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Virology 397 (2010) 248-254

Bu metin, 7 Aralık 2007 tarihinde İsveç, Stokholm, 

Karolinska Enstitüsü’nde sunulan 

Nobel Konferansını 

içermektedir.





Isolation of a T-Lymphotropic Retrovirus from a Patient at 

Risk for Acquired Immune Deficiency Syndrome (AIDS) 
F. Barré-Sinoussi, J. C. Chermann, F. Rey, M. T. Nugeyre, S. 

Chamaret, J. Gruest, C. Dauguet, C. Axler-Blin, F. Vézinet-Brun, C. 

Rouzioux, W. Rozenbaum and L. Montagnier

Vol. 220, No. 4599 (May 20, 1983), pp. 868-871

Selective Tropism of Lymphadenopathy Associated Virus (LAV) 

for Helper-Inducer T Lymphocytes Vol. 225, No. 4657 (Jul. 6, 1984), pp. 59-63

David Klatzmann, Francoise Barré-Sinoussi, Marie Thèrése Nugeyre,

Charles Dauguet, Etienne Vilmer, Claude Griscelli, Francoise Brun-Vezinet, 

Christine Rouzioux, Jean Claude Gluckman, Jean-Claude Chermann and Luc Montagnier 

Detection, isolation, and continuous production of cytopathic

retroviruses (HTLV-III) from patients with AIDS and pre-AIDS 
M Popovic, MG Sarngadharan, E Read, and RC Gallo

Science 4 May 1984: 497-500 

Isolation of Lymphocytopathic Retroviruses 

from San Francisco Patients with AIDS
Jay A. Levy, Anthony D. Hoffman, Susan M. Kramer, 

Jill A. Landis, Joni M. Shimabukuro and Lyndon S. Oshiro 

Vol. 225 

(Aug. 24, 1984) 

pp. 840-842 





 İyileşme:Yok

 Aşı: Yok

Aşı yoluyla iyileşme ?

Viral rezervuarın kontrolü  baskılanması

Viral proteinlerin korunmuş bölgelerine karşı immün 

sistemin kamçılanması

1. HAART (3-6 ay)

2. Antioksidanlar ve immünstimülanlar

3. Terapötik aşı

4. HAART kesilmesi  izlem

“HIV enfeksiyonunun, tanıdan hemen sonra iyileşebileceğinin 

bilinmesi, erken tanıyı ve sorumlu davranışları olumlu etkileyebilir.”

“Koruyucu aşı için model olabilir.” Luc Montagnier





Bu Yılın makaleleri ?

- VİROLOJİ -

 Popüler makaleler : “25 years after HIV discovery”

Bu yıla damga vuran olaylar ?

“Pandemik H1N1 influenza”

 Çalışmaların yoğunlaştığı, 

umut veren konular ?

“Engelleyici RNA’ların tedavide kullanımı” 

 Hepatit C tedavisinde ?

- Makale seçimi -

Selda Erensoy
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2009 H1N1 Pandemik İnfluenza 

Virüsüne Karşı

Önceden Bulunan İmmünitenin 

Antijenik Yapısal Temeli

2009 influenza pandemisinden sorumlu H1N1 
virüsünün antijenitesinin yapısal temelini 
açıklamak amacıyla;

H1N1 A/California/04/2009 (CA04) virüsünün 
hemaglütininin kristal yapısının belirlenerek 
analizi

20.yüzyılın başındaki insan ve domuz H1 
virüsleri ile ortak HA antijenik epitopların 
gösterilmesi 



2009 ve 1918 pandemik virüslerinde 

çapraz antikor etkileşimin temeli

 Amino asid dizi analizi üç boyutlu yapıya 

taşınması.

 1918 ve 2009 pandemik H1 influenza 

virüslerinin HA kristal yapıları incelenmesi

 HA tepeleri çok benzer yapıda 

 1918 epidemisinde yaşayan birinden elde 

edilen antikor (2D1) ile SC1918 HA birlikte 

kristalize edilmesi

 CA04 / SC1918 HA bağlanma epitopları ortak



Gereç ve Yöntemler

CA04 HA eldesi, saflaştırılması, 
kristalleştirilmesi ve yapısının belirlenmesi

 A/California/04/2009 (CA04) HA ektodomen geni  bakülovirüs 
ekspresyon vektöründe

(trombin kesim bölgesi, “foldon” dizisi, His6-tag)

 Tripsin sindirimi, iyon değişimi ve kromatografi ile saflaştırma, 
konsantrasyon, buhar difüzyon yöntemi ile kristalleştirme sıvı 
nitrojende şok soğutma

 Veri toplama ve yapı geliştirme istatistikleri

2D1- antikor bağlanma bölgesinde H1N1 
mutasyonlarının ve Ab bağlanma afinitesinin 
analizi 

SC1918 mutantlarının oluşturulması 
 Memeli hücresinde HA proteinin elde edilmesi ve sentezlenmesi

 Sentetik genlerin pcDNA3.1 vektöründe klonlanması

 Mutagenez (PCR ile)  transfeksiyon  saflaştırma

 Mutantların 2D1 Ab Afinite ölçümleri (interferometri ile)

 Veri analizi
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2D1’in ayak izi



 2D1 – HA paneli ile ELISA
ELISA plaklarının saflaştırılmış HA proteinleri ile kaplanması

2D1 IgG panelinin sulandırılarak eklenmesi

Konjuge peroksidaz  TMB substratı  H2SO4  450nm
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CA04 ile değişkenlik



Jon COHEN

“1918 virüsünden sonra, mutasyonlarla virüsler antikorlardan kaçmaya başladı.

Pandemik 2009 virüsü ile saat tersine döndü”



Sa



Sonuç;

 2009 ve 1918 virüslerinin HA üst 
bölgesindeki amino asit dizileri arasında %80 
benzerlik olmasına karşın, çapraz 
nötralizasyonun nedeni 

HA Sa bölgesindeki antijenik benzerlik, 2009 
influenza pandemisine karşı yaş ile ilişkili 
immüniteyi açıklamaktadır

1918 -2009 virüslerinde bu bölgede benzerlik 
%95; mevsimsel virüslerle <%75

HA üst bölgesindeki glikozilasyon 
bölgeleri immünite farklılığı yaratır (Ab 
yanıtından kaçış)



N-glikozilasyon

adayı amino asidler

Igarachi M, et al., 2010



2009 pandemik virüsü, viral evrim ile ilgili 

yeni kavram getirdi

Geriye dönüş

Yeni aşılama stratejileri, aşı üretimi

 1918 pandemik virüsünün geçirdiği evrelere 

bakmak gerekir 

Yapay olarak glikozillenmiş aşılar (butik aşılar?)

Jon COHEN
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miRNA

Hedef mRNA parçalanması

 RNA interferansını 

sağlayan küçük RNA 

(siRNA, shRNA, miRNA) 

yollarının sonunda

 RNA dupleksinin bir 

sarmalı RNA tarafından 

indüklenen susturucu 

kompleksin (RISC) 

içine girer

 Arganout proteinleri

 mRNA parçalanması

 mRNA translasyonu 

baskılanması



Eksojen anti-HCV virüs mikroRNA kümesi 
Adeno-ilişkili virüs vektörü ile taşıma 
HCV replikasyonunun inhibisyonu

AMAÇ: 

HCV enfeksiyonunda, bir tedavi strateji 

seçeneği tasarlanması



 miRNA kümeleri

 Çok sayıda etkin RNAi (ngelleyici 

RNA) salınımı 

 RNAi dirençli HCV mutant gelişiminin 

engellenmesi



Eksojen multipleks miRNA platformu

Endojen miR-17-92 kümesi modifiye edildi

Kümenin ilk beş olgun RNA’sı

 HCV’yi hedefleyen inhibitör RNA’larla 

değiştirildi



Endojen miR-17-92 kümesi

HCV- miRNA kümesi 1

Karaciğere özgü “promoter”

HCV- miRNA kümesi 1 +intron

HCV- miRNA kümesi 1 +intron

Poliadenilasyon sinyali

İnsan apolipoprotein E 

hepatik kontrol 

bölgesi,

insan 

α1-antitripsin 

promoter



RLuc-HCV raportör plasmidlerinin 

HCV’yi hedefleyen miRNA’larla inhibisyonu

-Huh-7 hücrelerinde –

-İnhibisyon: pUC19 kontrolü ile karşılaştırılarak

-Normalizasyon: ateş böceği lusiferazı (FFLuc) ile



RLuc-HCV raportör plasmidlerinin HCV’yi hedefleyen miRNA’larla 

in vitro inhibisyonu

-Huh-7 hücrelerinde –

-İnhibisyon: pUC19 kontrolü ile karşılaştırılarak



HCV-miRNA-kümesi 

eksprese eden 

AAV vektörleri,

HCVcc replikasyonunu 

in vitro

İnhibe ediyor



RLuc-HCV raportör plasmidlerinin HCV’yi hedefleyen 

miRNA’larla in vivo inhibisyonu



SONUÇ olarak;

scAAV vektörlerinden eksprese edilen 
miRNA kümesi

HCV replikasyonu inhibe ediyor (in vitro) 
(%98)

HCV gen susturulmasını indüklüyor (in 
vitro, in vivo)(%93)

AAV8-HCV-miR-kümesi 1 vektörü 
toksisite oluşturmadı

HCV tedavi rejimlerinde geçerli bir 
seçenek olabilir



Ek notlar

 Huh-7.5 sistemlerinde test edilen HCV RNA 
düzeyi, kronik enfekte insan hepatositlerindekinden 
50 kat fazla

 Eksprese edilen miRNA/hücre düzeyi yüksek

 AAV vektörleri, karaciğerde aylar – yıllarca kalabilir 
 miRNA ekspresyonu

 Önceden enfekte olmuş hepatositler yarar 
sağlamasa da: enfekte olmamış hepatositler 
korunabilir

İnsan hepatosit-ksenograft modelleri, 

enfekte şempanzelerde ileri değerlendirmeleri hak 
ediyor




