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OZET

R7V, beta-2 mikroglobulinden koken alan ve enfekte kisilerde insan immunyetmezlik virusu (HIV) vi-
rionunun yilizeyinde bulunan yedi aminoasitlik bir peptiddir. R7V peptidine karsi olusan antikorlar, geno-
tipik varyantlar ya da hiicre tropizmi gibi faktorlerden bagimsiz olarak HIV'I n6tralize edebilmektedir. An-
ti-R7V antikorlari saptanan kisilerde, HIV enfeksiyonu progresyonunun daha yavas oldugu gosterilmis ve
bu epitopun asi ya da tedavi amaciyla kullanilmasi giindeme gelmistir. Bu ¢calismada, Hacettepe Univer-
sitesi Tip Fakiiltesi, I¢ Hastaliklari Anabilim Dali, Enfeksiyon Hastaliklari Unitesi tarafindan takip edilen ve
HAART (yiksek diizeyde aktif antiretroviral terapi) tedavisi alan olgularda anti-R7V antikorlarinin varhg
arastinlmistir. Calismaya 33 HIV pozitif olgu ve 10 saglikh kontrol dahil edilmis; HIV pozitif olgularda vi-
ral yik ticari bir gercek zamanl polimeaz zincir reaksiyonu (PCR) yontemi, CD4* T lenfosit sayisi akim si-
tometresi, anti-R7V antikorlari ise ELISA (Anti-R7V ELISA™, Ivagen, Fransa) yontemiyle saptanmistir. Ug
HIV olgusunda (3/33, %9.1) anti-R7V antikorlar pozitif olarak saptanirken, kalan 30 HIV olgusu (%90.9)
ve kontrol olgulari negatif olarak degerlendirilmistir. Anti-R7V antikor varligi ile HIV-RNA diizeyleri ya da
CD4* T lenfosit sayisi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski saptanamamustir (sirasiyla; p= 0.871 ve
p= 0.287). Sonug¢ olarak calismamizda, incelenen bir grup HIV olgusunda anti-R7V antikorlarinin bulun-
dugu ortaya konmus, anti-R7V pozitifligi ile klinik ilerleyis arasinda herhangi bir korelasyon saptanmamis-
tir. Anti-R7V antikorlarinin AIDS’e ilerleyisin 6ngoriilmesinde ve klinik takipte muhtemel kullanimi, yapi-
lacak olan ileri calismalarla oniimiizdeki glinlerde netlik kazanacaktir.

Anahtar sézciikler: insan immiinyetmezlik virusu, HIV, anti-R7V antikoru, HAART.

ABSTRACT

R7V is a seven-aminoacid peptide epitope derived from cellular beta-2 microglobulin, present on hu-
man immunodeficiency virus (HIV) virion surface in patients with HIV infection. Antibodies against R7V
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peptide have the property of neutralizing all strains of HIV, unrelated to genotype, phenotype, or geog-
raphical origin of the virus, even in the presence of anti-retroviral drug resistance. Patients that mount
an anti-R7V antibody response have been shown to be slow or non-progressors and this epitope has be-
en considered for vaccine and/or therapeutic uses. In this study, HIV-infected patients under highly ac-
tive anti-retroviral therapy (HAART) at Hacettepe University Faculty of Medicine, Department of Internal
Medicine, Division of Infectious Diseases, were evaluated for the presence of anti-R7V antibodies. Thirty-
three HIV positive patients and 10 healthy controls were enrolled to the study. For HIV-infected patients,
determination of viral load and CD4* T lymphocyte counts were performed by a commercial real-time
PCR assay and flow cytometry, respectively. Anti-R7V antibodies were detected from serum samples by
a commercial ELISA (Anti-R7V ELISA™, Ivagen, France) test. Three HIV infected patients (3/33, 9.1%)
displayed anti-R7V antibodies whereas the remaining 30 (90.9%) patients and all controls were interp-
reted as negative. No statistically significant difference was detected for HIV-RNA levels and CD4* T
lymphocyte counts between anti-R7V positive and negative patients (p= 0.871 and p= 0.287, respecti-
vely). These results indicate the presence of anti-R7V antibodies in our study population with HIV infec-
tion. No correlation with the presence of anti-R7V and disease progression were displayed in this study.
Clinical impact of anti-R7V antibody assays for the management of HIV-infected patients will be revealed
in the near future with the help of advanced studies.

Key words: Human immunodeficiency virus, HIV, anti-R7V antibody, HAART.

GiRis

Zarfli viruslanin 6nemli 6zelliklerinden birisi, hiicreden olgunlagsmalari sirasinda virus
tarafindan kodlanan proteinlerle birlikte, konak hicreye ait yapilari da ylizeylerine ya da
ézyapilarina entegre etmeleridir'-2. Benzer sekilde insan immiinyetmezlik virusu [Human
Immunodeficiency Virus (HIV)]-1’de, hicre plazma membranindan tomurcuklanirken
kazandigi zarfinda hiicreye ait molekiilleri tasimaktadir. Bu molekuller arasinda; HLA si-
nif 1 ve 2 antijenleri, 3,-mikroglobulin, integrin, I-selektin ve ICAM gibi adezyon mole-
killeri ile CD55 ve CD59 gibi kompleman sistemi regulasyon proteinlerinin bulundugu
g6sterilmistir>6. Virusun yapisinda bulunan bu hiicresel elemanlarin fonksiyonlarini siir-
dirdigi ve HIV'In hiicre tropizmi, enfektivite ve patogenezini etkiledigi bilinmektedir.
Ornek olarak kompleman kontrol proteinlerinin, virusun komplemana bagl lizisini onle-
digi, LFA-1'in ise virusun enfektivitesini artirdigi saptanmistir®®. Hiicreden kéken alan bu
ve benzeri proteinlere karsi olusan antikorlarla saglanan koruma, alloimmiinizasyonun
muhtemel bir anti-HIV stratejisi olarak kabul gérmesine yol acmistir®1°,

Anti-HIV alloimminizasyon ¢alismalari sirasinda, hicresel kaynakli 3,-mikroglobuline
karsi olusmus monoklonal antikorlarin virusu noétralize ettigi ve viral replikasyonun erken
asamalarinda etkili olarak yeni virus olusumunu engelledigi gésterilmistir'''2. B, -mik-
roglobulin, tim hedef hiicrelerde eksprese edilmesi ve yapisinin ¢cok korunmus olmasi
nedeniyle, HIV'da izlenen ve ila¢ direnci/tedavi basarisizhgr ile dogrudan iliskili genotip
farkhhklar, mutant ylzey glikoproteinleri gibi varyasyonlari tasiyan tiim izolatlarda bulu-
nacak potansiyel bir alloimmiinizasyon hedefidir'3. B,-mikroglobulin yapisinda yer alan
yedi aminoasitten olusmus R7V (RTPKIQV), 6n calismalar sonucunda HIV‘in notralizas-
yonunu saglayan prototip epitop olarak tanimlanmis, ardindan HIV pozitif kisilerde
R7V’ye karsi olusmus antikorlar saptayacak deneysel ELISA sistemleri gelistirilmistir' %14,
Elde edilen sonuclar, HIV ile enfekte olgularin bir kisminda anti-R7V antikorlarinin sap-
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tandigini; anti-R7V antikorlari negatif olan kisilerde ise HIV enfeksiyonunun tipik ilerleme
gostererek zaman icinde CD4* T lenfosit sayisinda diisme ve viral yiikte artis oldugunu
isaret etmektedir. Buna karsilik anti-R7V antikorlar pozitif olan kisilerde, uzun dénemde
hastaligin ilerleyisinin yavas oldugu ve bu kisilerin cogu kez akut immuinyetmezlik gelis-
meden uzun yillar asemptomatik kaldigi ortaya konulmustur'>-'®. Béylece anti-R7V anti-
korlari, klinikte yaygin kullanim potansiyeli tagiyan, HIV ile enfekte kisilerin AIDS’e gidisi
konusunda onemli bilgi saglayabilecek muhtemel bir laboratuvar testi olarak ortaya ¢ik-
mistir'”. Anti-R7V antikorlarinin saptanmasinin, viral yiik ve CD4* T lenfosit sayisina ek
olarak yuksek diizeyde aktif antiretroviral tedavi [Highly-Active Anti-Retroviral Therapy
(HAART)] baslama ve/veya sonlandirma kararinda etkili olabilecegi dusiinilmekte-
dir'”1%, Bu calismada hastanemizde takip edilen ve HAART uygulanan HIV pozitif olgu-
larda anti-R7V antikorlari arastirimis, sonuclarin CD4* T lenfosit sayisi ve HIV viral yik
dizeyleri ile birlikte degerlendirilmesi amaglanmustir.

GEREC ve YONTEM
Olgular

Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, ¢ Hastaliklari Anabilim Dali, Enfeksiyon Hastalik-
lari Unitesi tarafindan takip edilen hastalardan randomize olarak secilen 33 HIV pozitif
olgu ile kontrol grubu olarak 10 saglkli kan donérd, bilgilendirilmis onam alinmasini ta-
kiben calismaya dahil edildi. Olgularin yas araligi 27-65 yil (ortalama yas: 43.6; ortanca
yas: 42), kontrol grubunun yas araligi ise 21-64 yil (ortalama yas: 41.2; ortanca yas: 42)
idi. Calisma, Hacettepe Universitesi Etik Kurulu tarafindan onaylandi. Calisma sirasinda
HIV pozitif olgularin 30 (%90.9)'u HAART tedavisi almaktaydi. Tedavi altindaki olgularin
9 (%30)’u lamivudin + zidovudin + indinavir (Combivir™ + Crivixan™), 7 (%23.3)’si la-
mivudin + zidovudin + nevirapin (Combivir™ + Viramun™), 2 (%6.6)'si lamivudin + zi-
dovudin + indinavir (Epivir™ + Retrovir™ + Crixivan™) almakta olup, diger olgularda
farkll HAART rejimleri uygulanmaktaydi.

HIV Viral Yiikii ve CD4" T Lenfosit Sayisinin Saptanmasi

HIV-RNA viral yikinin belirlenmesi icin olgulardan elde edilen 850 pyL EDTA'l plaz-
ma, otomatize saflastirma sistemi COBAS® AmpliPrep ile hazirlanarak COBAS™Tag-
Man™ HIV-1 Test (Roche Molecular Systems, ABD) ile ureticinin onerileri dogrultusun-
da isleme alindi?®. HIV-RNA viral yiikii, kopya/mL olarak, kantitasyonda Diinya Saglik Or-
giitii (DSO)'niin HIV-T RNA Uluslararasi Standardi (NIBSC 97/656) temelleri standartlar
kullanilarak rapor edildi?'. HIV pozitif olgularda mutlak CD4* T lenfosit sayisi akim sito-
metri yéntemi ile saptandi?2. Kontrol grubunda degerlendirilen saglikli kan donérlerine
HIV viral yiki ya da CD4* T lenfosit sayisi testleri uygulanmadi.

Anti-R7V Antikorlarinin Saptanmasi

Bu amacla ticari bir ELISA sistemi kullanildi (Anti-R7V ELISA™, Ivagen, Fransa). Sistem,
R7V peptidinin cukurlara baglanmis oldugu standart mikroplaklar kullanilarak uygulandi
ve orneklerde antikor varli§i, peroksidazla konjuge keci anti-insan IgG'si ile saptandi. Ca-
lisma, Ureticinin onerileri dogrultusunda 100 pL serum 6rnegi kullanilarak yapildi; sonug-
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lar 450 nm ve 630 nm’de okunan optik dansite (OD) olarak elde edildi. Buna gore 6rnek-
te dlctilen OD/kalibrator OD orani 1.2°den yuksek oldugunda pozitif; 0.8'den dustik ol-
dugunda negatif; 0.8-1.2 arasinda oldugunda gri bolgede olarak yorumlandi. Test, tim
orneklere iki kez uyguland; ilk testte negatif ya da gri bolgede sonug verip ikinci testte
negatif bulunan ornekler negatif olarak kabul edildi. Ayni 6rnekten ikinci kez gri bélgede
sonu¢ alindigi durumda, ureticinin 6nerilerine gore, ornek negatif kabul edildi; ancak has-
tadan Ug ay sonra yeniden 6rnek alinarak tekrar test edildi.

istatistiksel Analiz

Calismada incelenen olgularda saptanan CD4* T lenfosit sayisi, HIV-RNA diizeyi ve an-
ti-R7V antikor pozitifligi, SPSS™ Version 12.0 programi ile istatistiksel olarak degerlendi-
rildi; p< 0.05 anlamh kabul edildi.

BULGULAR

HIV pozitif olgularda; CD4* T lenfosit sayisi ortalama 411.5 hiicre/mm? (ortanca: 375,
standart sapma: 270.79, dagiim araligi: 44-1269), viral yiik ise 4.84 x 10* kopya/mL
(ortanca: 134, standart sapma: 2.5 x10°, dagiim araligi: 0-1.47 x 10°) olarak saptanmig-
tr.

Ug HIV porzitif olguda (3/33, %9.1) anti-R7V antikorlar pozitif olarak saptanirken, ka-
lan 30 HIV olgusu negatif olarak degerlendirilmistir (%90.9). Pozitifler diginda bes olgu
(5/33, %15.2), ilk cahsmada gri bolgede bulunmus, ancak testin tekrarinda negatif ola-
rak izlenmistir. Anti-R7V pozitif olan olgular ile negatif olan olgular arasinda, CD4* T len-
fosit sayisi ve viral yuk acgisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (viral
yuk degerleri icin p=0.871; CD4 T lenfosit sayisi icin p= 0.287). Kontrol grubundaki sag-
likli kan dondrlerinin tamami anti-R7V negatif olarak saptanmustir.

Anti-R7V pozitif olgulardan ilki 39 yasinda olup, tanisini 1993 yilinda almis bir erkek
hastadir. Tek basina verilen zidovudin tedavisi, 2000 yilinda lamivudin + zidovudin + in-
dinavir (Epivir™ + Retrovir™ + Crixivan™) kombinasyonu ile degistirilmistir. 2004 yilin-
da tedaviye yanit yetersizligi nedeniyle, tedavi nevirapin + zalsitabin + satvudin (Vira-
mun™ + HIVID™ + Zerit™) seklinde modifiye edilmis; yaklasik bir yil sonra izlenen yan
etkilere bagh olarak nevirapin + tenofovir + emtrisitabin (Viramun™ + Truveda™) seklin-
de devam edilmistir. Calisma icin 6rnekleme zamaninda ayni HAART rejimi altinda olan
hastada HIV-RNA negatif, CD4* T lenfosit sayisi 93 hiicre/mm? olarak belirlenmistir.

ikinci olgu olan 51 yasindaki kadin hasta; 2002 yilinda tani almis, 2003 yilinda da la-
mivudin + zidovudin + indinavir (Epivir™ + Retrovir™ + Crixivan™) kombinasyon rejimi
almaya baslamistir. Ayni rejimle tedavisi devam eden hastada ornekleme zamaninda
HIV-RNA negatif, CD4* T lenfosit sayisi ise 375 hiicre/mm? olarak saptanmistir.

Uclincii olgu ise, 2005 yilinda tani alan 27 yasinda bir erkek olup, lamivudin + zido-
vudin + indinavir (Combivir™ + Crivixan™) tedavisi baslanmistir. Bu olguda da 6rnekle-
me zamaninda viral yiik 2.9 x 10* kopya/mL, CD4* T lenfosit sayisi 343 hiicre/mm? ola-
rak belirlenmistir.
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TARTISMA

HIV ile enfekte kisilerde notralizan antikorlarin hedefi genellikle virus zarf glikoprote-
inleri olmakta, bu antikorlar tipe 6zgil ve dislik diizeylerde bulunmaktadir. Bircok HIV
izolatina karsi aktivite gosterebilecek bu nétralizan antikorlarin Gretimi ve terapotik
amacla kullanimi, 6zellikle ilaca direncli viruslar ya da HAART tedavisine optimal yanit ali-
namadigi durumlarda buyiik 6nem tagimaktadir. Bu maksatla bircok deneysel yaklasim
halen degerlendirme siirecindedir'®. Bu calismalar sirasinda saptanan R7V epitopunun
bilinen noétralizan antikorlarla karistirildiginda virus nétralizasyonunu engelledigi goste-
rilmis; bunun ardindan R7V epitopuna karsi olusan antikorlar tespit etmek amaciyla ELI-
SA sistemleri gelistirilmistir'>'°. On calismalardan elde edilen veriler; incelenen HIV ile
enfekte poplilasyonlarda iki farkli hasta grubuna isaret etmektedir. Bunlardan ilki CD4*
T lenfosit sayisinda beklenen digsme ve viral yiikte artisla seyreden anti-R7V antikorlari
saptanmayan hasta grubu; digeri ise antikor tasiyan ve uzun sire hastalikta ilerleme iz-
lenmeden asemptomatik kalan kisiler olarak ortaya konulmustur'>-'”. Bu verilerin 1s1gin-
da anti-R7V antikorlarinin varliginin uzun sureli nonprogresyon ile iliskili oldugu disu-
nilmis; benzer gorus, klinik ilerleyisi yavas olan kisilerden alinmig serumlarin retrospek-
tif incelenmesiyle de desteklenmistir'”-'°. Bu veriler, kalitatif ve/veya kantitatif anti-R7V
antikoru saptanmasinin, HIV ile enfekte kisilerin degerlendirmesi stirecinde etkili olabile-
cek yeni bir laboratuvar parametresi olarak 6nemi olabilecegini ortaya koymaktadir'®.
Anti-R7V antikorlarinin saptanmasi icin tanisal ELISA testi, 2002 yilinda Amerika Birlesik
Devletleri “Food and Drug Administration (FDA)” tarafindan IDE lisansi almistir?3,

Bu calisma, tlkemizde izlenen HIV pozitif olgular arasinda anti-R7V antikorlarin varli-
ginin arastinlmasi amaciyla kesitsel bir 6n calisma olarak gerceklestirilmistir. Calismada
incelenen HAART rejimi altindaki HIV ile enfekte olgularin %9.1 (3/33)'inde anti-R7V an-
tikorlarin varligr gosterilmis; kalan olgular (%90.9; 20/33) ve saglklh kan donérlerinden
olusan kontrol grubunda (n= 10) anti-R7V saptanmamustir. Calisma grubunda HIV viral
yukl ya da CD4* T lenfosit sayisi ile anti-R7V pozitifligi arasinda istatistiksel olarak an-
lamli bir iliski saptanamamistir. Calismamizda, anti-R7V antikoru saptanan olgularin sayi
ve ozellikleri, antikor varliginin klinik takiple iliskisi konusunda fikir vermekten uzaktir. Ti-
mu tedavi altinda olan olgulardan sadece bir tanesi, uzun siiredir (1993'ten giiniimuze)
HIV enfeksiyonunu tasimaktadir (olgu 1). Diger bir pozitif olgu ise (olgu 3) arada dusiik
diizeyler izlenmis olmasina ragmen genellikle 1 x 10* kopya/mL (izerinde viral yiik de-
gerleri saptanan bir klinik takip ortaya koymaktadir. Yine de incelenen grubun ve antikor
saptanan olgularin gorece disiik sayida olmasi, anti-R7V antikoru olusumu ile klinik ta-
kip parametreleri arasinda ortaya cikabilecek iliskilerin saptanmasini gliclestirmektedir.
Anti-R7V antikoru ile diger laboratuvar testleri ve HIV enfeksiyonunun klinik ilerleme si-
reci arasindaki korelasyonu arastiran hentz sinirl sayida calisma bulunmaktadir. Bunlar-
dan birisinde, AIDS gelismis ya da aktif enfeksiyonu olan hastalarda anti-R7V pozitiflik
orani ve diizeyi daha yiiksek olarak bildirilmektedir?*. Diger bir kantitatif calismada, HIV
ile enfekte olgularda asemptomatik olan veya uzun donem hayatta kalanlar ile hastahg
ilerleyici olanlar arasinda anti-R7V antikorlari agcisindan belirgin bir fark tanimlanmus; za-
man icinde asemptomatik kisilerdeki antikor diizeyi genellikle sabit kalirken, uzun do-
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nemde hayatta kalan HIV pozitif olgularda yiikselme ve diigmeler ortaya ciktigi saptan-
mistir?>. Le Contel ve arkadaslarinin?® calismasinda, insandan saflastirilan anti-R7V 19G
antikorlarinin, antiviral ilag direnci gosteren suslar da dahil olmak tzere, laboratuvar ve
primer HIV izolatlarini notralize edebildigi rapor edilmistir.

Ulkemizde yayinlanan ilk calisma olma 6zelligi tasiyan bu arastirmada, Hacettepe Uni-
versitesi Tip Fakiiltesi Hastaneleri’'nde takip edilen HIV pozitif olgularda anti-R7V antikor-
larinin %9.1 oraninda bulundugu gosterilmistir. Anti-R7V antikorlarinin saptanmasinin
AIDS’e ilerleyisin 6ngorilmesi ve klinik takipteki uygulamalari yapilan ileri calismalarla
onldmuzdeki guinlerde netlik kazanacaktir.

TESEKKUR

Bu calismada kullanilan anti-R7V ELISA kitinin saglanmasindaki katkilari nedeniyle Iva-
gen Inc., Fransa ve Ekin Medikal Ltd. Sti.’ye tesekkirlerimizi sunariz.
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