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OZET

“Human Immunodeficiency Virus (HIV)” ve “Acquired Immunodeficiency Syndrome (AIDS)” in vivo era-
dikasyonlari agisindan hala bilimsel bir agilmaz olma &zelliklerini korumaktadirlar. HIV genomunun stirekli de-
gismesi, mevcut tedavilerin zaman iginde etkinliklerinin kaybolmasina neden oldugu gibi etkili bir asi gelistiril-
mesine de engel olmaktadir. Bu ylizden daha baska yeni tedavi yéntemlerinin arastirilmasi glindeme gelmistir.
Bu anlamda, biitiin genler RNA molekiilleri araciligiyla eksprese edildigi ve ayrica HIV bir RNA viriisii oldugu
icin, ribozimleri (RNA enzimlerini) kullanan gen tedavisi HIV ve AIDS icin 6nemli bir alternatif haline gelmis-
tir. HIV’in hedef hiicrelere baglanmasini saglayan gp120 ve gp4| proteinleri virtsiin env (envelope) geni tara-
findan kodlandiklari icin HIV infeksiyonunu belirleyen faktorlerden biri env geni ekspresyonudur. HIV env
mRNA ekspresyonu ribozimlerle azaltilarak HIV infeksiyonu baskilanabilir. Ribozimlerin terapotik amagla uy-
gulanabilmeleri i¢in 6ncelikle istenen hedefe girebilmeleri ve ona baglanmalari sarttir. Bu ¢alismada HIV viri-
st ile infekte T-lenfositlerden hazirlanmis hiicre ekstrelerinde, “Antisense ve RNAseH ile haritalama meto-
duyla” HIV env geninin gp120 ve gp4| proteinlerini kodlayan bir bélgesinde ribozimler icin en kolay giris yer-
leri aragtirilmistir.

Anahtar Kelimeler: HIV, RNA, Ribozim, Girilebilir

SUMMARY
Investigation of the Most Accessible Sites for Hammerhead Ribozymes
Targeting HIV-1 env mRNA to Inhibit Viral Replication

Human immunodeficiency virus (HIV) and acquired immunodeficiency syndrome (AIDS) are still a scien-
tific challenge as to their in vivo eradication. Continuous variability of the HIV genome causes the present
therapies to lose efficiency over the course of time and prevents the successful development of a vaccine.
That’s why; investigation of new therapy methods has come to agenda. In this respect, since all genes are
expressed through RNA intermediates and since HIV is a RNA virus, gene therapy employing ribozymes
(RNA enzymes) has gained important consideration as a possible treatment for AIDS. Since HIV-1 gp120 and
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gp4| envelope glycoproteins which provide binding and fusion of HIV to target cells are encoded by HIV en-
velope (env) gene, one of the factors determining HIV infectivity is expression of the HIV env gene. By se-
lectively decreasing of the HIV env mRNA expression with ribozymes, HIV infectivity can be inhibited. To
effectively apply ribozymes as therapeutic agents, they have to be able to access and bind to target RNA. In
this study, the most accessible sites for ribozyme targeting in a region of the HIV-1 env RNA encoding gp
120 and gp4| proteins has been investigated using antisense and RNAseH mapping in cell extracts prepared

from HIV-I infected CEM T-lymphocytes.
Key Words: HIV, RNA, Ribozyme, Accessibility

1980’li yillarin basinda Cech ve arkadaslar ile
Altman ve arkadaslari, RNA molekiillerinin,
DNA'’dan protein sentezine dogru olan genetik bilgi
akisi sirasinda sadece tasiyici ara molekiiller olmadi-
gini, ayni zamanda onlarn baska RNA'lar tizerinde
kesme, tahrip etme gibi enzimatik etkilere de sahip
oldugunu buldular!l.2l. Kesfedilmelerinden sonra ri-
bozimler, kanser, AIDS, hepatit vb. gibi pek cok
olimciil hastaligin tedavisinde terapétik ajan olarak
kullanilmislardir. Ribozimler; Grup I intron, Grup I
intron, RNAseP, “hammerhead”, “axehead” ve
tRNAPhe seklinde alt gruplara ayrilir. Hepsinin kes-
me yerleri ve sekilleri farkhidir. Grup I intronlar; do-
gada protist, mitokondri, kloroplast, bakteriyofaj ve
sivyanobakterlerin pre-rfRNA’sinda, Grup I intronlar;
mantar mitokondrilerinde ve kloroplastlarda, RNA-
seP; tRNA’larin yapisinda endojen olarak, “ham-
merhead” ribozimler; viroid, viriisoid ve newt’lerin
vapisinda, “axehead” ribozimler; hepatit delta virtis-
lerinde ve tRNAPhe da mayalarda bulunurl3l. Dogal
ribozimler daha cok “cis-acting” etkili iken (kesen ve
kesilen RNA’larin aym transkriptte olmasi), sentetik
olanlar daha ¢ok “trans-acting” (kesen ve kesilen
RNA’larin farkh transkriptlerde olmas) etkilidir. Sen-
tetik olanlar istenirse “cis-acting” olarak da dizayn
edilebilir. “Hammerhead” ribozimler bilinen en ki-
ciik ribozim motifidir ve gen tedavisinde biiyiik bir
potansiyele sahiptir.

“Trans-acting hammerhead” ribozimler, iki anti-
sense kol (kesilen hedef RNA'y1 paralel ve ters yon-
de tamamlayan ve stem I ve III olarak adlandirlan)
ve bir katalitik domainden (bdliim) ibarettir. Katalitik
domain de, bir stem loop [tek zincirli bir halka ile
onun her iki ucunu birlestiren cift zincirli yapimnin
(stem II) tamami] ile onu antisense kollarla birlestiren
tek zincirli niikleotidlerden ibarettir (Sekil 1 st pa-
nel). “Hammerhead” ribozimler, genellikle hedef
RNA’daki NUH tripletlerini (N; A, U, C, G niikle-
otidlerinden herhangi biri, U: Urasil, H: G (Guanin)
hari¢ A, U, C niikleotidlerinden herhangi biri) kesme
yeri olarak secerler ve buradaki H niikleotidi ile onu
takip eden niikleotid arasindaki fosfodiester bagin
parcalayarak hedef RNA’v1 keserlerl3l. “Hammerhe-
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Sekil 1. “Hammerhead” ribozim.

Kutu icine alinmis NUH “kesme yeri consensus di-
zisi”ni gostermektedir. NUH'ta N; A, C, G, U niik-
leotidlerini, H ise A, C, U niikleotidlerini goster-
mektedir. Okla gosterilen H ile ondan sonra gelen
niikleotid arasindaki fosfodiester bagi Mg+2 varli-
ginda 11 sabit niikleotid ve stem loop Il tarafindan
olusturulan katalitik kor tarafindan kesilir. * isareti
ribozimin mutant formunu yapmak icin degistiri-
len niikleotidi gostermektedir. Genellikle G: A mu-
tasyonu kullanilir. Ribozimde, hedef RNA ile stem
I'i olusturan kisim arm I, stem IlI'yi olusturan kisim
arm |l diye adlandirilir.
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ad” ribozimlerce dogada en yaygin olarak kullanilan
ve en efkili olarak kesilen triplet GUC tripletidir4].

Antisense RNA’larin antisense etkisi, bu molekiil-
lerin hedef RNA ile birlestiklerinde meydana gelen
RNA/RNA hibridlerinin (ciftlerinin) hedef RNA’dan
translasyonu ve protein sentezini engellemesi seklin-
de gordiliir. Ribozimler, antisense kollaryla antisense
aktivitesine sahip olduklar1 gibi katalitik korlar1 (do-
main) vasitasiyla kesme etkisine de sahiptirler. Bun-
dan dolayi sadece antisense etkiye sahip antisense
RNA molekiillerine gére bir kesme iistiinliikleri var-
dir. Antisense RNA’larin kullanildigi  durumlarda,
RNA dupleksini (hibrid) olusturan hedef RNA ve an-
tisense RNA molekiilleri seliiler enzimlerce tahrip ve-
ya modifiye edilebilirken, ribozim RNA'larda, ribozim
molekiilleri baglandiklar hedef RNA’y1 kestikten son-
ra baska hedef RNA'lara giderek onlar da kesebilir-
ler. (Sekil 1 alt panel). Bir hedef RNA “hammerhead”
ribozimlerce kesildikten sonra olusan RNA ({iriinleri
tekrar birlesememekte ve bu RNA tizerinden olabile-
cek protein sentezi de engellenmektedir. “Hammer-
head” ribozimler, RNA'min asir1 ekspresyonundan
kaynaklanan pek cok viral, neoplastik ve genetik has-
taliklarda terapétik ajan olarak kullanilmislardir5-151,

Hedefe girilebilirlik (accessibility), hedefe bagla-
nabilme (co-localization), ekspresyon seviyesi ve mo-
lekiiler stabilite sirasiyla ribozimlerin etkinligini belir-
leyen en 6énemli faktorlerdir. Ribozim calismalarinda
hedef kesme yeri tayini cok énemlidir. Secilecek yer,
ribozimlerin hedefe hem en kolayca ulasabildigi hem
de en etkili kesebildigi bir yer olmalidir.

MATERYAL ve METOD

HIV-1 infeksiyonu ve HIV-1 ile Infekte
CEM T-lenfositlerinden Hiicre
Ekstrelerinin Hazirlanmasi

Weil ve arkadaslar1 ile Wu tarafindan gelistirilen
protokole gore hiicre ekstrelerini hazirlamak icin 6n-
ce, CEM T-lenfosit hiicreleri HIV-1 pNL4-3 siiper-
natantiyla infekte edildil16:17]. Bunun icin 200 pL
RPMI 1640 + %10 FBS (Fetal Bovine Serum, Irvi-
ne Scientific) icindeki 1 x 105 hiicre 12 x 75’lik bir
tiipe transfer edildi ve sonrasinda buna 100 pL viriis
iceren stipernatant eklendi. Hiicreler 37°C ve %5
COy’de gece boyunca inkiibe edildi. Ertesi giin hiic-
reler 4 kez HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution,
Bio Whitacker) soliisyonu ile yikandi ve 1 mL virlis
+ hiicre karisimi 24 gozlii bir “plate”in bir gbziine
transfer edildi. Biitiin islemler boyunca kiiltiir med-
vasi (ortami) hep RPMI 1640 + %10 FBS idi. Bes
giin sonra hiicre yogunlugu transfer etmeye yeterli

seviyeye ulasti@ icin hiicreler toplam 10 mL Kkiiltiir
ortam icinde bir T25 flask icine transfer edildi. Yak-
lasik 10 giin sonra hiicre yogunlugu, hiicreleri 15
mL Kkiiltiir ortam icinde bir T75 flaskina transfer
edecek seviyede idi. Uc ile bes giin sonra kiiltiir sii-
pernatant 6rnekleri toplandi ve RT veya p24 assay
(Beckman Coulter, Fullerton, CA; iiretici firma acik-
lamalarina gére) ile HIV aktiviteleri 8lciildiil18l. Ci-
kan sonuglar standart HIV siipernatantiyla karsilasti-
rildiginda yeterli seviyeye ulasan hiicrelerin tamami
deneyde kullanilmak {izere toplandi. Yaklasik 2 x
107 hiicre iki kez soguk PBS (phosphate buffered
serum, fosfatla tamponlanmis serum) ile yikandi.
Hiicreler otoklavlanmis bir mikrosantrifiij tiibiinde
santrifiij edildikten sonra yaklasik 50 pL’lik bir pellet
(cokelti) elde edildi. Sonra bu pellete 100 pL Buffer
A (7 mM Tris-HCI, pH 7.5, 7 mM KCl, 1 mM
MgCly,, 1 mM R-mercaptoethanol) ilave edildi ve
hiicreler bu haliyle sismeleri icin 10 dakika buzda tu-
tuldu. Sisen bu hiicreler buz icerisinde bekletilen
otoklavlanmis bir “dounce”a (cam havan) transfer
edildikten sonra cihazin izin verdigi simnirlar icinde 20
vuru vapilarak nazik bir sekilde ezildi. Elde edilen
vaklasik 100 pL hiicre ekstresi yeni bir otoklavlan-
mis mikrosantrifijj tiipiine transfer edildi. Sonra bu-
na 10 pL Buffer B (neutralizing buffer: 21 mM Tris-
HCI, pH 7.5, 116 mM KCl, 3.6 mM MgCl,, 6 mM
-mercaptoethanol) ilave edildi ve tiip 10 dakika
16.000 x g ve 4°C’de santrifijj edildi. Santrifiijiden
sonra hiicre ekstresini iceren stipernatant toplana-
rak -80°C’de saklandi.

HIV Env RNA’sinin HIV ile infekte CEM
Hiicre Ekstrelerinde Antisense Oligolar ve
RNAseH ile Kesilmesi ve RT-PCR Analizi

Bu calismada kullanilan oligodeoksiriboniikleotid-
ler (oligolar) asagidaki sekildedir. Her antisense oligo
ayni yer icin kullanilacak ribozimin kesme yerine gore
adlandirildi. Mesela, AS (antisense) 7386 ayni yer icin
kullanilacak ribozimin HIV 4-3 RNA’sim1 7386. niik-
leotidden sonra kesecegini gostermektedir.

(AS1=AS 7386),
5-AGTACTATTAAACAGTTGTGTTG-3;

(AS2=AS 7462),
5-TTCTGCATGGGAGTGTGATTGTG-3’;

(AS3=AS 7518),
5-GGGAGGGGCATACATTGCTTTTC-3’;

(AS4=AS 7637).
5-TTGTCCCTCATATCGCCTCCTCC-3’;

(AS5=AS 7678).
5-CAATTTTTACTACTTTATATTTA-3’;

280
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(AS6=AS 7858),
5-GCTGCTGCACTATATCAGACAAT-3’;

(AS7=AS 7918)
5-CCCAGACTGTGAGTTGCAACAGA-3’;

(AS8=AS 8010),
5-GAGTTTTCCAGAGCAACCCCAAA-3’;

Kontrol Sense oligo (7278-7298),
5-AATAATAAAACAATAATCTT-3'.

[alti cizili triplet (iclii) niikleotidler hedef HIV
RNA’da ribozimlerin kesme yerlerini géstermektedir]

HIV-1 polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) icin 5’-
primer oligo (7228-7251) (24 nt):

5-GAATGCCACTTTAAAACAGATAGC-3’

HIV-1 PCR’si icin 3’-primer oligo (8049-8030)
(20 nt):

5-GCATTCCAAGGCACAGCAGT-3’

Human R-Actin PCR’si icin 5’-primer oligo (26
nt):

5-GCCCCCCTGAACCCCAAGGCCAACCG-3

(Human R-Actin geninin ekson 3’tindeki 1372-
1397 arast niklelotidlerin antisense tamamlayicisidir)

Human R-Actin PCR’si icin 3’-primer oligo (24 nt):
5-GAAGTCCAGGGCGACGTAGCACAG-3’

(Human [-Actin geninin ekson 4’tindeki 2160-
2137 arasi niikleotidlerin antisense tamamlayicisidir
ve PCR iiriiniiniin uzunlugu “spliced” form icin 348
nt, “unspliced” form icin ise 789 niikleotiddir.)

a. Antisense ve RNAseH ile kesme reaksi-
yonu: 20 pL’lik bir reaksiyon asagidaki gibi hazir-
lanmustir: 10 pL hiicre ekstresi, 2 L 10x buffer
(40 mM Tris-HCI pH 7.5; 10 mM MgCly; 1 mM
DTT), 1 puL RNasin (40 U/pL) (Promega), 1500 nM
antisense oligo ve DEPC su (dietilpirokarbonat ile
sterilize edilmis su) yumusak ve yavas bir sekilde ka-
ristinldi ve bes dakika 37°C’de inkiibe edildi. Sonra
10 pl 3x proteinaz K buffer’t (0.6 mg/mL proteina-
se K, 30 mM Tris-HCI pH 7.5, 60 mM EDTA, %1
SDS ve 0.02 mM CaCl,) ilave edildi ve 15 dakika
daha 37°C’de inkiibe edildi. Fenol-kloroform ekst-
raksiyonu ve alkol presipitasyonundan sonra numu-
nelere oligolar1 uzaklastirmak igin 1 pyl. DNAse 1
(Roche) eklendi ve 30 dakika 37°C’de inkiibe edildi.
Ikinci fenol-kloroform ekstraksiyonu ve alkol presipi-
tasyonundan sonra total RNA miktari spektrofoto-
metre ile dlctildi (Sekil 2).

b. RT-PCR reaksiyonu: Template olarak 500-
1000 ng total RNAnin kullanildigi 20 pL revers

HIV ile infekte T-lenfositlerden hiicre ekstreleri

Sense ve antisense
37°C bes dakika oligodeoksintkleotidler
(ODNs)

Girilemez Girilebilir
o RNAseH
TN ;
. Oligo
Oligo  [LILI1I DNAsel J
uygulamasi ¢
_ RT - TT=
i e i -
_)= PCR
¢ <
Cok riin Hi¢ veya az urln

Sekil 2. HIV-1 ile infekte CEM T-lenfositlerinden
hazirlanmis hiicre ekstrelerinde girilebilirlik (ac-
cessibility) calismalari semasi.

Sekil, teknik boyunca izlenilen bitiin basamaklar
ozetlemektedir. Ozetle, antisense oligolarin sade-
ce girilebilir yer veya yerlerde hedef RNA'ya bagla-
nabilecegi beklenir. RNAseH enzimi de sadece
RNA/DNA hibridlerinde RNA'y1 keser. Daha sonra
kesme yerlerini iceren bolge icin yapilacak olan
RT-PCR’de, girilebilir yer veya yerlerde iiriin olusu-
munun azaldigi goriilirken, girilemeyen yerlerde
ise Uriin olusumunun cok oldugu goriilir.

transkripsiyon (RT) reaksiyonu asagidaki gibi hazir-
lanmustir: 4 pL 5x RT buffer, 1.6 pL 0.1 M DTT,
0.4 pL RNasin, 1 pL Hexamer (altil)) random primer
(50 ng/ul), 8 pL ANTP ve 1 pL MMLV (Moloney
murine Leukemia Virus) Revers Transkriptaz (200
U/uL) (Gibco BRL) enzimi ve hacmi 20 pL'ye ta-
mamlayincaya kadar DEPC su karstirildi ve
42°C’de bir saat inkiibe edildi. Sonra 50 pL PCR re-
aksiyonu asagidaki gibi hazirlandi: 20 pL RT reaksi-
yon karisimi, 5 pL. 10X Buffer, 10 pmols HIV 5’ ve
3’ primerleri ve 10 pmols of human R-actin 5’ ve 3’
primerleri ve 48.5 pl’ve kadar DEPC su karistirild:
ve bes dakika stiresince 94°C’ye yerlestirildi. Numu-
neler daha sonra iki dakika buza kondu. Daha son-
ra her tiibe 2 pL. ANTP ve 0.5 pL Tag DNA polime-
raz (Boehringer Mannheim) ilavesinden sonra PCR
islemi 94°C 1 dakika; 62°C 1 dakika; 72°C 1 daki-
ka sartlarinda 26 tur ve en sonunda da 72°C 10 da-

Flora 2003;8(4):278-286

281



Yildiz Y, Rossi JJ.

HIV Replikasyonunu Durdurabilmek Amaciyla HIV-1 env
mRNA’sinda “Hammerhead” Ribozimler Icin Giris Yeri Tayini

kika uzatma olarak hazirlandi. RT-PCR isleminde
human [$-actin bandlar, internal kontrol olmak {ize-
re cogaltildi (Sekil 2).

Southern Blot Hibridizasyonu

10 pL RT-PCR iiriinti %0.8 agaroz jelde ayristi-
rild1 ve kapiller blot yoluyla bir Hybond™-N naylon
membrana (Amersham) transfer edildi. Membrana
gecen RT-PCR iiriinleri daha sonra bir Stratagene
UV Stratalinker araciiiyla membrana sabitlestirildi
(crosslinkage). Membran bir hibridizasyon tiiptine
yerlestirilerek prehibridizasyon icin 6X SSC (sodyum
Klortir + sodyum sitrat soltisyonu), %7 SDS (sodyum
dodesil siilfat) soliisyonunda 55°C’de iki saat déndii-
riildii. Daha sonra hem HIV hem de R-actin icin pro-
be olarak kullanilacak antisense oligoniikleotidlerin
10 pmol’ii [y-32P]ATP ve T4 PNK (poliniikleotid ki-
naz) (New England Biolabs) enzimi kullarilarak rad-
yoaktif hale getirildi. Bu reaksiyon icin 1 pL (10
pmol) oligoniikleotid, 1 uL. 10X T4 PNK buffer, 6.5
uL DEPC su, 1 pL [y-32P ATP] ve 0.5 pL T4 PNK
karnistirildi ve 37°C’de 30 dakika inkiibe edildi. Daha
sonra reaksiyon karisiminin tamami (10 pL) prehib-
ridizasyon soliisyonuna ilave edildi ve membran ile
problu hibridizasyon soliisyonunu iceren tiip
55°C’de gece boyunca déndiiriilerek hibridizasyon
reaksiyonu gerceklestirildi. Membran daha sonra yi-
kanarak hem X-ray filme hem de kantitatif analiz ya-
pabilmek icin fosforlu gériintilleme ekranina (phosp-
hoimager screen) tabi tutuldu. Daha sonra Image-
Quant Tools software (Molecular Dynamics) ile ana-
liz edildi. HIV probu “antisense ve RNAseH ile kes-
me reaksiyonu”nda kullanilan antisense oligoniikle-
otidlerin birinden (AS 7518) ve human R-actin pro-
bu ise R-actin bandlarim elde etmek icin yapilan
PCR’de kullanilan 3’ primer oligodan hazirlandi.
Phosphoimager ile elde edilen HIV sinyal degerleri
-actin sinyal degerleri ile normalize edildi (normali-
zasyon).

istatistiksel Analiz

Bulgularin istatistiksel analizi “SPSS 10.0 for
Windows” programi kullanilarak yapildi.

BULGULAR

RNA molekiilleri tek zincirli ve dinamik olduklar
icin stirekli katlanmakta ve sekil degistirmektedir. Bu
yiizden ribozimlerin girip baglanabilecegi ve etkisini
gosterebilecegi yerleri bulmak zordur. 9.7 kb gibi ge-
nomu ¢ok biiyiik ve iistelik siirekli degisen HIV gibi
RNA viriisleri s6z konusu oldugunda bu durum ol-
dukea giiclesir. Girilebilirlik, bilinmeyen pek cok fak-
tortin etkili oldugu ve bugiin icin heniiz ¢éziimlene-
memis bir problemdir.

Ancak yine de ribozim ve antisense (DNA/RNA)
molekiillerin hedef RNA'ya girebilecekleri yerleri ta-
yin etme konusunda bazi in vitro teknikler mevcut-
tur. Bunlar;

1. Mfold gibi bilgisayar RNA katlanma program-
lan(191,

2. Niikleaz S1, “lead acetate”, imidazol, DMS
(dimetil stilfat) ve CMCT (1-cyclohexyl-3-(2-morpho-
linoethyl) carbodiimide metho-p-toluenesulfonate)
gibi RNAnin tek zincirli oldugu yerlerde RNA ile re-
aksiyona giren spesifik problarl20],

3. Antisense oligodeoksiriboniikleotidler (AS
ODNs) ve AS ODN Kkiitiiphaneler ile RNAseH kes-
me reaksiyonlarinin kullanilmasil21],

4. Ribozim kiitiiphanelerinin kullanilmasi(22.23,
Simdiye kadar yapilan calismalar gostermistir ki, son
iki teknik en etkili ve dogru sonuclar veren teknikler-
dir. Ribozim Kkiitiiphaneleri antisense oligolara gore
cok daha dogru neticeler vermesine ragmen hem
cok daha pahali hem de cok daha zor uygulanabilir
olmalarindan dolay1 bu calismada “antisense oligo-
deoksintikleotidler (AS ODNs) ve RNAseH ile kesme
reaksiyonu” teknigi kullarld.

Bu anlamda, HIV-1 4-3 susunun env genindeki
7250 ile 8131. niikleotidler arasi bolgeyi “belli bir
yere hedefli antisense ve RNAseH enzimi ile RNA’y»
kesme” teknigi ile arastirdik (Sekil 2). Bu amagla
881 nt’lik bu bélgede “National Institute of Health
(NIH) Human Retroviruses ve AIDS 1990” veri ta-
banindan faydalanarak buramn geneli icinde korun-
mus (en az degisken) yerlerden sekiz olasi yeri “he-
def kesme yerleri” olarak sectik (Sekil 3).

Materyal ve Metod boliimiinde aciklandigi sekilde
HIV-1 ile infekte CEM T-lenfositlerinden hazirlanmis
hiicre ekstrelerinde yapildi. Sekil 4’teki sonuclar iki
farkh zamanda hazirlanmis hiicre ekstreleriyle yapil-
mis dokuz ayri deneyden elde edilmistir. Bir deney
triplet seklinde yani her kesme yeri icin ayni anda tic
ornek hazirlanarak yapilmistir (data gosterilmemistir).

RT-PCR iirtinlerin “southern” hibridizasyonunu
takiben radyoaktif bandlar “Molecular Dynamics
Phospholmager” kullamilarak gorsel hale getirilmis
ve kantitatif olarak analiz edilmistir. Bu calisma,
HIV-1 env RNA’sinin s6z konusu kismini ribozimle-
re giris yeri acisindan tarayan ilk calismadir. Sonuc-
lanmiz 7386 (AS1), 7462 (AS2), 7518 (AS3),
7637 (AS4) ve 7678 (AS5) no’lu yerlerin “hammer-
head” ribozimlerce kesme yapmak icin en girilebilir
yerler oldugunu gostermektedir (Sekil 5). Iki tarafl
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HIV-1 Eksonlari
tat
vif rev
949 pol | | vpr | env nef
vpu
50TR 3‘LTR
Hedef Kesme Yerleri
7759 7992
— RRE —
(CUC)  (AUA) RRE  cuqy —| tat
6221 | || || | ||| rev 8785
env Y YY YV v V[V
— 0 N oo NN (o)
8 8o g8 328
(GUU) (Gua)  (GUA) (AUA) | (CUQ)

Sekil 3. HIV-1 haritasi ve hedef kesme yerleri.

(sekildeki list panel “NIH Human Retroviruses and AIDS 1990” veri tabanindan alinmistir)

Kodlayan bolgeler hakkindaki kisa bilgi asagidaki gibidir:

LTR: “Long terminal repeat”. Seliiler transkripsiyon faktérlerini icerir.

tar: HIV Tat proteininin HIV transkripsiyonunu transaktive etmek iizere baglandigi “target” niikleotid dizisi.
Transkripsiyon baslangi¢ yerinden 50 niikleotid asagida lokalizedir.

Gag: HIV niikleokapsid, “core” ve matriks proteinlerini kodlayan gen.

Pol: icerisinde proteaz, revers transkriptaz ve endoniikleaz/integraz proteinlerini kodlayan genleri de ice-
ren polimeraz poliprotein geni.

Vif: Viral yayilma hizini belirleyen viral maturasyon ve infektivite faktorii.

Vpr: Niikleusta lokalize ve viral maturasyonda rol oynayan gen.

Tat: Niikleus ve niikleolusta lokalize ve tipik olarak HIV transkripsiyonunu transaktive edici ve HIV replikas-
yonunda rol oynayan Tat regiilatuar proteinini kodlayan gen.

Rev: Niikleus ve niikleolusta lokalize ve HIV env RNA'sinda bulunan RRE (Rev responsive element)’ye bagla-
narak striiktiirel protein sentezini kolaylastiran Rev proteinini kodlayan gen.

Vpu: Viral maturasyon ve CD4 downregiilasyonunda rol oynayan sitoplazmik protein.

Env: CD4 reseptorlerine baglanma ve membran fiizyonunda rol oynayan gp120 ve gp41 membran glikop-
roteinlerini kodlayan gen.

Nef: Sitoplazmada lokalize bu proteinin fonksiyonu tam bilinmemektedir. Fakat CD4 downregiilasyonu ile
ilgili ve aksesuar proteinlerin en immiinojenigi oldugu kesindir.

Student’s t-testi ile yapilan analizler sonucu bu yerle-
rin her birinde HIV mRNA’sinda meydana gelen
azalma istatistiksel olarak anlamhyd: (p< 0.01). Se-
kil 4’teki degerlerle 7386 (AS1) no’lu yer 7678
(AS5) no’lu yere gore daha girilebilir olmasina rag-
men 7678 e goére daha az korunmus (niikleotidleri
daha degisken) oldugu icin ikinci uygun yer olarak
7678 secildi. Bu bulgularimiza gére 7637, 7678 ve

7918 no’lu yerler, ribozimlerin girebildigi yerler aci-
sindan sirasiyla en uygun, orta derecede uygun ve
en az uygun (negatif kontrol olarak) yerler olarak
saptand (Sekil 4).

TARTISMA

HIV hala AIDS'’in ilerlemesinde santral bir rol oy-
namaktadir. Bu yiizden etkili ve uzun vadeli antiviral
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RNAseH Kesmelerinin Etkinligi

1.6 _ B Ortalamalar
1.4 T Ortalama Standart sapma
- C 1 0
< 1.2
£ T S 0.73 0.49
©
< AST  0.25 0.15
=
g AS2 0.26 0.21
-é’ AS3 0.44 0.43
GE: AS4 0.18 0.12
= AS5 0.3 0.15
T
AS6 0.97 0.44
AS7 0.99 0.52
AS8 0.67 0.46

C S AS1T AS2 AS3 AS4 AS5 AS6 AS7 AS8

Hedef kesme yerleri

Sekil 4. Antisense oligo ve RNAseH araciligiyla olan kesme reaksiyonlarinin karsilastirilmasi ve normalizas-

yon sonrasi RT-PCR iiriinlerinin analizi.

Sekil, antisense oligo ve RNAseH aracihgiyla HIV-1 mRNA'da olusan azalmalarin istatistiksel analizini goster-
mektedir. iki tarafli Student's t-testi ile yapilan analizler, HIV-1 mRNA’da anlamli azalmalarin AS1 (7386), AS2
(7462), AS3 (7518), AS4 (7637) ve AS5 (7678) ile meydana geldigini gostermektedir. Bu dort yerin her birin-

deki p degeri 0.01°den azdi (p< 0.01).

bir tedavinin gelistirilmesi gercegi tekrar giincellik
kazanmustir. Biitiin genler RNA aracihigiyla eksprese
edildigi ve HIV da bir RNA viriisti oldugu icin ribo-
zimleri kullanan anti-HIV gen tedavisi AIDS tedavisi
icin olasi bir secenek haline gelmistir.

HIV genomunun en degisken yerlerinden biri
HIV env genidir. Bundan dolayidir ki, simdiye kadar
etkili bir as1 gelistirilememistir. Bu durumda ribozim-
lerle neden env geni hedeflenmelidir? Oncelikle,
HIV viriisiiniin hedef hiicrelerin yiizey reseptérlerine
baglanmasinda rol oynayan HIV gpl120 ve gp41l
proteinleri, HIV'in env geninden gelistikleri icin HIV
infeksiyonu env geninin ekspresyonuna baghdir. Bu
ylizden ribozimlerle env mRNAsin1 secici bir sekilde
tahrip ederek envelop proteinlerinin yapilmasi dola-
yisiyla HIV infeksiyonu baskilanabilir. Bu baglamda
Chen ve arkadaslar1 env genini korunmus yerlerin-
den kesen anti-env ribozimlerin, HIV replikasyonu-
nu etkili bir sekilde baskiladigim gosterdilerl24l. Ben-
zer sekilde Ramezani ve arkadaslan da HIV infeksi-
yonuna karsi anti-env ribozimlerinin, anti-gag, anti-
proteaz, anti-reverse transkriptaz ve anti-tat ribo-

zimlerine gére 15 giin daha fazla koruma sagladigi-
ni gdzlemlediler25]. Fakat her iki grubun calstiklar:
kesme yerleri bu calismada kullanilan yerlerin prok-
simalinde (6ncesinde) yer almaktaydi. Bu yiizden bu
calismamiz 7250 ile 8131. niikleotidler arasindaki
bolgeyi ribozimlerle kesme acisindan tarayan ilk ca-
lismadir. Bundan sonra atilacak adim, tespit edilen
bu girilebilir yerlerden HIV-1 env RNA’sin1 kesen ri-
bozimler hazirlamak ve onlari hiicrelere géndererek
HIV ile karsilastirmak icin bir retroviral veya pol III
vektore klonlamaktir.

Onceki calismalar géstermistir ki, ribozimler hu-
man T-lenfositlerinde viriis replikasyonunu énleme-
de etkili olabilirler(7:26-29], Bununla birlikte viral rep-
likasyonun yiiksek oranda olmasi, tedavilerden kaca-
bilen mutantlarin (escape mutant) varh@ hala anti-
HIV gen tedavisinde biiyiik problemlerdir. Ribozim-
lerin antiviral giiciinii arttirmak ve ayni zamanda
mutantlarin tedaviden kagma sansim azaltmak icin
Yamada ve arkadaslar ribozim genlerine baska anti-
viral genleri ilave etme olasiligini arastirmislardir(30],
HIV RBE'vi (Rev binding element, HIV Rev prote-
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RT-PCR

+RT panel -RT panel
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Sekil 5. RT-PCR ve “southern” hibridizasyonu.

Sekil, dokuz RT-PCR deneyinden birinin +RT ve -RT agaroz jel resimleri ile +RT agaroz jel icin yapilmis “so-
uthern” hibridizasyon resmini gostermektedir. +RT; revers transkripsiyon reaksiyonu boyunca revers transk-
riptaz enziminin var oldugunu, -RT ise bulunmadigini belirtmektedir. “Southern” hibridizasyon kantitatif
analiz yapabilmek icin yapilmis olup, sonugta 7637 nolu yer, ribozimlerin girebildigi en uygun yer olarak or-
taya cikmustir.

ininin baglandig1 niikleotid dizisi) bir “hairpin” ribo- baskilamalar karsilastirilabilir. Bunun icin de 6nce-
zime bagladiklarinda “hairpin ribozim + RBE” birle- likle test edilecek ribozimlerin ve ribozim + RBE ve-
sik molekiiliiniin antiviral etkisinin sadece ribozimle- va TAR birlesik molekiillerinin pMND gibi bir retro-
re gore anlamh bir sekilde arttigim buldular. Brow- viral vektor veya U6 + 27 gibi bir pol Il vektore yer-
ning ve arkadaslar ise ribozimlere HIV TAR dizisini lestirilmesi gerekir. Bundan sonra yapilacak islem
(HIV Tat proteininin baglandigi niikleotit dizisi) bag- HIV viriisiinii iceren infekte hiicrelere (T-lenfositler
ladiklarinda ayni sekilde HIV replikasyonunun an- gibi) terapotik genleri iceren vektérleri transfer ede-
lamli bicimde baskilandigini gézlemledilerl31l. llave rek “HIV challenging assay” yapmak ve bu sekilde
edilen bu RBE ve TAR niikleotit dizilerinin etkisi terapotik genlerin anti-HIV  kapasitelerini test et-
yem veya tuzak mekanizmasina dayanmaktadir. mektir.

Normal HIV replikasyonunda rol oynayan Rev ve TESEKKUR: HIV-1 ile infekte T-lenfositler-

Tat proteinlerinin replikasyon siirecinde seyreder- den hiicre ekstrelerini hazirlayan postdoc’lar Dr.

ken karsilarina cikan terapétik genlere ilave edilmis Laurence CAGNON, Dr. Ingrid BAHNER ve Dr.

tuzak sun’i niikleotitlere baglanmasi onlar1 normal Gerhard BAUER’e cok tesekkiir ederiz. Bu calis-
replikasyon yollarindan alhkoymakta ve etkinlikleri- ma Dr. John J. ROSSI've verilen “National Insti-
nin azalmasina neden olmaktadir. Benzer sekilde, gi- tute of Health (NIH)” grant: ile desteklenmistir
rilebilir yerler olarak buldugumuz 7637 ve 7876 no'lu

yerlerden HIV-1 RNA'y1 kesen ribozimlere RBE veya Avrica, makalenin hazirlanmasinda dil ve tek-

nik konulardaki yardimlarindan dolay: Dr. Giilse-
rap YILDIZ, Dr. Hayrullah KOSE, Dr. Filiz ERGIN
ve Ecz. Ismet YILDIZ a da ayrica tesekkiir ederiz.

TAR tuzak niikleotitleri eklenebilir ve sadece ribo-
zimlerle birlikte ribozim + RBE veya ribozim + TAR
fiizyon (birlesik) molekiillerinin HIV replikasyonunu
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