmaktadir. Bununla birlikte son kamitlar CCR5 veya CXCR4 disindaki
koreseptorlerin in vivo kullammmm kisitlanmis oldugunu gosterir (Clapham ve
McKnight, 2001).

1.4 — Kemokin Reseptorler Nedir?

Kemokin reseptorler fizyolojik olarak T-hiicrelerinin ve makrofajlarin
yang: olaymnin meydana geldigi bolgeye go¢ etmesine aracilik edetler (Liu ve Ark,
1996). Kemokin reseptorler, kemokin denilen kiiciik peptidleri baglayan hiicre
ylizey proteinleridir. Kemokinler, tarihsel olarak korunmus olan (konserved)
sistein amino asitlerin yerlesim yerine ve sayisina gore ii¢ grup altinda
smiflandirilabilirler: C, CC ve CXC. Kemokin reseptérler, bagladiklar1 kemokin
ligandlarina gore gruplandirilirlar: CC, CXC ya da her ikisi. Baz1 reseptorler
ligand baglama agisindan segici iken, bazilarimin bu tip bir 6zelligi yoktur.
Reseptorler, hematopoietik (kanin gekilli elamanlari) ve diger hiicrelerde genis
oranda dagilmiglardir. Cesitli insan kemokin reseptorleri gen dizileri ve tirettikleri
protein yapilarimin benzerligine gére smiflandirilmistir (McNicholl ve Ark.,
1997).

C-C ya da B kemokin reseptérler, heterotrimerik (ii¢ farkli birimin
birlikteligi) GTP-baglayan protein baglantili reseptdr ailesinde yer alirlar. C-C
kemokin reseptérler yedi transmembran domain igerirler ve tipik olarak intron
icermezler (Dean ve Ark., 1996). Reseptorlerin hiicre i¢i kisimlar hiicre sinyalinde
rol alwrken, hiicre dis1 kisimlar kemokin baglamada rol alirlar. Reseptér-ligand
etkilesimine G-protein baglantili etkilegimler aracilik eder (McNicholl ve Ark.,
1997). Baz1 kemokin reseptorler, enfeksiyoz hastaliklara egilim ya da patojenezde
onemli bir rol alirlar. Cesitli CC ya da CXC reseptorleri, HIV-1 ve HIV-2
tarafindan girig kofaktorii olarak kullanilirlar (McNicholl ve Ark., 1997).

1.4.1 — Kemokin Reseptirler ve HIV

HIV’in hiicrelere girisi ile ilgili en biiylk koreseptdrler CCR5 ve
CXCR4’tiir. Biitiin HIV-1 izolatlar1 bunlardan birini ya da her ikisini birden
kullanabilirler (Clapham ve McNight, 2001). Farkli reseptor tercihine sahip olan
HIV-1 izolatlar1, in vivo olarak farkli enfeksiyon agamalariyla iligkilidirler. Primer
HIV enfeksiyonlarimin % 90’1 veya daha fazlasindan sorumlu olan M-tropik ya da



10

R-5 izolatlar1 denilen viriisler, koreseptdr olarak bir kemokin reseptdr olan
CCR5’i kullanirlar. Alt tip B olarak bilinen HIV virtisleri ise koreseptér olarak
CXCR4’ii kullanirlar (O’Brien ve Moore, 2000).

1.4.1.1 — Gp120 ve Koreseptorler Arasmndaki Etkilesim

CD4 baglanma bolgesini gekillendiren gpl20 tizerindeki aminoasitlerin
bazilar1 degiskendir ve bu amino asit dizi atiklarn ile ilgili olarak, CD4
etkilesiminde, yan zincirlerden ¢ok peptid omurgast rol oynar. Gp120 {izerindeki
koreseptor baglanma bolgesi, genelde CD4 baglanana kadar tam olarak aci8a
¢ikarilmaz (Clapham ve McKnight, 2001).

Gpl120°’nin V1, V2 ve V3 bolgeleri, CCRS ya da CXCR4 ile etkilesir. Bu
bolgeler virlisiin makrofajlar ve T-lenfositlere girisinden sorumludur (Cunnigham,
2000). Koreseptorlerle etkilesimde rol alan gp120 bélgesinin, ¢ikintili ve degisken
V1-V2 ile V3 looplar1 arasinda bulunan nispeten korunmus “bridging sheet-koprii
kurucu levha” igerdigi diistiniilmektedir. V3 loop’unun hiicre tropizminin en
biiyiik belirleyicisi oldugu uzun zamandan beri bilinmektedir. V3’teki pozitif
yiklii aminoasitler, CXCR4 kullammi ile iligkilidir. V1-V2 looplarinin,
koreseptor etkilesimindeki rolii net degildir. Clinkli V1-V2’ye sahip olmayan
HIV-1 mutantlan da enfekte edici Ozelliktedir. Ayrica benzer sekilde,
rekombinant olarak V1-V2’si silinmig gp120 de koreseptorleri baglar. Bununla
birlikte V1 ve V2, hem hiicre tropizmini hem de kullanilan koreseptorleri etkiler
(Clapham ve McKnight, 2001).

Yedi transmembran bolge ile gevrelenmis merkezi bir por igeren kemokin
reseptorler, hiicre membraninda gubuk seklinde yer alirlar. Hiicre ylizeyinde dort
bolge olusturulmugtur: Bunlar N-terminal ve fi¢ hiicreler aras1 loop (El, E2 ve
E3). Koreseptorler, hiicre yiizeylerinde ve farkli hiicre tiplerinde farkh
konformasyonlar kazamrlar ve bu HIV enfeksiyonunu destekleme yeteneklerini
etkiler. Koreseptorler tizerinde N-terminal ve E2 etrafindaki iki bolge, HIV’in
hiicre igine girisinde rol alir. Mutajenez ¢alismalarindan elde edilen bilgiler
is1ginda, CCR5’in N-terminal bolgesinin, CCRS kullanan (R5) HIV-1 ile ilgili
koreseptdr aktivitesi agisindan Onemli oldugu gosterilmistir (Clapham ve
McKnight, 2001).
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CXCR4 kullanan X4 tiirleri igin E2 Onemlidir ve CXCR4’tn N-
terminalinin delesyonu tiim tiirlerde degil ama baz tiirlerde ufak etkilere sahiptir.
Boylece X4 virlis girigini, CXCR4’tin E2 loopu kadar kimerik (farkl:
kaynaklardan alt tinitelerin dizi kangimindan ibaret protein) koreseptérler de
destekler (Clapham ve McKnight, 2001).

Gp120-koreseptor etkilesimlerinde, elektrostatik yilkk etkilesimleri de rol
oynar. CCR5’in, koreseptdr fonksiyonu igin 6nemli olan N-terminal bolgesi, dort
stilfatlanmug tirozin atif1 ve {i¢ aminoasit nedeniyle negatif olarak yiikliidiir. Bu
negatif yiiklii atiklar, gpl20 {iizerindeki koprii kurucu levha etrafinda ve bu
levhada yer alan pozitif aminoasitlerle etkilesmeyi saglayabilir. Ayrica, X4
tiirlerinin V3 looplar1 yliksek diizeyde pozitif yliklii iken, CXCR4’tin E2 kismi,
bes negatif yiiklii aminoasit igerir ve bu zit yiikli ylizeyler muhtemelen karsilikl
olarak etkilegirler. Bununla birlikte, bes asidik ytiklii atifin hepsinin mutajenezi,
HIV enfeksiyonunu tamamen yok etmez. Béylece CCR5’in N-terminalinde ve
CXCR4’un E2’sindeki negatif yiiklii atik unsurlar sirasiyla RS ve X4 tiirlerinin
clektrostatik etkilesimi sonucu, gpl20-koreseptor etkilesimini artinir ama
atkilesimin spesifikligini belirlemez (Calpham ve McKnight, 2001).

Gp120 tizerindeki V3 loopu, koprii kurucu levha ve V1-V2 loopundaki
bolgeler, koreseptoriin N-terminal ve E2 bolgeleri ile en az iki spesifik etkilesime
katkida bulunurlar. Her bolgedeki “yliksek affinite” etkilegimi, enfeksiyonun
tetiklenmesini gerektirmeyebilir ve buda koreseptor etkilesiminin spesifikliginin,
neden N-terminal ya da E2 ile diizenlenmedigini agiklar. Ozetle, farkli viriis
tiirleri, hiicreyi tanima ve hiicreyle kaynasma icin kendi yararlarina kullandiklar:
koreseptorlerin spesifik aminoasitleri ve bolgeleri agisindan oldukga farklilik
gosterirler. HIV’in etkilesimlerinde yer alan zarf ve koreseptor atiklar: degistirme
kapasitesi, immun kagigin en temel mekanizmasi olacaktir (Calpham ve
McKnight, 2001).

HIV bulagimim ya da hastalik siirecini etkileyen CCRS genindeki ¢esitli
polimorfizmler, bu koreseptorlerin in vivo 6nemine 151k tutmustur. En 6nemli
polimorfizm, hiicre ylizeyine ¢ikamayan kusurlu bir CCRS {iriinii ile sonuglanan,
kodlama bélgesindeki 32 baz ¢iftinin (CCR5 432) delesyonudur. Bdylece
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homozigotlar CCRS5-negatiftir. Cinsel iligki, kan temas1 ya da anneden ¢ocuga
gibi, hangi tiir bulagma riski olursa olsun HIV enfeksiyonuna karsi olan
direngleri, CCR5’in bulagma asamasinda 6nemli bir rolii oldugunu gosterir.
Bununla birlikte, bulasma sadece CCR5 yolunu izlemez ve tanimlanmis olan HIV
pozitif birkag CCRS homozigot, CXCR4 kullanan viriisleri tasir gibi
goriinmektedirler. Kusurlu CCR5 432 gen iiriinii, endoplazmik retikulumda
yabanil tip CCRS iceren oligomerler formunda olabilir ve bu yiizden
heterozigotlarin, hiicre yiizeyindeki CCR5’in %50’den fazlasimt kaybetme
olasiigi vardir. HIV pozitif olan CCR5 432 igeren heterozigot bireyler, HIV
patojenezinde, daha yavag bir hastalik seyri gosterirler. Dikkat gekici CXCR4
polimorfizmlerine raslanmamistir. Bunun nedeni muhtemelen CXCR4’iin,
gelisimde temel bir ihtiyag olmasi ve “nakavt” fenotipin farelerde 6liimciil
olmasidir. CXCR4 kullanan viriislerin ¢ikisiyla iligkili olarak CD4+ hiicrelerin
hizla kaybedilmesi ve daha hizl hastalik seyri, baz1 bireylerde CXCR4’{in in vivo
onemli bir roliinii gosterir. [n vivo ortamda, HIV-1 replikasyonu ile ilgili diger
koreseptorlerin 6nemi ve patogenezi belirli degildir. Bununla birlikte son kamtlar,
CXCR6’nin in vitro ortamda primer T hiicrelerinin alt setinin infeksiyonu ile
iligkili oldugunu ve CCRS8’in timositlerin enfeksiyonunu destekledigini
gostermigtir. Bu koreseptorlerin bu tip primer hiicre kiiltiirlerinin enfeksiyonunu
destekleme kapasitesi in vivo ortamda muhtemel bir rol agisindan daha giiglii bir
destek saglar (Clapham ve McKnight, 2001).

1.4.2 — Kemokin Reseptorlerdeki Genetik Varyasyonlar (Polimorfizm)

. HIV koreseptorlerini (CD4, CCR5, CXCR4), ligandlarm ve az etkili olan
diger kemokin reseptérlerini belirleyen kodlama ve regiilator genlerde yaygin
genetik mutasyonlar oldugu kesfedilmistir. Bu genetik polimorfizm, klinik
sonuglarla iligkili olan populasyon genetik dengesindeki bozulmalar agisindan,
AIDS epidemiyolojik gruplarinda degerlendirilmigtir. AIDS epidemiyolojik
gruplarinda ¢oklu Kklinik parametreler degistigi halde, genetik polimorfizm
agisindan potansiyel etki bolgesi olarak beg klinik noktaya odaklanilmugtir.
Boylece genetik iligkiler;
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(1) HIV’e maruz kalmis kisilerin, enfekte mi olduklarina ya da enfeksiyona
direncli mi olduklarina gére,

(2) enfeksiyondan sonra klinik AIDS gelisim hizina;

(3) gergek AIDS’i tamimlayan hastalik gelisimine (Kaposi sarkomu,
Prneumocystic carjnii ppeumonisi, ndrolojik patoloji, lenfoma, CMV ve
diger hastaliklar);

(4) HIV’e yonelik hiicresel ve sayisal immun yanita; ve son olarak

(5) AIDS’in geri dondurilmesinde yiiksek oranda aktif anti-retroviral
terapinin (HAART) basaris1 ya da yetmezligine goére arastirilmigtir
(O’Brien ve Moore, 2000).

Ik AIDS smurlayic: alel olan CCR5-432, 1996°da kesfedildi ve varyant
agisindan homozigot olan HIV’e maruz kalmis bireyler arasinda, HIV
enfeksiyonuna karsi somut bir direng oldugu gériilmiistiic (Liu ve Ark, 1996;
Samson ve Ark., 1996; Martinson ve Ark., 1997). Ayrica, CCRS5’in upstream
regulatdr bolgesinde ve stromal kaynakli faktor — stromal derivated factor -SDF-1
ile ilgili transkriptin 3/ untransle bolgesinde ek varyantlarin da, grup
calismalarinda AIDS gelisim hizim etkiledigi gosterilmigtir. HIV enfeksiyonu ve
AIDS sonuglan tizerindeki bu genetik etkilerin dogrulanmasi, konak hiicresel
aygitin, AIDS’e dogru saglam gidig ile ilgili roline y&nelik anlayisi
degistirmistir. (O’Brien ve Moore, 2000).
1.4.2.1 - CCR5-432 Varyant1 ve AIDS

CCRS5 yapisal geni, kromozom 3p21 tizerinde haritalanmigtir (Sekil 4).
Liu ve Ark. (1996), CCRS lokusunda, eseysel yolla bulastirilan ve HIV-1
wrklarinca olusturulan enfeksiyona karsi duyarhilifn etkileyen bir varyasyon
bulundugunu kesfettiler. Liu ve Ark. (1996), HIV-1 pozitif olduklari bilinen
kigilerle, hi¢gbir koruma onlemi almadan birgok kez cinsel iligkiye girmis fakat
hastalifa yakalanmanug iki kisiyi ¢aligtilar. Aragtiricilar, s6z konusu iki kiginin
CCR5’1 veren genlerinin kodlama bolgesinde 32-baz ¢iftlik bir delesyon
agisindan homozigot olduklarini belirlediler. Delesyon nedeniyle, kodlanan
protein olduk¢a kisa ve fonksiyonsuzdur (Sekil 5). Aym mutant aleli Michel
Samson ve arkadaglar1 da (1996) bu gruptan bagimsiz olarak kesfetmistir.
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Aragtiricilar, test edecekleri bireyin hiicrelerinden dnce DNA elde ettiler. Daha
sonra, 32 baz ¢iftlik delesyonu kapsayan birkag yiiz baz ¢iftlik bélgenin (736 bp)
¢ok sayida kopyasmi elde etmek i¢in “Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)”
denilen teknigi kullandilar. Daha sonra amplifiye edilen gen bolgesini
restriksiyon enzim sindirimine tabi tutmuslardir. Iki alelin her biri (yabaml CCR5
ve mutant CCR5 A32), iki DNA fragmenti meydana getirmistir. CCR5+ (yabanil
tip) alelinin meydana getirdigi fragmentler 332- ve 403- baz ¢ifti uzunlugundadar.
CCR5 432 mutant alelinden olusan fragmentler ise 332- ve 371 baz cifti
uzunlugundadir (Sekil 5). Jel iizerinde homozigotlar sadece iki banda sahip iken,
heterozigotlar (CCR5 yabanil ve CCR5 432 mutant allel) ti¢ banda sahip oldugu
goriilmiigtiir (Sekil 6) (Samson ve Ark., 1996).
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Sekil 4- Insan kromozomu 3p21 iizerinde kemokin reseptorlerin gen haritasi. CCR2-641,
CCR5-432 ve CCR5 promoter bolgesinin tek niikleotid varyantlari, niikleotid
pozisyonlartyla gosterilmistir (O’Brien ve Moore, 2000)
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Sekil 5 — CCR5’in mutant formunun yapisi. a- Islevsel olmayan CCR5-432
proteinin aminoasit dizisi. b-Delesyonlu bolgeyi cevreleyen CCRS5 geninin
niikleotid dizisi (Samson ve Ark., 1996)
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Sekil 6- PZR ile birey genotiplemesi. Homozigot yabanil tip CCRS5 aleli (CCR5/CCRS5),
mutant CCR5-A32 aleli (CCR5432/CCR5432) ve heterozigot CCR5 (CCR5/ CCR5A32)

bireyler i¢in PZR amplifikasyonu ve EcoRI kesimi sonucunda gozlenen otoradyografi
(Samson ve Ark., 1996)

CCR5 yapisal geninin kodlama bolgesindeki yaygin genetik varyant, bag
kismu kesilmig bir protein olusturmak i¢in agik okuma yapisi degisen 32 baz
¢iftinin (CCR5-432) delesyonunu kapsar (Sekil 5). Bu protein, mutasyon
agisindan homozigot bireylerde hiicre yiizeyine yerlesemez. CCR5 +/432
heterozigotlarda, hiicre yiizeylerinde, CCRS reseptorlerinin sayisi azalmigtir ve
bu, gen-dozaj etkisine bagli olarak beklenen %50°lik azalmadan daha fazladir.
CCRS5 +/432 heterozigotlarda yabanil tip seviyelerinde ortalama % 20-30 azalma
miimkiindiir, ¢iinkli yeni CCR5-432 polipeptidleri, endoplazmik retikulumda
yabanil tip CCRS kopyalariyla dimerize olurlar, ama hiicre yiizeyine CCR5’in
aktarilmast yabanil tipe kiyaslandiginda gecikir (O’Brien ve Moore, 2000).

HIV enfeksiyonu agisindan risk altinda olan 10000 bireyin genetik
analizleri, CCR5-432/432 homozigot bireylerin, primer R5-tropik HIV tiitlerine
ait enfeksiyona tamamen direngli olduklarim1 gostermistir (McNicholl ve Ark.,
1997). Ancak gee faz X4 tiirleriyle enfekte olmus birkag homozigot raporu vardir
ve bunun nedeni muhtemelen viriistin, CCR5’e olan gereksinimini, bunun yerine

" CXCR4’d kullanmasiyla gidermis olmasidir. X4 tiirleriyle enfekte olmus nadir
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sayida homozigotun, viriisle enfekte olmus CCR5 +/432 ya da CCR5 +/+
bireylerde oldugundan daha digiik bir HIV viral yiikiine (kandaki hiicre sayisi
gibi) sahip olmalar1 dnemli olabilir. Eger dogrulanabilirse, bu farklilik, CXCR4
hiicrelerinin, HIV’in in vivo olarak maksimum diizeyde replike olmasina yonelik
yetenegi ile ilgili kisitlamalar1 yansitabilir (O’Brien ve Moore, 2000).

Mutant alel tastyan hasta populasyonlarinda, heterozigotlar (CCR5+/432),
HIV ile hemen enfekte olurlar. Bununla birlikte, enfekte olduklarinda, AIDS’e ait
patolojinin geligmesi 2-3 yillik bir gecikme sonucu biraz zaman alir. Ayrica, viral
yiikte de bir azalma g6zlenir. Bu da basit bir sekilde agiklanabilir, CCRS +/432
heterozigotlarin hiicreleri {lizerindeki mevcut birkag CCRS5 aracisi, CD4+,
CCR5+T hiicre lenfosit populasyonunun  virlis aracith yikimmm ve HIV
replikasyonunu geciktirir. Bu epidemiyolojik genetik bulgular daha da dnemlidir,
¢linkii CCR5-aracili hiicre giriginin, yabanil tip genin tek bir kopyasina sahip
hastalarda bile hiz1 smirlayabilecegi fikrini dogrular. Dogal genetik
mutasyonlarin, hasta populasyonlarinda AIDS’i yavaslatmas1 ya da geciktirmesi,
viriis-koreseptor etkilesimini hedefleyen terapétik mitidahalelerle ilgili fikirleri
ortaya ¢ikarir (O’Brien ve Moore, 2000).

Spesifik AIDS hastaliklarinin geligsmesi de, CCRS mutasyonlar tarafindan
diizenlenir gibi goriinmektedir. Biiyllkk bir vaka kontrol ¢aligmasinda, CCRS
+/432 HIV—enfekte bireylerde, Non-Hodgkin B-hiicre lenfomasimin gelisme
olasitlifn CCR5 +/+ bireylerdekinin yaris1 kadardir. B-hiicreleri yiizeylerine
CCRS5’1 sentezlerler ve bu da HIV ve B hiicrelerinin, AIDS hastalarinda lenfoma
sikligi  yoniinden direkt etkilesebileceklerini gosterir. B-hiicre CCRS
reseptﬁflerinjn sayisindaki azalma, B-hiicrelerinin CCRS5 ligandlari tarafindan
olusturulan mitojenik uyarilara yénelik tepkilerini azaltabilir (O’Brien ve Moore,
2000).

CCR5 mutant aleline bagli olarak ortaya g¢ikan genetik sirlamanin
sagirtici bir yonii de, bu varyant veya mutant alelin populasyon dagilimi ve
bununla ilgili dogal bir hikayeyi kapstyor olmasidir. CCR5-432 aleli, Avrupali
beyazlar arasinda yaygindir (alel siklifn %5-15), ama yerli Afrikali ve Bat1 Asya
etnik gruplarinda yoktur (Tablo 2). Avrupali beyaz populasyonlarda 3. kromozom
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tizerindeki CCRS lokusu etrafindaki dengesiz bélmelerin uzunluguna yénelik s6z
konusu populasyon genetigi degerlendirmeleri esas alinarak, CCR35-432
mutasyonunun, spesifik bitisik polimorfik kisa tandem tekrarli (Spesific
Conjugated Tandems Repeats-STRs) lokus aleleri tarafindan kusatilan temel bir
haplotiple bir defada olustugunu ve bunun yaklagik 4000-6000 yildan daha kisa
bir siire 6nce ortaya giktigin ileri stirtiliir. Ayrica, CCR5-432 haplotip bélgesinin
en son siklik artisi, insan populasyonlarinda yaklagik 700 yil dnce olusmustur.
Insan populasyonlart 50.000 yildan daha fazla bir siireg boyunca genislemis
(10.000-100.000) olduklar: kabul gérdiigii igin, bu sonuglarin hepsi CCR5-432
alel sikligimin, Avrupa kokenli beyaz populasyonda ¢ok kisa bir zaman zarfinda
arttigini Ongoriir. Alel sikligindaki bu tip hizli artiy, sadece CCR5-A32’nin
tiretken tastyicilarmin maruz kaldifi giiglii, devamli ve segici bir baskiyla
agiklanabilir (O’Brien ve Moore, 2000). Giiglii segici baskinin nedeni agik
degildir ama, birlestirilmek {izere olan tarihi sonuglar (yaklagik 700 y1l 6nce) 14.
ylizyll Avrupa’smin kara veba’simin, bu felaketten daha 6nceki alti yiizyil
boyunca her beyaz populasyon neslini harap ettigi i¢in epidemik bir aday oldugu
ihtimalini ortaya gikarmaktadir. Veba etkeni Yersinia pestis ile AIDS’in hedef
hiicre ve dokularindaki (makrofajlar, lenfositler) benzerlikler, CCR5’in veba
basili ile enfekte olmus insanlarin yagsaminda kot bir rol oynayip oynamadigi
sorusunu akla getirir. CCRS5 ve Yersinia’nmin fonksiyonel baglantisi heniiz
belirlenmemigtir. Bir raporda, hiicre i¢i bir mikoplasma olan Cryptococcus
neoformans’in sinir dokusundan temizlenmesindeki immun sistem etkililigini
kapsayan CCR5 murin gen zararlarmi ele almistir. Bagka bir rapor, tavsan
myxoma (pox) virlisiintin, hiicreye girmek igin CCRS5’i etkili bir gekilde
kullandigin1 gosterir, buda, ¢icek hastaliimin tarihi epidemilerinin, CCRS-
A432°nin segici tercihinde aday olabilecegi fikrini ortaya g¢ikarir (O’Brien ve
Moore, 2000).
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Tablo 2- Degisik populasyonlarda CCRS genotiplerinde gézlenen gesitlilik
(Martinson ve Ark., 1997)

Genotiplere gbre birey

Alel frekanslari
Test sayis1
Populasyon edilen

birey

sayist | +4+ | +/432 | 432/432 | CCR5+ | CCR5432
AVRUPA
Ashkenazi 43 26 16 1 79.1 20.9
Izlanda 102 75 24 3 85.3 14.7
Ingiltere 283 223 | 57 3 88.8 11.1
Ispanya 29 24 |5 0 91.3 8.6
Italya 91 81 10 0 94.5 54
Irlanda 44 40 4 0 95.4 4.5
Yunanistan 63 60 3 0 97.6 2.3
ORTA DOGU |
Kafkasya 110 96 14 0 93.6 6.3
Suudi Arabistan 241 231 |10 0 97.9 2.0
Yemen 34 34 0 0 100 0.0
ASYA
Rusya 46 38 7 1 90.2 9.7
Pakistan 34 32 2 0 97.0 29
Penjab 34 33 i 0 98.5 14
Bengal 25 25 0 0 100 0.0
Hong Kong 50 50 0 0 100 0.0
Filipinler 26 26 0 0 100 0.0
Mogolistan 59 59 0 0 100 0.0
Tayland 101 100 |1 0 99.5 0.4
Bomeo 151 151 |0 0 100 0.0
AFRIKA
Nijerya 111 110 |1 0 99.5 045
Orta Afrika 52 52 0 0 100 0.0
Kenya 80 80 0 0 100 0.0
Ivory sahilleri 87 87 |0 0 100 0.0
Zambia 96 96 0 0 100 0.0
Kalahari San 36 36 0 0 100 0.0
OKYANUSYA
Yeni Gine 96 96 0 0 100 0.0
Fransiz Polynezyasi 94 94 0 0 100 0.0
Aborjin Avustralyasi 98 96 2 0 98.9 1.0
Guam 59 58 1 0 99.1 0.8
Fiji 17 17 0 0 100 0.0
AMERIKALILAR
Nuu-Chah Nulth 38 37 1 0 98.6 1.3
Meksika 52 52 0 0 100 0.0
Brezilya 98 98 0 0 100 0.0
Jamaika 119 119 |0 0 100 0.0
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Son olarak, CCR5-432 nin hipertansiyonla ilgili olduguna yonelik yeni
bulgularda vardir. CCR5 geninin, A32 digindaki diger mutasyonlar bakimindan
olan dagilimlari, reseptdriin muhtemelen gegmisteki infeksiyoz hastaliklar
nedeniyle dogal segici baskinin s6z konusu oldugunu gosterir. Bugiine kadar,
CCR5’1 kodlayan genlerin 22 ayr aleli tamimlanmigtir. Bunlarin 18 tanesi (%82)
sinonim olmayan ve bu diger bilinen kodlayic1 gen polimorfizmlerine gére daha
yiiksek rastlanilan bir durumdur. Kodon-degistirici (replacement substition-
degistirici baz degisim) varyantlarin bu yiiksek seviyesi, aminoasit farkliligini
geri kazanmaya yOnelik selektif baskinin bir isaretidir (6rnegin memeli major
histokompatibilite kompleksindeki MHC alelleri). Yukarida tartigilan tarihi
durumla birlikte diisiintilen polimorfizm modelinde, MHC ile olan paralellik,
CCRS5 alel triinlerinin, mutasyonel varyantlarin tagiyicilarina segici avantaj
saglayan diger bulagici hastaliklar tarafindan birlikte segildiklerine yo6nelik
kigkirtict bir vaka sunar (O’Brien ve Moore, 2000).
1.4.2.2- CCR2-641

CCR2, HIV  koreseptdrli olarak islev  gorebilen kemokin
koreseptorlerinden biridir ve kromozomal yakinlik ve DNA dizi homolojisi
agisindan CCR5’in en yakin genomik akrabasidir. CCR2’nin birinci
transmembran domain’inde valin yerine izoldsin’nin bulundugu yaygin bir
varyant olan CCR2-64I, HIV bulagiminda higbir etkiye sahip olmadigi halde
homozigot ve heterozigotlarda AIDS olusumunun gecikmesine neden olur. AIDS
gelisimi tizerindeki epidemiyolojik etkinin, bu reseptérin 7 transmembran
segmentinin birinde yer alan bir pozisyondaki zararsiz bir degismeden (valin-
izoldsin) kaynaklaniyor olmasi sagirticidir. Cegitli bagimsiz ¢aligmalar, CCR2-
64I'mn AIDS geciktirici etkilerini dogrulamigtir. Mutasyonun, baglanti
dengesizligi nedeniyle CCR5432’nin izinde olduguna yonelik ilk tahminler
ciirlitiilmistir (CCR5 ve CCR2 14kb biyikligtindedir). Clinkiit CCR2-641"1
tagtyan kromozomlar, her zaman CCR5+ alelleri tasirken, CCRS5-432
kromozomlar1 her zaman CCR2+ bulunmustur.

Bu yiizden, CCR5-432 ve CCR2-641 AIDS’i geciktirmede bagimsiz ve
gicli fazladan etkilere sahiptir. Primer reseptor CCRJ5’in upstream regulatér
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alellerle olan dizi esitsizligi su agiklamay1 da gecersizlestirmistir: “hem CCRS5-
432 hem de CCR2-64I her zaman AIDS baglangicim1 geciktirme ile degil de,
hizlandirmayla iligkili olan bir CCRS promot6ér haplotip ile (CCRS5P1) bir
kromozomda taginmaktadir”. Farkli insan etnik gruplar: arasinda CCR2-641'nin
dagilimi CCRS5 ’ten farklidir; tim biiytik etnik gruplar, fark edilebilir bir diizeyde
CCR2-641 sikligina sahiptir. Nairobi’deki yerli Afrikali grup arasinda, CCR2-641
alelinin sikhign (£=0.23), Amerikali beyazlardakinin (f= 0.10) iki kat1 kadar
yiiksektir ve AIDS olugumundaki gecikme, beyaz irkin benzer sekilde oranlanan
hastalik kategorilerine gore iki kati kadardir (nispi risk RR=4.17). Nairobi
grubunda hem genetik korumanin kuvveti, hem de koruyucu alel sikligindaki bu
dramatik artig, kemokin reseptorii kullanan infeksiyoz ajanlarn, varyant alel
dagilims {izerindeki siki etkisini g6sterir. Yerli Afrikalilarda, CCR2-641'nin AIDS
lizerindeki etkisinde gozlenen artis, populasyonda CCR5-432’nin yokluguyla
kismen iligkili olabilir (O’Brien ve Moore, 2000).
1.4.2.3-CCRS Promotir Aleller

CCR5-432 ve CCR2-64I'nin etkilerinin dogrulugu kanitlanabildigi ve
fonksiyonel kapsamda en azindan kismen de olsa yorumlanabildigi halde,
HIV’e maruz kalan enfekte olmamug bireylerin sadece kiigiik bir kisminda
(< %20) bulunur ve enfekte hastalarin AIDS sonucundaki varyasyonun sadece
ufak bir oramindan sorumludurlar., CCR5 promotér bolgesindeki regulator
mutasyonlarin, HIV hastalifimi etkilediginin belirlenip belirlenmeyecegi merak
edilmigtir. Bugiine kadar, promottr ve regulatdr aktivite gosteren CCRS5 kodlayici
ekzonlarin iist kismindaki 1000 bp bolgesinde 13 ayr1 tek niikleotid polimorfizmi
(SNP-single niicleotid polymorfism) bulunmustur. Bu 13 SNP, teorik olarak,
213=8192 muhtemel haplotip kombinasyonu diizeyindeki bir gesitlilikte olabilir.
Gergekte 13 haplotip gézlenmistir ve bunlarin dérdii (CCRS P1-P4), beyaz itk ve
Afrikali Amerikalilar arasinda nispeten yaygindir. Tiim zincir dengesizligi
nedeniyle, CCR5-432, CCR2-64I'da oldugu gibi CCR5-P1 ile iligkilidir. Ek
olarak hem CCRS5, hem de CCR2 ile ilgili yabanil tip alele baglantili olan
CCR5P1 alellerinde fark edilir bir siklik mevcuttur. Bu yiizden,
genetik/epidemiyolojik amagclar i¢in, diigtintilen alti haplotip vardir (bunlar,
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CCR2, CCR5P; CCR5 stiper lokusunun alelleri olarak diigiiniilebilir). CCR5-432
ve CCR2-64I aracili AIDS gecikmesi gozlemlenmistir, ancak CCR2 ve CCRS
agisindan yabanil tip ve CCR5/PI igin homozigot olan HIV’le infekte bireyler
arasinda hizli bir AIDS olusumu oldugu da gorillmiigtiir. Ote yandan, HIV
bulagim hizinda farkl.l promotdr haplotiplerinin etkisine rastlanmamaigtir (O’Brien
ve Moore, 2000).

CCR5P1/P2’in AIDS olusumunu hizlandirmasi ile ilgili muhtemel bir
hipotez, mevcut hiicre ylizey HIV koreseptorlerini arttran CCRS gen
transkripsiyonunun upregulasyonunu kapsayabilecegidir. Bununla birlikte; a)
lusiferaz geninin ifade ettidi bir Uriinlin CCR5 promotér yonlendirimli
transkripsiyonu; b) RS ya da R5X4 ikili tropik HIV tiirlerinin HIV infektivitesi ;
ya da c) lenfositler {izerindeki hiicre yiizey reseptérii CCRS’in ortalama
konsantrasyonu ile ilgili kantitatif analizler, farkli promotor genotipler arasinda
herhangi bir farklilik géstermemistir. Bu negatif sonuglar dikkatli bir sekilde
yorumlanmalidir, ¢linkii deneyler sadece belirleyici promot6r farkliliklar: ortaya
¢ikarir ve transkripsiyon faktorlerine yonelik hiicreye spesifik cevaplan ortaya
cikaramaz. Gergekte, CCR5P1 haplotip alelini tanimlayan, SNP bélgesinin
alternatif formlarnn i¢in spesifik olan oligoniikleotidlerdir. Bu, belli hiicre
tiplerindeki transkripsiyon faktorlerinin, varyant promotdr alellerini farkli
sekillerde baglayabildigini ve bdylece CCR35 transkripsiyonunu regiile
edebildigini gOsterir. Bununla birlikte, bu bolgeye farkli transkripsiyon
faktoriiniin baglanmasi, CCR3-PI1/P1’in lizli AIDS olusumu ile ilgili oldugu
konusunda tam bir agiklama saglayamaz. Ciinkii, CCR5P1 SNP “G” aym
zamanda, AIDS’i hizlandirmayan bir alel olan CCR5P2’de bulunmustur. Ama
CCRS5P3 ve CCR5P4’te bulunmamustir (O’Brien ve Moore, 2000).

CCR5P1 promotér alel iligkisi, hizli AIDS gelisimi ile ilgili olan ilk
genetik varyanttir (bagka genlerin AIDS hizlandiric1 varyantlari son zamanlarda
gbzlenmigtir). Genetik etkinin, mevcut CCR5 aracilarindaki bir artigla olustugu
hipotezi, epidemiyolojik modelle desteklenmigtir. CCR5P1/P2’in aracilik ettigi
en giiglii hizlandirma, hastalarin %90-95’inde R5 viriisli predominant oldugu bir
periyot olan infeksiyonun ilk 5 yilinda olugur. Sonug olarak, CCR5-432 ve CCR2
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64I’e bakmaksizin, enfeksiyondan sonraki 3.5 yil icinde AIDS’e maruz kalan
hizli ilerlemeye sahip bireylerde %10-17 arasinda durum béyle olur gibi goriiniir,
¢linki CCR5P1/P1 promotér aleli agismmdan homozigotturlar (O’Brien ve Moore,
2000).

1.4.2.4- SDF1-3'A (Stromal-Derived Factor 1-3'A)

Eger RS5-HIV tiirii reseptorlerini kodlayan CCR5 ve CCR2 genlerinin
varyantlar1 AIDS’i kisitlayabilirse, belki de geg faz HIV reseptorii CXCR4 ya da
bunun ligandindaki varyantlar da yapabilir. CXCR4 geninde kesfedilen
polimorfizm alanlari, az epidemiyolojik sonuca sahip olan sadece iki niikleotid
varyant1 ortaya koymustur. Bilinen tek CXCR4 ligand1 olan SDF’nin kodlama
bolgesi incelendiginde SDF-1p ile ilgili, uguca ekli bir varyant transkriptinin 3’
traslasyon goriilmeyen bolgesinde (3' UTR) 801. pozisyonda (AUG kodonunda)
yaygin bir SNP varyanti kesfedilmigtir. Varyant, insan ve fare SDF-1 homologlari
arasindaki dizide sirasiyla %88 ve %92’°si korunmus olan iki DNA segmentinden
37 baz cifti igerir. Bir 3' UTR sinyalindeki bu korunmus dizi seviyesi, DNA
baglama regulatér faktorleri ile ilgili tamima dizisi gibi bir segment igin
mutasyonal farkliligr selektif olarak sinirlar. SDF1-3'A/3'A varyanti agisindan
homozigot olan HIV’le enfekte bireyler, birlestirilmis ya da ayr gruplarda
AIDS’e kargt belirgin bir koruma seviyesi gésterir. Hem SDF-3'4/3'4A hem de
CCRS5 (ya da CCR?2) heterozigot korumaya sahip bireyler arasinda koruyucu etki
olduk¢a giicliidiir ve sadece CCRS5 ya da CCR2 heterozigotlugunun séz konusu
oldugu zamankinden birkag kat daha yiiksektir.

CCR5/2 ve SDF1-3’A’nin epidemiyolojik etkilesimi (epistazi denilen ve
alelik olmayan diger bir gen tarafindan bir genin etkisinin maskelendigi genetik
bir fenomen), fonksiyonel bir etkilesimin, artmig korunmay: agiklayabilecegini
gosterir. Muhtemel bir hipotez g6yle olabilir; CCR2 ve CCRS5 varyantlari, erken
fazda HIV’in replikasyonunu ve yayilmasina aracihk eden CCRS5
koreseptorlerinin sayisim kisitlayarak AIDS’i yavaglatirken, SDF1-3'A varyanti,
AIDS’i olusturan siirecin olusumunu ve tropik HIV tiirlerinin ¢ikisimi sinirlar.
Muhtemel mekanizmalardan biri, ortaya ¢ikmak ve dominant olmak i¢in X4

virlisleri i¢in gerekli olan CXCR4 reseptérlerine baglanarak onlan bloke eden
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SDF1’in lokal boélgelerde asir1 tiretilmesi olabilir. SDF1-3'A’nin, ligandin sentezi,
niteligi ya da yar1 6mrii lizerindeki etkisine yonelik dogrudan bir kanit in vitro
ortamda elde edilememigtir. SDF’nin sentezlenmesi, stromal hiicrelerde ve
miktarinin belirlenmesinin kolay olmadigi diger dokularla sinirlt oldugu ya da B-
hiicre saflarinda sentezlenemedigi i¢in bu fikri in vivo olarak test etmek zordur.

Etnik gruplarin karigiklifi, serolojik bulgular agisindan belirtiler gésteren
hastalarin bulunmasi1 ya da HIV infeksiyonunda birkag yil sonra baslamig
gruplarin zayif tarafinin epidemiyolojik sinyalleri maskeleyebilecegi halde,
aciklamalar belirsizdir. Ayrica SDF1-3' A/3'A etkisi resesiftir, boylece
homozigotlar nadirdir (= %6). NCI (National Cancer Institution) ¢aligmasinda
g6zlenen epidemiyolojik korunma gticti kigkirtict oldugu ve gz ardi edilmemis
oldugu halde, SDF2-3'A’min hastalik olusumuyla ilgisinin genellesmedigi
ihtimali g6z ardi1 edilmemelidir (O’Brien ve Moore, 2000).

Yukarida olduk¢a ayrintili olarak verilmis olan bilgiler 15181nda, degisik
zamanlarda, farkli populasyonlara yonelik olarak CCR5-432 alelinin siklifina
yonelik caligmalar yapilmigtir. Genel olarak bakildifinda bu mutant alelin
sikhgimin oldukga yiiksek oldugu kuzey Avrupa populasyonlart ve beyaz ik
populasyonlarina yonelik ¢aligmalar en fazla ilgi gérmiis olan ¢aligmalardir. Bu
veriler 1s181inda 432 alelinin cografik dagilis ve bu alelin ortaya cikis: ile ilgili
degisik yaklasimlar ileri siirlilmiistiir. Genel olarak kuzey-giiney enlemleri
dogrultusunda azalan bir alel frekansindan bahsedildiginden, Tiirk
populasyonunda elde edilecek alel frekans: bu bilgiler 15181nda tartigilacaktir.

Bu c¢alismada, CCR5-432 alelinin Tiirkiye’deki sikliini ve bu mutant
alelin ¢esitli kanser tipleriyle olan iligkisini arastirmayr amagladik. Zira,
kemokinlerin kanserlesmede anjiojenez denilen farklilagmada rolii oldugu
bilinmektedir (Vicari ve Caux, 2002). Bu ylizden laboratuvar rnekleri arasinda
bulunan kanserli bireylere ait kan doku ornekleri kullanilarak, A32 aleli ve bu bazi
kanser tiirleri arasinda bir iligki olup olmadig: ayrica aragtinlmigtir. Elde edilecek
bilgiler bu alelin Tiirk populasyonundaki siklifinin ne oldugu ve diger ¢alisiimis
populasyonlara gére ne durumda oldugu hakkinda bilgiler sunacaktur.
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2-MATERYAL VE METOD
2.1-Orneklerin Alinmasi

Tiirk populasyonunda CCR5-432 mutant alelinin siklifini belirlemek ama-
ciyla, bu calismada kullanilan 6rnekler, Sivas Cumhuriyet Universitesi, T1p Fakiil-
tesi Kan Alma Merkezine gelen 267 goniillii bireyden kan alinmasiyla gerceklesti-
rildi. Her bir bireyden alinan 2 mi’lik kan 6rnekleri, ImM EDTA (etilen diamin
tetra asetat) icerikli tiiplere konulmugtur. Her defasinda ortalama 20-25°1i gruplar
halinde alinan kan ornekleri dogrudan Biyoloji Boliimii, Molekiiler Biyoloji Ana-
bilim Dali Aragtirma Laboratuar’ina getirilerek genomik DNA eldesi i¢in kulla-
nilmigtir. Kan 6rnekleri alinan bireylerin se¢imi tamamen tesadiifi olarak ve o giin
hastaneye bagvuran géniillii bireylerden se¢ilmigtir. Ayrica bu ¢aligmada laboratu-
artmizda bulunan kanserli bireylere ait kan DNA Ornekleri de kullamlmigtir. Bu
amagla 20 beyin tlimérii, 39 meme kanseri, 33 larinks kanseri ve 30 tiroid kanserli
bireye ait kan 6rnegi kullanilmigtir. Sonug olarak toplam 390 DNA &rnegi ¢alisil-
mugtir.
2.2- Total Genomik DNA Izolasyonu

DNA izolasyonu, Hillis ve Moritz’in (1990) DNA izolasyon protokoliinde
bazi degisiklikler yaparak kullanan Arslan (2002)’1n Yiiksek Lisans Tez ¢aligma-
sinda kullanmig oldugu uygulamas: esas alinarak yapilmistir. Fakat yinede uygu-
lamada baz1 ufak degisiklikler yapilmistir. Oncelikle her bireyden almnan kan 6r-
neklerinden 400ul antikoagiilanthh kan 8rneginin ¢okelti halindeki hiicresel kis-
mindan alinan kisim mikrosantrifiij tiiplerine konuldu. Uzerlerine 500 pl STE (0.1
M NaCl, 0.05 M Tris ve 0.001 M EDTA, pH:8) tamponu ilave edildi. Tampon ve
kan 6rnegi karigimlar tizerine 10 pl proteinaz K (Sigma; 10 mg/ml) ve 50ul SDS
(%10°’luk) ilave edilerek steril pipet ucuyla dikkatlice karigtirildi. Karigtiriima
sonrasi tlipler yavag¢a bir kag kez alt Ust edildi. Bu kangim 55 %C’de zaman za-
man karistirilmak suretiyle 2 saat, bazen de 37 °C’de gece boyu inkiibe edildi.
Inktibasyon sonras1 500ul PCI (Fenol-kloroform-izoamil alkol 25:24:1) karigim
ilave edildi. Her bir tiip dikkatlice altiist edilerek, oda 1sisinda 5 dakika kendi ha-
linde dengeye gelmesi igin bekletilen drnekler 10.000 rpm’de (13 100 g) 5 dakika
Ependorf marka santrifij ile santrifiij edildi. Santrifij sonrasinda {istte
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olusan berrak tabaka, interfazin bozulmamasma dikkat edilerek, mikropipetle
dikkatlice alinip bagka bir mikrosantrifiij tiiptine aktarildi. Uzerlerine tekrar 500pul
KI (kloroform-izoamil alkol 24:1) ilave edildi ve oda sicaklifinda 5 dakika
bekletildikten sonra 10000 rpm’de 5 dk. santrifiij sonrasi iist berrak katman ayni
sekilde bagka tiipe aktarildi. Bazen {ist tabakanin berrakligi dikkate alinarak
tiglincti bir kademe olarak iist faza kloroform ilave edilerek protein ve diger
kontaminasyon ortadan kaldirilmaya c¢alisildi. Uzerlerine 1 ml’lik hacimler
halinde soguk mutlak etil alkol ilave edildi. DNA goézle goriiniinceye kadar tiip
yavagca alt Ust edildi ve drnekler icerisindeki DNA’nin daha etkin ¢okelmesi igin
2 ila 3 saat arasinda -20 °C’de bekletildi. 10.000 rpm’de 5 dakika santrifiij
edilerek DNA’nin tamamen ¢oktliriilmesi saglandi. Ependorf tlip igerisinde
¢okelmis olan DNA iizerinde yer alan alkol dogrudan dékiilerek uzaklagstirildi.
Cokttirtilen DNA’dan alkolii tamamen uzaklastirmak igin, tiipler kisa bir santrifiij
uygulamasi sonrasi her bir tiipten mikropipet yardimiyla kalinti sivi alindi ve
sonrasinda 37 °C’de 5 dakika siiresince kalan sivi evaporasyonla uzaklastirildi.
Dipte elde edilen DNA tortusu 100 pl enjektable bidistile suda oda sicakliginda
bekletilerek yeniden ¢oziindiiriildii. Kanserli doku 6rneklerinin DNA eldesinde de
aym protokol takip edilmisgtir.

Bu kullanilan kan &rneklerinin yam sira diger g¢aligmalar igin kullanmig
oldugumuz degisik kanser gruplarnin kan Orneklerinden elde edilen DNA
Ornekleri de CCR5 A32 mutant reseptor-kanser iliskisini olup olmadigim
aragtirmak amactyla ¢aligmada kullanilmistir. Bu DNA 6rneklerinin elde edilisleri
de daha 6nce bahsedilen protokoller ile bagarimigtir.
2.3-Genomik DNA’nin Kalite ve Kantitesinin Belirlenmesi

Izole edilen DNA numunelerini kalite agisindan (izolasyon sirasinda hasar
goriip gormedigi) degerlendirmek amaciyla, DNA &rneklerinde birkag mikrolitre
alinarak, %!1’lik agaroz jelde elektroforeze tabi tutuldu. Agaroz jel ortaminda net
goriintii veren ve taban kirliligi ¢cok fazla olmayan 6rneklerde yeterli DNA’nin var
oldugu kabul edildi.

Izole edilen DNA’nimn konsantrasyonu, Cecil marka spektrofotometre ile

260 nm’de absorbanslari okunarak belirlendi. DNA 6rnekleri 6l¢iim esnasinda
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gerekli oranda seyreltilerek spektrofotometrede referans olarak distile suya karsi
absorbanslar1 l¢tldii. Ayrica 280 nm’deki absorbansta alinarak, 260/280
sogurum indekslerinin 1.8 degerine yakin veya uzaklifina goére protein
kontaminasyonu olup olmadigi kontrol edildi. Izole edilen DNA’nmin

konsantrasyonunu belirlemek i¢in asagidaki formiilden yararlanildi:

DNA (pg/ml) = 260 nm’deki OD (absorbans)xSulandirma katsayisix50*
*1 absorbans 50 pg/ml ¢ift iplik¢ikli DNA’ya karsilik gelmektedir.

2.4 — Gen Bolgesine Uygun Primer Secimi

Baglangi¢ olarak projede belirtildigi gibi, CCR5 geninin 1019 bazlik gen
bolgesinin ¢ogaltilmas: amaciyla bir ¢ift primer dizisi kullamildi. Fakat ¢aligma
teknik olarak restriksiyon enzimleriyle kesim ve SSCP tekniginin Dbirlikte
kullanilmasim1 amagladifindan, bu oligoniikleotidlerle s6z konusu gen bélgesinin
kullanilan tiim 6rneklerin amplifikasyonunda etkin olmadig: goriildii. Uygulama
olarak, tasarlamus oldugumuz primerler ile yapilan PZR reaksiyonu sonucunda
amplifikasyon iiriinti Haelll restriksiyon enzimi ile sindirime tabi tutuldu. Haelll
enziminin CCR5 geni iizerinde iki adet tanima bdlgesi vardir (GGCC). Enzim
sindirimi sonucunda 215, 541 ve 263 b¢ uzunlugunda muhtemel ii¢ fragment
olusmast beklenmistir. Daha sonra sindirim tirtinleri 1-2 dk 95 °C’de tutularak
DNA ¢ift zincirleri denatiire edildi ve poliakrilamit jel elektroforezine tabi tutuldu
(Single Stranded Conformation Polymorfism — SSCP). Amplifiye olan DNA
miktar1 yeterli olmadigindan tasarlanan primerden vazgegilip Jagodzinski ve
Ark.’nin (2000) calismalarinda kullandigi ve yalmizca delesyon bdlgesini
¢ogaltmay1 amaglayan 182 b¢ uzunlugundaki gen bolgesinin amplifiye olmasina
olanak saglayan primerlerin kullanilmasina karar verildi.
2.5 - PZR Reaksiyonu

Ik adimda delesyon bolgesini kapsayan 182 bg uzunlugundaki CCR5 gen
fragmenti PZR ile gogaltildi. 182 b¢ uzunlugunda olan yabanil tip fragment ve
150 b¢ uzunlugundaki mutant fragmenti olusturmak amaciyla (Jagodzinski ve
Ark., 2000) iki oligoniikleotid kullanildi. Bunlar CCRS-spesifik forward ve

reverse primerler olup, GeneBank kodu, baz dizisi ve diger 6zellikleri agagida
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belirtildigi gibidir: SP4.760, 5'-CCT CAT TAC ACC TGC AGC TCT-3' forward
ve PM6.942, 5'-CAC AGC CCT GTG CTT CTT CTT-3' revers. Optimizasyonu
saglamak i¢in PZR’yi etkileyen birgok parametre denenmis ve en iyi sonuglar
asagidaki parametreler uygulamnca elde edilmistir. Ozellikle agaroz jel ortaminda
gozlenilen non-spesifik amplifikasyonu azaltmak amaciyla, PCR ortamina
Amonyum Siilfat (AS) igeren tampon dahil edilmigtir. Deneysel protokol asagida
verildigi sekilde uygulanmigtir: Deneyde Fermantase Tag polimeraz enzimi ve
diger bilesenleri kullanilmigtir.

Tampon (750mM Tris-HCI (25 °C’de pH:8.8), 200mM (NH,),SO4, %0.1
Tween 20), S5ul dNTPs, 2 pul MgCl,, 0.2ul primer forward, 0.2ul primer reverse,
0.1ul tag DNA polimeraz ve 1ul genomik DNA (yaklagik 150 ng) igeren 25ul’lik

hacimde gergeklestirildi.

PZR Profili

Baglangi¢ denatiirasyonu — 94°%C1dk
Denatiirasyon — 94°C30sn
Primer baglanmas1 (Annealing) — 60°C 60 sn
Uzama (Extention) — 72°C 60 sn
Son uzama (Final Extention) — 72°C 5dk

— 33 dongii

2.6 — Agaroz Jel Elektroforezi

Amplifikasyon {riiniinden yaklagik 10ul alinarak, 5ul yiikleme tamponu
(6x Loading dye: %50 gliserol, 0.1 M EDTA, %1 SDS, %0.1 bromfenol mavisi,
ksilen siyanol) ile karistirildi. TBE tamponu (0.089 M Tris, 0.089 M Borik asit ve
0.011 M EDTA, pH: 8.3) igerisindeki %2.5’lik agaroz jelde ayristirildi. Agaroz
jelin hazirlanmasinda, 10xTBE (50 mM olacak sekilde % 10’luk hazirlandr),
distile su, 0.5 pg/ml etidyum bromid ve agaroz (Sigma) kullanildi. Elektroforez,
elektirik gli¢ kaynag ile 80 mA’de en az 2 saat siiresince yapildi.
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2.7 — Poliakrilamid Jel Elektroforezi

PZR sonucunda olusan amplifikasyon lirlintinden 5 pl almnarak, 2ul
yiikleme tamponu (6x) (%50 gliserol, 0.1 M EDTA, %0.1 Bromfenol Blue, Ksilen
siyanol) ile karigtirildi. TBE tamponu igerisindeki, % 8’lik denatiire edici olmayan
vertikal poliakrilamid jelde aymstirildi. Elektroforez, jel sogutma sistemi
kullanarak, 20x20 cm boyutlarindaki jel iizerinde, 15 °C’lik sabit sicaklikta 50
mA de bir gece boyunca gerceklestirildi.

Elektroforezden sonra, jeller glimiis boyama metodu ile boyandi. Bunun
icin jel %10 etanol ve %0.5 asetik asit iceren ¢6zeltide 3’er dakika olmak tizere
iki kez tespit edildi. Tespit isleminden sonra, %0.1°1lik glimiis nitrat ¢6zeltisi ile 10
dakika boyama yapildi. Jel distile su ile iki kez yikandiktan sonra, alkalin
cozeltide (%1.5 NaOH, %0.1 NaBH; ve %0.15 CH,O) en az 20 dakika
bekletilerek bantlarin belirgin hale gelmesi saglandi. Jeller naylon torbalar ig¢inde
saklandi ve bantlar incelenerek yabanil tip ve mutant alellerin agaroz jel ile
uyumlan kontrol edildi.

2.8- istatistiksel Analizler

Istatistiksel analizler Popgene version 1.31 (Yeh ve Ark., 1999)
kullanilarak yapilmustir. Elde edilmis olan alel ve genotip frekanslar1 Ki-kare ()
testi kullamilarak kargilagtirildi ve farkliliklar degerlendirildi. Genotiplerin
gozlenen ve beklenen frekanslar1 arasindaki farkliliklar aym test kullanilarak
yapildi (Yeh ve Ark., 1999). Beklenen homozigot heterozigot verileri Levene
(1949)’e gore hesaplandi. Ayrica Nei’nin ( 1933) beklenen heterozigotluk degeri
de aym1 hesaplamalar i¢inde yer almigtir. ‘
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3 -BULGULAR

Tiirk populasyonunda CCRS alelinin sikligim belirlemek igin 390 bireyde
yapilan analizler sadece Sivas Ili Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesine degisik
rahatsizliklar1 sonucunda bag vuran HIV negatif bireylerden ibarettir. Caligmanin
amac1 ¢ok sayida birey kullanarak, Tiirk populasyonunda bu mutant alelin
sikigimn ne diizeyde oldugunu saptamak ve diger populasyonlar ile
karsilagtirmak oldugundan, bireylerle ilgili herhangi bir anket veya anemnez
bilgisi alinmamugtir.

Yapilan bu 6n ¢aligma sonucunda 17 bireyin heterozigot durumda CCR5-
+/A32 genotipine sahip oldugu tespit edilmistir. Elde edilen veriler 1s181nda bu
alelin Tiirk populasyonu agisindan Hardy-Weinberg dengesinde olup olmadif
test edilmistir. Buna gore populasyondaki CCR5-+/+ genotip’e sahip yabanil
form siklig1 0,9782 (373/390) olarak hesaplanirken, CCR5-+/432 genotip i¢eren
HIV negatif bireyler arasindaki genel sikligimin 0.0218 (17/390) oldugu tespit
edilmistir (Tablo 3).

Tirk populasyonunda: CCR5 lokusuna ait alel ve genotip sikliklari
belirlenmesini amaglayan bu g¢aligma i¢in, Polimeraz Zincir Reaksiyonundan
yararlanilmagtir. Agaroz ve akrilamid jel elektroforezi uygulamalar sonucunda, jel
tizerinde homozigot yabanil bireyler i¢in yalmz bir band gozlenirken (182 bg),
heterozigot olanlarda iki band ayirt edilmistir (182 ve 150 bg uzunlugunda).
Homozigot durumda mutant CCR5-A32/432 genotip’e sahip bireylere ise
rastlamilmamustir. Bu uygulamalar sonucunda 6zellikle akrilamid jel gériintlistinde
yer aldig1 gibi (Sekil 7) mutasyon bolgesini yansitan bandlardan birisi (mutant
A432), aym ortamda paralel kogturulan GeneRuler molekiiler standart
bandlarindan, 150 bazlik diziye karsilik olacak sekilde yer alirken, diger yabamil
formu temsil eden 182 baz giftine kargilik gelen band ise standart bandlarindan
200 bg’inin hemen iizerinde lokalize oldugu gériilmiigtiir.

Ayrica elimizde bulunan kanserli baz1 doku ornekleri de ¢aligmada
kullanildigindan, herbir gruba ait bireyler agisindan analizler yapildiginda genotip
ve alel frekans dagilimlar ile ilgili genel sonuglar sirasiyla ayri tablolar halinde
verilmigtir. Populasyon hem genel olarak, hem de farkli gruplar altinda test
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test edilerek her bir grup i¢in elde edilen veriler belirtilen tablo ile birlikte ifade

edilmigtir.

bt A kA HE 4 A2 /A2 4+/A32 +HA32 +A32 HA32 M
300 bg

250 be

200 bg

150 bg

100 be

Sekil 7. PAGE (% 8) sonucunda molekiiler standart ile birlikte kosturulan yabanil
(CCRS5 +/+) sahip ve mutant form (CCRS +/432 ) igeren bazi heterozigot band
ornekleri (M= molekiiler standart bandlari, +/+ = yabaml form, +/432 =
heterozigot bireyler).

Tablo 3’de 6zetlenen genel populasyonu ve her bir grubu temsilen elde edi-
len Ki kare (xz) testi Hardy-Weinberg denge analiz sonuglari yapilan her bir
gruplama igin ayri ayr elde edilerek, istatistiksel agidan bir fark olup olmadig ana-
lizlerle ortaya konmustur. Bu amagla yapilan uygulamalar sirastyla agagidaki sekil-
de gerceklestirilmistir.

Toplam olarak 390 bireyin test edildigi ve kanserli olan dokularin her biri
kendi aralarinda gruplandirildiginda, mutant alel tagtyan bireylerin genel dagilimi
Tablo 3’deki gibi elde edilmistir. Elde edilen 17 heterozigot durumdaki bireyler-
den mutant formu igeren 13 birey normal birey olarak adlandirdigimiz grupta yer
alirken, kalan 4 mutant igeren heterozigot bireyin 3°ii meme kanser &rneklerinde,
I’i ise larinks kanser Orneginde test edilmistir. Beyin ve tiroid kanserinde

heterozigot durumunda mutant form igermedigi saptanmustir.
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Tablo 3. CCR5 +/432 genotip ve alel sikliginin 390 bireyde ve yapilan alt
gruplamalarda elde edilen sonuglara gore bireylerin dagilim sekilleri

Genotip Alel
CCR5-+/+ CCR5-+/A32 CCR5-A32/A32 Toplam CCR5+ CCR5-432 Toplam
Genel Grup 373 17 00 390 763 17 780

Gruplandirilmig Bireylerdeki Dagilim
CCR5-+/+ CCR5-+/A32 CCR5-A32/432 Toplam  CCR5+ CCR5-A32 Toplam

Normal Bireyler 254 13 00 267 521 13 534
Beyin Kanseri 20 00 00 20 40 00 40
Meme Kanseri 36 3 00 39 75 3 78
Larinks Kanseri 33 1 00 34 67 1 68

Tiroid Kanseri ~ 30 00 00 30 60 00 60
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Tablo 4. Ttim bireyleri kapsayan populasyonun alel frekansi ve bir tek lokus i¢in
heterozigotluk istatistik sonuglari (390 birey)

Alel CCRS alellerin siklig1
Yabanil alel (763/780) 0.9782
Mutant A32 (17/780) 0.0218

Lokus Orn. Bilyiik. Goz.Hom Goz.Het. Bek.Hom* Bek.Het* Nei** Ort.Het

CCR5 780 0.9564  0.0436 09573  0.0427 0.0426 0.0426
Ort. 780 09564  0.0436 0.9573 0.0427 0.0426 0.0426
St. Sap. 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.0000

Orn. Bityiik.: Orneklem Bityiikliigii

Go6z.Hom.: Gézlenen homozigot degeri.

Goz. Het.: G6zlenen heterozigot degeri.

Bek.Hom.: Beklenen homozigot degeri.

Bek.Het.: Beklenen heterozigot degeri.

St.Sap.: Standart sapma. -

Ort.Het.: Ortalama heterozigot degeri.

*Beklenen homozigot ve heterezigot verileri Levene (1949) kullanilarak elde edilmistir.

**Nei'nin (1973) beklenen heterozigotluk degeri.

Yukarida Tablo 4’de populasyon tiim olarak test edildiginde, yabanil alel
0.9782 bulunurken, ‘mutant alel siklign 0.218 olarak saptanmigtir. Populasyon
biiyiikliigline bagli olarak homozigot ve heterozigot durumdaki bireyler igin
gézlenen ve beklenen degerler aym Tablo igerisinde verilmistir. Populasyonun
geneline bakildiginda, gozlenen ve beklenen degerler birbirine ¢ok yakin
bulunmugtur. Test edilen populasyon igin serbestlik derecesi 1 iken, Ki-kare
degeri 0.181986 seklinde saptanmugtir.
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Normal ve kanserli doku seklinde bir gruplandirma yapildiginda
populasyonun alel frekansi ve bir tek lokus igin heterozigotluk sonuglarini her bir
grup i¢in ayr ayn elde edilmis, her bir gruplama sonucunda gézlenen ve beklenen
heterozigotluk diizeylerindeki veriler ayrintili olarak verilmigtir.

Tablo 5. Normal birey populasyonuna ait alel frekansi ve bir tek lokus igin
heterozigotluk istatistik sonuglar1 (267 birey)

Alel CCRS alellerin siklig
Yabanil alel (521/534) 0.9757
Mutant A32 (13/234) 0.0243

Lokus Orn. Biiyiik. G6z.Hom Go6z.Het. Bek.Hom* Bek.Het * Nei** Ort.Het

CCRS 534 0.9513 0.0487 0.9524 0.0476  0.0475 0.0301
Ort. 534 0.9513 0.0487 0.9524 0.0476  0.0475 0.0301
St. Sap. 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

Omn. Biiyiik.: Orneklem biiyiikliigii

Goz.Hom.: Gdzlenen homozigot degeri.

Goz. Het.: Gozlenen heterozigot degeri.

Bek.Hom.: Beklenen homozigot degeri.

Bek.Het.: Beklenen heterozigot degeri.

St.Sap.: Standart sapma.

Ort.Het.: Ortalama heterozigot degeri.

*Beklenen homozigot ve heterezigot verileri Levene (1949) kullanilarak elde edilmistir.
**Nei'nin (1973) beklenen heterozigotluk degeri.

Kanserli dokularin hari¢ tutuldugu ve 267 bireyi iceren populasyon igin
yabanil alel siklifi, homozigot ve heterozigot bireylerde gozlenen/beklenen
degerler ve diger sonuglar Tablo 5°te yer almaktadir. Orneklem igin serbestlik
derecesi aym olup, ki-kare degeri 0.153167 bulunmustur. Mutant alel igeren
bireyler %2.43 olarak saptanmustir.
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Tablo 6. Meme kanser dokulu birey populasyonuna ait alel frekans: ve bir tek
lokus i¢in heterozigotluk sonuglari (39 birey)

Alel CCRS alellerin sikligt
Yabanil alel (75/78) 0.9615
Mutant A32 (3/78) 0.0385

Lokus Orn.Biiyiik. G6z.Hom Goz.Het. Bek.Hom* Bek.Het * Nei** Ort.Het.

CCRS5 78 09231  0.0769  0.9251 0.0749 0.0740 0.0301
Ort. 78 0.9231  0.0769 0.9251 0.0749  0.0740 0.0301
St. Sap. 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

Orn. Biiyiik.: Orneklem biiyiikliigii

Go6z.Hom.: G6zlenen homozigot degeri.

Goz. Het.: G6zlenen heterozigot degeri.

Bek.Hom.: Beklenen homozigot degeri.

Bek.Het.: Beklenen heterozigot degeri.

St.Sap.: Standart sapma.

Ort.Het.: Ortalama heterozigot degeri.

*Beklenen homozigot ve heterezigot verileri Levene(1949) kullanilarak elde edilmistir.

**Nei'nin (1973) beklenen heterozigotluk degeri.

Toplam 39 bireyden olugan ve % 3.85’lik bir alel sikliginin tespit edildigi
meme kanserli Orneklem, heterozigotluk yiizdesinin en yiiksek oldugu
populasyon olarak saptanmustir. Fakat gozlenen ve beklenen homozigot ile
heterozigot degerleri tamamiyla aym bulunmugtur. Serbestlik derecesi ayn1 olup,
ki kare degeri 0.0411 seklinde tayin edilmisgtir.
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Tablo 7. Larinks kanser dokulu birey drneklemine ait alel frekansi ve bir tek
lokus i¢in heterozigotluk sonuglari (34 birey)

Alel CCRS5 alellerin siklig1
Yabanil alel (67/68) 0.9853
Mutant A32 (1/68) 0.0147

Lokus Orn. Bilyiik. G6z.Hom Goz.Het. Bek.Hom* Bek.Het * Nei** Ort. Het

CCR5 68 0.9706 0.0294  0.9706 0.0294  0.0290 0.0301
Ort. 68 0.9706 0.0294  0.9706 0.0294  0.0290 0.0301
St. Sap. 0.00 0.00 0.00 - 0.00 0.00 0.00

Orn. Biiyiik.: Orneklem biiyiikliigii

Goz.Hom.: Gézlenen homozigot degeri.

Goz. Het.: Gozlenen heterozigot degeri.

Bek.Hom.: Beklenen homozigot degeri.

Bek.Het.: Beklenen heterozigot degeri.

St.Sap.: Standart sapma.

Ort.Het.: Ortalama heterozigot degeri.

*Beklenen homozigot ve heterezigot verileri Levene(1949) kullanilarak elde edilmigtir.

**Nei'nin (1973) beklenen heterozigotluk degeri.

Toplam 34 bireyin test edildigi larinks kanser dokulu 6rneklemde mutant
genotip iceren heterozigot durumda yalnizca bir birey saptanmistir. Analiz edilen
diger parametrelerde ise farkli bir sonu¢ elde edilmemistir. Aym serbestlik
derecesi esas alindiinda, ki-kare degeri 0.000 seklinde tespit edilmigtir (Tablo 7).
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Tablo 8. Trioid kanserli birey populasyonuna ait alel frekansi ve
bir tek lokus i¢in heterozigotluk sonuglari (30 birey)

Alel CCR5 alellerin siklig1
Yabanil alel (60/60) 1.00
Mutant A32 (0/60) 0.00

Lokus Orn. Biiyiik. Goz.Hom Goz.Het. Bek.Hom* Bek.Het * Nei** Ort.Het.

CCRS5 60 1.0000  0.0000 1.0000  0.0000 0.0000 0.0301
Ort. 60 1.0000 0.0000 1.0000  0.0000 0.0000 0.0301
St. Sap.  0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

Orn. Bityiik.: Orneklem biiyiikliigii

Go6z.Hom.: Gézlenen homozigot degeri.

Goz. Het.: Gozlenen heterozigot degeri.

Bek.Hom.: Beklenen homozigot degeri.

Bek.Het.: Beklenen heterozigot degeri.

St.Sap.: Standart sapma.

Ort.Het.: Ortalama heterozigot degeri.

*Beklenen homozigot ve heterezigot verileri Levene(1949) kullanilarak elde edilmistir.

**Nei'nin (1973) beklenen heterozigotluk degeri.

Yukarida tablo 8’de yer alan tiroid kanserli 30 bireyden olusan

populasyon ve 20 bireyin test edildigi beyin kanserli kiigiik alt populasyonlarda - -

mutant genotip igeren heterozigot halde bireye rastlanilmadigindan, istatistiksel

olarak bir parametre elde edilememistir.
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Tablo 9. Beyin kanserli birey populasyonuna ait alel frekansi ve bir tek

lokus igin heterozigotluk sonuglar1 (20 birey)

Alel CCRS alellerin sikligi
Yabanil alel (40/40) 1.00
Mutant A32 (0/40) 0.00

Lokus Orn. Biiyiik. G6z.Hom Go6z.Het. Bek.Hom™

Bek.Het * Nei** 'Ort.Het.

CCRS5 40 1.0000  0.0000  1.0000
Ort. 40 1.0000  0.0000 1.0000
St. Sap. 0.0 0.00 0.00 0.00

0.0000 0.0000 0301

0.0000 0.0000 0.0301
0.00 0.00

Orn. Biiyiik.: Orneklem biiyiikliigii
Goz.Hom.: Gozlenen homozigot degeri.
Goz. Het.: Gozlenen heterozigot degeri.
Bek.Hom.: Beklenen homozigot degeri.
Bek.Het.: Beklenen heterozigot degeri.
St.Sap.: Standart sapma.

Ort.Het.: Ortalama heterozigot degeri.

*Beklenen homozigot ve heterezigot verileri Levene(1949) kullanilarak elde edilmistir.

**Nei'nin (1973) beklenen heterozigotluk degeri.

..

Yukarida detayli sekilde verilen analiz sonuglarina bakildiginda,

populasyon biiyiikliigiine bakilmaksizin tiim gruplarda yapilan hesaplamalara gére

gozlenen frekansklarla, beklenen frekanslar, hemen hemen birbirinin aynidir.

Dogrudan populasyonun tiimiine uygulanan istatistik analizlere gére 390 bireylik

bir 6rneklem, aym1 zamanda 780 alellik bir 6rneklemi ifade eder (Tablo 4). Tiim

gruplamalar i¢in serbestlik derecesi 1 almmugtir. Ki-kare deferi yaklagik 0.1819

bulunmusg olup, istatistiksel agidan anlamli olabilmesi igin kabul edilen diistik p

degeri olan 0.05 diizeyindeki ki-kare degeri 3.84 olmalidir (Istatistik
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kitaplarindaki verilere bakildiinda, 1 serbestlik derecesi ve P =0.05 seviyesi i¢in
verilen kritik 7 degeri 3.841°dir). Ikinci olarak normal ve kanserli doku geklinde
yapilan 6rneklem sonuglari da benzerdir. Bunlardan kanserli olan doku &rnekleri
¢ikartildiktan sonra yapilan istatistik sonucunda, 267 bireylik 6rneklemin (Tablo
5) 534 alel igerdigi, mutant alel sikhgimn 0.0243 oldugu goriilmiistiir. Ki-kare
degeri ise bir Onceki analiz 6rnegindeki sonuca benzer bulunmustur (0.1532).
Gozlenen heterozigot ve beklenen heterozigotluk ise farkli degildir. Kanserli doku
6rneklemlerinde ise en yiiksek A32 alel sikligr 0.0385 degeri ile meme doku gru-
bunda elde edilmigtir (Tablo 6). Larinks kanserli rneklerde mutant 432 alel oram
0.0147 olarak hesaplanmustir (Tablo 7). Diger iki kanser grubunda (troid ve beyin
tiimdrii) higbir heterozigot birey tespit edilemediginden ki-kare degerleri sifir ola-
rak hesap edilirken, g6zlenen ve beklenen heterozigotlukta sifir olarak hesaplan-
mastir (Tablo 8 ve 9). Heterozigot ylizdesinin en yiiksek oldugu meme kanserli
6rneklemde dahi gozlenen frekanslarla, beklenen frekanslar hemen hemen birbiri-
ne benzer bulunmugtur. Biitlin bu ki-kare analiz sonuglar1 bize populasyonun test
edilmesi sonucunda Hardy-Weinberg dengesinin bozuldugunu gésteren bir delil

sunmamaktadir.
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4 - TARTISMA VE SONUC

Populasyonun belirli bir genotipe sahip kismina genotip frekansi denir.
Gen havuzu ise, belirli bir nesildeki populasyonun iireyebilen tiyelerinin tlimii
tarafindan olusturulan tlim gametlerden meydana gelir. Gen havuzunu olusturan
yumurtalar ve spermler birer haplotiptir ve dolayisiyla her genetik lokus igin yal-
mz birer alel igerirler. Tek bir lokus ele alindifinda, farkli gametlerin, farkli
aleller tagiadigim1 gorebiliriz. Belirli bir aleli tagiyan gametlerin gen havuzundaki
boliimii, alel frekansi olarak ifade edilmekte olup, populasyondaki genotipler ile
oldugu kadar, gen havuzundaki gesitli alelerin frekansinin zamanla degisip degis-
medigini de test eder. Zira 432 aleli ilk saptandifindan bu yana bagta Kuzey Av-
rupa halklar1 olmak {izere, bu alelin siklif1 ve populasyon dengesi oldukg¢a ayrinti-
It galisilmagtir. Fakat Tiirkiye’de genel populasyon sikligina y6nelik caligma mev-
cut degildir. Bizler bu c¢alisma ile bolgesel de olsa rasgele segilmis bir
orneklemden ibaret bir populasyonun 432 alel sikligini belirledik. Bu g¢aligmada,
bu kisa bilgiler 113inda Tiirk populasyonundaki genotiplerin dengede olup olma-
digmin belirlenmesi hedeflenmistir. 1lk olarak genotip frekansi gikarilmig ve
CCRS alelinin mutant formu kapsayan heterozigot diizeyi belirlenmistir. Bu yolla
genotip frekansindan hareketle alel frekanslari hesaplanmigtir. Hardy-Weinberg
kanununa gdre genotip frekanslarmin p? + 2pg + ¢° = 1 denklemine uymas: bekle-
nir. Uymaz ise, H-W kanununu tamimlayan parametlerden bir veya birkaginin ihlal
edildigi sonucu ortaya ¢ikar. Buna gore yaptigimiz bu galigmada 390 bireyden
olusan drneklemde CCRS yabanil alel frekansinin 0.9782, CCR5-432 alel oram-
nin 0.0218 (% 2,18) oldugu belirlenmistir.

Calisma sonucunda A32 mutant alel sikli1 PZR yoluyla saptanmigtir. Her-
hangi bir mutant 432/432 genotipi saptanamamgtir. Agaroz ortaminda tam olarak
ayirt edilemeyen Srnekler daha sonra heterozigot bireylerle birlikte akrilamid jel
elektroforezinde belirgin bir gekilde ayirt edilmigtir (Sekil 7). Elde edilen
akrilamid jel ortaminda heterozigot (+/A32) genotipine sahip bireylerle, baz1
homozigot yabaml Srnekler (+/+) 50 bg’lik DNA biiyiikliik standardi esliginde
kosturulmugtur. Sekil 7°de yer alan akrilamid jel goriintlisinde oldugu
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gibi, yabanil aleli temsil eden tek bir band ve heterozigot bireylerdeki yabanil
aleli temsil eden bandin molekiiler standart’ta yer alan 200 b¢’inin hemen
tizerinde yer aldigy tespit edilmistir. Heterozigot bireylerde yer alan mutant alel
bandinin ise molekiiler standarttaki 150 bg’inin yakiminda lokalize oldugu
gorilmiistiir.

CCRS5 geninin 32 bg kapsayan ve daha sonra 432 aleli seklinde
adlandinlan varyant agisindan homozigot olan bireylerin HIV-1 bulagimina karsi
direngli olduklarmin Liu ve Ark. (1996) ve Samson ve Ark. (1996) tarafindan es
zamanh kesfedilmesinin ardindan, Martinson ve Ark., (1997) bu mutant alelin en
sik rastlandifi populasyonlarin listesini yaymlamugtir. Sonraki yillarda 432
mutant reseptdr geni dikkatlerin iizerine gevrildigi kemokin reseptérii olmustur.
Caligmalar yalnizca bununla kalmayip ardi ardina birgok populasyonda
aragtirlmasinin  yam sira, bu ve diger mutant reseptorlerin diger patolojik
olaylarla iligkisine de yonelmistir. Ayrica A32 mutant alelinin varlig1 populasyon
calisan evrim biyologlar1 i¢in bir model olmustur (Stephens ve Ark., 1998).

CCR5-432 alelinin kesfedilmesinden sonra, aragtirmacilar hizla gesitli
populasyonlarda bu alelin sikhifi1 arastirmaya ySnelmiglerdir. 1997°de
Martinson ve Ark.’min (1997) yaptig1 ¢alisma, CCR5-432 alelinin diinya {izerinde
yayilis modeli ile ilgili ilging bir sonug ortaya ¢ikarmistir. CCR5-432 aleli Kuzey
Avrupa kokenli populasyonlarda % 21’e varan bir frekans ile olduk¢a yaygindir.
Buna karsilik, Kuzey Avrupa’dan doguya ve giineye gidildikge, 432 alelinin
frekans1 diiger. Ortadogu ve Bati Asya’da ise bu alel hemen hemen hig yoktur.
Dolayisiyla CCR5-432 alelinin insan populasyonlarindaki cografik dagilimi ve
bazi1 insan gruplarmin Afrika’dan ayrilmasimi takiben, yeryiiziine dagilim
hakkinda bilgi veren bir unsur olarak kabul gérmektedir. Diger bir yarar1 ise HIV-
1 epidemiyolojisinde sahip oldugu rol ve tarihteki diger salgin hastaliklarin
aydmnlatilmasinda bir belirte¢ olarak kabul gormektedir (Martinson ve Ark.,
1997). Martinson ve Ark.’nin (1997) dikkatini ¢eken diger bir ayrinti, ortagag
Avrupa’si kasip kavuran, Yersina pestis’in neden oldugu kara veba salgimminda
hayatta kalmis olan bireylerin hikayesidir. Bu aragtiricilar Londra yakinlarmda
kiictik bir yerlesim biriminde baz1 insanlarin bu salgin esnasinda hayatta kalmay:
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bagarmis olmanin sirrini bir dedektif gibi arastirmiglardir. Yapilan ¢aligmalarda
hayatta kalmis olan bu bireylerin sonraki soylarmin 432 mutant aleli igerdigini
tespit etmislerdir. Zira veba etkeninin de HIV-1 viriistinde oldugu gibi aym hedef
hiicreleri ve benzer molekiiler mekanizmalari kullandig: bilinmektedir.

A32 mutant alelini ilging kilan bir diger unsur bazi etnik gruplardaki
yiiksek frekansidir. Bu baglamda en ¢ok arastirilan beyaz irk kokenli bireylerden
olusan populasyonlardir. Lucotte (1997), Fransa, Kuzey Afrika, Sahra-alt1 Afrika
ve Vietnam’i kapsayan dort cografik bolgede 1031 bireyin bu allel ile ilgili
genotiplerini ¢aligmistir. Bu ¢aligmaya gére Kuzey Fransa’da 432 allel sikliga
%12.9 iken, Giiney Fransa’da %9.8, Kuzey Afrika’da %6.3, Sahra-alt1 Afrika’da
%0.16’dir. Vietnam’da ise 432 aleli bulunamamugtir. Fakat daha sonra
Magierowska ve Ark. (1999), yaymnladiklart bir mektup ile Vietnam
populasyonunda yaygin mutant 432 alelinin aksine, (C/78R) olarak teshis ettikleri
bir varyantin varligim rapor etmislerdir. Bu elde edilen varyantin Avrupa kékenli
beyaz bireylerde yer almadigin bildirmislerdir.

Libert ve Ark., (1997) Tiirkiye’nin de iginde yer aldig1 18 Avrupa tilkesini
kapsayan beyaz irk populasyonuna ydnelik bir bagka ¢alismada ise, 432 alelinin
Kuzey Avrupa’dan baglayip giineye dogru olan dagilimim aragtirmigtir. En yliksek
frekansin % 16 ile Finlandiya, en diisiik frekansin ise % 4 ile Italyan Sardinia
populasyonuna ait oldugunu ortaya koymustur. Tirkiye ise % 6.3 degeri ile
Portekiz ve Ispanya’daki Bask bolgesinin beyaz birey populasyonlar ile aym
degerde bulunmustur. Libert bu sonuglarla CCR5-432 allelinin Kuzey Avrupa’da
tekli bir mutasyon olay: ile birkag bin yil 6nce meydana gelmis olabilecegini
savunmugtur. Yine CCR5-432 alelinin beyaz 1k populasyonunda yiiksek
frekansta bulunusunun rasgele genetik siiriiklenme yoluyla meydana gelmis
olabileceginin kolay kabul edilemeyecegini, homo- veya heterozigot CCR5-432
alel tasiyicilann ile baglantili segici bir avantajin olabilece§i Onerisini ileri
stirmiigtiir (Libert ve Ark., 1997).

Lucotte (2001) ise daha sonra 432 alelini ¢ok genis capli olarak Avrupali,
Orta Dogulu ve Kuzey Afrikali beyaz irk kokenli 40 degisik populasyondan elde
ettigi toplam 8842 infekte olmayan bireyden olusan  bir Orneklem ile
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kargilagtirmali olarak galigmistir. 432 alel frekansinin belirgin bir bigimde kuzey-
gliney dogrultusunda (Kuzey Avrupa’dan - Kuzey Afrika’ya) istatistiksel agidan,
dikkate deger bir korelasyon katsayisi ile ( r= 0.83) belirgin bir azalig gosterdigini
ortaya koymustur. Buna gore 432 alelinin Isveg, Norveg, Danimarka, Finlandiya
ve Izlanda Kuzey halklar1 arasinda % 13.4°lik bir siklik degeri ile ortalama 432
degerinden oldukga yiliksek oldugunu tespit etmistir. En diigiik degerleri ise Fas,
Tunus (Kuzey Afrika), Suriye ve Iran gibi daha giiney tilkelerinde saptamislardir.
Bu sonuglara dayali olarak 432 allelinin VIII ve X. Yiizyillarda Vikingler yoluyla
yayillmis olacagi tezini ileri stirmektedir. Muhtemelen giiniim{iz Avrupa’sinda
yiiksek frekansta bulunmasinin Variola virlistintin Avrupa’daki 432 tastyicilarini
MS VIIL yiizyildan beri yarigmalarma yol agmus olacagim savunmaktadir.
Béylece beyaz irkin Afrikali-Beyaz atalarinin ayrilmasi ile olugan bir evrim olay1
olabilecegi sonucuna varmigtir.

Yine Lucotte (2001) bir bagka arastirmasinda 31 farkli Avrupa
populasyonu ile birlikte, Kibris, Dagistan, Kuzey Afrika ve Tirkiye’nin (Libert ve
Ark., 1997)’ de dahil edildigi 7328 infekte olmayan bireyi kapsayan ¢aligma ile
CCRS5 alelinin kuzey-giliney dogrultusunda gézlenen enlemsel dagilimini test
etmigtir. CCR5-432 alelinin biitiin ¢aligilan populasyonlarda yer aldigi ve
ortalama degerin % 8 oldugunu saptamustir. Kuzey Avrupa tilkelerinde en yiiksek
deger ile baglayan ve kuzey-giiney enlemi dogrultusunda CCR5-432 alel frekansi
ile orantili bir azalisin ortaya ciktigim (r=0.795) istatistiksel olarak ortaya
koymustur. Yine aym gekilde yukardaki caligmasinda vurguladifi Viking
hipotezinin bu genin dagiliminda belirtilen dénemlerde belirleyici oldugunu
savunmustur.

Leboute ve Ark., (1999), Brezilya Amazon kabileleri ile ilgili yaptig1 bir
¢aligmada 300 bireyin tamaminin yabanil alel agisindan homozigot oldugunu
saptamugtir. Boylece bu aragtiricilar 432 alelinin Avrupa orijinli oldugunu ve
Kuzey Amerika’da kirsal populasyonlardaki varlifinin gégiin bir sonucu oldugunu
dogrulamuglardir. Passos ve Picango (1998) Brezilya’nin kentsel bélgelerinde
yasayan bireylerden olugan bir orneklem grubunda % 93’likk bir yabamil alel
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siklifr ve %7°1ik bir heterozigot yiizdesine ulagmiglardir. Mutant alel yiizdesi ise
% 3.5 olarak verilmesine karsin, homozigot 432 iceren birey tespit edilememistir.

Gliney Amerika kitasinda CCR5-432 alel frekansinin galigildigr bir diger
populasyon $ili ile ilgili olamdir. Desgranges ve Ark., (2001), 63 HIV-1 enfekteli
ve 62 enfekte olmayan bireylerden olusan gruplamasinda, hi¢c CCRS5-432
homozigot birey saptayamazken, her iki grup arasinda gozlenen heterozigot
yiizdesi (yaklagik %2.4) agisindan belirgin bir fark olmadigini rapor etmiglerdir.
Kuzey Amerika kitasinin CCR5-432 alel siklig1 ise oldukea yiiksek olup (%11 ila
11,63 arasinda), bu deger Kuzey Avrupa igin rapor edilen degerlerle yaklagik
olarak esittir (Dean ve Ark., 1996; Huang ve Ark., 1996; ve Zimmerman ve Ark.,
1997).

Avrupa kitasinin en giiney ucu olarak goriilen Yunanistan da, Papa ve Ark.
(2000) tarafindan yalmizca Kuzey Yunanistan’i kapsayan 240 HIV-1 pozitif ve
128 HIV-1 negatif birey ile yapilan ¢alisma sonucunda, CCR5-432 alel frekans:
% 5.2 bulunmugtur. Ayn1 ¢aligmada yapilan gruplama ile HIV negatif bireylerde 1
adet homozigot CCR5-432 genotip elde edilirken, negatif grupta yer alan
Orneklerin, seropozitif olanlara gore iki kat daha fazla frekansa sahip oldugu ve
dolayisiyla heterozigot genotipin HIV enfeksiyonuna karsi kismi bir koruma
sagladig belirtilmigtir.

Kuzey Avrupa iilkelerinden Polonya populasyonu ile yapilan bir ¢aligma
ise lilkenin hemen hemen tamamim kapsamakta olup, 16 sehirden alinan 861
bireyden olusan 6rneklemde ortalama CCRS5-432 alel frekansi % 10.9 olup bu
deger kuzey Avrupa tilkeleri i¢in kaydedilen oranla esdegerdir (Jagodzinski ve
Lecybyl, 2000).

Uzak-doguya yonelik yapilan c¢aligmalarda ise Husian ve Ark. (1998),
beyaz irk kokenli olamayan 100 Hindistanli bireyden olusan bir grupta yalnizca
bir bireyin heterozigot durumda oldugunu belirlemiglerdir. Martinson ve Ark.
(1997), Japonya, Vietnam, Tayvan, Filipinler gibi diger Uzakdogu
populasyonlarinda CCR5-432 alelinin hi¢ temsil edilmedigini belirtmektedir.

CCR5-432 alel sikliginin en ¢ok test edildigi bir diger populasyon, degisik
iilkelerde yasayan Yahudi topluluklaridir. Kuzey Avrupa kékenli Ashkenazi yerel
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toplulugu simdiye kadar rapor edilmis en yliksek CCR5-432 alel frekansina (%
20.93) sahiptir (Martinson ve Ark., 1997). Kantor ve Gershoni (1999) Israil’de,
basta Avrupa ve diinyanin degisik bolgelerinden gelip yerlesmis degisik etnik
gruplarda yaptiklar: tarama sonucunda, Polonya ve Romanya’dan gb¢ eden toplu-
luklarda CCR5-432 alel frekansimin yiiksek oranda temsil edildigini saptamislar-
dir. Bu ¢aligmada elde edilen sonuglara gore, Orta Dogu ve Kuzey Afrika’dan gog
eden Yahudi vatandaglarinda bu deger oldukca diigiiktiir, diger Afrika bolgelerin-
den g6¢ eden Yahudilerde ise yer almamaktadir. Yahudi olmayan azinliklarda ise
(Filistin gibi) oran % 1 ila 2 arasindaki degerlere kadar diigmektedir. Bu ¢aligma-
da ortaya konulan sonug ise CCR5-432 alelinin daha 6nce belirtildigi gibi, Kuzey
Avrupa kokenli Ashkenezi Yahudi gruplar arasinda oldukga yaygin oldugudur
(Lucotte, 1997). Klitz ve Ark. (2001), diger bilim insanlar1 ile birlikte, Yahudi
Ashkenazi populasyonunda CCR5-432 alelinin, tekli bir mutasyon sonucunda
Kuzey Avrupa halklarinda meydana geldigi ve daha sonraki siiregte Ashkenazi
Yahudi bireylerine gegtigini, VIIL yiizyil Avrupa’sinda goriilen tekrarli epidemik
¢igek salgmlari (small pox) sonucunda yiiksek frekanslar ulagtigim belirtmislerdir.
Daha kapali bir yasam tarz1 sergileyen Avrupa Yahudilerinin bu frekansin yiiksek
degerlere ulagmasinda roliiniin belirleyici oldugu da aym aragtiricilar tarafindan
savunulan bir bagka gortsttir.

Macaristan halki ve Macar Cingenelerinde CCR5-432 alel sikligim kapsa-
yan bir ¢alismada ise sirastyla %11.3 ve %10.1°lik birbirinden farkli olmayan
frekanslar elde edilmistir (Szalai ve Ark., 1998).

Yaptugimiz ¢alismada 432 alel siklif1 %2.18 ¢ikmustir. Bu sonug 432 alel
sikhimn giineye ve doguya dogru gidildikce azaldigi fikrini dogrulamaktadir.
Dolayisiyla bizim buldugumuz %2.18°lik oran Orta-Dogu i¢in verilen %1.15 ora-
niyla uyumludur (Kantor ve Gershoni, 1999). Libert ve Ark., (1998) Avrupa k-
kenli olan 104 Tiirk bireyden olusan 6rnekleminde %6.31iikk bir mutant A32 sikli-
g1 rapor etmis olup, bu deger diger Avrupa kékenli beyaz irk populasyonlar ile
oranlandifinda nispeten diigiik diizeydedir. Ayrica bu g¢aligma Turk
populasyonunun genelini degil sadece amagh segilmis bir populasyonu temsil
etmektedir. Bizim elde ettiimiz 6rneklem rasgele secilmis bireylerden olugmasi
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ve daha fazla sayida bireyi (390) kapsamas: nedeniyle daha homojen bir sonug
yansitmaktadir. Fakat Tirkiye’nin tiim bolgelerini kapsayan ve daha fazla
oreklemden olusacak bir galiyma, Tiirk populasyonundaki heterozigot genotip
diizeyini daha net yansitacafi gibi, homozigot mutant genotip varliginin
belirlenmesinde de yararl1 olacaktir.

Kemokin reseptorlerin, HIV’in hiicre igine girigsi ile ilgili roliiniin
kesfedilmesi, HIV patojenezi ve buna yonelik ilag ve ag1 gelistirilmesi ile ilgili
yeni yollar agmigtir. Oregin kullanilan reseptdr tiiriine gore yeni simiflandirmalar
yapilmaktadir. Reseptor taklitleri, reseptor ligandlari, kemokinler veya kemokin
analoglarina dayali yeni terapiler in vitro olarak gelistirilmekte ve test
edilmektedir (McNicholl ve Ark.,1997; O’Brien ve Moore, 2000). Ayrica CCR5
reseptoriine yonelik degisik antagonist ajanlarin potansiyel anti viral aktivite
sergilemeleri HIV-1 kaynakli AIDS salgimi miicadelesinde bagvurulan bir bagka
yontemdir (Cascieri ve Spinger, 2000).

Sonug olarak, Lucotte (2001) tarafindan yaklasik 40 populasyonda 8842
bireyi ve Avrupa’nin tamami ve Kuzey Afrika’yr kapsayan orneklemin ortaya
koydugu gibi, tiim populasyonlar Hardy-Weinberg dengesinde olup, CCR5-432
alelinin frekans: bir artis gostermemektedir. Evrim ¢aligan biyologlar bu artisin
olabilmesi igin tartigmanin HIV-1 virlisii enfeksiyonuna kars: direng olugturmada
etkili oldugu kanitlanan CCR5 432/A32 mutant geninin populasyonda frekansinin
hizl1 bir sekilde nasil artabilecegi konusunda gerek yiiksek oranda HIV ile infekte
olan bireylerin, gerekse bu infeksiyona karsi bireye direnclilik saglayan ve
populasyonda yiiksek frekansta temsil edilen 432 genotipine sahip bireylerin bir
arada bulunmalan gerektigi hususunda hemfikirdirler. Bu nedenle, kaydedilmis en
yiiksek A32 frekansi ile kaydedilmis en yiiksek enfeksiyon oranim birlikte
bulunduran insan populasyonlarinda, AIDS salgim A32 aleli frekansinin hizli bir
sekilde artmasina neden olabilir (Freeman ve Heron, 1999).

Ancak giiniimtizde hem en yiiksek 432 frekansini, hem de en yiiksek HIV
enfeksiyonunu birlikte barindiran bir populasyon bilinmemektedir. Kuzey
Avrupa’daki birgok populasyon 0.1-0.2 oraninda bir A32 aleli frekansina sahiptir
(Martinson ve Ark., 1997; Stephans ve Ark., 1998). Fakat bu populasyonlardaki
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HIV enfeksiyon orami1 %1’ in ¢ok altindadir (UNAIDS 1998). Bu anlamda Afrika
populasyonlarinda yliksek AIDS yogunluguna karsin, 432 frekansinin diigiik veya
yok denecek diizeyde az olmasi veya Avrupa yerel populasyonlarinda tam tersi
yiiksek 432 frekansina karsin AIDS’e karg1 etkin koruma yollar: nedeniyle CCR5
alel sikliginda bir degigim beklemek miimkiin goziikmemektedir.

Son olarak bu g¢aligmada kullamilmig olan kanserli doku ornekleri ile,
CCR5 kemokin reseptér mutant geni arasinda bir iligki bulunma olasilig:
populasyon genetigi agisindan aragtirilmistir. Tablo 4 ve Tablo 5,6,7,8,9°da
verilen gruplamalarda, beyin ve troid kanserli dokularda heterozigot durumda hig
birey saptanamazken, meme doku kanserinde toplam 39 bireyde 3, larinks
kanserli bireylerde 1 heterozigot birey tespit edilmistir. Heterozigot bireylerin
saptandigt bu gruplarin analizinde gbzlenen ve beklenen heterozigot degerleri
arasinda bir fark tespit edilememigtir. Boyle bir arastirmanin amaci mutant
alelelin kanserli dokularda bulunmasinin veya bulunmamasinin bu tiir kanser
olgular ile bir iligki kurulabilmesi amacin giitmektedir.

Kemokinler, anjiojenez kontrolii ve hiicre trafigi diizenini saglamak
yoluyla, yang: ve enfeksiyon siiresince konak tepkisinin olusum mekanizmalarina
katilirlar. Bu mekanizmalarin gogunlugu kanser olusumunda da kullanilmaktadir
(Vicari and Caux, 2002). Anjiojenezin uyarilmasi veya tiimdr biiylimesi,
kemokinlerin tiimér gelisimini tegvik ettigi tipik durumlardir. Dolayisiyla
kemokinler etkilerini aract kemokin reseptorler yoluyla ortaya koymalarn
nedeniyle, reseptorlerde gézlenen varyasyonun kanser geligimini nasil etkiledigi
giincel aragtirmalarin baglica konular1 arasinda yer almaktadir (Vicari and Caux,
2002).

AIDS-baglantili oldugu disiiniilen tiimor tiirlerinden Kaposi sarkoma,
Non-Hodgkin’s lenfomasi, Hodgkin hastalig1 ve Anogenital malignansi ile HIV’le
enfekte olmus haldeki diger kanser tiirlerinde (derinin bazal hiicre karsinomasi,
testikiiler kanser, akciger kanseri, agiz mukoza, bas ve boyun kanser tiirlerinde
reseptor varyasyon iligkisi genis ¢apli test edilmistir (Tirelli and Ark., 2002).

CCR5 kemokin reseptér geninde saptanmig olan 432 delesyonun AIDS
yakalanma ve enfeksiyon riskini degistiriyor olmasi, bu mutant genin AIDS
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lenfomasindaki potansiyel roliiniin neler olabilecegi olasiligi Dean ve Ark. (1999)
tarafindan aragtinlmistir. Genis ¢apli bir AIDS aragtirma merkezinde yiiriitiilen
caligmalarda, Non-Hodgkin Lenfomanin bitlin gerekli ozelliklerini tasiyan
hastalarda ylirtitlilen vaka-kontrol caligmalar: ile bu iligki ayrintili test edilmistir
(Dean ve Ark., 1999). Calismada ozellikle hastalarin yagi, is yerleri, AIDS
bulagamadan onceki siireleri ve CD4+ T hiicre sayisinda gdzlenen azalmalar
dikkatlice izlenmigtir. Calisma sonucunda CCRS5-432 aleli AIDS enfeksiyon ve
ilerleyis zamammn kontrol ediliginden sonra, test edilen bireyler arasinda Non-
Hodgkin Lenfoma riskinde 3-katlik bir azalma ile ilintili oldugu saptanmugtir.
Fakat aym mutant alel bakimindan heterozigot bireylerde Kaposi sarkoma ve
AIDS’li hastalarda rastlanilan diger yaygin malignensi ile firsatgi enfeksiyonlar
arasinda bir baglant1 kurulamamigtir (Dean ve Ark., 1999).

Sonug olarak Tiirk populasyonunda CCRS5-432 mutant alelinin sikligim
saptamayr amaglayan bu caligma ile, mutant alel frekans1i 0.0218 olarak
saptanmugtir. Kaynak bilgilerinde vurgulandig: gibi CCRS5-432 mutant formunun
Turk populasyonunda yer aldig1 ve kuzey-giiney dogrultusunda populasyonlarda
gozlenen frekans azaliy modeline uydugu saptanmigtir. Test edilen
populasyonlarda oldugu gibi 390 bireyden olusan bu populasyon Ornegi Hardy-
Weinberg dengesinden sapmadigi sonucuna varilmusgtir.,

Bu bilgiler 1s181nda bu galismada test edilen meme doku kanserli ve larinks
kanserli bireylerde CCR5 A32 mutant alelin varligma kargin, diger iki doku
kanserli bireyde hi¢ mutant alel tespit edilememis olmasinin, mutant alel varligi
ile bu kanser tiirleri arasinda bir iligki kurmanin zor oldugu goziikkmektedir. Gerek
Orneklemin diigik sayida olmasi, gerekse AIDS-baglantili tiimor analizlerinde
oldugu gibi sistematik bir caligmanin yapilmamis olmasi (anketleme, aile hikayesi
vd.) nedeniyle mutant alel ve bu kanser tiirleri arasinda dogrudan veya dolayli bir
baglant1 kurmay1 giiglestirmektedir. En azindan test edilen bu kanser tiirlerinde
kemokinlerin genel olarak hangi tiir rollere sahip olduklari ortaya koymadan, bu
tiir bir iliskinin su an i¢in kurulmas: zor goriilmektedir.



49

6-KAYNAKLAR

Abacioglu, H. 1998 HIV’deki genetic degiskenlifin biyolojik ve epidemiyolojik
sonuglari, HIV-AIDS ; 1(3): 106-109.

Arslan, S. 2002. Tirk Populasyonunda NAT1 (N-asetiltransferaz tip 1) Lokusu
Polimorfizmi. Yiiksek Lisans Tezi. Cumhuriyet Universitesi Fen Bilimleri
Enstitiisti, Sivas.

Campell, N.A. 1996. Biologie. Dt. Ubers. Hrsg. Von jiirgen Markl., 1997. Spectrum
Akad. Verl. ISBN 3-8274-0032-5.

Cascieri, M.A. and Springer, M.S. 2000. The chemokine / chemokine-receptor
family: potential and progress for therapeutic intervention. Current Opinion in
Chemical Biology; 4: 420-427.

Clapham, P.R. and McKnight A. 2001. HIV-1 receptors and cell tropism. British
Medical Bulletin; 58: 43-59.

Cunnigham, A.L., Li, S., Juarez, J., Lynch, G., Alali, M. and Naif, H. 2000. The
level of HIV infection of macrophages is determined by interaction of viral
and host genotypes. Journal of Leucocyte Biology; Volume 68.

Dean, M., Carrington, M., Winkler, C., Huttley, G.A., Smith, M.W., Allikmets, R.,
Goedert, J.J., Buchbinder, S.P., Vittinghoff, E.W., Gomperts, E., Donfield, S.,
Vlahov, D., Kaslow, R., Saah, A., Rinaldo, C., Detel, R., O’Brien, S.J. 1996.
Genetic restriction of HIV-1 infection and progression to AIDS by a deletion
allele of CKRJ5 structural gene. Science ; 273: 1856-1862.

Desgranges, C., Carvajal, P., Afani, A., Guzman, M., Sasco, A., Sepulveda, C. 2001.
Frequency of CCRS5 gene 32-basepair deletion in Chilean HIV-1 infected and
non-infected individuals. Immunology Letters 76: 115-117.

Freeman, S., and Herron, J.C. 1999. Evolutinory Analysis -Prentise- Hall, Inc.
(second edition)- Chapter 1.

Hillis, D., Moritz, C. 1990. Molecular Systematics. Sinauer, Associates. Inc.
Publishen, Sunderland, Massachusetts, USA.



50

Holmes, E.C. 2000. On origin and evolution of the human immunodeficiency virus
(HIV). Boil. Rev, 76.pp 239-254.

Huang, Y., Paxton, W.A., Wolinski, S.M. et al. 1996. The role of mutant CCRS allel
m HIV-1 transmission and disease progression. Mol Med, 2: 1240-3.

Jagodzinski, P.P., Lecybyt, R., Ignaca, M., Juszcyk, J., Trzeciak, W.H. 2000.
Distribution of A32 alelle of the CCR5 gene in the population of Poland. J
Hum Genet; 45: 271-274.

Kantor, R. and Gershony, J.M. 1999. Distribution of the CCR5 Gene 32- Base Pair
Deletion in Israeli Ethnic Groups. Journal of Acquired Immune Deficiency
Syndromes and Human Retrovirology; 20: 81-84.

Klitz, W., Brautbar, C., Schito, A.M., Barcellos, L.F., Oksenberg, J.R. 2001.
Evolution of the CCR5 432 Mutation Based on Haplotype Variation in Jewish
and Northern European Population Samples. Human Immunology;62: 530-538.

Leboute, A.P.M., Carvalho, M,W.P., Sim0es, A.L. 1999. Absence of the ACCRS
mutation in indigenous populations of the Brazilian Amazon. Hum Genet; 105:
442-443.

Levene, H., (1949). On a matching problem in genetics. Ann. Math. Stat. 20:91-94

Libert, F.,Cochaux, P., Beckman, G., Samson, M., Aksenova, M., Cao, A., Czeizel,
A., Claustres, M., Ferrarri, M., Ferrec, C., Glover, G., Grinde, B., Giiran, S.,
Kucinskas, V., Lavinha, J., Mercier, B., Ogur, G., Peltonen, L., Rosatelli, C.,
Schwartz, M., Spitsyn, V., Timar, L., Beckman, L., Parmentier, M., Vassart, G.
1997. The [Delta] CCR5 mutation conferring protection against HIV- 1 in
Caucassian populations has a single and recent origin in Northeastern Europe.
Oxford Journals Online; p. 399- 406.

Liu, R., Paxton, W.A., Choe, S., Ceradini, D., Martin, S.R., Horuk, R., MacDonald,
M.E., Stuhlmann, H., Koup, R.A. and Landau, N.R. 1996. Homozygous defect
in HIV-1 co receptor accounts for resistance of some multiply-exposed
individuals to HIV-1 infection. Cell; vol. 86, 367-377.



51

Lucotte, G.1997. Frequency of the CC chemokine receptor 5 A32 allele in various
populations of defined racial background.Biomed & Pharmacother; 51: 469-
473

Lucotte G. 2001. Distribution of the CCR5 Gene 32-Basepair Deletion in West
Europe. A Hypothesis About the Possible Dispersion of the Mutation by the
Vikings in Historical Times. Human Immunology; 62: 933-936.

Lucotte G. 2002. Frequencies of 32 base pair deletion of the (A32) allele of the
CCR5 HIV-1 co-receptor gene in Caucasians: a comparative analysis.
Infection, Genetics and Evolution; 1 : 201-205.

Magierowska, M., Lepage, V., Lien, T.X., Lan,.HN.T., Guillotel, M., Issafras, H.,
Reynes, J., Fleury, H.J.A., Chi, N.H., Follezou, J., Debre, P., Theodorou, L.,
Barré-Sinoussi, F. 1999. Novel variant of the CCR5 gene in a Vietnamese
population. Microbes and Infection; 2: 123-124.

Martinson, J.J., N. H. Chapman et al. 1997. Global distribution of the CCR5 gene
32-base-~ pair deletion. Nature Genetics 16: 100-103.

McNicholl, J. M., Smith, D.K., Quari, S.H. and Hodge, T. 1997. Host genes and HIV:
the role of the chemokine receptor gene CCRS5 and its allele (A32CCRY).
Emerging Infectious Diseases; Vol 3, No.3; 261-269.

Nei, M. (1973). Analysis of gene diversity in subdivided populations. Proc. Math.
Acad. Sci. USA. 70: 3321-3323.

O’Brien, S.J., Moore, J.P. 2000. The effect of genetic variation in chemokines and
their receptors on HIV transmission and in progression to AIDS. Immunologic
Reviews; Vol. 177: 99-111.

Papa, A., Papadimitriou, E., Adwan, G., Clewley, J.P., Malisssiovas, N., Ntoutsos, L,
Alexiou, S., Antoniadis, A. 2000. HIV-1 co-receptor CCRS and CCR2
mutations among Greeks. FEMS Immunology and Medical Microbiology; 28:
87-89.

Passos, G.A.S.J. and Picango, V.P. 1998. Frequency of the ACCRS deletion allele in
the urban Brazilian population. Immunology Letters; 61: 205-207.



52

Samson, M., Libert, F., Doranz, B.J., Rucker, J., Liesnard, C., Farber, C.M.,
Saragosti, S., Lapouméroulie, C., Cognaux, J., Forceille, C., Muyldermans, G.,
Verhofstede, C., Burtonboy, G., Georges, M., Imai, T., Rana, S., Yi, Y.,
Smyth, R.J., Collman, R.G., Doms, R.W., Vassart, G. and parmeintier. 1996.
Resistance to HIV-1 infection in Caucasian individuals bearing mutant alleles
of the CCRS chemokine receptor gene. Nature; Vol. 382,

Stephens, J. C., D. E. Reich et al. 1998. Dating the origin of CCR5-432 AIDS
resistance allele by coalescence of haplotypes. American Journal of Human
Genetics 62: 1507-1515.

Szalai, C., Csaszar, A., Czinner, A., Szabd, T., Falus, A. 1998. High frequency of
the CCRS5 deletion allele in Gypsies living in Hungary. Immunology Letters;
63: 57-58.

Tirelli, V., Bernardi, D., Spina. M. and Vaccher. E.2002. AIDS-related tumors:
Integrating antiviral and anticancer therapy. Oncology Haemotology, 41:299-
315

UNAIDS. 1998. AIDS epidemic update: December 1998.(Geneva Switzerland).
World Wide Web URL:http://WWW .unaids.org.

Watson, J.D., Gilman, M., Witkowski, J., and Zoller, M. 1992. Recombinant DNA:
second eddition, New York.

Vicari, A.P. and Caux, C. 2002. Chemokines in Cancer. Cytokine & Growth Factor
Reviews; 13: 143-154.

Yeh F.C., Yang R. and Boyle T. 1999. population genetic analysis POPGENE
version 1.32. Ag/For Molecular Biology and Biotecnology Center, University
of Alberta and Center For International Forestry Research.

Yilmaz, G., ve Ozkan, E. 2002. Retroviruslar. Infeksiyon Hastaliklari ve
Mikrobiyolojisi; 1322-1340.

Zimmerman, N., Bernstein, J., Rothenberg, M.E. 1998. Polymorphism in the human
CC chemokine receptor-3 gene. Elsevier Science: 170-174.



53

6- 0ZGECMIS

1974’te Hollanda’da dogdu. Ilk, orta ve lise egitimini Hatay’in
Iskenderun ilgesinde tamamladi. 1990 yilinda Ankara Universitesi Fen
Fakiiltesi Biyoloji Béliimiinii kazandi ve 1994°te bu boliimden mezun oldu.

1995 yilinda evlendi. 1996 yilinda Sivas Kizilay Polikliniginde ise
basladi. 2000 yilinda Cumhuriyet Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji
Boliimii Molekiiler Biyoloji Anabilim Dalinda yiiksek lisans egitimine basladi.
Halen Kizilay Tip Merkezinde Laboratuvar Sefi olarak goérevine devam
etmektedir.



: T.C.
CUMHURIYET ONIVERSITESI
- “TIP FAKILTESI
' FriX KURUL BASKANLIGI

10.01.2063

SAY! : B.30.2.CUM.0.1H.00.00/
KONU :

KararNo:(X) 8/7093

Etik Kurul Karan:

"Tark Populasyonunda HIVIn CCRS Genine At 32 Als! Dagihmt adi:
Biyoloii Ana Bilim Dal Ylksek Lisans Qgrencisi Emire YILMAZ 3 ait Tez Projesi.
Yerel Efik Kurul Kararinga uygun olduguns;

Farar verilausur

Ny \a\

3 .
Prof.Dir. AM(\}MQ(\* (/}Iix Prof.Dr.Suai TOPAKTAS
\ \
O Sehan
Prof.Dr.Fahrettin GOZF Prof.Dr.Oge CETINKAYA
KATTEMADT
4
Doc.Dr.Tijtn KAYA Doc.Dr.Okay BULUT

Do¢.Dr.Serdar SOYDAN
My




