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Kisaltmalar Listesi

ART Antiretroviral tedavi

HIV Human Immunodeficiency Virus

PD-1 Programmed death-1

IP-10 IFN gama-induced protein 10

IL-17 Interlokin 17
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ELISA Enzyme Linked Immunosorbent Assay
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OZET

Antiretroviral tedavi (ART), Human Immunodeficiency Virus (HIV) ile
enfekte bireylerde viral yik ve immiin sistem hiicrelerini olumlu yo6nde
etkileyerek yasam beklentisini arttirmaktadir. Bu c¢alismada yeni tani almig HIV
(+) hastalarda ART sonras1t CD4 ve viral yiik degisimleri ile PD-1 (Programmed
death-1), IFN gama-induced protein 10’un (IP-10), interlokin 17 (IL-17) ve
soluble cluster of differentiation 14 (sCD-14) molekiil diizeylerinin irdelenmesi

amaglanmstir.

Calismamiza Sakarya Universitesi Egitim Arastirma Hastanesi Enfeksiyon
Hastaliklar1 Poliklinigine basvuran, baska bir kronik hastaligr olmayan, yeni tani
almis ve ilk kez bu caligsma ile tedavisine baslanacak olan 30 ardisik HIV hastas1
dahil edilmistir. Tiim hastalarin izlem ve tedavi takibinde, tedavi Oncesi ve
tedavinin ilerleyen donemlerinde (1. ve 3. aylarda); kantitatif HIV RNA diizeyleri
ve CD4 (+) ve CD8 (+) T hiicre seviyeleri belirlenmistir. Calismamizda
degerlendirilecek olan biyobelirteclerden CD4 (+) ve CD8 (+) T hiicrelerinden
eksprese edilen PD-1 diizeylerinin akim sitometrisi kullanilarak, serum IP-10, IL-

17 ve sCD-14 diizeylerinin ise ELISA yontemi kullanilarak belirlenmistir.

CDAT hiicrelerinden eksprese edilen PD-1 orani ile viral yiik degerleri
arasinda pozitif yonlii, orta diizeyde korelasyon ve istatiksel olarak anlamli bir
iliski (n=80, rs = 0.49614, p<0.001) bulunmustur.CD8T’lerden eksprese edilen
PD-1 orani ile viral yiik degerleri arasinda pozitif yonlii, orta diizeyde korelasyon
ve istatiksel olarak anlamli bir iligski (n=80, rs = 0.50954, p<0.001) bulunmustur.
Hastalarin hem tedavi almadigi hem tedavi altinda oldugu dénemlerdeki IP-10,

sCD-14 ve IL-17 diizeylerinin viral yiik ile korele oldugu tespit edilmistir.

Sonug¢ olarak PD-1’in viral yiikiin bir belirteci olabilecegi; viremi ve
tedavi yamitindaki degisiklikleri izlemek i¢in yararli olabilecegi sonucuna
vartlmistir. 1P-10, IL-17, sCD14’iin de viral yiikiin bir belirteci olabildigi ve

viremideki degisiklikleri izlemek i¢in yararl oldugu diistiniilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: HIV, PD-1, IP-10, IL-17, sCD14



ABSTRACT

Antiretroviral therapy (ART) increases the life expectancy by affecting the viral
load and immune system cells in individuals infected with Human
Immunodeficiency Virus (HIV). In this study, PD-1 (Programmed death-1), IFN
gamma-induced protein 10 (IP-10), interleukin 17 (IL-17), with CD4 and viral
load changes after ART in newly diagnosed HIV (+) patients Soluble cluster of

differentiation 14 (sCD-14) is aimed to investigate the molecular levels.

In our study, 30 consecutive HIV patients who were admitted to Sakarya
University Training and Research Hospital Infectious Diseases Outpatient Clinic,
who did not have any other chronic disease, were diagnosed with this study for
the first time and were included in this study. In all patients before and after
treatment (Ist and 3rd months); quantitative HIV RNA levels and CD4 (+) and
CD8 (+) T cell levels were determined. The biomarkers to be evaluated in our
study were determined by using flow cytometry of PD-1 levels expressed from
CD4 (+) and CDS8 (+) T cells, and serum IP-10, IL-17 and sCD-14 levels were
determined using ELISA method.

A positive, moderate correlation and statistically significant relationship (n = 80,
rs = 0.49614, p <0.001) was found between the PD-1 ratio expressed from CD4T
cells and the viral load values. A positive, moderate correlation and statistically
significant relationship (n = 80, rs = 0.50954, p <0.001) was found between the
PD-1 ratio expressed from CDST cells and the viral load values. It was found that
IP-10, sCD-14 and IL-17 levels correlated with viral load during the treatment

naive and on-treatment periods.

As aresult, PD-1 may be a marker of viral load; It has been concluded that it may
be useful for monitoring viremia and changes in treatment response. IP-10, IL-17,
sCD14 are also thought to be a marker of viral load and are useful for monitoring

changes in viremia.

Keywords: HIV, PD-1, IP-10, IL-17, sCD14



1. AMAC VE KAPSAM

Kazanilmis  immiinyetmezlik  sendromu  (acquired  immunodeficiency
syndrome/AIDS) olarak adlandirilan enfeksiyon hastaliginin etyolojik ajani olan
HIV, 6nemli bir halk saglig1 problemidir. HIV/AIDS hastalig1 ilk olarak 1981
yilinda Amerika Birlesik Devletleri’'nde tanimlanmig, viral izolasyonu ise ilk
olarak 1983 yilinda gergeklestirilmistir. Viriisiin, gliniimiizde, HIV-1 ve HIV-2
olarak isimlendirilen iki biiylik serotipi bulunmaktadir. Diinya genelinde daha
yaygin goriilmekte olan HIV-1 serotipi, M, N, O ve P olmak iizere 4 gruba
ayrilmaktadir (1-3).

HIV’in neden oldugu enfeksiyonlar, asemptomatik tasiyiciliktan hayati tehdit
eden firsatc1 enfeksiyonlar ve malignite gelisimine kadar degisiklik gosteren genis
bir klinik tabloya sahiptir (1). Viriise maruziyet sonrasi, basta T lenfositler olmak
tizere CD4 (+) hiicrelerde siirekli viral replikasyona bagli hiicresel immiinite
progresif olarak baskilanmaktadir (4). Enfeksiyonun tanisi, enfekte kisiye
antiretroviral tedavinin zamaninda baglanmasi, bagka bireylere bulasin
engellenmesi i¢in 6nem tasimaktadir. HIV enfeksiyonunun laboratuvar tanisinda,
duyarhilig1 yiiksek tarama testleri ile reaktif ¢ikan sonuglarin alternatif 6zgiil bir
test ile dogrulanmasi gerekmektedir. Plazmada HIV-1 RNA diizeyi hastaligin
diizeyi ile iligkili olup semptomatik ya da AIDS asamasindaki hastalarda,
asemptomatik hastalara gore daha yiiksek viral yiik izlenmektedir. Antiretroviral
tedavinin etkinliginin degerlendirilmesi acisindan da oOnemli olan viral yiik
Olclimii, gilinlimiizde, oOzellikle gelismis iilkelerde hastalarin tedavilerinin
izlenmesinde rutin olarak kullamilmaktadir. Ayrica, hastalik evresinin
belirlenmesinde, antiretroviral tedavi ve firsatgr enfeksiyon proflaksi
uygulamalarinin baslamasinda ve tedavi etkinliginin degerlendirilmesinde viral

ylk takibini tamamlayici parametre olarak CD4 (+) T hiicre sayimi1 gereklidir.

Immun sistem tarafindan kontrol altina alinamayan HIV gibi kronik viral
enfeksiyon durumlarinda, stirekli viral antijen uyarisi, “T hiicre tiikenmesi” olarak
adlandirilan, T hiicre proliferasyonu ve sitokin sekresyonu gibi T hiicre

fonksiyonlarmin ilerleyici kaybina neden olur. Bu durum efektif olmayan immun



yanitlara ve viral temizlenmede defektlere yol agmaktadir. Hayvan modellerinde
ve insanlarda yapilan ¢alismalarda, kronik antijen maruziyeti durumlarinda, aktif
ve potansiyel olarak geri donebilen T hiicre bozulmalarina neden olan inhibitor
yolaklarin  upregiilasyonu yoluyla immun fonksiyonlarin  baskilandigi
gosterilmigtir. T hiicre tiikenmesinde major bir faktdr olarak, bu immun
diizenleyici molekiillerden PD-1’in roliinii vurgulayan ilk raporlardan bu yana
HIV enfeksiyonunda T hiicre disfonksiyonunu sekillendiren molekiiler olaylarin

kompleks aginin anlasilmasinda 6nemli ilerlemeler olmustur (5).

HIV enfeksiyonu gibi viral enfeksiyonlarin kontroliinde viriis spesifik CD8 (+) T
hiicreleri 6nemli bir rol oynar. Fakat kronik HIV enfeksiyonu siiresince viriis
spesifik CD8 (+) T hiicreleri fonksiyonel olarak tiikenir, efektor fonksiyonlarimi

kaybeder ve viral enfeksiyonun kontroliinde yetersiz hale gelirler (6).

HIV spesifik CD8 (+) hiicrelerdeki PD-1 ekspresyonu HIV viral yiiki ile
koreledir. PD-1’in, HIV enfeksiyonunun azalmis immun yanit 6zelligine katkida
bulunarak, sitotoksik T lenfosit fonksiyonunu zayiflattig1 gosterilmistir. Bununla
birlikte, geleneksel tedavi yoluyla viral yiikiin kontrol altina alinmasi PD-1

ekspresyonunda bir azalmaya neden olur (7).

CD4 (+) ve CD8 (+) T hiicrelerindeki yiiksek diizeyde PD-1 ekspresyonunun,
ART ile basarili viral kontrol sonrasinda immiinitenin yeniden yapilanmasindaki

yetersizlikle de iligkili oldugu gosterilmistir (8).

Monosit, 16kosit ve endotelyal hiicreler tarafindan tiretilen IP-10 proinflamatuar
bir kemokindir. Interferon (IFN) gama ve Timor nekroz faktorii (TNF)’ye yanit
olarak iiretilir ve IFN-gama sinyal yolag1 ile iligkilidir. CXCR3 sinyal ailesinin
tiyesi olan IP-10’un (CXCL10), diger aile iiyeleri CXCL9 ve CXCL11 ile birlikte
asil fonksiyonlar1 immiin hiicreleri inflamatuar bolgelerde toplamaktir. Bununla
birlikte, persistan IP-10 maruziyetinin T hiicre ¢ogalmasinda ve CD4 ve CD8 T
hiicrelerinde azalmaya yol agtigi gozlenmistir. Aynmi zamanda yiiksek IP10
seviyeleri HIV plazma viral yiikii ile koreledir ve hizli hastalik progresyonunun
gostergesidir. ART baslamadan oOnceki erken HIV-1 enfeksiyonunda belirteg

olabilir. Yiiksek IP-10 diizeylerinin insan T hiicre fonksiyonlarin1 baskilamasinin



enfekte olgularda ART’ye yanitinda etkisi olabilecegi bildirilmistir (9).
Arastirmacilar, Fiebig stage III, IV ve V (HIV’in akut donemini kapsamaktadir)
stiresince IP-10’un yiiksek diizeylerinin enfeksiyonun baglangicindan sonraki 2 yil
diisiik CD4 hiicre sayisi ile giiglii bir iligkisi oldugunu belirtmislerdir. Bu durum
[P-10’un hastalik progresyonunda akut donemde kullamishh bir belirteg
olabilecegini desteklemektedir. Primer HIV-1 enfeksiyonlu hastalarin tamamina
yakininda, tedaviye ara vermis olanlar, kronik tedavi almamis HIV-1
enfeksiyonlular ve kronik tedavi edilmis HIV enfeksiyonlu bireylerde plazma IP-

10 diizeylerinin yiiksek oldugu gosterilmistir (10).

CD4 T hiicrelerinin alt gruplarindan biri olan Th17 o6zellikle gastrointestinal
kanalda yogun olarak bulunur ve hiicre dis1 bakteri ve mantarlara kars1 kazanilmis
bagisiklikta 6nemli rolii olan IL-17'yi tiretir. HIV(+) hastalarda 6zellikle tedavisiz
donemde Th17 hiicrelerin ve bu hiicrelerin effektor sitokini olan IL-17’nin kayb1
s0z konusuyken uzun siireli ART’nin daha iyi hastalik prognozu ile iliskili

olabilecek Th17 hiicrelerinin restorasyonuna neden olabildigi gosterilmistir (11).

HIV enfeksiyonu, hastaligin progresyonunun bagimsiz bir belirleyicisi olan
sistemik immiin aktivasyonuna katkida bulunan bagirsak gecirgenligi ve mikrobik
translokasyon ile iligkilidir. Bu mikrobiyal translokasyon sonucu ortaya ¢ikan
endotoksin tehdidinin, CD14 ekspresyonunu arttirdigi ve monositler tarafindan
sCD14 salgilanmasini uyardig1 gosterilmistir. Endotoksin ve lipopolisakkaritlere
bir monosit tepkisi olarak iiretilen sCD14’iin, HIV enfeksiyonunda bagimsiz bir
mortalite belirleyicisi oldugu ve dogal immiin aktivasyonunun terapdétik olarak
saglanmasiyla HIV enfeksiyonu olan hastalarda sagkalimin iyilestirebilecegi

diisiiniilmektedir (12).

Bu caligmada, yeni tan1 almis naif hastalarda tedavi 6ncesi ve tedavinin ilerleyen
donemlerinde hastaligin progresyonu konusunda erken donemde fikir verebilen,
CD4 (+) ve CD8 (+) T hiicrelerinden eksprese edilen PD-1, bir kemokin olan IP-
10, bir sitokin olan IL-17 ve CD-14 molekiiler belirteglerinin yeni tan1 almig HIV
(+) hastalarda g¢alisma donemi boyunca belirlenen araliklarla (0-1-3. aylar)

izlenerek takipte kullanilan diger parametreler (CD4 (+) T hiicre orani, viral yiik
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gibi) ve birbirleri ile korelasyonlarinin istatistiksel olarak degerlendirilmesi,
hastalarda zaman igerisindeki degisimlerinin karsilastirilmasi, hastaligin klinigi ve

prognozu konusundaki énemlerinin belirlenmesi amaglanmastir.

Bu projedeki ana hedefler;

CD4 (+) ve CDS8 (+) T hiicrelerinden eksprese edilen ve uygun tedavi ile diizeyleri
degisen PD-1 ve serumda bulunan bir kemokin olan IP-10 molekiillerinin takibi
ile hastaligin klinik gidisi ve prognozu konusunda erken dénemde fikir edinilmesi,
molekiiler belirteglerin etkinliginin gosterilmesi durumunda daha etkin ve/veya
daha yaygin hasta takibinin saglanmasi ve bunun pratik uygulamalara yansitilarak
daha etkin tedavi uygulamalar1 konusunda yeni fikirler olusturulmasi olarak

belirlenmistir.
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2. MATERYAL ve YONTEM

2.1. Calisma Grubunu Olusturan Ornekler

Calismaya Sakarya Universitesi Sakarya Egitim ve Arastirma Hastanesi
Enfeksiyon Hastaliklar1 Poliklinigine basvuran, HIV enfeksiyonu tanisi almus,
caligma kriterlerine uygun ve Bilgilendirilmis Goniilli Olur Formunu (BGOF)
okuyup imzalayan takip ve tedavisine yeni baslanacak olan 50 hasta dahil
edilmistir.

Goniillillerin arastirmaya dahil edilme kriterleri:

1. HIV enfeksiyonu siliphesi olan ve yapilan testler sonucunda HIV enfeksiyonu
tanis1 konan, takip ve tedavisine yeni baslanacak olan hastalar,

2. HIV/AIDS disinda bagka bir kronik hastalig1 olmayanlar,

3. 18 yas ve iizeri erigkin hastalar,

4. Calisma i¢in onam veren hastalar.

Goniilliilerin arastirmaya dahil edilmeme Kriterleri:

1. HIV varlig1 dogrulanamayan siipheli bireyler,

2. HIV/AIDS haricinde kronik hastalig1 bulunan kisiler,

3. 18 yas alt1 pediatrik hastalar,

4. Hamileler

5. Calisma i¢in onam vermeyenler.

2.2. Etik Kurul Onay1

Bu tez calismasina, Sakarya Universitesi Tip Fakiiltesi Dekanligi, Etik Kurul
Baskanligi’nin  16214662/050.01.04/26 sayili karar1 ile “Etik Kurul Onay1”
aldiktan sonra baslanmustir. Calisma Sakarya Univeristesi Tip Fakiiltesi Tibbi

Mikrobiyoloji Arastirma Laboratuvarinda yiirtitiilmiistiir.

2.3.0rneklerin Hazirlanmasi ve Analizi

Klinik siiphesi olan ve tekrarlayan ELISA testi pozitifligi olan hastalara ait
ornekler Saglik Bakanligi tarafindan belirlenen ve kurumun bagli oldugu birime
gonderilerek HIV ' antikor ayirt edici hizli test ile dogrulanmis ve HIV
enfeksiyonu tanisi kesinlestirilmistir. Dogrulama test sonucu negatif olan ya da

tanis1 kesinlestirilemeyen hastalar ¢alisma dis1 birakilmistir. Tanis1 kesinlesen
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hastalarin ilk kontrollerinde (0. ay) akim sitometri ¢aligmalar1 ve niikleik asit
testleri (NAT) i¢in 2 adet EDTA (Etilendiamin tetraasetik asit) igeren tiiplere
alman kan oOrnekleri, Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvarina gonderilmistir.
Laboratuvara kabulii yapilan numunelerden, akim sitometri caligmalar1 tam
kandan bekletilmeden yapilirken; NAT i¢in uygun devir ve siirede santrifiij edilen
kan 6rneginin plazma kismi ayrilarak ¢alisilmistir. NAT nin hemen ¢alisilmasinin
miimkiin olmadig1 durumlarda plazma ornekleri, calisilincaya kadar -80°C’de

saklanmustir.

2.3.1. CD4 (+) ve CD8 (+) T Hiicrelerinde PD-1 Ekspresyon Diizeylerinin
Belirlenmesi:

CD4 (+) ve CDS8 (+) T hiicrelerinden eksprese edilen ve uygun tedavi ile diizeyleri
degisen, hastaligin klinigi ve prognozunu On goérmek agisindan yardimci
olabilecek bir belirte¢ olan PD-1, naif hastalarda tedavi Oncesi ve tedaviye
baslanmasi sonrasi 1 ve 3. aylarda olacak sekilde; diger parametrelerle (CD4 (+) T
hiicre oran1 ve HIV RNA diizeyi) birlikte izlenmistir. Kan 6rnegi {iireticinin
talimatlarina uygun olarak, oncelikle CD3, CD4, CD8 ve PD-1’e karsi
monoklonal antikorlar ile oda sicakliginda inkiibasyona birakilmistir. Yikama ve
fiksasyon islemleri sonrasinda akim sitometrisi ile degerlendirilmistir. Protokol

Tablo 1°deki gibidir.

Tablo 1: Akim Sitometrisinde Yiizeyel Antikor boyamasi

1 | Numaralandirilmig tiiplere antikorlar FITC/ PE/ ECD/ PC5/ PC7 10 ul

olacak sekilde sirasiyla pipetlenir.

Uzerlerine 100 ul hiicre siispansiyonu pipetlenir ve vortekslenir.

15 dakika oda 1sisinda karanlikta inkiube edilir.

Tiiplere 500 ul Optolyse C eklenir.

10 dakika oda 1sisinda karanlikta inkiibe edilir.

Tiplere 500 ul PBS eklenir.

10 dakika oda 1sisinda karanlikta inkibe edilir.

R | N | A W DN

300 x rcf’de 5 dakika santrifiij edilir.
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9 | Tiipler yavasga dokiilerek siiziiliir, ag1z kismi1 kurulanur.

10 | Uzerine 2 ml PBS eklenir ve vortekslenir.

11 | 300 x rcf’de 5 dakika santrifiij edilir.

12 | Siipernatant atilir.

13 | Tiplere 500 ul PBS/Formaldehit konarak +4 derecede okumaya kadar

saklanir.

2.3.2. Serum IP-10, IL-17 ve sCD-14 diizeylerinin belirlenmesi

IP-10, IL-17 ve sCD-14 diizeyleri, naif hastalarda tedavi 6ncesinde ve tedaviye

baslama sonrasi 3 ve 6. aylarda olacak sekilde, serum Orneklerinde, ticari bir kit

kullanilarak ELISA yo6ntemi ile analiz edilmistir.

2.4. Istatistiksel Analiz
Elde edilen veriler SPSS programu ile analiz edilerek IP-10, PD-1, IL-17 ve sCD-
14°1n takipte kullanilan diger parametreler (CD4 (+) T hiicre orani, HIV RNA

diizeyi) ile iligkisi korelasyon katsayisi belirlenerek yorumlanacak ve klinik

izlemdeki yararlar istatistiksel olarak degerlendirilmistir.
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3. ANALIiZ ve BULGULAR

Calismaya dahil edilen hastalarin yas araliklar1 20-70 arasinda olup ortalamasi 35 yil
olarak hesaplanmistir. Cinsiyet dagilimi 7 kadin (%23.3), 23 erkek (%76.7) seklindedir.

Tedavi Oncesi ve sonrasi grupta; CD4 T oraninin artis1 (p=0.0009), CD8 T oraninin
azalis1 (p=0.003), viral yiikiin azalis1 (p<0.00001) istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(Wilcoxon Signed-Rank Test).

Spearman korelasyon testi ile yapilan 90 adet yapilan 6l¢lim sonucunda;

CDA4T hiicrelerinden eksprese edilen PD-1 orani ile viral yiik degerleri arasinda pozitif
yonlii, orta diizeyde korelasyon ve istatiksel olarak anlamli bir iligski (n=80, rs = 0.49614,
p<0.001) bulunmustur.

CDST hiicrelerinden eksprese edilen PD-1 orani ile viral yiik degerleri arasinda pozitif
yonlii, orta diizeyde korelasyon ve istatiksel olarak anlamli bir iligski (n=80, rs = 0.50954,
p<0.001) bulunmustur.

CD4 T ve CD8 T hiicrelerinden eksprese edilen PD-1 molekiiliiniin orani ve viral yiikiin
tedavinin 0., 1. ve 3. aylarindaki degisimi Tablo 2’de sunulmustur.

Hastalarin tedavi almadig1 donemdeki IP-10, sCD-14 ve IL-17 diizeylerinin viral yiik ile
korele oldugu tespit edilmistir.

Hastalarin takiplerinde de viral yiik ile IP 10, sCD-14 ve IL-17 seviyelerinin genel olarak

uyumlu degisim gosterdigi gdzlenmistir.
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Tablo 2: PD1 diizeyi ve viral yiiklerin tedavi ile degisimi

Tedavi Oncesi

Tedavi Sonrasi 1. ay

Tedavi Sonrasi 3. ay

Hasta | PD1/CD4 | PD1/CD8 | Viralyiik | PD1/CD4 | PD1/CD8 | Viralyik | PD1/CD4 | PD1/CD8 | Viral yik
(%) (%) (kopya/ml) (%) (%) (kopya/ml) (%) (%) (kopya/ml)

#1 98.59 98.97 3140000 99.30 88.87 8370 99.79 95.04 169
#2 94.81 98.10 10000000 88.44 78.49 240 70.94 64.21 0
#3 94.48 97.41 33600 40.46 58.90 139 28.36 41.52 0
#4 61.29 57.63 17500 22.57 41.43 60 25.11 16.15 0
#5 52.68 39.28 194000 45.62 37.97 476 34.02 19.12 0
#6 60.89 99.23 10000000 56.55 98.70 226 37.84 40.83 0
#7 99.52 79.22 295000 39.00 69.84 595 17.53 21.28 0
#8 47.74 56.72 81900 34.19 35.09 275 23.78 28.35 0
#9 89.65 99.12 79300 49.21 97.53 891 30.46 88.11 340
#10 96.81 95.35 431000 45.58 91.53 40 33.88 67.64 0
#11 50.99 46.32 119000 60.27 51.16 64 54.02 52.57 65
#12 64.64 91.20 32100 29.27 75.95 60 24.81 37.34 0
#13 94.29 99.05 163000 95.24 94.32 164 63.21 57.23 0
#14 97.17 99.60 74900 48.54 93.79 66 44.27 64.05 0
#15 94.81 97.78 14700 30.82 36.13 50 22.60 26.82 0
#16 39.39 93.80 442000 67.36 98.75 5580 58.45 75.55 209
#17 57.93 97.46 115000 46.04 87.98 569 37.92 72.78 0
#18 99.80 95.58 715000 83.83 96.00 5580 34.65 35.84 0
#19 95.94 98.36 27500 50.01 77.82 40 38.67 54.47 0
#20 92.38 46.04 157000 71.26 52.11 4690 61.77 52.22 110
#21 90.77 98.64 37400 40.30 47.15 72 35.60 40.54 0
#22 80.66 98.26 57500 72.82 94.23 151 44.52 80.12 0
#23 33.87 77.84 376000 19.35 98.16 506 20.50 96.88 98
#24 31.70 62.41 14000 35.65 61.34 418 15.16 32.98 0
#25 51.12 62.82 1420000 26.27 35.41 1350 20.48 24.56 0
#26 49.50 71.60 684000 33.05 55.94 4640 24.18 36.44 0
#27 30.29 62.45 140000 27.65 49.62 40 22.24 36.55 0
#28 90.69 89.19 357000 77.90 67.21 148 55.18 40.44 0
#29 33.30 58.00 380000 17.96 28.49 410 13.44 20.56 0
#30 80.06 91.22 710000 61.53 74.80 610 44.34 60.12 0
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4. TARTISMA

PD-1 ve ligandlari, akut ve kronik enfeksiyonlara neden olan mikroplara karsi
bagisiklik savunmalarini diizenlemede 6nemli rollere sahiptir. PD-1: PD-L yolagi,
etkili antimikrobiyal bagisiklik savunmalari ile immiin - aracili doku hasar
arasindaki hassas dengeyi diizenleyen 6nemli bir belirleyici gibi goriinmektedir.
PD-1, T hiicreleri, B hiicreleri, dogal oldiiriicii T hiicreleri, aktive edilmis
monositler ve dendritik hiicreler (DC'ler) tizerinde eksprese edilebilir (Sekil 1).
PD-1, dinlenme halindeki T hiicrelerinde eksprese edilmez, ancak aktivasyondan
sonra indiiklenebilir sekilde eksprese edilir (13). PD1 hiicre ylizeyi protein
ekspresyonu stimiilasyondan sonraki 24 saat icinde saptanabilse de, PD-1
ligasyonunun fonksiyonel etkileri T hiicresi aktivasyonunu takip eden birkag saat

icinde gozlenir (14).

PD-1, toleransi indiikleyen ve iki ligand PD-L1 ve PD-L2 ile birlikte enfeksiyona
kars1 antijene spesifik bagisiklik tepkilerini modiile eden bir bagisiklik kontrol
noktas1 molekiiliidiir (15). PD-1'in T hiicreleri lizerinde yukar1 regiilasyonu, HIV
hastaliginin ilerlemesi ile iligkilidir ve anti PD-1, viriise karst T hiicresi efektor
yanitlarmin geri yiiklenmesini saglar. Simian Immunodeficiency Virus (SIV)
modelinde, ART igeren anti-PD-1 antiviral T hiicresi yanitlarini arttirdigi ve CD4
+ T hiicresi viral rezervuarini azalttigi gosterilmistir. In vivo olarak, anti-PD-1'e
maruz kalmanin, son zamanlarda enfekte olmus hiicrelerin sayisini azalttigi ve
baska bir HIV + bireyde, anti-PD-1 terapisinin HIV latent kalis1 iistiine olumlu

etkileri oldugu raporlanmistir (17).

HIV hayvan modellerinde PD-1 reseptor blokajinin, antijene spesifik bagisikligi
arttirdigl, bagisiklik aktivasyonunu azaltigt ve plazma viremisini azaltigi
gosterilmistir (18). Etkili ART kullanan bireylerde PD-1 ligandinin (PDL1)
blokajin1 degerlendiren bir klinik ¢alismada, alt1 katilimcidan ikisinin HIV'e 6zgii
bagisiklik yanitlarmin arttigi bildirilmistir (19). Kandaki CD4 T hiicreleri
tizerinde PD-1 ekspresyonunun olmasi, HIV proviriisii tasima olasiligi daha
ylksek olan hiicreleri de isaret eder (20). Spesifik olarak, yiiksek PD-1

ekspresyonu olan ve diger inhibitor reseptorlerini birlikte eksprese eden CD4 T
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hiicreleri proviral DNA i¢in zenginlestirilmistir (21,22) ve HIV enfeksiyonuna
daha fazla izin verir (23,24). Bu bulgular PD1 ifade eden CD4 T hiicrelerinin HIV
rezervuarina katkida bulundugunu ve bu hiicreleri hedeflemenin HIV ile enfekte

olmus hiicreleri azaltmak i¢in 6nemli bir strateji olabilecegini diisiindiirmektedir.

T hiicreleri tizerindeki PD-1 ekspresyonu, tliikenmis bir T hiicresi fenotipini
tanimlamak i¢in kullanilmis olmasma ragmen, kronik hastalik ve kanser gibi
durumlarda T hiicreleri antijen aktivasyonu sirasinda hizli bir sekilde PD-1

eksprese eder, antijenler sonra ekspresyon seviyeleri azalir (25).

Kronik viral enfeksiyonlarda PD-1 ekspresyonu ile ilgili bulgular goz oniine
alindiginda (26,27), HIV’in latent kalmasi ile, plazma viremisinin stabil
baskilanmasindan sonra bile, PD-1 ekspresyonuyla T hiicrelerin pozitif
korelasyon gosterecegi diisiiniilmektedir. Hem HIV hem de insan olmayan primat
(non human primat- NHP) HIV enfeksiyonu modellerinde PD-1 eksprese eden T
hiicrelerini iligkisi calisilmistir (28-31). NHP modelinde, PD1 eksprese eden CD4
T hiicreleri kontrolsiiz SIV enfeksiyonunda rektal mukozada anlamli olarak artar.
PD-1 CD4 T hiicreleri, bir antiapoptotik protein olan Bcl-2 seviyelerinin daha
ylksek ekspresyonunu saglayarak hiicrelerin hayatta kalma potansiyelini ve Ki-67
ekspresyonunu saglayarak hiicre proliferasyonu arttirir. Bu nedenle, artan

proliferasyon viral kaliciliga katkida bulunabilecegi ileri siiriilmiistiir (30).

HIV hastasinin takibinde CD4 ve viral yik degerleri tiim kilavuzlarda yer alan
cok Onemli belirteclerdir. Bu oturmus testlerin yam sira PD-1 gibi HIV
immunopatogenezinde rolleri oldugu gosterilen bazi biyobelirteclerin de tedavi ile
degisimlerini goOsteren calismalarin yapilmasi ile ileride maliyeti yliksek
molekiiler yontemlere alternatifler gelistirilebilecektir. Literatiirde PD-1"in tedavi
altinda CDA4T iizerinde ifadelenmesi konusundaki ilk caligmalarda birbiri ile
celisen sonuglar bulunmakla birlikte son ¢aligmalar net bir sekilde PD-1 molekiil
eksperesyonunun tedavi ile azaldigini ve hatta PD-1 molekiiliinii bloke eden
antikorlarin  tedavi edici ajanlar olarak HIV hastalarinin  tedavisinde
kullanilabilecegini ortaya koymustur (32,33). Macatangay ve ark. (34) 99 yeni
tan1 almig HIV hastasi ile yaptig1 calismasinda; ART oncesi PD-1+ CD4 T
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hiicreleri viremi ile pozitif, CD4 T hiicre saymm ile negatif korelasyon
gosterdigini ve ART altindaki 1. yilin sonunda PD-1+ CD4 T hiicrelerin oraninin
azaldigini, ancak 4 ve 6-15 yilda stabil kaldigini bildirmistir.

Uzun siireli ART'!n PD-1 ifade eden T hiicreleri {izerindeki etkisini inceleyen
caligsmalar az sayidadir ve net bir sekilde karakterize edilmemistir. Bu nedenle,
PD-1 ekspresyonu ile CD4 ve CDS8 T hiicrelerinin frekanslarindaki ART ile ilgili
degisiklikleri degerlendirmek ve sikliklarinin kalicilik ve HIV-spesifik yanitlar ile
iliskisini oldugunu belirlemek igin Sakarya Universitesi Egitim Arastirma
Hastanesi Enfeksiyon Hastaliklar1 poliklinigine bagvuran hastalardan seri drnekler
alinarak incelenmistir. Bizim ¢alismamizda da PD-1 ekspresyon diizeyinin ART
ile anlamli sekilde azaldig1 ve viral yiik ile orta diizeyde korelasyon gosterdigi

saptanmistir.

Gray ve arkadaslarinin (35) ¢alismalarinda, HIV enfeksiyonu olan hastalar ile
saglikli goniilliller arasinda IP-10 degerleri agisindan anlamli fark oldugu
bildirilmistir. HIV  hastalar1 ve kontrol grubunun IP-10 degerlerinin
karsilagtirildigi bir baska calismada ise IP-10 degerinin hastalarda anlamli
diizeyde yiiksek bulduklar1 belirtilmistir. Ramirez ve arkadaslarinin (36)
caligmasinda da HIV-1 ile enfekte ve tedavi alan kisilerde enfekte olmayanlara
gore IP-10 diizeyi yiliksek bulunmustur. Bununla birlikte, tedavi almakta olan
hastalarin sifirmer ayda alinan kan orneklerine ait IP-10 degerleri ortalamasinin,
tedavi naif hastalarin ilk kan 6rneklerine ait IP-10 degerleri ortalamasindan daha
diisiik oldugu bildirilmistir. Bu durum antiretroviral tedavinin viral yuki
diistirmesine ve dalayisiyla azalmis inflamasyona baglanmistir. Gray ve
arkadaslarinin ¢alismasinda da benzer sekilde, tedavi almakta olan hastalarin IP-
10 degerlerinin kontrol grubu IP-10 degerlerine gore anlamli diizeyde yiiksek
bulunmasi inflamatuvar sinyallerin tamamen ortadan kaldirilamadiginin bir

gostergesi olarak yorumlanmistir (35).

HIV ile iliskili bagisiklik aktivasyonunun nedenleri belirsizdir, ancak HIV'e 6zgii
T hiicrelerinin genislemesi, dogustan gelen bagisiklik hiicrelerinin HIV kodlu Toll

benzeri reseptor (TLR) ligandlarina reaktivitesi, bagisiklik diizenleyici hiicrelerin
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kaybi, artan prevalans ve diger bazi kronik hastaliklarin siirecte yer almasi da
dahil olmak tizere ¢ok faktorliidiir. CD41 T hiicrelerinin bagirsaklar yoluyla hizl
tilkkenmesi (37,38), azalmig liiminal immiinoglobulin (Ig) A konsantrasyonu (39),
masif enterosit apoptozu ve enterosit sik1 baglantilarinin bozulmasi (40,41) zayif
bagirsak mukozasi bariyeri ile sonuglanir. Lipopolisakkarit (LPS) ve 16S
ribozomal DNA (16S rDNA) gibi mikrobiyal {iriinlerin daha sonraki
translokasyonu, bagisiklik aktivasyonuna katkida bulunur. Gram negatif
bakterilerin hiicre duvarinin bir bileseni olan LPS ¢oziiniir CD14'i (sCD14) ve
miyeloid farklilagma-2 (MD-2) -TLR4 kompleksini baglayarak NF-jb aktivasyonu
ve IL-6, IL-1b, TNF ve tip I interferon iiretimi ile sonuglanir (42-44).

Sandler ve arkadaslarinin calismasinda (45); yiiksek sCDI14 seviyelerinin
mortalite riskinde artig ile iligkili oldugu, baslangic CD41 T hiicre sayis1 ve HIV
RNA seviyesi ve inflamasyon belirtecleri igin ayarlamadan sonra sCD14
seviyesinin mortalite ile iliskisi devam ettigi ve sCD14 seviyelerinin, IL-6,
hsCRP, SAA ve D-dimer seviyeleri ile korele oldugu saptanmistir. Toplu olarak,
bu gozlemler HIV enfeksiyonunun bagirsak mukozasinda siirekli hasara neden
oldugu ve artan mikrobik translokasyona, artmis sistemik inflamasyona ve
mortalitenin artmasina neden olan bir modelle tutarli oldugu belirtilmistir. Yine
bu c¢alismada en yiiksek monosit aktivasyonunu yansitan en yiiksek sCDI14
diizeyine sahip olan kisilerin en diisiik sCD14 diizeyine sahip olanlardan 6 kat
daha yiiksek 6liim oranina sahip oldugu ifade edilmistir. Calismamizda tedavi
oncesi Olgiilen sCD-14 diizeylerinin tedavi ile olan anlamli diisiisli literatiirle

uyumlu olarak saptanmustir.

IL-2, IL-7 ve IL-10, HIV patogenezinde en ¢ok calisilan sitokinler arasindadir.
Ozellikle HIV ile enfekte kisilerde IL-2 iiretiminin aksamasi 1980'lerin basinda
tanimlanmistir ve AIDS arastirmalariin ilk on yilinda karakterize edilmistir (46-
48). Hiicre aracili bagisiklifi baskilama yetenegine sahip giiclii bir anti-
enflamatuar sitokin olan IL-10 iiretiminin artmasinin, tedavi edilmemis HIV
enfeksiyonunda goriilen hiicresel bagisikligin ilerleyen degisikliklerinden sorumlu
oldugu ileri striilmistiir. IL-17, insan CD4 + (Th17) hiicrelerinin ayr1 bir alt

kiimesi tarafindan {liretilen benzersiz proenflamatuar bir sitokindir (49). Son
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caligmalar (50,51), birka¢ otoimmiin bozuklukta ve konak¢i savunmasinda doku
iltthabinin bir aracis1 olarak IL-17'nin etkisini vurgulamaktadir. IL-17'nin
kandidal veya mikobakteriyel enfeksiyonlarda dogrudan rolii olabilecegi ve Th17
hiicrelerinin kayb1 potansiyel olarak firsat¢i enfeksiyonlara karsi savunmasizliga
neden olabilecegi ifade edilmistir (52). Timopoezi uyarma ve timositlerin ve
olgun T hiicrelerinin gelismesinin hayatta kalma yetenegini arttirmasi nedeniyle,
IL-7, CD4'te asamali bir diisiis ile karakterize edilen bir hastalik olan HIV

enfeksiyonunda son derece 6nemli bir rol oynamaktadir (53).

Lishomwa ve arkadaglar1 (52) plazma viremisi 50 kopya / ml'nin altinda olan
HIV-1 ile enfekte olmus ¢ocuklarm, saptanabilir viremisi olanlarin aksine
saptanabilir IL-17 iiretimine sahip oldugunu gostermislerdir. Bu bulgular HIV-1
viral replikasyonunun Th17 hiicrenin korunmasina yonelik bir strateji olarak 50
kopya / ml'nin altina tamamen bastirilmasini1 savunmaktadir. Bizim ¢aligmamizda
da benzer sekilde ART tedavisi alan hasta grubunda IL-17 {iretiminin anlamli

olarak arttig1 gosterilmistir.
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5. SONUC ve ONERILER

Calismamizda PD-1 ekspresyon diizeyinin ART ile anlamli sekilde azaldigi ve

viral yiik ile orta diizeyde korelasyon gosterdigi saptanmustir.

HIV ile IP-10 arasinda gegici bir biyolojik iligki olup olmadigi net degildir ancak;
IP-10'un konakg¢1 lokositlerinde, viral replikasyonun ve TNF-a ve IFN-y'nin

aktivasyonunun direkt etkisi ile salindig1 diigiiniilmektedir.

IP-10, IL-17 ve sCD-14 ile viral yiik arasinda korelasyon olmasi, bu molekiillerin
viral yiikiin bir belirteci olabilme potansiyelini akla getirmistir ve viremideki
degisiklikleri izlemek ve 6zellikle kaynak kisitli bolgelerde, daha pahali viral yiik
Ol¢timlerine bir alternatif olabilmesi acisinda genis hasta gruplariyla calisiimasinin

faydali olacagi sonucuna varilmistir.

Bu dogrudan baglanti sonucunda, plazma IP-10, IL-17 ve sCD-14
konsantrasyonlari, viral yiikk i¢in dogru bir gosterge olarak kullanilabilme
potansiyeline sahiptir. Bu, molekiillerin adaptasyonu viral yilik 6lgiimleri icin

bolgesel veya liciinciil merkezlere 6rnek gonderme ihtiyacini azaltabilecektir.

Ozetle; PD-1’in viral yiikiin bir belirteci olabilecegi; viremi ve tedavi yanitindaki
degisiklikleri izlemek i¢in yararli olabilecegi sonucuna varilmistir.

PD-1 T hiicreleri ART baskisina ragmen uzun silire kanda kalir, HIV RNA
seviyeleri ile iligkilidir. Bu bulgular PD-1 blokajinin HIV persistansinin oniine
gegebilecegi yoniindeki literatiir bilgileriyle de uyum gostermektedir. HIV DNA
ile PD-1 ekspresyon diizeylerinin de uzun dénemde kiyaslanmasinin, HIV kiirline

gidebilecek yolda onemli bir adim olabilecegini diisiinmekteyiz.
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