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insan immiin yetmezlik virus (HIV) enfeksiyonu ile iliskili 6liimler, kombine anti-retroviral tedavinin
(ART) kullanima girmesiyle azalmaya baglamistir. Kombine ART; genellikle omurga tedavi olarak adlandiri-
lan iki niikleozid/niikleotid analogu ters transkriptaz inhibitérd (NRTI) ile nlikleozid/niikleotid analogu ol-
mayan ters transkriptaz inhibitorleri (NNRTI), proteaz inhibitorleri (PI), integraz zincir transfer inhibitor-
leri (INSTI) veya giris inhibitorleri sinifina ait bir ilacin kombinasyonundan olusturulur. Bir NRTI ila¢ olan
abakavir tedavisi sirasinda, hastalarin yaklasik %4-9'unda ilaca karsi asirduyarllik reaksiyonu gelismekte
ve bu durum HIV tedavisini gliclestirmektedir. Abakavire karsi gelisen asiriduyarlilik ile HLA-B*57:01 alel
varligi arasinda gliclu bir iliski oldugu bilinmekte; bu nedenle abakavir kullanimindan 6nce HLA-B*57:01
gen varh@inin arastirilmasi gerekmektedir. Tiirkiye’de HLA-B*57:01 siklidi ile ilgili herhangi bir veri yoktur.
Bu calisma, HIV ile enfekte hastalarda HLA-B*57:01 genotipinin prevalansini belirleyen tlkemizdeki ilk
calismadir. Calismaya, Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi, Enfeksiyon Hastaliklari Klinigine basvu-
ran HIV-1 ile enfekte 100 hasta (81 erkek, 19 kadin; yas ortalamasi: 42.31 + 11.97 yil) dahil edilmistir.
Hastalarin kan érneklerinden genomik DNA izolasyonu, ticari bir spin kolon yontemiyle yapilmis (QIA-
amp® DNA Blood Mini Kit; QIAGEN GmbH, Almanya); HLA-B*57:01 genotiplendirmesi icin ticari Olerup
SSP® HLA-B*57:01 yiiksek ¢oziinGrliikli test kiti (Olerup SSP AB, isvec) kullanilmistir. Diziye 6zgiil primer
(Sequence-specific primer; SSP) tabanli amplifikasyon temeline dayanan bu yontem, Uretici firmanin
protokoliine gére uygulanmistir. Bu yontemle elde edilen polimeraz zincir reaksiyonu Urinleri, Olerup
SSP GelRed boyasi (Olerup SSP AB, isvec) eklenmis %2’lik agaroz jelde elektroforeze tabi tutulmus ve
olusan bantlar UV altinda degerlendirilmistir. Calismamizda, HIV ile enfekte 100 hastadan lgiinde (2
erkek, 1 kadin) HLA-B*57:01 pozitifligi saptanmis; HIV pozitif hastalarda HLA-B*57:01 prevalansi %3
olarak, orta diizeyde tespit edilmistir. Abakavir kullanimindan 6nce HLA-B*57:01 taramasinin tibbi yara-
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rinin vurgulanmasina ragmen, bu uygulamanin, HLA-B*57:01 prevalansinin yiiksek oldugu toplumlarin
aksine, prevalansin diisiik oldugu toplumlar icin maliyet-etkin olmadigi belirtimektedir. Ulkemizdeki HIV/
AIDS insidansinin 0.12 oldugu dikkate alindiginda,abakavir tedavisi verilecek olan HIV pozitif hastalarda
HLA-B*57:01 taramasinin degeri ve maliyet-etkinlik analizinin, daha ileri calismalarla belirlenmesinin ya-
rarli olacagi diistinilmustdr.

Anahtar sézciikler: HIV; HLA-B*57:01; prevalans; abakavir.

ABSTRACT

Deaths related with human immunodeficiency virus (HIV) infections have been decreased by the
introduction of combined anti-retroviral therapy (ART) into the clinical practice. Combined ART usually
consists of two nucleoside/nucleotide analogs reverse transcriptase inhibitors (NRTI) that is called
backbone and a third drug that belongs to either non-nucleoside/nucleotide reverse transcriptase
inhibitors (NNRTI), protease inhibitors (PI), integrase strand transfer inhibitors (INSTI) or entry inhibitors.
During abacavir therapy which is a member of NRTI, hypersensitivity reactions can occur approximately
4-9% of the patients that lead difficulties for the management of HIV infections. It is known that,
the development of hypersensitivity reactions to abacavir is strongly associated with the presence of
HLA-B*57:01 allel, therefore, HLA-B*57:01 screening should be performed prior to abacavir use. Since
there is no data on HLA-B*57:01 prevalence in HIV-1-infected cases in Turkey, this is the first study
that screened HLA-B*57:01 allels among HIV-1 infected adults in Turkey. A total of 100 HIV-1-infected
patients (81 male, 19 female; mean age: 42.31+11.97 years) who have admitted to the Department
of Infectious Diseases and Clinical Microbiology of Ondokuz Mayis University School of Medicine,
Samsun, Turkey, were included in the study. Genomic DNAs were isolated from the blood samples of
patients by using a commercial spin column procedure (QlAamp® DNA Blood Mini Kit; QIAGEN GmbH,
Germany). HLA-B*57:01 genotyping was performed by the method of sequence-specific primer (SSP)-
based amplification using a commercial OlerupSSP® HLA-B*57:01 high-resolution test kit (Olerup SSP
AB, Sweden) according to the manufacturer’s protocol. The products of polymerase chain reaction were
electrophoresed on a 2% agarose gel stained with Olerup SSP GelRed dye (Olerup SSP AB, Sweden),
and the bands were evaluated under UV light. In our study, three (2 male, 1 female) out of 100 patients
were found positive for HLA-B*57:01 gene with a prevalence of 3%, which is a moderate level. Although
the medical usefulness of HLA-B*57:01 screening before the abacavir therapy is emphasized, it was also
noted that this application is not cost-effective for the populations with low HLA-B*57:01 prevalence, in
contrast to populations with high prevalence. Considering of the incidence of HIV/AIDS in Turkey which
is 0.12, the value and cost-effectiveness of HLA-B*57:01 screening in HIV-1 positive cases before abacavir
therapy should be analysed by further studies.

Keywords: HIV; HLA-B*57:01; prevalence; abacavir.

GIRiS

insan immiin yetmezlik virusu (HIV) enfeksiyonu tanimlandigi giinden beri yaklasik
36 milyon kisinin 6liimiine neden olan global bir halk saghgi sorunudur'. Kazanilmig
immiuin yetmezlik sendromu (AIDS) ve iligkili 6limler, kombine anti-retroviral tedavinin
(CART) kullanima girmesiyle azalmaya baslamistir®3. Bu tedavi, genellikle omurga tedavi
olarak adlandirilan iki niikleozid/niikleotid analogu ters transkriptaz inhibitorti (NRTI) ile
non-niikleozid/nikleotid analogu ters transkriptaz inhibitorleri (NNRTI), proteaz inhibi-
torleri (PI), integraz zincir transfer inhibitorleri (INSTI) veya giris inhibitorleri sinifina ait
bir ilacin kombinasyonundan olusturulur®. NRTI bir ila¢ olan abakavir, HIV tedavisinde
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CART tedavisinin bir parcasi olarak kullaniimaktadir. Omurga tedavide kullanilan diger
NRTI'lar 6zellikle de tenofovir ile karsilastirildiginda renal fonksiyonlar ve kemik mineral
metabolizmasi tzerinde daha az yan etkiye sahiptir. Dolayisiyla osteoporoz ve kronik
bébrek hastaligi olan HIV ile enfekte hastalarin tedavisinde tercih edilmektedir®.

Abakavirin en 6nemli istenmeyen etkisi; ates, doklintl, konstitlisyonel, gastrointesti-
nal (bulanti, kusma, ishal karin agrisi) ve solunum semptomlari (6kstriik ve nefes darligr)
ile kendini gosteren asinduyarlilik reaksiyonudur [HSR (Hypersensitivity reaction)].> Bu
reaksiyon, insan |okosit antijeni (HLA)-B*57:01 aktivasyonuna neden olan major doku
uygunluk kompleks (MHC)-I antijen sunumuyla tetiklenir ve CD8* T hiicreleriyle sinir-
Ii gecikmis tip bir aginduyarlilik reaksiyonudur.%” Abakavire karsgi HSR ile HLA-B*57:01
arasindaki iliski ilk olarak 2002 yilinda belirlenmistir®. Daha sonraki calismalarda da, aba-
kavir HSR riskinin belirlenmesinde, HLA-B*57:01 genotiplendirmesinin yliksek pozitif ve
negatif prediktif degerle iliskili oldugu gosterilmistir’. Dolayisiyla, HIV enfeksiyonu teda-
visi icin abakavir iceren cART rejimi baslamadan 6nce, hastalarin HLA-B*57:01 acgisindan
taranarak risk altindaki hastalarin belirlenmesi, HSR insidansinda azalmaya neden olur.
Bunun yaninda bazi HLA alellerinin (HLA-B*57/58:01/81:01) HIV'in viral replikasyon
kapasitesi disiik mutantlarinin secimine neden oldugu ve enfeksiyon hizini azalttigina
dair calismalar mevcuttur'®'". Tiirkiye’de HLA-B*57:01 sikhidi ile ilgili herhangi bir veri
yoktur; dolayisiyla bu ¢alisma, tlkemizde HIV ile enfekte hastalarda HLA-B*57:01 geno-
tipinin prevalansinin belirlenmesi icin planlanmistir.

GEREC ve YONTEM
Hasta grubu ve kan oérneklerinin toplanmasi

Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi, Enfeksiyon Hastaliklari Klinigine basvuran,
HIV-1 ile enfekte hastalar, tedavi alip almadiklari dikkate alinmaksizin ¢aligmaya dahil
edildi. Tim hastalardan bilgilendirilmis onam alindi. Ondokuz Mayis Universitesi Klinik
Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan onaylanan bu calisma, Helsinki deklarasyonu cerce-
vesinde gerceklestirildi.

Calismaya dahil edilen her hastadan 2-3 ml EDTA'lI tipe alinan kan 6rnekleri DNA
izolasyonu icin kullanildi.

DNA izolasyonu

Genomik DNA, ticari QlAamp® DNA Blood Mini Kit (QIAGEN GmbH, Almanya) kul-
lanilarak QlAamp spin kolon yéntemiyle elde edildi'?. Kisaca 20 pl proteaz, 200 pl taze
tam kan 6rnegi ve 200 pl tampon ¢ozelti mikrosantrifiij tlptine konularak 15 saniye
vorteksle karistirildi. Hazirlanan bu karisim 1s1 blogunda 56°C’de 10 dakika inkiibe edildi.
inkiibasyondan sonra karisima 200 ul etanol (%98) eklenerek 15 saniye vorteksle karisti-
rildi. Elde edilen bu karisim QlAamp spin kolon tiplerine aktarilarak 6000xg’de 1 dakika
santrifij edildi. Daha sonra QIAamp spin kolon tampon soliisyonlariyla iki kere yikandi.
Son asamada; 200 pl Buffer AL (Qiagen) soliisyonu QlAamp spin kolona eklendi ve oda
sicakliginda 2-3 dakika inkibe edildikten sonra 6000xg‘de 1 dakika santriflij edildi. Elde
edilen DNA 6rnegi calisilincaya kadar -20°C’de saklandi.
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HLA-B*57:01 genotiplendirmesi

Bu amagla, ticari olarak kullanima sunulmus olan Olerup SSP® HLA-B*57:01 yiiksek
¢ozUNUrlikli test kiti (Olerup SSP AB, isvec) ile, diziye 6zgiil primer [SSP (Sequence-
specific primer)] tabanh amplifikasyon yontemi uretici firmanin protokoliine gore uygu-
landi. Bu yontemle elde edilen polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) uriinleri, Olerup SSP
GelRed boyasi (Olerup SSP AB, isveg) eklenmis %2'lik agaroz jelde (SeaKem LE Agaro-
se, ABD) elektroforez yapildiktan sonra UV (Transilluminator TFX-20M; Vilber Lourmat,
Fransa) altinda bantlar degerlendirilerek sonuclar raporlandi (Resim 1).

BULGULAR

Calismada, HIV ile enfekte 81 erkek ve 19 kadin olmak lizere toplam 100 hasta
HLA-B*57:01 varh@i yoniinden taranmistir (Tablo I). Bunlarin 75’i tedavi alan, 25°i ise
heniz tedavi baslanmamis yeni tani alan hastalardir. Hastalarin tani aldiktan itibaren ge-
cen sire, aldiklari ART tedavi rejimi, ortalama CD4 sayilari ve plazma HIV-RNA diizeyleri
Tablo Il'de gosterilmistir. Tedavi edilen hastalarin plazma HIV-RNA diizeyleri < 50 kopya/
ml’dir. Agaroz jelde ydritilen PCR drinlerinin 1., 2. ve 11. primer karigim Grtinlerinde
bant olusumu HLA-B*57:01 alelleri icin 6zguldiur. Calismada, 100 hastadan 2’si erkek,
1'i kadin olmak lzere 3 hastada (%3) HLA-B*57:01 pozitifligi saptanmis ve bu hastalarin
Ucuiniin de tedavi aldigi tespit edilmistir (Tablo I). HLA-B*57:01 pozitif bulunan hastala-
rin ortalama CD4* T lenfosit sayilari 693 + 213/mm?, tedavi alan diger hastalarin ortala-
ma CD4* T lenfosit sayilari ise 660 + 298/mm? olarak saptanmis ve aralarinda istatistiksel
acidan anlaml bir fark bulunmamugtir.

TARTISMA

Bu calisma, Turkiye’de HIV ile enfekte hastalarda HLA-B*57:01 prevalansini belirleyen
ilk calisma olup, calisma grubumuzda HLA-B*57:01 prevalansi %3 olarak bulunmustur.

Resim 1. Iki farkli hastanin agaroz jelde yiiriitiilen elektroforez sonugclarinin gériiniimii: (A) HLA-B*57:01
negatif ve (B) pozitif sonuclar. iki set 20 PCR reaksiyonu gésterilmektedir. Agaroz jelde bulunun 1-19. hatlar
800-1070 baz cifti (bp) boyutundaki primer karisimi icerirken, 20. hat negatif kontrolti géstermektedir (A). 1,
2 ve 11. hatlardaki alt bantlar HLA-B*57:01 icin 0zgdildir (tiriin boyutlari sirastyla 100, 100 ve 1070 bp) (B).
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Tablo I. Calisma grubunun cinsiyet ve yas dagilimi ve HLA-B*57:01 pozitifligi

Calisma grubu Sayi Yas ortalamasi (Yil) HLA-B*57:01 pozitifligi
Erkek 81 41.42 +12.04 2
Kadin 19 46.11 £11.22 1
Toplam 100 42.31+11.97 3

Tablo Il. Hastalarin tani aldiktan itibaren gegen siire, aldiklari ART rejimi, ortalama CD4 sayilari ve
plazma HIV-RNA diizeyleri

Hasta Siire CD4+ T hiicre HIV-RNA
sayisi | (Ay, medyan) | sayisi (/mm?3) (Kopya/ml)
Tedavi 75 41 662 + 294
alan Omurga | ZDV+3TC 8 64 534 + 206
Tedavi TDF+FTC 67 37 677 + 300 “
<
Kombine | PI 22 35 620 + 344
edilenilac | gy 38 50 718 + 296
grubu
INSTI 15 19 346 + 245
Tedavi almayan 25 2 581171 45+83x10°

3TC: Lamivudin; FTC: Emtrisitabin; INSTI: integraz zincir transfer inhibitorleri; NNRTI: Non-ntikleozid/niikleotid
analogu ters transkriptaz inhibitorleri; Pl: Proteaz inhibitérleri; TDF: Tenofovir; ZDV: Zidovudin.

HLA-B*57:01 prevalansi irk ve cografi bolgelere gore farkllik gostermektedir. Orkin ve
arkadaslari’3, 10 Avrupa (lkesini kapsayan biiyiik bir epidemiyolojik calismada, HIV ile
enfekte hastalarda HLA-B*57:01 prevalansini %4.98 olarak belirlemislerdir. En yuksek
seroprevalans %7.75 ile isvicre’de saptanirken, %1.53 ile en disiik Finlandiya’da sap-
tanmustir' 3. Bu calismada ayrica, beyaz irkta (%6.49) siyah irka (%0.39) gére prevalansin
daha yiiksek oldugu izlenmistir'. Parczewski ve arkadaglar'®, HIV ile enfekte Polonyali
hastalarda HLA-B*57:01 prevalansini %4.7 olarak bildirmis; Kuzey Amerika’da yapilan
bir calismada'> ise 725 kisinin (%16’si kadin) 41’inde (%5.7) HLA-B*57:01 pozitifligi
saptanmustir. Young ve arkadaslar'>, HLA-B*57:01 pozitifliginin irklara gére farklilik gos-
terdigini; bu orani beyazlarda %7.2, siyahlarda %2.8 ve diger irklarda %5.6 olarak sap-
tadiklarini vurgulamistir. Abakavir tedavisi alan HIV-1 ile enfekte 489 hastadan olusan
Kanada kohortunda ise HLA-B*57:01 alel pozitiflii %4.1 olarak bildirilmistir'®. Giiney
Amerika Ulkelerinden Sili ve Brezilya’dan HLA-B*57:01 sikh@ ile ilgili iki calisma rapor
edilmistir. Poggi ve arkadaglan'” HIV ile enfekte Silili hastalarda HLA-B*57:01 sikhigini
%?2.2 olarak belirlerken; bu oran Kuzey Brezilya’da HIV ile enfekte hastalar ve saghkl
kisilerde sirasiyla %3.1 ve %3.4 olarak saptanmistir'®, Cogunlugu Han irkindan olusan
(%81.7) 3000 Cinli'nin katildigi cok merkezli prospektif bir calismada, HLA-B*57:01 pre-
valansi %0.86 olarak bulunmustur'®. Cin’deki bu disiik prevalansin aksine, Taylandl
HIV ile enfekte cocuklarda HLA-B*57:01 prevalansi %4 ve Kambocgyali cocuklarda %3.4
olarak rapor edilmektedir°.
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HLA-B*57:01 alelini kapsayan bazi genlerin HIV enfeksiyonunun ilerlemesine negatif
yonde bir etkisi oldugu gésterilmistir'®'". Polonya’da yapilan bir calismada, HLA-C -35C
ve HLA-B*5701 alellerine sahip HIV ile enfekte hastalarin tedavi 6ncesinde daha yiiksek
CD4* T lenfosit sayisina ve daha diisiik viral yiike sahip oldugu belirtilmistir?'. Bununla
birlikte, HIV ve hepatit C virusu ile enfekte ve cART alan HLA-B*57 pozitif hastalarda mor-
talitenin daha yiiksek oldugu bildirilmektedir?2. Calismamizda, HLA-B*57:01 pozitifligi
saptanan hastalarda, ilerleyen enfeksiyonun énemli bir belirteci olan CD4* T lenfosit sa-
yisi ile tedavi alan HLA-B*57:01 negatif hastalarin CD4* T lenfosit sayisi arasinda anlamli
bir fark tespit edilmemistir.

Son yillara kadar HLA-B*57:01'i tespit etmek icin mevcut bir kit bulunmazken, 6zellik-
le HIV ile enfekte hastalarda abakavir kullanimina baslamadan 6nce HLA-B*57:01 varligi-
nin belirlenmesindeki 6nemin glindeme gelmesi, kullanima hazir ticari kitlere karsi ilgi-
nin artmasina neden olmustur. Bu amagla, HLA-B*57:01'i tespit etmek icin; diziye 6zgil
oligontikleotid prob hibridizasyon (SSOP), DNA dizi tabanli tiplendirme (SBT), SSP-PCR,
akim sitometrisi, alele 6zgiil PCR (AS-PCR), kantitatif PCR (Q-PCR) ve kapiller elektrofo-
rezde floresan belirlemesiyle birlikte SSP gibi farkli molekiiler yéntemler gelistirilmistir?3.
SSOP, SBT ve akim sitometri yontemleri, HLA-B*57:01 alelini tespit etmek icin yiiksek ¢6-
zUnUrltklu ikinci basamada ihtiyagc duymakta ve diger yontemlerle karsilastirildiginda is
glicl, zaman ve maliyet acisindan bazi dezavantajlar icermektedirler. Kapiller elektrofo-
rezde floresan belirlemesiyle birlikte SSP yontemi, enfeksiy6z olmayan tikurik ve bukkal
mukozadan alinan orneklerden elde edilen az miktarda genomik DNA'da HLA-B*57:01
alelini tespit edebilmekle birlikte maliyeti yiiksektir®*. Kantitatif PCR ve SSP-PCR maliyet
ve zaman acisindan avantajli yéntemlerdir?>. SSP-PCR yonteminin duyarlilik ve 6zgiil-
IGgu yuksek olup, yapilan ¢cok merkezli bir calismada, bu degerlerin sirasiyla, %99.3 ve
%7100 oldugu gosterilmistir?. Dolayisiyla, calismamizda HLA-B*57:01 genotiplendirme-
si icin kullanilan SSP-PCR yonteminin gtivenilir bir yontem oldugu kabul edilmektedir.

Abakavire bagli HSR, hastalarin %4-9’unda gelismekte ve HIV tedavisini gliclestirmek-
tedir®. Bu tiir komplikasyonlarin olugsmasi, hem hastanin tedavisini zorlastirmakta hem
de tedavi maliyetini artirmaktadir. Abakavire bagli HSR'nin 6nlenmesini irdeleyen bes
yillik retrospektif bir calismada; HLA-B*57:01 prevalansi %5.4 olarak saptanmis; geno-
tip taramasi yapilan hastalarda HSR gelisme oraninin 23 kat daha az oldugu ve tara-
manin maliyet-etkin bir uygulama oldugu bildirilmistir?®. Abakavir kullanimindan énce
HLA-B*57:01 taramasinin maliyeti ile abakavir asinduyarlihgina bagh maliyeti, karsilas-
tirmali olarak degerlendiren farkli cografyalarda yapilan calismalar mevcuttur?’-?. Bu
calismalar, HLA-B*57:01 prevalansinin %3.23-6.59 arasinda oldugu gozlenen Amerika
Birlesik Devletleri, Birlesik Krallik ve Almanya’da yapilmis olup, tedavi dncesi tarama ya-
piimasinin maliyet- etkin oldugu vurgulanmaktadir. Bunun aksine, Singapur'da yapilan
bir calismada, prevalansin disiik oldugu Cinliler, Malaylar ve diger irklardan olusan has-
talar icin, tedavi 6ncesi yapilan taramanin maliyet-etkin olmadigi bildirilmistir*®. Calis-
malarin timinde, ekonomik gostergelerden bagimsiz olarak, abakavir kullanimindan
once HLA-B*57:01 taramasinin tibbi yararinin oldugu agikca ifade edilmektedir.
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Turkiye dusiik HIV/AIDS prevalansina sahip bir Ulke olarak kabul edilmektedir. Sag-
ik Bakanhgr verilerine gore ilk HIV/AIDS olgusunun bildirildigi 1985 yilindan 31 Aralk
2014 tarihine kadar gecen siirede toplam 9.191 olgu rapor edilmistir®'. Bu verilere gére,
Tiirkiye’de HIV/AIDS insidansi 0.12 olarak saptanmistir®!. Bizim calismamizda ise, HIV
ile enfekte hastalarda HLA-B*57:01 prevalansi %3 olarak, orta diizeyde tespit edilmistir.
Sonug olarak, abakavir tedavisi verilecek olan HIV pozitif hastalarda HLA-B*57:01 tara-
masinin degeri ve maliyet-etkinlik analizi, daha ileri calismalarla belirlenebilir.

TESEKKUR

Calisma icin kullanilacak kitin temin edilmesini saglayan GlaxoSmithKline’a tesek-
kar ederiz.
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