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OZET

YUKSEK LISANS TEZi

GERCEK ZAMANLI RT-PCR METODU iLE HIV-1 PROVIRAL DNA
KANTITASYONUNUN OPTIiMiZASYONUNDA KULLANILAN KANTITASYON
STANDARTLARININ GEN KLONLAMA TEKNOLOJISi iLE GELISTIRILMESI

Reyhanehsadat MIRBAKHT
Kirsehir Ahi Evran Universitesi
Saghk Bilimleri Enstitiisii
Tibbi Biyoloji Anabilim Dah
Damsman: Prof. Dr. Elif SEVIM

HIV-1 proviral DNA, retroviriis olan HIV-1’in konak hiicre genomuna entegre olmus
formunu temsil eder ve antiretroviral tedavi altindaki bireylerde viral kalintinin
degerlendirilmesinde kritik bir biyobelirtectir. Proviral DNA diizeylerinin dogru sekilde
kantitatif olarak belirlenmesi, viral rezervuarin takibi ve tedavi etkinliginin
degerlendirilmesi acisindan biiyiik 6nem tasimaktadir. Bu tez ¢aligmasinda, HIV-1 proviral
DNA'nin PZR ile tespitinde testin kalite kontrolii amaciyla kullanilacak olan pozitif kontrol
materyalinin gen klonlama teknolojisi kullanilarak tiretimi amaclanmistir. Caligmada, HIV-
1 genomunun yliksek diizeyde korunan Long Terminal Repeat (LTR) bolgesi konvansiyonel
PCR ile cogaltilmis, pJET1.2/blunt vektoriine klonlanmis ve elde edilen rekombinant
plazmidin dogrulugu Sanger sekanslama ile teyit edilmistir. Gelistirilen bu rekombinant
standart materyal, ger¢ek zamanli PCR uygulamalari i¢in referans olarak kullanilmak {izere
tasarlanmistir. Calisma kapsaminda gelistirilen bu yerli ve 6zgiin standart, hem diisiik
maliyetli hem de yiiksek ¢ogaltilabilirlik ve giivenilirlik 6zellikleri ile 6n plana ¢ikmaktadir.
Literatiirde benzer ¢aligmalarla kiyaslandiginda, LTR bélgesinin hedef olarak secilmesi
sayesinde yliksek 6zgiilliik saglandig1, pJET1.2/blunt vektoriiniin pozitif seleksiyon 6zelligi

sayesinde ise klonlama siirecinin kolaylastirildigi gozlemlenmistir. Elde edilen bu standart



materyalin, ilerleyen asamalarda klinik orneklerde yapilacak validasyon calismalariyla

birlikte tanisal siireglerde giivenilir sekilde kullanilabilecegi 6ngoriilmektedir.
Agustos 2025, 58 Sayfa

Anahtar Kelimeler: HIV-1 proviral DNA, LTR, RT-PCR, klonlama teknolojisi
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ABSTRACT

M.Sc. THESIS

THE DEVELOPMENT OF QUANTIFICATION STANDARDS USED IN THE
OPTIMIZATION OF HIV-1 PROVIRAL DNA QUANTIFICATION BY REAL-
TIME RT-PCR METHOD THROUGH GENE CLONING TECHNOLOGY

Reyhanehsadat MIRBAKHT
Kirsehir Ahi Evran University
Institute of Health Sciences
Department of Medical Biology
Supervisor: Prof. Dr. Elif SEVIM

HIV-1 proviral DNA represents the integrated form of the retrovirus HIV-1 within the host
cell genome and serves as a critical biomarker for assessing viral persistence in individuals
undergoing antiretroviral therapy. Accurate quantification of proviral DNA levels is of great
importance for monitoring the viral reservoir and evaluating treatment efficacy. In this thesis,
the production of a positive control material to be used for quality control in the detection of
HIV-1 proviral DNA by PCR was aimed through the application of gene cloning technology.
The highly conserved Long Terminal Repeat (LTR) region of the HIV-1 genome was
amplified by conventional PCR, cloned into the pJET1.2/blunt vector, and the accuracy of
the recombinant plasmid was confirmed through Sanger sequencing. The resulting
recombinant standard material was designed to serve as a reference in real-time PCR
applications. This locally produced and original standard stands out due to its cost-
effectiveness, high reproducibility, and reliability. Compared to similar studies, the selection
of the LTR region provided high specificity, while the positive selection feature of the
pJET1.2/blunt vector facilitated an efficient cloning process. It is anticipated that this
standard material can be reliably used in future diagnostic applications following validation
with clinical samples.

August 2025, 58 Pages

Keywords: HIV-1 proviral DNA, LTR, RT-PCR, cloning technology
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1. GIRIS

Insan immiin yetmezlik viriisii (HIV), insan bagisiklik sistemini hedef alan bir retroviriistiir.
Bu virlis 0zellikle bagisiklik sisteminin islevi i¢in hayati oneme sahip olan CD4+ T
lenfositlerini ve makrofajlar1 enfekte ederek bagisiklik sistemini zayiflatmaktadir. 11k kez
1980’11 yillarin baginda tanimlanan HIV, kiiresel halk saglig1 tizerinde 6nemli etkileri olan
bir enfeksiyon etkenidir (1). 2023 yili itibartyla diinya genelinde yaklasik 39,9 milyon
kisinin HIV ile yasadig1 tahmin edilmekte olup, bu yiikiin biiytik bir kism1 Sahra Alt1 Afrika
bolgesinde yogunlagmaktadir (2). HIV enfeksiyonu zamanla edinsel bagisiklik yetmezligi
sendromuna (AIDS) ilerleyebilir. AIDS, bagisiklik sisteminin ileri diizeyde zayiflamasiyla
karakterize edilen bir durumdur ve bireyleri firsat¢ci enfeksiyonlara ve bazi kanser tiirlerine
kars1 son derece savunmasiz hale getirir. HIV nin bulas yollar1 cinsel temas, ortak enjektor
kullanimi, kan transfiizyonu ve dogum veya emzirme sirasinda anneden bebege gecis gibi
cesitli sekillerde gergeklesebilir (3). Yiiksek etkili antiretroviral tedavi (HAART) sayesinde
HIV ile yasayan bireyler viriisii kontrol altinda tutarak yasam kalitelerini yiiksek diizeyde
stirdiirebilmektedir. Ancak, birgok birey hala damgalanma, ayrimcilik ve saglik hizmetlerine
erisimde yasanan yetersizlikler nedeniyle tedaviye ulasamamakta ve bu durum bulasin
devam etmesine neden olmaktadir (4). “Tespit edilemez = Bulastirilamaz (U=U)” ilkesi,
tedaviye diizenli uyumun bulas riskini azaltmadaki énemini vurgulamakla birlikte, diinya
genelinde yaklasik 5,4 milyon kisi hilen HIV durumundan habersizdir. Bu da kiiresel
salginin kontrol altina alimmasint zorlagtirmaktadir (5). HIV/AIDS ile ilgili tartismali
konular arasinda, Onleme stratejilerinin etkinligi, baz1 risk gruplarinda zorunlu test
uygulamalarinin etik boyutu ve HIV ile yasayan bireylerin halen maruz kaldig1 toplumsal
damgalanma yer almaktadir. Bu alanda siirdiiriilen bilimsel arastirmalar; uzun etkili tedavi
secenekleri, yenilik¢i ilaglar ve olasi asilarin gelistirilmesi gibi alanlara odaklanmakta,

boylece hem tedavi basarisinin artirilmasit hem de bulasin azaltilmas1 amaglanmaktadir.

HIV’nin bulas dinamiklerinin, tedavi olanaklarinin ve toplumsal etkilerinin ¢cok boyutlu
dogasinin anlasilmasi; etkili halk sagligi miidahalelerinin planlanmasi ve viriisle yasayan

bireylerin yasamlarinin iyilestirilmesi agisindan biiyiik 6nem tasimaktadir.



1.1. Amag¢

Bu tez calismasi Ahi Evran Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali
bilinyesinde yiiriitilmistir. Tez calismasinin temel amaci, 6zellikle HIV pozitif anne
bebeklerinde HIV tanisinin dogrulanmasinda ve serolojik olarak belirsiz sonug alinan ancak
HIV-1 RNA tespit edilemeyen tedavi almamis vakalarin tanisinda kullanilan HIV-1 proviral
DNA testinde kullanilmak iizere gen klonlama teknolojisi kullanilarak pozitif kontrol
gelistirilmesi hedeflenmistir. Bu kapsamda, HIV-1 LTR gen bolgesi amplifiye edilerek
uygun vektor sistemine klonlanmis ve elde edilen rekombinant standartlarin gercek zamanli

PCR analizlerindeki performansi degerlendirilmistir.

1.2. Onem

Bu ¢alismanin, HIV-1 proviral DNA diizeylerinin daha hassas, giivenilir ve tekrarlanabilir

bicimde kantitatif olarak belirlenmesine katki saglamas1 hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. HIV/AIDS Tarihgesi

[lk HIV/AIDS vakas1 1981°de tanimlanmistir. Onceden saglikli olan geng erkeklerde Kaposi
sarkomu sikliginda artis, firsat¢1 enfeksiyonlarin goriilme sikliginda ve 6liim vakalarinda
art1s izlenmistir. Ilk vakalarin escinsel erkeklerde goriilmesi iizerine enfeksiyon hastaligini
“escinsel vebast olarak tanimlanmistir (6). Daha sonra vakalarin kadinlarda, bebeklerde
izlenmeye baglanmasi, Haiti’li gogmenlerde goriilmesi ve kan transfiizyonu yapilan hemofili
hastalarinda da tespit edilmesi lizerine enfeksiyon etkeninin kan, cinsel yol ve vertikal yolla

da gecis yapabilecegi anlasilmistir (7).

Eyliil 1982°de Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi (CDC) tarafindan tablo "Edinilmis
Bagisiklik Yetmezligi Sendromu (AIDS)" olarak tanimlanmistir. O donemde HIV/AIDS
tanis1 i¢in duyarlilik ve 6zgiilligii yliksek bir test gelistirilmedigi i¢in, kan bankalarinda kan
bagislarinin giivence altina alinmasinda giiglikk yasanmis ve cogu kurum, bagiscilarda

escinsellik sorgulamasini reddetmistir.

Bu kisilerden biri olan Elizabeth Glaser, hastaligit dogmamis ¢ocuguna bulastirmis ve her
ikisinin 6liimii kamuoyunda biiylik yanki uyandirarak, AIDS {izerine daha fazla arastirma
yapilmast yoniinde baski olusmasima neden olmus ve Elizabeth Glaser Pediatrik AIDS
Vakfi’'nin kurulmasina zemin hazirlamistir. 1981-1984 yillar1 arasinda, yaklasik 15.000
hemofili hastas1 HIV ile enfekte olmus, damar i¢i uyusturucu kullanicilar1 da enjektor
paylasimi yoluyla yiiksek risk altinda kalmislardir. Bu nedenle, ilk enjektor degisim
programi 1984 yilinda Amsterdam’da kurulmus, bu uygulama Avrupa’da hizla yayilirken,
ABD’de benimsenmesi zaman almistir. AIDS’in gercek nedenine dair ilk ipuglari, titizlikle
yiirlitiilen immiinolojik aragtirmalardan elde edilmistir. CD4 hiicre sayis1 yaklasik olarak 200
hiicre/mm?*’iin altina distiigiinde, hastalar ¢ok sayida firsatgr enfeksiyona ve c¢esitli
malignitelere kars1 savunmasiz hale geldigi tespit edilmistir. Dikkat ¢ekici bicimde, bu T
hiicresi alt grubunun, ilk tanimlanan insan patojen retroviriisii olan ve 1980 yilinda Robert
Gallo ve arkadaglar tarafindan izole edilen HTLV-I’in (Human T-cell Leukemia Virus Type
I) hedefi oldugu bilinmektedir (6). Ancak HTLV-I, CD4 T hiicrelerinde tilkenmeye neden



olmak yerine, bu hiicreleri transforme ederek, klinik olarak erigkin T hiicreli l6semi

gelisimine yol agmaktadir (5).

Baslangigta, HTLV-I ile enfekte bireylerin serumlarinin AIDS hastalarina ait hiicreleri zayif
sekilde boyadig1 gézlemlenmis, bu da bagisiklik yetmezligi tablosunun HTLV-I’e yakin bir
retroviriisle iligkili olabilecegi yoniinde varsayimlarin ortaya atilmasina neden olmustur. Her
ne kadar bu baglanti sonradan yanlis oldugu kanitlansa da retrospektif olarak
degerlendirildiginde, bilim insanlarinin bir retroviriisten siiphelenmeleri dogru yonde atilmis

bir adim olmustur.

2.2. HIV Yapis1

HIV, yaklasik 100—120 nm ¢apinda, kiiresel sekilli ve zarfli bir RNA viriisiidiir. Virion olarak

adlandirilan viriis partikiili, li¢ ana yapisal tabakadan olugmaktadir:

Matriks
proteini

transkriptaz
Integraz

Sekil 2.1: HIV yapist.

2.2.1. HIV-1 Zarf Glikoproteininin Yapisi

Insan bagisiklik yetmezligi viriisiiniin (HIV) hedef hiicreleri enfekte etme siireci, yaklasik
100-150 nm boyutlarindaki viral partikiiliin, ylizeyinde bulunan zarf glikoproteini (Env)
aracilifiyla konak hiicre iizerindeki CD4 reseptorii ve CCRS ile CXCR4 gibi yardimci
reseptorlerle etkilesime girmesiyle baslamaktadir (7). Env proteini, her biri gp120 ve gp41

alt birimlerinden olusan {i¢ adet kovalent olmayan heterodimerin olusturdugu bir trimerdir.



gp120 alt birimi, konak hiicre reseptorleriyle etkilesimden sorumlu olup; gp41 ise viral zarf

ile hedef hiicre zar1 arasinda fiizyonun ger¢eklesmesini saglayan transmembran bilesendir.

HIV-1 gp120 yapisina dair ilk yapisal bilgiler, Kwong ve arkadaslari tarafindan yayimlanan
oncii nitelikteki ¢alismada sunulmustur (8). Bu ¢alismada, iki domenli ¢oziiniir CD4 yapisi
ve monoklonal antikor 17b’nin Fab fragmani ile baglanmis bir monomerik gp120 ¢ekirdek
bolgesinin kristal yapist tanimlanmistir. Kristalizasyon amaciyla kullanilan gp120, yaklasik
%6011k bir polipeptit boliimiinii temsil eden, glikozillenmemis ve kismen kisaltilmig bir
cekirdek yap1 olmasina ragmen, genel mimarisi ile CD4 ve yardimci reseptor benzeri
molekiil 17b ile etkilesime giren molekiiler yilizeyleri ortaya koymustur (9). Bu yapisal
bilgiler, CD4'lin kii¢iik molekiillii taklitlerinin etkinlik ve kapsayiciligini artirmak amaciyla
kullanilmis; ayrica VRCO1 gibi ¢esitli genis notralizasyon kapasitesine sahip antikorlarin
izole edilmesine olanak taniyan prob tasarimlarina temel olusturmustur (10). Bu ilk
calismadan bu yana, CD4 baglanma bdlgesini hedefleyen cesitli antikorlar ve/veya
molekiillerle kompleks halinde ya da baglanmamis durumda bulunan monomerik HIV-1
gp120 cekirdeklerine ait 20’den fazla kristal yapist yayimlanmistir (11). Bu yapilar,
noétralizan ve notralizan olmayan antikorlar ile HIV girisini kolaylastiran ya da engelleyen
agonist ve antagonist ligandlari iceren gp120 komplekslerini kapsamaktadir. Tiim bu yapilar
incelendiginde, gp120°nin genel konformasyonunun biiyiik 6l¢iide benzer oldugu ve “i¢” ile
“di1s” olmak tizere iki temel domeinden olustugu gozlemlenmistir. Bu domenler, gp120'nin
trimerik yapisi igerisindeki i¢ ve dis bolgelere yakinligina gore adlandirilmistir. Antikorlar
ile ligandlarin HIV fonksiyonu {izerindeki etkilerinin yapisal temelleri; baglanma
yiizeylerinde meydana gelen kiigiik farkliliklarda, Env trimerinde olugan dordiinciil yapi
degisikliklerinde ya da kristalografi yontemleriyle tespiti zor olan protein bdlgelerindeki
hareketlilikte yatiyor olabilir (12). HIV Env proteininin gp120 alt birimi, viriisiin hedef
hiicrelere tutunmasindan sorumlu iken; gp41 bolgesi, viral zar ile hedef hiicre zar1 arasindaki
fiizyonu gergeklestiren ana bilesendir. gp41'in yapisina dair ilk bilgiler 1997 yilinda elde
edilmistir. Bu donemde c¢esitli arastirma gruplari, gp41 cekirdeginin fiizyon sonrasi
konformasyonunun kristal yapilarinit bagimsiz olarak yayimlamistir. Bu konformasyonda,
gp41’in C-terminal heliksleri, N-terminal heliksler etrafinda antiparalel bir sekilde dizilerek
“alt1 heliksli demet” (six-helix bundle) olarak adlandirilan yapiy1 olusturur (13,14). Her ne
kadar fiizyon inhibitorii enfuvirtid (T-20) bu yapinin ilk kez yayimlanmasindan yillar 6nce
kesfedilmis olsa da alt1 heliksli demet yapis1 T-20°nin etki mekanizmasini anlamada 6nemli

katki saglamigti. Bu yapisal bilgiler, T-20’nin daha gii¢lii ve etkili tlirevlerinin



tasarlanmasina da zemin hazirlamigtir (15,16). X-1s1mm1  kristalografisi veya NMR
spektroskopisi gibi yontemlerle ¢éziimlenen tiim gp41 c¢ekirdek yapilart (ilgili maymun
immiin yetmezlik viriisii proteinleri dahil), orijinal gp41 yapilaria biiylik 6l¢iide benzer
konformasyonlar sergilemistir. Bu yapilar, farkli ¢oziiciiler kullanilarak kristalize edilmis,
cesitli notralizan ve notralizan olmayan ligandlarla kompleks olusturmus (17), ayrica ¢ok
sayida mutasyon igeren formlar dahilinde elde edilmistir (18). Buna ragmen, elde edilen 25
farkli HIV-1 gp4l yapisinin siiperpozisyonu orijinal konformasyonla yiiksek oranda
ortiismektedir. Env proteininin gp41 alt biriminin fiizyon oncesi (pre-fiizyon) durumuna ait
yiiksek ¢oziiniirliiklii yapisal bilgilerin eksikligi, HIV zar proteinlerinin yapisal biyolojisinde
hala énemli bir bilgi boslugu olusturmaktadir. Ancak bu alanda sinirli da olsa ilerlemeler
kaydedilmektedir (19).
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Sekil 2.2: HIV-1 zarf glikoproteininin yapisi.

2.3. HIV-1 Kapsidinin Yapis1 (Gag Polyprotein)

HIV-1 proteinleri, viral proteaz tarafindan daha kiiclik ve islevsel birimlere ayrilan uzun
peptit zincirleri olan poliproteinler seklinde transkribe ve translate edilirler (20). Kapsid
(CA) proteini, birgok yapisal viriis bilesenini igeren daha biiyiikk bir yap1 olan Gag
poliproteininin bir pargasi olarak sentezlenir (21). Bu tam uzunluktaki Gag proteini, viriis
yasam dongilisiiniin ge¢ evrelerinde kritik 6neme sahiptir. Gag, N-terminalinde yer alan bir
miristoil grubu araciligiyla viral bilesenlerin konak hiicre plazma membranina
yonlendirilmesinden sorumludur (22). Viriis tomurcuklanarak konak hiicreden ayrildiktan
sonra heniiz olgunlagsmamustir; ¢iinkii Gag poliproteini hala boliinmemis durumdadir. Ancak
viral proteaz tarafindan Gag’in islevsel alt birimlerine parcalanmasi ile bu yapilarin her biri

serbest birakilir ve olgun, enfeksiydz bir HIV-1 virionu meydana gelir (23).



2.3.1. CA Monomeri: Kapsid Cekirdeginin Yapisal Birimi

Kapsid ¢ekirdeginin en temel bileseni, yiiksek derecede korunmus ve genetik olarak kirillgan
bir protein olan CA monomeridir (24). CA monomeri, 231 amino asitlik bir proteindir ve iki
ana alfa-sarmal domene sahiptir: amino-terminal (CA-NTD) ve karboksi-terminal (CA-
CTD) domainler. Bu iki domain, bes amino asitlik bir baglant1 bolgesi (146—150. kalintilar)
ile birbirine baglanmistir (25). Virion heniiz olgunlagmamig formundayken, CA proteini Gag
poliproteininin bir bilesenidir ve amino-terminal ucunda matriks (MA) domaini ile,
karboksi-terminal ucunda ise spacer peptid 1 (SPl) domaini ile baglantilidir.
Tomurcuklanmadan sonra ve olgunlagsma siireci boyunca, Gag poliproteini proteolitik
yikima ugrayarak MA ve SP1 domainlerinden ayrilir. Bu ayrilmanin ardindan, komsu
monomerlerin Alal4 ve Glu45 kalintilar1 arasinda etkilesimler gergeklesir ve bu etkilesimler

sayesinde monomerler daha biiylik oligomerik yapilar olusturabilir (26).

2.3.2. CA Oligomerleri: Pentamerler ve Heksamerler

HIV-1 CA monomerleri ¢esitli kavisli oligomerik yapilar olusturabilse de olgun konik kapsid
yapisinda en yaygin olarak bulunan oligomer heksamerdir. Viral kapsid ¢ekirdeginin
fullerene-benzeri konik kafes yapisi, yaklasik 250 heksamer ve tam olarak 12 pentamerden
olusur. Heksamerler, amino-terminal domainin merkezi, stabil bir g¢ekirdek olusturacak
sekilde ve karboksi-terminal domainlerin esnek bir dis halka meydana getirecek sekilde
diizenlenmistir (26). Heksamer c¢ekirdeginin ortasinda yer alan ve R18 poru olarak
adlandirilan yapi, alt1 arginin kalintis1 ve amino-terminal B-tel¢iklerinden olusan “molekiiler
diyafram” ile ¢evrilidir. Bu por, boyut se¢ici ve pozitif yiiklii bir kanaldir; niikleotidlerin
kapsid ¢ekirdegi i¢ine diflizyonuna izin verirken, niikleazlarin, konak hiicreye ait kisitlayici

faktorlerin ve algilayici proteinlerin girisini engeller (27).

2.3.3. HIV-1 Kapsidinin Fonksiyonu

HIV-1 kapsidi, ¢esitli konak hiicre faktorleriyle olan etkilesimleri sayesinde birgok islevi
yerine getirir. Kapsid ¢ekirdegi, viral genomun ve ters transkripsiyon mekanizmasinin
sitoplazmanin ¢evresinden transkripsiyonel olarak aktif niikleer bolgelere glivenli bir sekilde
tasinmasindan sorumludur. Bu giivenli tagimayi, bir yandan kisitlayict faktorlerin viral
genomu algilamasini engelleyerek, diger yandan ters transkripsiyonun ger¢eklesmesini
saglayacak uygun molekiillerin kapsid c¢ekirdeginden difiize olmasina izin vererek

gergeklestirir (28).



Sekil 2.3: HIV-1 kapsit.

2.4. Matrix Protein (p17)

Insan immiin yetmezlik viriisii tip 1 (HIV-1) matris proteini (MA), p17, viriis yasam
dongiisiinde temel bir rol oynamaktadir. pl7, hem p55¢¢ hem de pl1602€™° Hnciil
poliproteinlerinin amino terminalinde yer almakta olup, bu poliproteinleri plazma
membranina yonlendirir; burada viral partikiillerin montaj1 ve tomurcuklanmasi gergeklesir
(29). Zar lokalizasyonu, hem pl7°nin kotranslasyonel miristoilasyonu hem de amino
terminalindeki bazik amino asit kiimesi tarafindan saglanir (30). Gag poliproteinleri, plazma
membrani iizerinde halka benzeri yapilardan olusan bir ag seklinde bir araya gelir ve bu
birlesim viral g¢ekirdegin ikozahedral yapisin1 olusturur (31) . Olgunlasan viral partikiil
icinde proteolitik parcalanmay1 takiben, p17 viriisiin lipid zarfinin hemen altinda bir kilif
halinde kalir; bu durum, orgiilii bir ag yapisinin olustugunu diisiindiirmektedir. Sadece
simiyen immiin yetmezlik viriisii (SIV) MA'nin bakuloviriis sistemlerinde ekspresyonu,
virlis benzeri partikiillerin olusumuna yol agar; bu da MA'nin kendi kendine birlesme (self-

association) belirleyicilerini i¢erdigini gostermektedir (32).



Sekil 2.4: HIV-1 matrix protein.

2.5. Niikleokapsid (p7/p9)

HIV-1 Gag (gruba 6zgii antijen) proteini, virion montajinin tiim ana basamaklarini koordine
eder. Gag, sirastyla matris (MA), kapsid (CA) ve niikleokapsid (NC) olmak {izere {i¢ diizenli
(organize) bolgeden olusur. Bu bolgeler, p2 (diger adiyla SP1) ve pl (diger adiyla SP2)
olarak adlandirilan iki baglayic1 (linker) peptit ile birbirine baghdir. Farkli NC farkli
formlardan ulugmaktadir. HIV-1 proteazi tarafindan gerceklestirilen ilk proteolitik kesim
MA-CA-p2 ile NC-p1—p6 bolgeleri arasinda gerceklesir ve bdylece NCp15 serbest birakilir.
Ikinci kesim NCp9’u (NC-p1) serbest birakirken, son kesim NC bélgesinin kendisini agi1ga
cikarir ve bu da olgunlasmanin son hali olan NCp7 formunu olusturur. NC bdlgesinin,
ozellikle ters transkripsiyon (RT) sirasinda kritik olan optimal RNA saperon aktivitesi,
sadece olgun formda (NCp7) gozlemlenir (33,34). NCp15 igeren viryonlar enfektif degildir
bu nedenle pl ile p6 arasindaki proteolitik kesim enfektivite agisindan kritik 6neme sahiptir
(35). NC, niikleik asit (NA) baglayict bir proteindir ve HIV-1 replikasyon dongiisiiniin
neredeyse tiim asamalarinda rol oynar: Genomik RNA'nin (gRNA) dimerlesmesi, gRNA
paketlenmesi, Viryon montaji, Ters transkripsiyon sirasinda zincir transfer basamaklari, Ve

proviral DNA’nin entegrasyonu (36,37).



Sekil 2.5: Niikleokapsid.

2.6. HIV-1 Genomu ve Replikasyon Dongiisii

HIV-1’in yaklasik 9 kb uzunlugundaki RNA genomu (gRNA), oldukca kiiciik bir yapiya
sahiptir. Ancak bu genom, enfekte konak hiicrelerde replikasyon ve yeni viryonlarin montaji
icin gerekli olan 15 proteinin tamaminin sentezlenmesine olanak saglayacak tiim bilgileri
icermektedir (38,39). Viryonlar i¢inde kapsiillenmis viral genom, pozitif polariteli tek
sarmall1 iki RNA’nin (dimer) birlesiminden olusur (40). Genom, dokuz farklt ORF igerir ve
bazi viral genler birbiriyle ortiisiir. Bu durum, smirl bir kodlama kapasitesi i¢inde bir¢ok
proteinin sifrelenmesini miimkiin kilar. Genomun her iki ucu, uzun terminal tekrar dizileri
(LTR — long terminal repeats) ile ¢evrilidir. Bu bdolgeler, gen ekspresyonu, entegrasyon ve
ters transkripsiyon gibi siirecler i¢in gerekli olan viral promotér de dahil olmak {izere temel

bilgileri igerir ve U3, R ve U5 elementlerinden olusur (41).

2.6.1. LTR’nin Yapisi ve Islevleri

U3 elementi, diizenleyici (modiilatdr), gli¢lendirici (enhancer) ve bazal bolgelerden olusur.
Ayrica, li¢ adet kesilme (splicing) faktorii baglanma bolgesi ve drnegin Niikleer Faktor-xB
(NF-kB) gibi konak hiicre transkripsiyon faktorlerine ait iki baglanma bolgesi igerir. R
elementi, trans-aktif yanit bolgesi (TAR) olarak adlandirilan bir RNA sap-halka yapisi
olusturarak viral replikasyonda, 6zellikle transkripsiyonun aktivasyonunda 6nemli bir rol
oynar (42). U5 elementi, poliadenilasyon sinyali (poly A) ile ters transkripsiyonun
diizenlenmesinde gorevli bolgeleri icerir. US’in ardindan baslatict baglanma bdlgesi (PBS),
dimerizasyon baslatici sinyali (DIS) ve ana kesilme-dondr bélgesi (D1) gelir; ancak bu
yapilar Sekil 1’de gosterilmemistir. Viral genomun paketlenmesini saglayan paketleme

sinyali Psi () bu siireci yonlendiren 6nemli bir dizidir (43) .
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2.6.2. Genetik Organizasyon

Gag geni, yapisal viral ¢ekirdek proteinlerini kodlar. Oncelikle sentezlenen p55-Gag onciil
proteini, viryon olgunlagsmasi sirasinda viral proteaz tarafindan pargalanarak matris (MA),
kapsid (CA) ve niikleokapsid (NC) protein alt birimlerine ayrilir. pol geni, yine bir onciil
proteinden tiireyen ve viral proteaz tarafindan kesilerek aktif hale getirilen {i¢c enzim olan
proteaz (PR), ters transkriptaz (RT) ve integrazi (IN) kodlar. Ugiincii yapisal gen olan env,
zar glikoproteinleri olan gp120 yiizey birimi (SU) ile gp41 transmembran birimini (TM)
kodlar (44).

2.6.3. Diizenleyici ve Yardimci Genler:

Pol genini, iki diizenleyici gen olan rev ve tat ile dort yardimci gen olan vif, vpr ve vpu takip
eder. Tat ve Rev, viral replikasyon i¢in elzemdir; konak hiicre ¢ekirdeginde birikir ve
kendilerine 6zgii mRNA yapilar1 olan Rev-responsive element (RRE) ve TAR bolgelerine
baglanirlar. Rev, kismen kesilmis veya hi¢ kesilmemis viral mRNA’larin sitoplazmaya
taginmasinda gorev alan 6nemli bir niikleer ihracat faktoriidiir. Tat, giiglii bir transkripsiyonel
aktivatordiir (45). Vif, Vpr ve Vpu, viriis partikiil liretim hizim1 etkileyen proteinlerdir.
Genomun sonunda bulunan yardimci gen nef, HIV enfektivitesini artirir ve CD4 ile major
doku uygunluk kompleksi I (MHC I) dahil olmak iizere ¢esitli konak hiicre proteinlerini
asag1 regiile eder. Ayrica, Vif, Vpu ve Nef, etkili replikasyonu saglamak icin ¢esitli konak
hiicre kaynakli kisitlayici faktorleri baskilar (46).
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Sekil 2.6: HIV genom yapisi.

2.7. HIV-1’in Yasam Dongiisii

HIV-I'in yasam dongilisii iki ana evreye ayrilabilir: erken evre ve ge¢ evre.
Erken evre, enfektif bir viryonun konak hiicreye baglanmasiyla baslar ve viral genomun
konak hiicre DNA’sina entegre edilmesiyle sona erer. Geg evre ise bu entegrasyon sonrasi
baslayan ve viral olgunlagsmaya kadar devam eden siireci kapsar (47). Erken evrede, HIV-1
viryonunun zar glikoprotein kompleksi olan Env, konak hiicre ylizeyindeki CD4 reseptorii
ve CCRS veya CXCR4 koreseptorleri ile etkilesime girer. Bu tanima olayi, bir dizi
konformasyonel yeniden diizenlemeyi baslatir ve bu degisiklikler sonucunda viral zar ile
konak hiicre zar1 kaynasir; bu fiizyon siireciyle viral ¢ekirdek konak hiicre sitoplazmasina
salinir (48). Kapsid proteini ve icerdigi bilesenlerden olusan kompleks, ters transkripsiyon
kompleksi (RTC) olarak adlandirilir. Bu noktadan sonra, ters transkripsiyon islemi ¢ekirdek
icinde gerceklesmelidir. Ters transkripsiyon sirasinda, kapsid pargalanmaya (uncoating)
baslar ve c¢ekirdege tasinir. Bu siire¢ cekirdek igine giris ve entegrasyon amaciyla
gerceklestirilir (49,50). RTC ¢ekirdek icine girdikten sonra, artik pre-integrezon kompleksi
(PIC) olarak adlandirilir. Uncoating ve ters transkripsiyon islemleri, ¢cekirdege giristen sonra
ancak entegrasyondan oOnce tamamlanir. Kapsid, PIC’in transkripsiyonel olarak aktif
kromatin bolgelerine yonlendirilmesinden ve viral transkriptlerin konak genomuna entegre

edilmesinden sorumludur (51,52).

Viral genler daha sonra konak hiicre tarafindan transkribe edilir ve ¢cekirdekten sitoplazmaya
tasinir. Bu tasmmanin ardindan, Gag proteini, amino terminalinde bulunan miristoil
(myristoyl) grubunun aracilifiyla plazma membranma yonlendirilir. Bu lokalizasyondan
sonra, heniiz olgunlasmamais bir viryon tomurcuklanir; Gag poliproteinleri, konak hiicreden
tiremis viral zar1 kaplayacak sekilde yerlesir. Yasam dongiisiinlin son basamagi

olgunlagmadir; bu siire¢, enfeksiydz bir viryonun olusmasinmi saglar. Olgunlasma, viral
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proteaz enzimi tarafindan poliproteinlerin daha kiigiik ve islevsel alt birimlere
parcalanmasiyla gergeklesir. Bu basamakta viral kapsid olusur ve fulleren koni yapisinda bir
araya gelerek olgun, tam enfektif bir HIV-1 viryonu meydana getirir. Bu noktadan sonra,
yeni olugmus ve olgunlagsmis viryon, HIV-1 yasam dongiisiinii tekrar baslatarak baska bir
konak hiicreyi enfekte edebilir (53,54).
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Sekil 2.7: HIV-1’in yagam dongiisii.

2.8. HIV-1 Proviral DNA ve Onemi

HIV-1 proviral DNA, viral genomun konak hiicre kromatini icerisine entegre olmus formu
olarak tanimlanir ve retroviral enfeksiyonun temel belirteci kabul edilir (55). Viral girisin
ardindan HIV-1’in RNA genomu viral ters transkriptaz enzimi tarafindan tamamlayici
DNA’ya doniistiiriiliir ve bu yeni sentezlenen ¢ift zincirli DNA niikleusa taginir (56).
Integrase enziminin etkisiyle viral DNA, konagin kromozomlariyla kovalent bag kurarak
proviral durumu olusturur (57). Entegrasyon gergeklestikten sonra proviral DNA
transkripsiyonel olarak sessiz kalabilir ve bdylece konak bagisiklik sistemi tarafindan
taninmayan ve antiretroviral tedavi (ART) ile hedeflenemeyen latent bir rezervuar meydana
gelir (58). Bu latentlik mekanizmasi, plazma viremisinin ART ile basariyla baskilanmasina

ragmen enfeksiyonun Omiir boyu devam etmesini agiklar (59). Ayrica, entegre olmus
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proviral DNA konak DNA’s1 ile birlikte hiicresel boliinme sirasinda replike edilerek konakta
uzun stireli varligint siirdiirtir (60). Entegre HIV-1 genomlarinin biiyiik ¢ogunlugu defektif
olup, genis delesyonlar, nokta mutasyonlar1 veya APOBEC3G gibi konak kisitlama
faktorleri tarafindan indliklenen hipermutasyonlar tasir (61). Replikasyon yetenegi
bulunmamasina ragmen bu defektif proviruslarin bir¢ogu transkripsiyonel olarak aktiftir ve
viral RNA ile proteinler iireterek kronik immiin aktivasyona katkida bulunur (62). Nitekim
transkripsiyon yalnizca giiglii viral promotér gorevi goéren uzun terminal tekrar
bolgelerinden (LTR) degil, ayn1 zamanda defektif proviruslarin intragenik bolgelerinden de
gergeklesebilir; bu durum alternatif transkripsiyon mekanizmalarini ortaya koymaktadir
(63). Proviral transkripsiyon, NF-kB ve Spl gibi konak transkripsiyon faktorleri, Tat gibi
viral proteinler ve kromatin yapisini etkileyen epigenetik modifikasyonlar tarafindan siki
bicimde diizenlenir (55). Buna ek olarak, mikroRNA’lar ve uzun kodlamayan RNA’lar gibi
kodlamayan RNA’larin da proviral transkripsiyon ve latentlik iizerinde diizenleyici roller
tistlendigi gosterilmistir (64). Tiim bu bulgular bir arada degerlendirildiginde, HIV-1 proviral
DNA’nin hem latent bir rezervuar hem de siirekli immdiin stimiilasyon kaynagi olarak viral

eradikasyonun Oniindeki en biiyilik engeli temsil ettigi anlagilmaktadir (65).

2.9. Klonlama

“Klon” terimi, Eski Yunanca’da “dal” anlamina gelen klon sozciigiinden tiiremistir ve bir
daldan yeni bir bitkinin elde edilmesi siirecine atifta bulunur. Giliniimiizde “klon” kelimesi
basit bir kavram gibi goriinse de kesin anlamiyla bir molekiiliin, hiicrenin, bitkinin, hayvanin
veya insanin genetik kopyasini ifade eder. Gen klonlama, belirli bir genin 6zdes kopyalarinin
molekiiler biyoloji araclar1 kullanilarak iiretilmesi siirecidir. Herhangi bir tiirden bir DNA
dizisinin veya genin izole edilmesi ve orijinal DNA dizisinde herhangi bir degisiklik
yapilmadan cogaltilmak tiizere bir vektore aktarilmasi “Molekiiler Klonlama” olarak
adlandirilir. izolasyonun ardindan molekiiler klonlar, gen dizisinin veya proteinin
ekspresyon analizinde kullanilmak {iizere c¢ok sayida DNA kopyast iiretmek igin
kullanilabilir; ayrica in vitro kosullarda modifiye edilerek proteinin ekspresyonu ve

fonksiyonu degistirilebilir.

Rekombinant DNA’nin restriksiyon enzimleriyle kesilerek ligasyon yoluyla birlestirilmesi,
20. yiizyihn en biiylik basarilarindan biri olmustur. Giiniimiizde ise gen dizisi
degisikliklerinde yiiksek dogruluk saglayan bir¢ok alternatif yontem 6n plana ¢ikmustir.

Yonlendirilmis mutagenez (site-directed mutagenesis) ve PCR teknikleri, belirli dizilerin
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degistirilmesine ve molekiillerin yapi-fonksiyon iliskilerinin incelenmesine olanak taniyarak
onemli katkilar saglamistir. Klasik restriksiyon ve ligasyon temelli yaklagimda herhangi bir
DNA pargasinin klonlanmasina yonelik dort temel ve degismez basamak; DNA’nin
restriksiyon endoniikleazlarla parcalanmasi, DNA fragmanlarinin vektore ligasyonu,
transformasyon ve tarama/se¢imdir. Genel olarak, adi gecen bu geleneksel basamaklar
klonlama prosediirleri arasinda ortak 6zellik tasir; ancak uygulamanin amacina bagli olarak
cesitli noktalarda alternatif yollar tercih edilebilmektedir. 21. yiizyilda, organizmalarin DNA
dizisi ve kodlama yeteneklerinin belirlenmesine olanak taniyan, dolayisiyla biiyiik genlerin
yeni ve bilinmeyen genetik Ozellikler agisindan analiz edilmesini ve degistirilmesini
miimkiin kilan bir¢ok yeni teknik ortaya ¢ikmistir (66,67). Daha ileri bir alan olan sentetik
biyoloji ise kalitsal unsurlarin karmasik bir kombinasyonunu kullanarak yeni 6zelliklere
sahip biyolojik yapilar insa etmektedir. Bu gelismeler, Gateway, plazmid flizyon sistemi,
Golden Gate ve dizi & ligasyondan bagimsiz klonlama (sequence & ligation-independent

cloning) gibi en gelismis ve {istiin klonlama tekniklerini gerekli kilmaktadir (68,69).

2.9.1. Geleneksel Klonlama

Geleneksel yonteme dayali temel klonlama is akisi; hedef DNA fragmaninin izole edilmesi,
eklerin uygun bir klonlama vektoriine ligasyonu, rekombinant plazmidlerin ¢ogaltilmak
lizere uygun bir konaga aktarilmasi ve istenilen plazmidi igeren konaklarin taranmasini
icermektedir. Molekiiler klonlamanin verimliligini artirmak amaciyla, 6zgiin enzimlerin
Ozelliklerinden yararlanilarak bir¢ok 6zel ara¢ ve yontem gelistirilmistir. TA klonlama, 7ag
polimeraz enziminden yararlanirken; ligasyondan bagimsiz klonlama, tek zincirli DNA
cikintilart olusturan 74 DNA polimeraz kullanir. Son donemde, GC klonlama yontemi de
literatiire girmistir. Bu yontemde, Taqg, TfI ve Tth gibi hata okuma 6zelligi bulunmayan DNA
polimerazlari, PCR veya G-tail reaksiyonu araciligiyla diiz (blunt) u¢clu DNA molekiillerine
tek bir 3°-G ekler. DNA eklentisi lizerindeki bu 3’-G ¢ikintis1 daha sonra 3°-C ¢ikintis1 igeren

vektorlerle ligasyon islemine tabi tutulur.

2.9.2. Gateway Klonlama

Giliniimiizde biyolojik sistemlerde yapilan transgenik calismalar biiyiik Ol¢iide DNA
klonlama teknolojilerine dayanmaktadir. Klonlama teknolojileri ve bu teknolojilerin
aragtirmalarda yaygin kullanimi, rekombinant genlerin analizinde biyoloji alani igin son
derece onemli hale gelmistir. Gateway klonlama, yerlesik bolgeye 6zgii (site-specific)

rekombinasyona dayali giiclii yapisiyla, etkin klonlama, modiiler monta; ve farkh
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perspektiflerde ekspresyon i¢in molekiiler biyolojide kritik bir ara¢ olarak 6ne ¢ikmaktadir
(70,71). Modern Gateway klonlama teknolojisi, DNA fragmanlarin1 dizilerinden bagimsiz
olarak dnceden belirlenmis bir sira, yonelim ve okuma cergevesi igerisinde diizenleyebilmesi
sayesinde Onemli bir gelisme saglamistir. “Life Technologies” tarafindan gelistirilmis ve
Invitrogen aracilifiyla pazarlanmis olan Gateway klonlama teknolojisi, genis bir arastirmaci
toplulugu tarafindan kabul gérmiis ve ¢ok ¢esitli in vivo ve in vitro sistemlerde ekspresyon

birimlerinin montajini kolaylastirmistir (68).

Gateway sistemi, bolgeye 6zgii (site-specific) rekombinasyon ilkesinden yararlanarak, A
fajinin bir bakteriyel kromozom i¢ine entegrasyonunu ve buradan ¢ikarilmasini miimkiin
kilmaktadir (72). Bu mekanizma, sirastyla BP ve LR reaksiyonlarini katalizleyen iki enzimi
BP Clonase ve LR Clonase gerektirir. Bu reaksiyonlar, uyumlu rekombinasyon baglanti

bolgelerini (att bolgeleri) tasiyan plazmidler arasinda DNA dizilerinin aktarimini saglar.

BP Clonase enzim karigimi, faj integrazi ve integrasyon konak faktoriinden olugmaktadir.
Bu enzim karisimu, iki a#tB bolgesi ile ¢cevrelenmis ilgi duyulan DNA fragmanini, iki a#tP
bolgesi iceren dondr vektor (pDONR) igerisine aktarir. Eslesen attB ve attP bolgeleri
arasinda rekombinasyon gergeklesir ve DNA fragmani dondr omurgasina eklenir. Bu islem
sonucunda, iki atfL bolgesi ile ¢evrelenmis bir giris klonu (entry clone) elde edilir. LR
Clonase enzim karigimi, integraz, integrasyon konak faktorii ve faj eksizyonazdan olusur.
Bu karisim, giris klonlarmi substrat olarak kullanarak LR reaksiyonunu katalizler. Iki aztL
bolgesi ile ¢evrelenmis DNA fragmani, iki a#fR bolgesi tasiyan hedef vektore (destination
vector) aktarilir. Eslesen attL ve attR bolgeleri arasinda gergeklesen rekombinasyon
sonucunda, iki a#tB bolgesi ile ¢evrelenmis yeni bir ekspresyon klonu elde edilir. Klonlarinin
montaj1, teorik olarak DNA fragmanlariin restriksiyon ve ligasyon ile ¢oklu klonlama
bolgeleri (multiple cloning sites) igine yerlestirilmesi yoluyla da yapilabilir. Ancak, Gateway
sisteminin gelistiricileri, 6zgiin at#tB, attP, attL ve attR bolgelerinin varyantlarini tasarlamis
ve bu sayede yonlendirilmis (directional) klonlamay1 kolaylastiran yiiksek 6zgiilliige sahip

sistemler olusturmuslardir (73,74).

Multisite Gateway sistemi, ayn1 anda iki veya lig DNA fragmanindan transkripsiyonel
birimlerin olusturulmasina imkan taniyan vektorleri icermektedir. Bu sistem; gliclii
indiiklenebilir veya dokuya 6zgli promotdrler altinda birden fazla genin ekspresyonunda,
cis-diizenleyici dizi analizlerinde, translasyon fiizyon ¢alismalarinda, alt hiicresel

lokalizasyon belirlemede ve etiketlenmis proteinlerin ekspresyonunda kullanilmistir (75,76).
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Ayrica, gen susturma, genomik fragman rekombinasyonu, gen istifleme (gene stacking) ve
protein-protein etkilesimlerinin incelenmesi de bu rekombinasyon temelli Gateway

ekspresyon kasetleri kullanilarak sistematik bigimde gergeklestirilebilmektedir (77,78).

2.9.3. Golden Gate Klonlama

Sentetik biyoloji, genetik konstriiksiyonlarin olusturulmasinda standartlastirilmis parcalara
dayanmakta ve bu parcalarin birlestirilmesi, belirlenmis montaj ilkeleri dogrultusunda
gerceklestirilmektedir. Golden Gate yontemi ve tiirevleri, standartlastirilmis, neredeyse iz
birakmayan (quasi-scarless), ¢cok parcali DNA montaji saglamasiyla one cikmakta ve
kombinatoryal kiitliphane olusturulmasinda istisnai bir segenek sunmaktadir. Golden Gate
klonlama, Tip IIS restriksiyon enzimlerinin kullanildigi bir DNA montaj yontemidir ve
montaj standartlarinin gelistirilmesi acisindan bircok avantajli 6zellige sahiptir (79). DNA
montaj yontemi olarak, PCR amplifikasyonu, jel saflastirmasi ve 6zel primerlerin tasarlanip
siparis edilmesi gibi molekiiler klonlamanin verimsiz, zaman alic1 ve maliyetli adimlarinin
bir kismini ortadan kaldirmaktadir. Bu yontem, yalnizca dort bazlik kii¢lik baglanti bolgeleri
(fusion sites) gerektirmektedir. Komsu modiillerin birlestirilmesinde kullanilan bu bolgeler,
gerektiginde iz birakmayan (“scarless”) montaji da miimkiin kilacak sekilde
tasarlanabilmektedir (80). Bu yoniiyle, yan yana dizilen DNA parcalarinin ¢akisan kenar
dizileri veya rekombinasyon bdlgeleri gerektiren diger klonlama yontemlerinden
ayrilmaktadir. En yaygin kullanilan restriksiyon enzimleri Bsal, BsmBI ve BbsI’dir.
Transkripsiyonel birimler, standart modiiler pargalar kullanilarak tek basamakli bir Golden
Gate klonlama reaksiyonu ile birlestirilebilir; cok genli konstriiksiyonlarin daha ileri diizey
montaj1 ise benzer bir prosediirle gerceklestirilebilir (81,82). Geleneksel klonlamadan farkl
olarak Golden Gate klonlama, daha az diziden bagimsiz bolgelerle sinirlidir; yani secilen
Tip 1IS restriksiyon enziminin tanima bolgesi, montaj1 yapilacak tiim DNA fragmanlarinin
i¢ kisimlarinda bulunmamalidir. Montajda kullanilan Tip IIS enzimlerinin tanima
bolgelerinin baglangic modiillerinden uzaklastirilmasi, “domestikasyon” adi verilen bir
siiregle saglanmaktadir. Bu yaklagimin sonucu, DNA fragmanlarinin tek adimda yapisal
olarak kusursuz bir montajidir. Bununla birlikte, Golden Gate montaj1 yalnizca coklu DNA
fragmanlarin1 birlestirmekle kalmayip ayni zamanda ¢oklu yer yonelimli mutasyonlarin
(site-directed mutations) olusturulmasina da olanak taniyan giiclii bir teknolojidir. Ayrica, bu
yontem in vivo gen diizenleme amaciyla TALEN (Transcription Activator-Like Effector
Nucleases) sistemlerinin 6zellestirilmis versiyonlarinin gelistirilmesinde de yaygin olarak

kullanilmaktadir.
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2.9.4. Sekans ve Ligasyondan Bagimsiz Klonlama (SLIC)

SLIC, homolog rekombinasyonun RecA-bagimsiz yolunu izleyen bir in vitro yontemdir. Bu
yontem, hedef vektor lizerinde ve en az 12 baz uzunlugunda PCR ile elde edilen ek DNA
parcast iizerinde T4 DNA polimeraz kullanilarak olusturulan tek zincirli tamamlayici
cikintilardan yararlanmaktadir. Reaksiyon karisimina yalnizca tek bir ANTP eklenmesi, bu
niikleotidin ilk bulundugu noktada T4 DNA polimerazin 3'-5" ekzoniikleaz ve 53’

polimeraz aktivitelerini dengelemek i¢in yeterlidir.

Klonlanacak DNA dizi fragmani, 5’ u¢larinda hedef vektoriin uclar ile yaklasik 25 bazlik
homolog diziler iceren oligoniikleotitler kullanilarak PCR ile g¢ogaltilir. Hedef vektor,
restriksiyon enzimi ile sindirilerek veya PCR amplifikasyonu ile dogrusal hale getirilir.
Dogrusal hale getirilmis hedef vektdr ve ilgi duyulan geni iceren PCR iiriinii, dNTP
icermeyen kosullarda T4 DNA polimeraz ile ayr1 ayri muamele edilir. Hedef vektoriin ve
PCR iiriiniiniin uglarinda yeterli tamamlayici tek zincirli 5’ ¢ikintilar agiga ¢iktiginda, T4
DNA polimerazin 35’ ekzoniikleaz aktivitesini durdurmak i¢in dCTP eklenir. Bu sekilde
islenmis dogrusal vektér ve PCR iirlinii kanstirilarak birbirine melezlenir. Reaksiyon
karisiminda ligaz bulunmadigindan, sonugta dort tek zincirli bosluk veya kirik (nick) igeren
bir plazmid olusur. SLIC ile olusturulan rekombinant DNA, ligasyon veya rekombinasyon
icin gerekli spesifik dizilere ihtiya¢ duymaksizin, dogal elemanlarin kusursuz bir sekilde
yeniden diizenlenmesini saglamaktadir. Bu yontem, aragtirmacilara ilgi duyulan genin vektor
ile kombinatoryal tarzda birlestirilmesini kolay, hizli ve diisiik maliyetli bir sekilde

gerceklestirme imkani sunmaktadir (83).
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Klonlama Yontemlerininin Karsilagtirmasi

Golden Gate Klonlama Geleneksel Klonlama Gateway Klonlama SLIC
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Sekil 2.8: Klonlama yontemleri.

2.10. Sanger Dizileme

Frederick Sanger, siklikla “genomigin babasi” olarak anilan, kimya alaninda iki kez Nobel
Odiilii kazanmis bir bilim insanidir. Onun “dideoksi” zincir sonlandirma ydntemi iizerine
yaptig1 ¢igir acict ¢alisma, genis Olgekte uygulanabilen ilk DNA dizileme tekniginin
gelistirilmesine onciiliik etmis ve kendisine ikinci Nobel Odiilii'nii kazandirmistir. Bu
yontem, 1970’lerde gelistirilen ve ilk kez 1977 yilinda bir bakteriyofajin genomunun
dizilenmesinde kullanilan Sanger dizilemesinin temelini olusturmustur. Sanger dizilemesi,
genetik aragtirmalarda devrim yaratmis ve otuz yili agkin bir slire boyunca altin standart
olarak kabul edilmistir. Bu yontemin etkisi, 1993 yilinda kurulan ve kritik bir rol {istlenen
Wellcome Sanger Enstitiisii’niin de katkilariyla, insan Genomu Projesi gibi biiyiik bilimsel
girisimlere kadar uzanmistir. Dizileme teknolojileri, manuel Sanger dizilemesiyle baglamis;

1980’lerde otomatik yontemlerin gelistirilmesiyle birlikte hizli bir evrim siirecine girmistir.

Sanger dizilemesi, yeni DNA zincirlerinin sentezi sirasinda zincir sonlandirilmasi prensibine

dayanmaktadir. Bu, reaksiyona ddNTP’lerin eklenmesiyle gergeklestirilir; clinkii
ddNTP’lerin dahil edilmesi, zincirin daha fazla uzamasini engeller. DNA polimeraz
reaksiyonuna floresanla isaretlenmis ddNTP’ler katildiginda, sablon DNA dizisine karsilik
gelen farkli uzunluklarda DNA fragmanlar1 olusur. Ortaya ¢ikan bu fragmanlar, DNA
dizisinin belirlenmesi amaciyla jel elektroforezi ile ayristirilir. Sanger dizileme siireci,

DNA ’nin niikleotid dizisini belirlemek i¢in sablon hazirligindan veri analizine kadar uzanan
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bir dizi kesin asamay1 igermektedir. Sanger dizileme siirecindeki basamaklar 6 basamaktan

ulusmaktadir (84,85).

2.10.1. DNA Sablonunun Hazirlanmasi

Hedef DNA, tek zincirli DNA sablonu elde etmek amaciyla ekstrakte edilir ve saflastirilir.
Bu amagla kimyasal veya kolona dayali ekstraksiyon yontemleri yaygin olarak

kullanilmaktadir.

2.10.2. DNA Polimeraz Reaksiyonu

PCR araciligiyla hedef DNA ¢ogaltilir. Reaksiyon karigtminda normal dNTP’lerin yani sira
kiiciik miktarlarda ddNTP’ler de bulunur. Her bir ddNTP, zincir sonlandirict bazin

tanimlanabilmesi i¢in floresan isaretleyicilerle etiketlenmistir.

2.10.3. Zincir Sonlandirilmasi ve Fragman Olusumu

ddNTP’ler, DNA zincir uzamasini rastgele noktada durdurarak farkli uzunluklarda DNA
fragmanlarinin olusmasina neden olur. Her bir fragman, dort niikleotid bazindan birine

karsilik gelen bir ddNTP ile sonlanir.

2.10.4. Jel Elektroforezi ve Kapiler Elektroforez

DNA fragmanlari, biiyiikliiklerine gore jel elektroforezi veya kapiler elektroforez
kullanilarak ayrilir. Modern yontemlerde kapiler elektroforez, tek bir reaksiyon tiipiinde

yiiksek ¢oziiniirliiklii ayristirma saglayarak siireci daha verimli ve kesin hale getirmektedir.

2.10.5. Veri Analizi ve Sekansin Birlestirilmesi

Sonlandirilmis fragmanlardan yayilan floresan sinyaller, her bir pozisyondaki niikleotidi
tanimlamak i¢in tespit edilir. Dizilim, kromatogramdaki floresan piklerinin sirasina gore

belirlenir ve daha sonra nihai analiz i¢in birlestirilir.

2.10.6. Veritabanlarina Karsi Dizi Kontrolii (BLAST)

Konsenstis dizisinin olusturulmasi, kalite degerlendirmesi i¢in gerceklestirilen ilk adimdir.
Dizilerin kalitesi dogrulandiktan ve konsensiis dizisi belirlendikten sonra, bu dizi ya manuel
olarak bir referans dizisi ile karsilastirilir ya da ¢evrimici yazilim araglar1 ve veri tabanlari

kullanilarak birden fazla referans dizisiyle karsilastirilir. Dizi dogrulamasi i¢in VDL’ler
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arasinda en yaygin kullanilan veri tabani, Ulusal Saglik Enstitiileri (NIH) arastirmacilar
tarafindan gelistirilmis olan Temel Lokal Hizalama Aract (BLAST) tir. BLAST algoritmasi,
yeni elde edilen dizilerin bir kiitiiphane dizileri ile karsilastirilmasina olanak tanir. BLAST,
biyolojik diziler arasindaki benzerlik boélgelerini, niikleotid veya protein dizilerini veri
tabanlarindaki dizilerle karsilastirarak tespit eder ve bu bulgularin istatistiksel anlamliligini
hesaplar. Yazilim, diziler arasindaki islevsel ve evrimsel iligkilerin belirlenmesi ve gen
ailelerinin tiyelerinin tanimlanmasina yardimci olmak amaciyla tasarlanmistir (86).
LI o ~ 1 Vs T DNA Ornegi

—

IC) 1 e (A I l
‘:rnj/« S 111, T

LLLLLLLLULLLLI

l ddNTP ler zincir uzamsini durdurur

(1) Primerin Baglanmasi ve (2) ddNTP'ler zincir uzamasini N
Zincir Uzamasi durdurur st azey
RERERNERERERRES
GACTAG (3) Kapiler Jel Elektroforezi ve
T ] Floresans Algilama
O ’
TITTTT

(4) Floresanla isaretii DNA

: (5) Dizileme Analizi ve Yeniden
Ornekleri

Olusturma

Sekil 2.9: Sanger dizileme.

2.11. RT-qPCR (Real-time PCR)

Bilimsel, tibbi ve tanisal topluluklara, niikleik asitlerin kantitatif analizinde en gliglii arag
sunulmustur: Ger¢ek Zamanli PCR (Real-Time PCR). Bu yeni teknik, 1980’lerin ortalarinda
Kary Mullis ve calisma arkadaslar tarafindan gelistirilen orijinal Polimeraz Zincir
Reaksiyonu’nun (PCR) gelistirilmis bir versiyonudur (87). Kary Mullis, bu bulusu nedeniyle
1993 yilinda Nobel Kimya Odiilii’ne layik goriilmiistii. PCR ile karmasik bir drnekte
bulunan herhangi bir niikleik asit dizisi dongiisel bir siiregle ¢cogaltilarak ¢ok sayida 6zdes
kopya elde edilebilmekte ve bu kopyalar kolaylikla analiz edilebilmektedir. Bu 6zellik
DNA’nin klonlama, genetik miihendislik ve dizileme amagli manipiilasyonunu miimkiin

kilmustir.

Ancak analitik bir yontem olarak orijinal PCR tekniginin ciddi sinirliliklar1 vardi. DNA dizisi

once ¢ogaltiliyor, ardindan iirlin analiz ediliyordu; fakat baslangigtaki DNA miktarindan
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bagimsiz olarak benzer miktarda {iriin olustugu i¢in kantifikasyon son derece zordu. Bu
siirlilik, Higuchi ve arkadaglarinin 1992°de gelistirdigi Ger¢ek Zamanli PCR ile agilmistir
(88). Gergek zamanli PCR’da, reaksiyon siiresince olusan tliriin miktari, reaksiyona eklenen
boyalarin veya problarin floresansi izlenerek takip edilmektedir. Bu floresan sinyali, olusan
tirtin miktartyla orantilidir ve belirli bir DNA miktarina ulagsmak i¢in gereken amplifikasyon
dongiisii sayisi kaydedilmektedir. Her amplifikasyon dongiistinde molekiil sayisinin yaklagik
iki katina ¢iktig1 varsayildiginda, baslangigta Ornekte bulunan DNA molekiilii sayisi
hesaplanabilmektedir. Giinlimiizde mevcut olan yiiksek verimli deteksiyon kimyalari, hassas
cihazlar ve optimize edilmis testler sayesinde, karmasik bir drnekte belirli bir DNA dizisine
ait molekiil sayisi, tek bir molekiilii saptayacak kadar yiiksek dogruluk ve duyarlilikla
belirlenebilmektedir. Ger¢ek zamanli PCR’1n tipik kullanim alanlar1 arasinda patojen tespiti,
gen ekspresyon analizi, tek niikleotid polimorfizmi (SNP) analizi, kromozom
anormalliklerinin incelenmesi ve son yillarda ger¢ek zamanli immiino-PCR ile protein

tespiti yer almaktadir.

Gergek zamanli PCR’da DNA kantifikasyonu icin iki temel ydntem bulunmaktadir. Ik
yontem, DNA’ya interkale olan veya mindr oluk (minor groove) bolgelerine baglanan
boyalar1 kullanir. Bu boyalar, DNA’ya baglandiklarinda floresans siddetinde artis gosterir.
Her amplifikasyon dongiisiinde, sablon DNA miktar1 arttikca baglanan florofor sayisi ve
dolayisiyla floresan sinyalin yogunlugu da artar. Yaygin olarak kullanilan floresan
interkalasyon boyalar1 arasinda SYBR® Green [ ve SYBR® Gold bulunmaktadir (89). Bu
boyalarin temel avantaji diisiik maliyetli olmalaridir. Ancak 6zgiilliikleri yoktur; yalnizca
hedef DNA’ya degil, tiim ¢ift zincirli DNA’ya (dsDNA) baglanirlar. Ikinci yontem ise,
florofor ile isaretlenmis diziye 6zgii DNA problarini kullanir. Bu yontemde c¢esitli kimyasal
yaklagimlar uygulanmaktadir. En yaygin kullanilan yontem, Taq polimerazin 5°-3’
ekzoniikleaz aktivitesine dayanmaktadir. Bu yontemde, 5’ ucunda florofor ve 3° ucunda
quencher bulunan bir oligoniikleotit kullanilir. Polimerazin ekzoniikleaz aktivitesi,
oligontikleotidi parcalayarak floroforun quencher’dan ayrilmasini saglar ve bunun
sonucunda floresans artis1 meydana gelir. Floresan yogunlugu, reaksiyonun {istel fazinda
PCR f{irlinlinlin miktartyla orantilidir ve gercek zamanli PCR’daki kantifikasyon bu iligkiye
dayanmaktadir (90). Her amplifikasyon dongiisiinde floresan yogunlugu orantili olarak artar.
Eger baslangigta daha fazla sayida sablon kopyasi mevcutsa, floresan yogunlugunun taban
sinyalin yaklasik 10 kat1 gibi belirli bir esik degere ulasmasi daha az dongiide gerceklesir.
Bu esik floresan yogunluguna ulagsmak i¢in gereken dongii sayisi, hedef DNA’nin Ct (Cycle

22



threshold) degeri olarak adlandirilir. Ct degerini iki sekilde kullanabilirsiniz. Birincisi, Ct
degerini standart egri ile karsilagtirmaktir. Standart egri, Ct degerlerinin hedef DNA nin
bilinen konsantrasyonlarinin logaritmasi ile yari-logaritmik olarak grafige dokiilmesiyle elde
edilir. Daha sonra bu grafikten interpolasyon yapilarak, bilinmeyen bir 6rnekteki hedef DNA
veya RNA nin mutlak kopya sayis1 belirlenir (91).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. HIV-1 Pozitif Kan Ornegi

Bu c¢aligmada HIV-1 pozitif kan 6rnegi T.C. Saglik Bakanligi, Halk Sagligi Genel

Miidiirligi, HIV referans laboratuvarindan temin edilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. DNA izolasyonu

Bu calismada, ekstraksiyon cihazi olarak EZ1 Advanced (Qiagen, Hombrechtikon, Isvicre)
kullanilmistir. Calismamizda kan Orneginden total niikleik asit ekstraksiyonu, iiretici
firmanin talimatlar1 dogrultusunda Qiagen EZ1 Virus Mini Kit v2.0 kullanilarak EZ1

Advanced (Qiagen, Hombrechtikon, Isvicre cihaz ile gergeklestirilmistir.

Sekil 3.1: EZ1 Advanced (Qiagen, Hombrechtikon, Isvicre).

3.2.2. HIV-1 Long Terminal Repeat (LTR) Gen Bolgesinin PZR (Polimeraz Zincir

Reaksiyonu) ile Cogaltilmasi

Calismada, HIV-1 genomundan, PZR igin proviral DNA tespiti i¢in korunakli bolge oldugu
bilinen LTR boélgesi secilmistir. Bu ¢alismada HIV-1 LTR boélgesinin amplifikasyonu i¢in
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kullanilan PCR primer dizileri, literatiirde Rozera ve arkadaslar1 tarafindan rapor edilen

dizilerden alinmistir(92).

Hedef DNA bolgesi konvansiyonel PCR ile ¢ogaltilmistir. Caligsmalarinda kullanilan primer
ciftleri Tablo 3.1°de verilmistir. PZR Green DreamTaq DNA polimerazi (Thermo Fisher
Scientific) kullanilarak gergeklestirilmistir. PCR reaksiyonu 25 pl toplam hacimde
hazirlanmis olup; 12,5 ul 2X Master Mix, 0,5 pl ileri primer, 0,5 pl geri primer, 0,5 ul ANTP
karigimi, 0,5 U Tag DNA polimeraz, 2,5 pl 10X tampon, 3 pl izole edilen DNA ve niikleaz-
free su ile tamamlanmistir. LTR amplifikasyonu ‘T100’ (BIO-RAD, Singapur) termal dongii
cihazinda yapilmistir. Termal dongili programi; 95 °C’de 3 dakika baslangi¢ denatiirasyonu,
35 dongii halinde 95 °C’de 30 saniye denatiirasyon, 58 °C’de 30 saniye baglanma, 72 °C’de

30 saniye uzama ve 72 °C’de 5 dakika son uzatma adimlarindan olusmustur.

Tablo 3.1: Calismada kullanilan primerler.

Gen Primerler Uzunluk
R: GGCGCCACTGCTAGAGATTTT

LTR 121 bp
F: GCCTCAATAAAGCTTGCCTTGA

3.2.3. Agaroz Jel Elektroforezi ve PCR Uriinlerinin Saflastiriimasi

Jel elektroforezi, DNA, RNA veya proteinlerin boyutlarina, yiiklerine ya da
konformasyonlarina gore ayrilmasinda kullanilan temel bir laboratuvar teknigidir. Bu
yontem, yiiklii molekiillerin bir elektrik alani etkisi altinda jel matriksi igerisinde hareket
etmesini esas alir (93). Bu ¢alismada, DNA 6rneklerinin ayrilmas1 amaciyla %3’liikk agaroz
jel hazirlanmustir. Bunun igin 3-gram agaroz tozu (Condalab, Ispanya), 100 mL %1°lik Tris-
Borat-EDTA (TBE) tamponu igerisinde ¢oziindiiriilmiistiir. Karisim, mikrodalga firinda 30
saniyelik araliklarla 1sitilmis; her 1sitma islemi sonrasinda hafifce karistirilarak agarozun
tamamen ¢ozlinmesi saglanmistir. Homojen, berrak ve partikiilsiiz bir ¢6zelti elde edildikten
sonra sicaklik yaklasik 55-60 °C’ye diisiiriilmiis ve igerisine 6 damla GelRed (A.B.T,
Tirkiye) eklenmistir. Jel dokiim tepsisine tarak yerlestirildikten sonra, hava kabarcigi
olusumundan kaginilarak jel dikkatlice tepsiye dokiilmiis ve oda sicakliginda 20-30 dakika
bekletilerek katilasmasi saglanmistir. Jel opak bir goriiniim aldiktan sonra, elektroforez
haznesi %]1’lik TBE tamponu ile jel ylizeyini yaklasitk 3-5 mm ortecek sekilde
doldurulmustur. Tarak dikkatlice ¢ikarilarak 6rnek yiikleme kuyucuklari olusturulmustur.
DNA ornekleri %6’lik yiikleme boyast ile karistirilmigtir (6rnegin, 5 pL. DNA + 2 uL boya).

Hazirlanan karisimlar kuyucuklara dikkatlice pipetlenmis ve karsilagtirma amaciyla 100 bp
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DNA ladder (Thermo Scientific) de yiiklenmistir. Hazne giic kaynagina baglanarak
elektroforez iglemi baslatilmistir. Elektroforez, hedeflenen DNA fragmentlerinin
biiyiikliigiine bagl olarak 125 V gerilimde, 60 dakika siiresince gerceklestirilmistir. Islem
sonunda jel, UV gorintiilleme cihaz1 (Universal Hood III, ABD) ile incelenmis ve

belgelendirme amaciyla gorlintiisii alinmigtr.

3.2.4. Gen Klonlama Islemi

Bu calismada, HIV-1 genomunun Long Terminal Repeat (LTR) bolgesi, kantitatif standart
olusturmak amaciyla Thermo Scientific CloneJET PCR Cloning Kit (#K1232) kullanilarak
blunt-end (diiz u¢lu) klonlama yontemiyle pJET1.2/blunt vektoriine klonlanmistir. Kitin
icerdigi pozitif seleksiyon sistemine sahip pJET1.2 vektorii, yalnizca insert iceren

rekombinant klonlarin yasamasina olanak tanimaktadir.

3.2.5. Blunt End Olusturma ve Ligation

Saflagtirllan PCR iirlinleri, Thermo Scientific CloneJET PCR Cloning Kit (K1231)
kullanilarak pJET1.2/blunt vektoriine klonlanmistir. PCR iirlinleri 2X Reaction Buffer ve
Blunting Enzyme ile 70 °C’de 5 dakika inkiibe edilerek ug¢ diizlestirme islemi
gerceklestirilmistir. Ardindan reaksiyon karigimina 0,5 pl pJET1.2/blunt vektorii ve 1 pl T4
DNA ligaz eklenmis, kisa siire santrifiijlenmis ve oda sicakliginda bir gece inkiibasyona

birakilmistir.

3.2.6. Transformasyon

Transformasyon deneyi i¢in E. coli DH50. hiicresi kullamldi. Ik olarak hiicre kompotent
haline getirildi. E. coli DHSa hiicreleri Luria Bertani (LB) Broth besiyerine ekimi yapildi
ve 37 °C’de gece boyunca biiyiitiildii. Bir gecelik kiiltiirden LB Broth besiyerine 1:100
oraninda agilama yapildi. Hiicreler 37°C’de yogunluklar1 600 nm dalga boyunda OD 0,4—
0,5 olacak sekilde biiytitiildii. Hiicreler ardindan 4°C’de 4.000x7pm hizda 5 dk santrifiij
edildi ve pelletin tizerine 10 ml 100 mM soguk CaCl; ilave edilerek elle ¢oziilmeleri
saglandi. Hiicreler 30 dk. buz {lizerinde bekletildi ve tekrar 4°C’de 4.000xrpm hizinda 5 dk
santrifiij edildi. Pellet tizerine 2 ml 100 mM soguk CacCl ilave edilerek ¢ozlinmesi saglandi.
Elde edilen kompotent hiicreler +4°C’de 2 giin icerisinde kullanilmak iizere muhafaza edildi.
Transformasyon deneyi daha Onceki ¢aligmalarda tanimlandigi sartlarda gerceklestirildi

(94). Kompotent E. coli hiicreleri mikrosantrifiij tliplerine aktarildi ve bu hiicrelerin

26



tizerlerine 10 pl ligasyon karisimindan ilave edildi. Karisim 30 dk buz iizerinde bekletildi
ve daha sonra 90 sn. 42°C’de bekletildi. Ardindan ependorf tiiplerinin igerisine 200 pl LB
Broth besiyeri ilave edilerek 37°C’de 2 saat inkiibasyona birakild. Inkiibasyon sonucunda
hiicreler petri kaplarinda bulunan 50 pg/ml ampisilin igeren LB-Agar besiyeri iizerine cam
bagetle yayildi. Petriler 37°C’de 1 gece inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun ardindan
tiremenin oldugu petri kaplarindan 10 koloni segilerek 50 pg/ml ampisilin igeren 3 ml LB
broth besiyerine ekimleri gergeklestirildi ve 37°C’de bir gece calkalamali inkiibatorde
blyiitiildii. Ertesi giin kiiltiirden 1 pl koloni PCR reaksiyonunda kullanildi. pJET1.2/blunt
vektoriine spesifik primerler vasitasiyla yapilan koloni PCR reaksiyonu 20 pl son hacimde,
1X PCR Master Mix, 0.3 pmol/ul herbir primerden ve 1 pl gecelik kiiltiirden olacak sekilde
hazirlandi. PZR programu ilk denetiirasyon basamagi 95°C’de 15 dk, daha sonra 36 dongii
95°C’de 45 sn., 50°C’de 45 sn., 72°C’de biiyiikliiklerine gore (1dk/1000 bp) ve son uzama
basamagi ise 72°C’de 5 dk. olacak sekilde olusturuldu. Daha sonra PZR fiiriinleri etidyum
bromiir iceren %1°’lik agaroz jel elektroforezinde 120 V’da 30 dk. yiiriitiildi ve U.V 15181
altinda dogru klonlar ana PZR fragmentleri (klonlamada kullanilan ilk PZR fragmentleri) ile
karsilastirilarak segildi. Tespit edilen dogru klondan plazmitler Plazmit Miniprep Kiti
(Thermo Scientific) kullanilarak elde edildi ve DNA dizilerinin tespiti i¢in sanger dizileme

gerceklestirildi.

3.3. Sanger Dizileme

3.3.1. Sanger Dizileme Reaksiyonu

Bu calismada, “Bigdye terminator v3.1 cycle sequencing kit (ABI, Foster City, CA, Applied
Biosystems, USA)” Sanger Dizileme Reaksiyonu (Cycle Sequencing) igin kullanilmistir. Ilk
asamada, LTR bolgesi i¢in iki 0.2°liik tlipte 8 pL mix hazirlanmistir. Tlplerin birne ileri ve
digerine geri primer eklenmistir. Daha sonra, 2 pL plazmit (klonlama iirlinii) ilave edilerek
pipetaj yapilmis ve ardindan spin uygulanmistir. Son asamada, termal dongli cihazina
yerlestirilmistir. Bu agsmada kullanilan bilesenlerin miktarlar1 Tablo 3.2°de yer almakta olup,

termal dongii reaksiyonunun programi ise Tablo 3.3’te gosterilmistir.
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Tablo 3.2: Cycle sequencing bilesenleri.

Bilesen Miktar
Bigdye terminator 2 uL
5x sequencing buffer 2 ul
Primer (F veya R) 2 pL (10 pmol)
Su 2 uL
DNA 2 uL
Reaksiyon Hacmi (Toplam) 10 uL

Tablo 3.3: Cycle sequencing agsamasinda uygulanan PZR dongii kosullari.

Dongii Basamagi Sicaklik Siire
[k Denatiirasyon 96°C 1 dk
Denatiirasyon 96°C 10 sn
Baglanma 50°C 5sn
Uzama 60°C 4 dk

3.3.2. Cycle Sequencing Sonrasi Piiriifikasyon ve Cihaza Yiikleme Islemi

Cycle sequencing reaksiyonlarinin tamamlanmasimin ardindan, reaksiyon karisiminda
bulunan kullanilmamis boya terminatorleri, tuzlar ve diger safsizliklarin uzaklastirilmasi
amaciyla BigDye XTerminator Purification Kit kullanilmistir. Bu islem i¢in {iretici firmanin
talimatlar1 dogrultusunda SAM Solution ve XTerminator Solution birlikte kullanilmigtir. Her
ornek i¢in; 45 uL SAM Solution, 10 pL XTerminator Solution ve 10 pL cycle sequencing
uriinii karistirilarak toplamda yaklasik 65 pL’lik bir reaksiyon karisimi hazirlanmistir.
Hazirlanan tiipler 25 dk vortekslenerek homojenize edilmis, ardindan 3dk santrifiij
uygulanmistir. Bu asamalarin gerceklestigi ‘MicroAmp Optical 96-well Reaction Plate
(Applied Biosystems) septa ile kapatilmis ve “ABI 3500XL" cihazina yiliklenmistir. Fasta

formatinda olan DNA dizi analizi sonuglari, “http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/” adresindeki

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) programiyla veri tabaninda mevcut olan HIV

1 Proviral dizileri ile karsilastirilarak incelenmistir.
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4. BULGULAR

Bu tez calismasinda, 2024 yilinda Kirsehir Ahi Evran Universitesi Tip fakiiltesi Tibbi
Biyoloji Laboratuvar: ve Halk Sagligi Genel Miidiirliigii Referans HIV Laboratuvarinda
gerceklestirilmistir. Toplamda 4 HIV-1 proviral izolati, HIV laboratuvarindan temin edilmis

ve yapilan PZR sonucunda 4 pozitif ¢ikan 6rnekten 1 6rnek klonlama islemi icin secilmistir.

4.1. LTR Bolgesinin Cogaltilma Sonucu

Bu tez calismasinda, 2024 yilinda Kirsehir Ahi Evran Universitesi Tip fakiiltesi Tibbi
Biyoloji Laboratuvart ve Halk Sagligi Genel Miidiirliigli Ulusal HIV-AIDS Dogrulama
Merkezi ve Viral Hepatitler Referans Laboratuvari’nda Referans gergeklestirilmistir.
Calismada kullanilan dort HIV-1 pozitif kan 6rneginden yapilan PZR ¢alismast sonucunda
orneklerden birisi klonlama islemi i¢in secilmistir. Bu 6rnekte 121 bp’lik LTR bolgesini
cogaltmak amaciyla konvansiyonel PZR yontemi uygulanmig ve PZR sonucunda iiriinler jel
elektroforez yontemi ile analiz edilmistir. Sekil 4.1 jel elektroforez goriintiisiinde, LTR

bolgesine ait bantlar gériilmektedir.

Sekil 4.1: PZR ¢alismasinin jel goriintiisii.
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4.2. LTR Bolgesinin PJET 1.2 Blunt Vektoriine Klonlanma Sonucu

Bu c¢alismada, HIV-1 proviral DNA’smin L7R bolgesine ait 121 bp’lik PCR iiriinii, Thermo
Scientific CloneJET PCR Cloning Kit kullanilarak pJET1.2/blunt vektoriine basariyla
klonlanmistir. Klonlama isleminde transformasyon icin £. coli DH5a hiicreleri kullanilmis
ve ampisilin igeren segici besiyerlerinde rekombinant koloniler elde edilmistir.
Transformasyon sonrasi, ampisilinli LB-agar iizerinde krem-beyaz, diizgiin kenarli ve 1-3
mm ¢apinda koloniler elde edilmistir. pJET1.2 vektorliniin pozitif seleksiyon sistemi
nedeniyle negatif ligasyon kontroliinde koloni olusumu gdzlenmemistir. Elde edilen
kolonilerden segilen 1 tanesi koloni PCR ile dogrulanmais, pozitif kolonilerde L7R insertine
0zgl bantlarin gozlenmesi klonlamanin basarili oldugunu gostermistir. Dogru klonlarin
belirlenmesinin ardindan plazmid izolasyonu yapilmis ve Sanger dizileme analizi ile

dogrulama saglanmigtir.

Sekil 4.2: Ampisilinli LB-agar ve iizerinde krem-beyaz koloniler.

4.3. LTR Bolgesinin Sekanslanma Sonucu

Bu calismada HIV-1 proviral DNA’sinin uzun terminal tekrar (LTR) bolgesi klonlanmaistir.
Klonlama siirecinde dizileme (sequencing) asamasi, deneyin son basamagi olarak
planlanmigstir. Bunun temel nedeni, klonlama sonrasi elde edilen koloniler arasindan dogru
LTR insertini tasiyan ve uygun yonlendirilmis klonlarin secilmesidir. LTR bolgesine ait
diziler, FASTA formatinda elde edilerek ilgili referans dizi (HIV-1 isolate 93br019 from
Brazil, LTR region, GenBank: U51289.1) karsilagtirilmigtr.
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CACACTOGATCTAGAGAG GTG GTCTG A GGGATCT CTAGTITALHA

----- AWAATGTCCTGCCAGA - - TTCGCGAGCATGACTAGACTGGT TCAGCAAGATAGGCGCCACTGCTAGAGATTTTCCACACTGACTAAAGTGGTCTGAGGGATCTCTAGT
TAGGGAEAGCGGLC - GECAGATCTTC-CG-G-ATGGCTCGAGTTTTTCAGCAAGATAGGCGCCACTGCTAGAGATTTTCCACACTGACTAAAGTGGTCTGAGGGATCTCTAGT

AGAGCGGCC GCCAGATCTTC CG G ATGGCTCGAGTTTTTCAGCAAGATAGGCGCCACTGETAGAGATTTTCCACACTGACTAAAGT GGTCTGAGGGATCTCTAGT

Sekil 4.3: Kromatogram goriintiisii.

4.4. LTR Konsensiis Dizisi ve Blast Sonucu
Filename: PRO__FBOl.ab1l, PRO_RFO01.abl

AGAGCGGCCGCCAGATCTTCCGGATGGCTCGAGTTTTTCAGCAAGATAGGCGCC
ACTGCTAGAGATTTTCCACACTGACTAAAATGGTCTGAGGGATCTCTAGTTACCA
GAGTCACACAACAGACGGGCACACACTACTTGAAGCACTCAAGGCAAGCTTTA
TTGAGGCATCTTTCTAGAAGATCTCCTACAATATTCTCAG

3 Downloadv  GenBank Graphics

HIV-1 isolate 93br019 from Brazil, LTR region
Sequence ID: U51289.1 Length: 676 Number of Matches: 1

Range 1: 430 to 550 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
224bits(121) de-54  121/121(100%) 0/121(0%) Plus/Minus
ittt
Shjct 550 CCACTGCTAGAGATTTTCCACACTGACTAAAATGGTCTGAGGGATCTCTAGTTACC 491

Query 109 AGAGTCACACAACAGACGGGCACACACTACTTGAAGCACTCAAGGCAAGCTTTATTGAGG 168
I
Query 169 C 169
Shjct 4306 C 430

Sekil 4.4: Blast sonucunun goriintiisii.
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu tez caligmasinda, HIV-1 enfeksiyonu tanisinda ve bazi 6zel hasta gruplarinda dogrulama
amaci ile kullanilmakta olan proviral DNA PZR testinde testin gegerli sayilmasi i¢in gerekli
olan pozitif kontrol materyalinin gen klonlama teknolojisi kullanilarak gelistirilmesi
amaclanmistir. Bu tez ¢alismasinda, HIV-1 proviral DNA’nin ger¢ek zamanli RT-PCR
yontemiyle kantitatif analizinin optimizasyonu amaciyla, gen klonlama teknolojisi
kullanilarak yeni bir kantitasyon standardi gelistirilmistir. Calismada, HIV-1 genomunun
LTR (Long Terminal Repeat) bolgesi konvansiyonel PCR ile ¢ogaltilmis, pJET1.2/blunt
vektoriine klonlanmis ve rekombinant plazmid Sanger sekanslama ile dogrulanmistir.
Literatiirde bu alanda gerceklestirilen benzer calismalardan biri, Desire ve ark. (95)
tarafindan yayimmlanmistir. Bu ¢alismada arastirmacilar, HIV-1 proviral yiikiiniin
kantitasyonu icin PCR®2.1-TOPO® vektorii kullanilarak HIV-1 gag gen bolgesi klonlanmis
ve elde edilen plazmid dizileri dogrulanarak ger¢ek zamanli PCR analizlerinde standart
egriler olusturulmustur. S6z konusu calisma ile bu tez ¢alismasi arasinda hem kullanilan
yontem hem de amag¢ bakimindan 6nemli benzerlikler bulunmaktadir. Ancak bazi yonlerden
farkliliklar dikkat c¢ekicidir. Bu gurubun calismasinda gag geni hedeflenmisken, bu tezde
LTR bolgesi tercih edilmistir. LTR bolgesi, viral replikasyonun diizenlenmesinde kritik bir
rol oynayan, yiiksek oranda korunan bir dizidir ve HIV-1 tespitinde yiiksek 6zgiilliik
saglamasi nedeniyle PCR tabanli kantitasyon ¢aligsmalarinda 6nemli bir hedeftir. Bu yoniiyle,
tez calismasinda kullanilan hedef bélgenin duyarlilik agisindan daha avantajli oldugu
sOylenebilir. Yine ayni gurup elde ettikleri plazmid standartlar1 kullanarak klinik 6rneklerde
HIV-1 proviral DNA miktarini basariyla 6lgmiis ve kantitatif sonuglar elde etmislerdir. Tez
calismasinda ise, ayni amagla hazirlanan rekombinant vektér dogrulama asamasinda
birakilmis ve ancak hasta 6rneklerinde kantitasyon analizine ge¢ilmemistir. Bu baglamda,
tez calismasi bir 6n hazirlik ve yontem gelistirme asamasini basariyla tamamlamistir. Ancak
elde edilen plazmidin referans HIV-1 hiicresi kullanilarak kantite edilerek standardize hale
getirilmesi ve testin klinik hasta 6rneklerinde kullanilmasi1 asamasi gergeklestirilememistir.
Ayrica pJET1.2/blunt vektoriiniin sahip oldugu pozitif seleksiyon sistemi sayesinde, non-
rekombinant kolonilerin kolayca elenmesi siireci olduke¢a pratik hale getirmistir. Desire ve
ark. [95] calismasinda ise klasik mavi-beyaz koloni ayrimi yontemi kullanilmistir. Ancak

bu ¢alismanin bazi sinirliliklart da bulunmaktadir. Klonlanan plazmidin kopya sayisina bagh
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olarak kesin kantitasyon yapilabilmesi i¢in, spektrofotometrik 6l¢iim sonrasi olusturulacak
standart egrilerin dogrulukla kalibre edilmesi gerekmektedir. Ayrica gelistirilen standartlarin
uzun vadede stabilitesinin test edilmesi ve klinik Orneklerde dogrulayici analizlerin

gergeklestirilmesi, yontemin uygulama potansiyelini ortaya koymak agisindan 6nemlidir.

Diger bir ¢alismada, Malnati ve ark. [96] tarafindan gelistirilen ve literatiirde yaygin olarak
referans gosterilen “evrensel real-time PCR assay” protokolii ile benzerlik géstermektedir.
Bu ¢alisma kapsaminda HIV-1’in LTR-gag birlesim bolgesine 6zgii primer ve prob setleri
tasarlayarak, Grup M HIV-1 suslarinin neredeyse tamamini kapsayacak sekilde (yaklasik
%91) yiiksek duyarlilikla ¢aligsan bir kantitasyon yontemi olusturmuslardir. Bu ¢alismada,
test dogrulugu ve gilivenilirligi, hem standart hiicre dizileri (6rnegin 8ES5 hiicreleri) hem de
klinik ornekler iizerinde test edilmistir. Ayrica, protokoliin hizli uygulanabilirligi, diisiik
altyapili laboratuvarlara uyumlulugu ve alt tip cesitliligine ragmen yiiksek ozgiilliik
saglamas1 acisindan dikkat g¢ekici oldugu rapor edilmistir. Tez calismasinda ise benzer
sekilde LTR bolgesi hedeflenmis ancak sadece bu bolgeye odaklanilmigtir. Malnati ve ark.
[96] calismasindaki LTR-gag birlesim bdlgesi, daha genis bir alt tip kapsayicilig saglarken,
tez calismasinda LTR bolgesinin yliksek konservasyonu goz Oniine alinarak daha sade bir
hedefleme tercih edilmistir. Bu tercih, 6zgiillik acisindan avantaj saglasa da alt tip
cesitliligine kars1 kapsayiciligin test edilmemesi yontemin evrensel gegerliligini su an igin
sinirlandirmaktadir. Ancak bu, sonraki validasyon calismalariyla asilabilir bir sinirlilik
olarak degerlendirilebilir. Malnati ve ark. [96] c¢alismasinda, HIV-1 proviral DNA'nin
kantitasyonu, dogrudan hazirlanmis bir hiicre lizat1 lizerinden gergeklestirilmis, boylece
yontem hiz ve kolaylik agisindan 6ne ¢ikmistir. Tez ¢alismasinda ise gen klonlama yoluyla
potansiyel bir referans materyal iiretilmis, bu sayede her PCR calismasinda sabit,
tekrarlanabilir ve maliyet agisindan avantajli bir kalite kontrol 6rnegi olusturulmasi
saglanmistir. Klonlama asamasinda kullanilan pJET1.2/blunt vektoriiniin pozitif seleksiyon
sistemine sahip olmasi, sadece insert iceren transformantlarin se¢imini kolaylastirmis ve
islem stiresini kisaltmistir. Bu, Malnati ve ark. (96) hiicre temelli referans materyallerinden
farkl1 olarak, genetik olarak dogrulanabilir, dizi giivenilirligi yiiksek bir sistem
saglamaktadir. Ote yandan, Malnati ve ark. (96) protokolii ayni1 giin i¢inde sonug verebilecek
kadar hizli bir is akis1 saglarken, bu tez calismasi halen gelistirme ve optimizasyon
asamasindadir. Klinik orneklerde kantitasyon caligsmalar1 heniiz yapilmamuistir; ancak
standart plazmid materyalin hazirlanmasi, bu tiir validasyon ¢aligmalari i¢in gii¢lii bir altyap1

olusturmustur.
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Rozera ve ark. (97) tarafindan yiiriitiilen ¢alismada, HIV ve HCV ko-enfeksiyonu olan ve
basarili sekilde ART tedavisi almakta olan bireylerde HIV-1 proviral DNA dinamikleri
degerlendirilmistir. Bu calismada kantitasyon amaciyla, periferal kan mononiikleer
hiicrelerinden (PBMC) ekstrakte edilen DNA iizerinden LTR bolgesine 6zgl primerler ile
gercek zamanli PCR gergeklestirilmis, kantitasyon i¢in ise 8ES5 hiicre dizisinden elde edilen
proviral DNA kullanilmistir. Caligmanin sonucunda, total HIV-1 DNA diizeylerinin genel
olarak zaman icinde stabil kaldigi, ancak bazi bireylerde tedavi sonlandiginda anlamli
diizeyde artis gorilebildigi rapor edilmistir. Bu artiglarin muhtemel nedenleri arasinda,
dokularda latent olarak bulunan HIV-1 proviral DNA'nin periferik dolagima mobilize olmasi
gosterilmistir. Her iki ¢alismada da LTR bolgesine 6zgii primerlerin tercih edilmesi, HIV-1
proviral DNA'min kantitatif tespitinde bu boélgenin korunmuslugu ve amplifikasyon
verimliligi agisindan avantaj sagladigini ortaya koymaktadir. Ancak bu tez calismasinda,
kantitasyon amaciyla kullanilan referans materyal olarak, laboratuvar ortaminda gen
klonlama teknolojisi ile elde edilen plazmid DNA tercih edilirken; Rozera ve ark. [97]
calismasinda, hiicre dizisinden elde edilen standart DNA kullanilmistir. Bu yoniiyle
bakildiginda, tez ¢alismasi, maliyet etkinligi, standartlastirma ve genis erisilebilirlik
bakimindan laboratuvarlara daha uygulanabilir bir yontem sunmaktadir. Ayrica, Rozera ve
ark. [97] calismasinda HIV-1 DNA’nin klinik tedaviye yanitla degisimi degerlendirilmisken;
tez ¢aligmasinda metodun teknik validasyonu ve kantitasyon giivenilirligi oncelikli olarak
ele alinmistir. Dolayisiyla bu tez, HIV rezervuarlarimin 6l¢iimii gibi ileri diizey klinik
uygulamalara altyap1 saglayacak giivenilir kantitasyon standartlarinin gelistirilmesi yoniinde

onemli bir katki sunmaktadir.

Bu tez calismasinda, HIV-1 proviral DNA’nin PZR testleri ile tespitinde kullanilabilecek
olan poziitf kalite kontrol materyali, gen klonlama teknolojisi ile basariyla gelistirilmistir.
Desire ve arkadaglarinin calismasi ile karsilastirildiginda, benzer sekilde molekiiler
klonlama ve PCR tabanli yaklagim kullanilmis olmakla birlikte, hedef gen bolgesi ve vektor
sisteminde bazi farkliliklar bulunmaktadir. Tez calismasinda kullanilan LTR hedefi, 6zgiilliik
acisindan avantaj saglarken; pJET1.2 vektorii pozitif seleksiyon 6zelligi sayesinde islem

stiresini kisaltmustur.

Sonug olarak, bu tez caligsmasi HIV-1 proviral DNA’nin kantitatif olarak degerlendirilmesi
siirecinin ilk asamasi i¢in 6nemli bir katki sunmakta ve ilerleyen siirecte klinik tani
uygulamalarinda kullanilabilecek yerli, maliyet etkin ve gilivenilir referans standartlarin

olusturulmasi agisindan ilk temel ¢alismasini olusturmaktadir. Bu protokoliin kantitasyon
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asamasinin da gelistirilerek klinik 6rneklerde validasyonunun tamamlanmasi ile HIV tan1 ve

takip siirecinin gelistirilmesi ve giiclendirilmesi miimkiin olabilecektir.
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