i

A

A &

YEDITEPE Ul\lVERQ]TEQI

HIV ILE ENFEKTE OLMUS HASTALARDA
M41L DIRENC MUTASYONUNUN ‘REAL-
TIME POLIMERAZ ZINCIR REAKSIYONU’
ILE SAPTANMASI




Antiretroviral direnc

* Fenotipik yontemler

* Genotipik yontemler:
— Revers hibridizasyon (LIPA)
— Mikroarray
— Konvansiyonel dizi analizi
— PZR yontemleri
— Ultra Derin Diz1 Analizi
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Konvansiyonel dizi analizi
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Kisithhgr:

ornekte bulunabilen
toplam virus cesitliligini
olusturan populasyonun
icinde, %20 den az oranda
bulunan varyant sub-
populasyonlarini
saptayamamasidir

e Viral populasyonda var olabilecek direncin %1 ve
daha da asagi bir hassasiyetle saptanabilmesi:
veni nesil teknolojiyle mumkunddar.
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e Viral populasyonda var olabilecek

direncin %1 ve daha da asagi bir hassasiyetle

saptanabilmesi: yeni nesil teknolojiyle
mimkiindiir.
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This diagram explains how resistance to anti-HIV
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Before starting treatment the viral load is high and is
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Konvansiyonel dizi analizi

e Kronik,
 ne zaman enfekte oldugu bilinmeyen naive
olgularda:

— bulasmis direncli mutantlari saptamada her
zaman yeterli degildir.



Azinlik ilac diren¢c mutantlarinin

e tedavi basarisizligindaki rolt hentz kesin
degildir.

 Bu konudaki calismalar yeni teknolojilerle
hizla artmaktadir.



Azinlik ila¢ diren¢c mutantlari

e Metzner ve arkadaslar

 Nokta mutasyon spesifik gercek zamanli
PZR:NMS-GZ-PZR

e toplam virus cesitliligini olusturan
populasyonun icinde, %1 altindakileri azinlik
oranda bulunan varyant sub-populasyonlarini
saptayabildigini gostermislerdir

Metzner KJ, et al: Prevalence of key resistance mutations K65R, K103N, and M184V as minority HIV-1
variants in chronically HIV-1 infected, treatment-naive patients. - J Clin Virol. 2011 Feb;50(2):156-61.




Azinlik ila¢ direnc mutantlar

e Konvansiyonel dizi analizi tarafindan
saptanamayan

e azinliktaki ila¢ diren¢ varyantlarinin

 ART sonuclarina etkileri bu calismada
incelenmistir.

Metzner KJ, et al: Prevalence of key resistance mutations K65R, K103N, and M184V as minority HIV-1 variants in chronically
HIV—-1 infected, treatment-naive patients. - J Clin Virol. 2011 Feb;50(2):156—61.




Bu calismada

lilkemizde de 1lk kullanilmaya baslanan antiretroviral
bir 1la¢ olan, zidovudine ve stavudine direncine yol
acan M41L diren¢g mutasyonun,

ila¢ direnci tasiyan azinliktaki varyantlar1 saptamada
duyarh olan,

Nokta-Mutasyon Spesifik Ger¢gek Zamanli Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (NMS-GZ-PZR) yontemt 1le

saptanmasi amaclanda.



Bu ¢alismada M41L mutasyonu incelenmistir

|Zidcn‘udine direng mutasvonu M41L° nin pozisvonu  (Structural basis of HIV-1
resistance to AZT by excision. Watural strucrural & molecular biology 20107
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e Mutasyonlar tipik olarak yabanil tipteki amino asidin
kodu + pozisyon + yeni gelen aminoasidin kodu
seklinde ifade edilir. Ornegin 41. Kodondaki
Metionin yerine Losin gegmisse M41L seklinde
belirtilir. Kodon degisikligi: ATG— TTG/CTG
seklindedir



M41L mutasyonu

* En sik saptanan mutasyonlardan
e Kalici mutasyon
e Zidovudine direnci



e Calismada, I.U. Cerrahpasa T1p Fakiiltesi Molekiiler
Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda daha dnce
konvansiyonel dizi analizi ile (ABI Prism 310, Foster
City, A.B.D.) incelenmis, enfekte oldugu tarih
bilinmeyen, HIV-1 genotip B pozitif 60 olgunun kan
ornekler1 kullanilda.



e (Center for Diseases Control’den
arkadaslari

(A.B.D.) Heneine ve

e HIV-1 genotip B’de olusabilen dokuz ana 1lag

mutasyonunu saptamak tizere gel

1stirilerek valide

edilmis oldugu ve konvansiyonel

| d1z1 analizine gore

duyarliginin daha ytiksek ve yorumunun daha kolay

oldugu bildirilen NMS-GZ-PZR

yontemi

Johnson JA, Li F, Wei X, Lipscomb J, Bennett D, Brant A, Cong M, Spira T, Shafer RW,
Heneine W: Simple PZR Assays improve the sensitivity of HIV—1 subtype B drug
resistance testing and allow linking of resistance mutations, PLoS ONE /

www.plosone.org 2007.



LightCycler 2.0 (Roche Applied Science, Almanya)

M41L diren¢ mutasyonunu saptamak tizere Onerilen
primer setler1 (n=5)

TagMan probu kullanilarak calisild.

RNA kalitesinin bozuk olduguna karar verilen ti¢
ornek calisma dis1 birakildi.



Tagman GZ-PZR
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 Oneriye uygun olarak, vahsi tip ve mutant varyantlari
ay1rt edebilmek i¢in, pozitiflik ol¢iitiinii belirlemek
amaciyla, total viral kopya reaksiyonu 1le mutant

varyant reaksiyonunun Ct degerler1 (“threshold
cycle”) arasindaki fark (ACt) degerlendirildi.



e Olgu ornekler1 (n=57) arasindan, NMS-GZ-PZR
sonuclarina gore, total viral kopya amplifikasyonunun
Ct degeri 10’dan kiiclik olan ( yliksek kopya sayisi
nedeni diliisyon ile tekrar gerekliligl) ve 26’dan
bliytik olan ( disiik kopya sayis1 nedeni ile belirsiz
sonu¢) ornekler (N=25), oneriye uygun olarak,
pozitiflik ol¢uitii olarak kullanilacak ACt esik degerini
belirlemek ic¢in yapilan ¢alismanin disinda birakildi.



e Esik deger hesaplamasinda kullanilan
orneklerin (n=32), merkezi egilim dagilimina
gore ACt ortanca degeri (5.81) esik deger
olarak belirlendi. Buna gore, ACt degeri, esik
degerin Uzerinde olan olgu o6rnekleri, M41L
mutasyonu acisindan negatif kabul edildi.



Il{:f dasihmlar. ACt degerlen, en diigiik 0.18 ile en vitksek 133 arasinda dagidmuster. i
dmegin ACt degen cok digik bulundu ve genel daflmun gézlendim grubun disimda kalds. Alts dmefin
ACtdegen witksek bulinduwve genel damlimim disinda kald:. Genel daglim srubunda ver alan 23 dmegin
ACt degerlen, 2,7 ile 7.3 arasinda dag:lim gésterdi. Metkezi egilim dag:limuina gére, ACt ortanca degen
(3.81) esik deger olarak belilendi.
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Bu esik deger olcutl ile degerlendirilen NMS-
GZ-PZR sonuclarina gore

32 drnegin:

16’sinda M41L diren¢ mutasyonu pozitifligi
saptandi.

Bu orneklerin 6’sinda, konvansiyonel dizi
analizi sonuclarina gore de, M41L direncg
mutasyonu pozitifti.



NMS-GZ-PZE. PZE. ve konvansivonel dizi analizine gére pozitif ve negatif
sonuglarm viizde oranlari.
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NMS-GZ-PZR Konvansiyonel dizi analizi

05/10/2011



e Konvansiyonel dizi analizi ve NMS-GZ-PZR
yontemlerinden birisinin referans yontem
statlsu olmadigi icin, iki ydntem arasindaki
karsilastirmali uyusmanin guvenirligi, kapa
istatistigi ile olculda.

e Kapa istatistigine gore, iki yontem arasinda,
orta diizeyde uyusma (k=0.375;P<0.007)
saptandi.



Sonuc olarak,

Konvansiyonel dizi analizi yonteminin kisithiliklarim
(%20 altindaki minor varyantlar1 saptamama)

Bu konuda yeni teknolojilerin gelismis oldugunu
hatirlamali

— Ultra derin diz1 analizi

— NMS-GZ-PZR
Antiviral dirence 1liskin epidemiyojik dinamiklerin
daha 1y1 anlasilmasina ve tedavi basarisinin artmasina
katkida bulunacaklar1 bilinmelidir.



