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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

Kronik delta hepatitli hastalarda, HDV RNA tiim genomunun interferon tedavisi siiresince,

“ultra deep sequencing” yontemiyle analizi
Camran NASSIRI
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii
Danisman: Prof.Dr. A.Mithat BOZDAY1

Hepatit Delta Viriisiiniin yol agtig1 Delta hepatiti en hizli ilerleyen ve en saldirgan viral
hepatit olarak tanimlanmaktadir. Kronik HDV enfeksiyonunun tedavisi ¢ok sinirlidir ve
cogunlukla ilerleyen siroz ve artan mortalite oranlariyla karakterizedir. Enfeksiyonun
spesifik bir tedavisi yoktur ve bu amagcla interferon kullanilmaktadir. Calismamizda HDV
ile enfekte hastalarin tedavilerinin takibi siirecinde alinan farkli serum 6rneklerinden elde
edilen Hepatit Delta viriis havuzundaki viral varyantlarin yiiksek duyarlilikla tespit
edilmesi amaglanmistir. Boylece tedavi oncesi, sirasi ve/veya sonrasindaki viral varyasyon
profillerinin belirlenebilmesi, ayrica viral tedavi altindaki evrimsel siirecin arastirilmasi
amaglanmistir. Ortaya c¢ikan varyasyon profilleri ile hastalardaki klinik seyirin
karsilastirilmasi ile varyasyonlarla hastalik arasinda iligki arastirmak da caligmanin bir
diger amacidir. Bu amagla ¢alismada Roche GS Junior 454 “Ultradeep Pyrosequencing”
(UDPS) sistemi kullanilmistir. HDV viral genomu 5 farkli amplifikasyonla, ¢ogaltilan
fragmanlar ortiisecek sekilde tiim genom olarak ¢ogaltilmistir. Calisma siiresince toplam
11 hastanin farkli tarihlerdeki 32 adet serum Orneginde dizileme yapilmistir. Tedaviye
yanit verenler ile yanmit vermeyen veya niikseden hastalardaki varyasyonlar
karsilastirildiginda 267, 269,270, 569, 928 ve 929 nolu pozisyonlarda farkliliklar
gbzlenmistir. Tedaviye yanit verenler ile niiks edenler tek basina karsilastirildiginda ise bu
niikleotidlere ek olarak 227 ve 750. niikleotidlerde de anlamli farkliliklar gozlenmistir.
Ayrica her 3 grup karsilastirildiginda viral genomun 425-430 numarali bazlarini iceren

bolgede patern seklinde farklilik gézlenmistir. Bu konuda yapilacak daha genis kapsamli

il



caligmalar, tespit edilen varyantlarin HDV enfeksiyonlarinda ve tedavisindeki onemi ve

klinik anlaminin aydinlatilmasina katki saglayabilir.

2016, 99 sayfa

Anahtar kelimeler: Hepatit D Viriis, Ultra deep Pyrosequencing, Yeni nesil sekanslama,

interferon, genetik heterojenite
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ABSTRACT
MSc Thesis

The Analysis of HDV full genome RNA using “Ultra deep Sequencing” method,in

Chronic Hepatitis Delta patients, during interferon treatment
Camran Nassiri
Ankara University Biotechnology Institute
Supervisor: Prof.Dr. A. Mithat Bozday1

Delta hepatitis is defined as the most aggressive and progressive viral hepatitis, which is
caused by Hepatitis Delta Virus. Treatment of chronic HDV infection is usually very
limited and the disease is usually characterized by progressive cirrhosis and increased rate
of mortality. There is no specific treatment for the infection and interferon is used for this
purpose. The aim of the current study is sensitive detection of viral variants within the
hepatitis delta virus pool of different follow-up serum samples obtained from the interferon
treated patients infected by HDV. By this means, it is aimed to detect viral variation profile
prior to, during and after the treatment and to investigate the evolutionary process under
viral treatment. Another purpose of the present study is to investigate the relationship
between variation patterns and the disease by comparing the variation profiles and clinical
course of the disease in patients. Roche GS Junior 454 "Ultra Deep pyrosequencing"
(UDPs) system is used for this purpose. The entire HDV viral genome was amplified with
5 different overlapping fragments. During the study, HDV genomes from sera of 11
patients with a total of 32 different dates were sequenced. Differences were observed in
positions 267, 269,270, 569, 928 and 929, when variations in responders, non-responders
and relapsers were compared. Two additional significant differences in positions 227 and
750 were observed, when it came to the comparison of responder vs. relapser patients. In
addition, comparing 3 groups together has revealed a variation pattern with significant
differences in the region covering 425-430 positions on HDV genome. Further studies may
contribute in elucidation of clinical significance and the importance of detected variants in

HDV infection and treatment.
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1. GIRIS

Delta hepatiti en hizli ilerleyen ve en saldirgan viral hepatit olarak tanimlanmaktadir.
AIDS’e yol agan HIV viriisiinden ¢ok daha bulasici olmasina karsin, hepatit D’nin tedavi

imkanlar1 diger viral hepatitlere gére ¢ok daha sinirhdir.

Delta hepatitine, karacigerde iltihaba yol acan Hepatit Delta Viriisii (HDV) neden olur.
HDV enfeksiyonuna daha siklikla orta Afrika, orta dogu ve orta-giiney Amerika
bolgelerinde rastlanilmaktadir. Avustralya, Amerika Birlesik Devletleri ve Avrupa'nin
cogu lilkesinde az siklikta goriilmektedir. Gelismis iilkelerde D hepatitine ¢ogunlukla
uyusturucu bagimlilarinda rastlanir. Diinyada ve Tiirkiye’de siklig1 giderek azalmaktadir.
Bu azalma hepatit B asisinin giderek daha yaygin kullanilmasina ve buna bagl olarak
hepatit B enfeksiyon sikliginin azalmasina da bir olciide baghdir. Belirtildigi gibi
iilkemizde HDV enfeksiyonu goriilme sikligi azalmasina ragmen ozellikle dogu ve
giineydogu bolgelerimizde hala sik goriilmekte ve onemini korumaktadir. Delta viriisii
defektif bir RNA viriisiidiir ve c¢ogalmak icin hepatit B viriisine (HBV) ihtiyag
duymaktadir. HBV ile enfekte olmamis bir insani etkileyemez ancak HBV ile ayni anda
insan viicuduna girebilir veya HBV enfeksiyonu mevcut olan bir insan tarafindan sonradan

alinip bir siiperenfeksiyona yol acabilir.

HBV ve HDV birlikteliginde gozlenen enfeksiyon sadece HBV varliginda gozlenen
enfeksiyona oranla daha sik olarak hizli ilerleyen (fulminan) karaciger yetmezligine
doniisebilir (%2-20). HDV siiper-enfeksiyonlarinda kronik HBV hepatiti gelisme siklig
azalirken, ¢cogu hastada kronik HDV enfeksiyonlar1 ortaya ¢ikmaktadir ve bu kronik HDV
enfeksiyonlarinda daha sik ve ciddi karaciger hastaliklar1 ve karaciger sirozu ortaya
cikmaktadir. Nadir olarak bir grup hastada daha iyi seyretmekle beraber, yine nadir de olsa

bazi kisilerde HDV’ye bagl koruyucu bagisiklik gelisebilmektedir.

HDYV bir kisiden digerine, enfekte olmus kan ve kan {irlinlerinin kullanimi, hasta kisiler
tarafindan kullanilmis enjektorlerin tekrar kullanimi ile veya HDV ile enfekte olmus kisi

ile cinsel temas nedeni ile gegebilir. HDV nin aile i¢i bulas1 da bildirilmistir(1).



Tim bunlar géz oniine alindiginda, énemli bir saglik sorunu olan HDV enfeksiyonlariin
arastirilmasi, virlisiin genom yapisinin incelenmesi, viral genomda ortaya c¢ikan
varyasyonlarin klinik agidan Onemlerinin belirlenmesi ve bu hastaligin tedavisinde
kullanilabilecek ilaglarin arastirilmast HBV ve HDV ile miicadelede biiyiilk 6nem arz

etmektedir.



2. KURAMSAL TEMELLER
2.1. HEPATIT DELTA VIiRUSU

Hepatit delta viriisii (HDV) bilinen en kii¢iik insan RNA viriisiidiir. HDV, kronik hepatit B
hastalarinda yeni bir antijenin varhi@in1 gosteren Rizzetto ve ark. (1977) tarafindan
kesfedildi. Delta olarak adlandirilan bu antijenin, daha sonra infektif ve defektif bir faktor
ile baglantili oldugu gosterildi. Bu faktdr bulasabilmek icin hepatit B virlis
enfeksiyonlarinda ortaya ¢ikan hepatit B yiizey antijenine (HBsAg) ihtiya¢ duymakta olup
ve HBsAg-pozitif hastalarin karaciger hastaliginin seyrini siddetlendirmektedir(2).

Hepatit B viriisiiniin (HBV) bir uydusu olarak kabul edilmesine ragmen, HDV genomu
HBYV genomu ile niikleotid dizisizi agisindan higbir benzerlik gostermemekte ve HBV’den
bagimsiz olarak replike olabilmektedir. HDV’nin genom yapist ve replikasyon
mekanizmasi bitki viroid benzemesine ragmen, Deltaviridae olarak adlandirilan farkli bir

cins olarak siniflandirilmistir.
2.1.1. EPIDEMIYOLOJI

HDV diinya iizerinde yaygin olup, yayginlik oranlarinin farkli olmasina ragmen dagilimi
HBV’ye benzememektedir (3). HDV, Akdeniz iilkeleri, Ortadogu, orta Afrika ve giiney
Amerika’nin kuzey bdlgelerinde olduk¢a endemiktir. Diinya saglik orgiitii (WHO;2008)
diinyada yaklasik 350 milyon kisinin kronik HBV enfeksiyonu tasidigini tahmin etmistir.
Bunlar arasinda, yaklasik 20 milyon kisinin ayni zamanda HDV enfeksiyonu tasidigi

tahmin edilmektedir (4).

HDV, enfekte kandan cinsel veya perkiitandz temasla aktarilmaktadir. Bir bireye HBV ve
HDV aymi zamanda bulasabilir. Bu durum ko-enfeksiyon olarak tanimlanir. Siiper-
enfeksiyon ise bir HBV tasiyicisina HDV viriisii bulasma durumudur (5). Genellikle ko-
enfeksiyon, akut hepatitin gelisgmesine sebep olur ve bu vakalarin yaklasik %2 sinde kronik
hepatit gelisebilir. Buna karsilik siiper-enfeksiyon onceden var olan B hepatitinin
prognozunu kotiilestirerek, siddetli akut hepatitin gelismesine sebep olur. Var olan HBV
enfeksiyonu HDV’nin diizenli bir sekilde birikmesine miisaade edip hastalarin %90’1inda

hizli ilerleyen hepatite sebep olur. HDV’den kaynaklanan aktif, kronik hepatitlerde genelde



karaciger sirozu gelismektedir (6) ve bu durum hepatoseliiler karsinoma riskini 3 kat, 6liim
riskini ise 2 kat arttirmaktadir (7). Halihazirda karaciger nakli, son asamada olan HDV
karaciger hastaliginin tedavisinde kullanilabilen tek secenektir (5). Buna ek olarak, uzun
stireli yiiksek doz interferon alpha tedavisinin kronik hepatit D hastaliginin seyrinde
tyilesmeye neden oldugu gosterilmistir (8, 9). HDV viriisiine karst herhangi bir asi
gelistirilmediyse de hepatit B asilamas1 dolayli olarak HDV virlisiine karsi da koruma

saglayabilir.
2.1.2. VIRAL HETEROJENITE

HDV RNA genomu ¢ok degisken olup ayni genotipte, niikleik asit dizisi agisindan %16’ya
kadar degiskenlik gosterebilir. Tek bir hastada bile virlis birbirine yakin
‘quasispecies’lerden olusan bir havuz seklindedir(10). Bu c¢esitlilik kismen RNA
polimeraz’in hata diizeltme yeteneginin olmamasindan kaynaklanmaktadir. RNA
polimerazin HDV’nin kodlanmayan bdlgesinde hata yapma siklig1 her replikasyon i¢in
yaklagik 3,52x107 baz degisikligidir. Bu deger HDV genomunun kodlayan bolgesinde,
sinonim degisimlerde 1,49x107 ve sinonim olmayan degisimlerde 0,67x107 bazdir(11).
Fakat heterojenite, genomun kodlayan bolgesinin hepsinde ayni degildir. Ribozim dizini ve
HDAg’nin RNA baglanma bolgesi yliksek seviyede korunmus olmasina ragmen, C ucunda
bulunan biiyik HDAg c¢ok degiskendir. Geg¢miste HDV genotiplemesi karaciger
dokusunun immuno-histokimyasal analizi veya PZR {irlinliniin Sinirlayic1 Enzim Parga
Uzunluk Cesitliligi analiziyle elde edilmekte ve viriisiin diinya genelinde ii¢ ana genotipten
olustugu bilinmekteydi(12). Sekanslama ve molekiiler filogenetik agaci analizi, HDV’ nin
en az 8 farkli genotipten olustugu, bunlarin da doérdiiniin 6zellikle Afrika kaynakli oldugu

saptanmistir(4, 13).
2.1.3. VIRYON YAPISI

HDV viryon iiretmek ve aktarmak i¢cin HBV viriisiine ihtiya¢ duymaktadir. HDV pargacigi
HBYV kokenli bir kilif ve ayrica RNA genomu ve hepatit delta antijeni (HDAg) iceren bir
riboniikleoprotein (RNP) kompleksinden olugsmaktadir(14). HBV kokenli kilif glikozile
edilmis ve glikozile edilmemis formlarinda mevcut olan ii¢ viral proteinden olusmaktadir.
Bu proteinler kiiciik (S), orta (M) ve biiyiik (L) olarak adlandirilmistir ve {i¢ ayr1 baslangi¢

kodonu ve ortak bir stop kodonunun kullanilmasiyla {iretilmektedir (15). Bitisik acik



okuma bolgesi Pre-S1, Pre-S2 ve S olmak iizere ii¢ bolgeden olugmaktadir (sekil 2.1.). S
bolgesi S (ylizey) proteinini kodlamakta olup hepatit B yiizey antijenini (HBsAg)
icermektedir. M proteini pre-S2 ve S bolgeleri tarafindan ve L proteini her ii¢ bdlge
tarafindan kodlanmaktadir. Bir HBV hastasinin serumu {i¢ proteinin yaklagik esmolar
miktarda bulundugu olgun HBV partikiilleri igermektedir. Buna ilaveten viryon miktarimin
1000 ila 1000000 katinda 22 nm c¢apindaki subviral partikiiller igermektedir(15). Bu
subviral pargaciklar yalnizca ylizey proteinden olusmakta olup viral niikleik asit
icermediginden, infeksiydz degildir. HDV, bu HBV parcgaciklarini kullanarak kendi
genomunu kiliflandirmaktadir. Bir HDV parcacigin kilifi baslica S protein olmak tizere %5
M proteini ve %1 L proteininden olusmaktadir(16). S proteinin HDV pargacigi birlesmesi
icin yeterli olmasina ragmen; sadece S veya S ile M proteini igeren pargaciklar infeksiy6z
degillerdir (17). Sureau ve ark. (1993), L proteinin de infektivite i¢in 6nemli oldugunu,
HDV enfeksiyonuna duyarli in vitro hiicre kiiltiiriinde, sadece her ii¢ (S, M ve L) proteinle
kaplanan parc¢aciklarin infeksiy6z oldugunu gostererek ispat etmistir. Bu bulusa dayanarak,
L proteinin reseptore baglanmak icin gerekli oldugu diisiiniilmektedir. Sonraki ¢aligmalar
HBV ve HDV virionlarinin HepaRG hiicre kiiltlirlerini enfekte etmek icin L protein
icerisinde ¢cok korunmus pre-S1 dizinine ihtiya¢ duydugunu gostermistir(18). Bu bulgular
HBYV ve HDV’nin ayn1 yontemle hiicreye girdiklerini dnermesine ragmen viriisiin hiicreye

girisinden sorumlu olan reseptor heniiz tanimlanmamustir.

Virion i¢indeki RNP kompleksinin UV ¢apraz baglama, denge kiitle santrifiigasyon ve
imuno-presipitasyon yontemleriyle delta antijen ve genomik RNA’dan olustugu ve her
HDV genomuna karsilik yaklasik 70 HDAg proteinin iiretildigi gosterilmistir (14). Daha
sonra niceleyici analizler bir HDV par¢acigin i¢cindeki HDAg molaritesinin HDV RNA’nin
yaklagik 200 katt oldugunu gostermistir (19). Elektron mikroskobu ile de HDV
pargaciginin 18,7 + 2,5 nm capindaki kiiresel ¢ekirdek yapisi gosterilmistir (14).
Giiniimlize kadar HDV RNA’nin anti-genomik zinciri, virlis parcaciginda bulunmamigstir
(20). HDV parcacig1 olusumu HDAg’nin biiyiik formu (HDAg-L) ile HBsAg’nin dogrudan
etkilesimi araciligiyla gergeklesmektedir (21). Bu iki protein viriis par¢acigi olusumu igin
gerekli ve yeterlidir; hepatositlere her iki proteini kodlayan plazmidler birlikte transfekte
edildiginde HDAg-L iceren HBsAg parcaciklar1 ortaya cikmustir. Baska bir HDV

bilesenine pargacik olusumu icin gerek duyulmamaktadir (22). HDAg nin kii¢iik formunun



(HDAg-S) pargacik olusumu i¢in gerekli olmamasina ragmen, paketleme etkinligini

arttirmakta rol aldig1 oldugu gosterilmistir (22, 23).
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Sekil 2.1 HBV ylizey proteinleri, pre-S1, pre-S2 ve S agik okuma bdlgesi sematik
gosterimi(24)

2.1.4. GENOM YAPISI

HDV genomu kisa (yaklasik 1700 baz) negatif zincirli halkasal bir RNA molekiiliinden
olusmaktadir (sekil 2.2). Bu genomun tek taninmis iriinii delta antijendir (HDAgE).
HDAg’nin iki 6nemli formu, anti-genomik RNA zincirinin 6zel diizenlemesi sonucu
tiretilmektedir (25). Acik okuma bdlgesinin asag1 yoniinde bir poliadenilasyon sinyali yer
almaktadir (26). RNA genomun %70’1 kendi kendine eslesebilir 6zelliktedir. Bu 6zellik
dallanmamis ¢comak benzeri bir yapiya sahip olmasini saglamaktadir (27). Bu yapidan
olusan iki sap-ilmik bolgesinin RNA promotor elemanlarini igerdigi diigiiniilmektedir (28-
30). HDV genomu yapisal olarak hayvan viriislerinden fazla bitki virlis ve viroidlere

benzemektedir.

HDV RNA, replikasyon i¢in gerekli olan yapisal ve fonksiyonel 6zellikleri tagimaktadir.
Genom ve anti-genom, her biri delta ribozim olarak adlandirilan fonksiyonel bir ribozim
bolgesi igermektedir (sekil 2.3.). Bu bolge karmasik, i¢ ige, ¢ifte yalanci ilmikli (double
pseudoknot) bir yapiyr benimseyerek (31), belirli bolgelerde kendi kesimlenmesini
saglamaktadir (32-35). Delta ribozimin deney ortaminda kendine baglanmaya (ligasyon)

maruz kaldig1 gosterildiyse de (36), bu reaksiyon yetersiz kalmaktadir ve pargalanmus iki



RNA’nin uglarina kismen komplementer olan sabitleyici bir RNA’ya baglanmasina ihtiyag

duyulmaktadir.
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Sekil 2.2 Hepatit delta viriisiiniin RNA genomu; A: delta ribozim motifleri (6Rz) ve ilgili
kirilma bolgeleri gosterilmistir(37) B: Tahmin edilen HDV ikincil yapisi(28)

Miiteakip bir arastirmada ayni substratin in vivo, in vitro ve Echerichia coli’de denenerek,
ligasyonun sirf konakg¢1 hiicrede gergeklestigini gostermistir (38). Yakin zamana kadar
kendi kendini kesimleyen bu motiflerin HDV’ye 6zgii oldugu diisiiniilmekteydi. Ancak
birka¢ HDV benzeri ribozim viriisleri, bakteriler, bitkiler ve memeliler dahil olmak iizere

bir¢ok organizmada daha sonra tanimlanmistir(39-41).
2.1.5. PATOJENISITE

HDV’nin patojenitesi halen ¢ok az anlasilmistir. HDAg’nin HeLa ve HepG2
hiicrelerindeki ifadesinin genis hiicre oliimiiyle sonuglandigi rapor edilmistir. Bu da
HDAg’nin sitotoksik olabilecegini Onemektedir (42). Baska bir arastirmada HDAg
varhiginda DNA degil, RNA’nin sentezinin azalmasi goriilmiistiir (43). Rekombinat
Baculoviris ile enfekte edilmis Spodoptera frugiperda bocek hiicrelerinde HDAg asir
ifade edildiginde, hiicre dongiisiiniin HDAg’ye bagl olarak durduruldugu gosterilmistir
(44). Transgenik C. Elegans kullanilan bagka bir arastirmada HDAg’yi ifade eden
kurtlarda biiyiimenin yavaglamast gozlemlenmistir (45). Bunun tersine hiicre
kiiltiirlerinde(46) ve transgenik farede(47) HDAg’nin beraberinde sitopatik etkinin

goriilmedigi bagka arastirmalar da mevcuttur. Wang ve ark. tarafindan yiiriitiilen bir bagka



caligmada, delta antijen ifadesinin disinda HDV RNA replikasyonunun sitopatik
etkilerinden sorumlu oldugu 6nerilmistir(48). Bunun tersine, baska bir arastirmada, HDV
RNA replikasyonunun transgenik farelerde sinirli hiicre hasarina sebep oldugu
gosterilmistir(49). Wang ve ark.(2001) ve digerleri(50) HDV replikasyonunun hiicre
kiiltiiriinde hiicre ¢ogalmasi ve yasam kabiliyetini azalttigin1 fakat apoptosisin direkt olarak

tetiklenmedigini gézlemlemislerdir.
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Sekil 2.3 delta ribozim yapisi; A: karmasik, i¢ ice, ¢ifte yalanci ilmikli (double
pseudoknot) ve B: HDV ribozim sematik kristal yapisi(51)

2.1.6. DELTA ANTIJENLERI

HDV genomu iki viral protein (HDAg’ler) kodlayan tek bir agik okuma bdlgesi
icermektedir. Bu iki protein ayni1 diziye sahip olmaktadirlar ancak biiyiik HDAg (HDAg-L)
C ucunda 19 fazla amino asit igermektedir, buda kii¢iik HDAg (HDAg-S) geninin stop
kodonunun RNA bi¢imlemesinde triptofan’a doniismesinden kaynaklanmaktadir (Sekil

2.4). Bu bi¢cimlenme bdlgesi amber/W bdlgesi olarak tanimlanmaktadir. HDAg-L daha



sonra enfeksiyon sirasinda iiretilmektedir. Amber/W bdlgesinin  yapisal olarak
bicimlendirilmek i¢in uygun olmayan bir konumda olmasindan dolay1 etkili bigimlenme
hiicre icerisinde Onemli miktarda antigenomik HDV RNA toplandiginda
gergeklesmektedir(52).

HDAg-S | | HDAg-L [ [ ]
Stop (Amber) Trp(W) Stop
MANA e UAG e A Diizenlenen e |G == UGA == A,)
mRNA

| |

AUC ACC
genom j genom j

| ||

UAG UIG
antigenom ‘| > antigenom j
ADAR1 araciligiyla

A’dan I'ye diizenleme

Sekil 2.4 Antigenomik HDV RNA bi¢imlenmesi(53)

Bir¢ok yapisal alan HDAg’de tanimlanmustir (sekil 2.5). N ucunda (12-60. Amino asit)
HDAg oligomerizasyonunu saglayan sarmal bir yapt bulunmaktadir(54).. Bu bdlgenin
nokta odakli mutagenezi HDAg’lerin dimer olusturma yeteneg§ini azaltmaktadir(54)..
HDAg, iki arjinin zengin motiften (ARM) olusan RNA baglanma bolgesini (RBD) (97-
107. Ve 136-146. amino asit) ve N ucunda bulunan (2-29. amino asit) bir kapali (cryptic)
RNA baglanma bolgesi (RBD) icermektedir. Bu motiflerin spesifik bir sekilde HDV
RNA’ya baglandiklart laboratuvar ortaminda gosterilmistir(55). HDAg iizerindeki
RBD’lerin HDAg-HDV RNA etkilesiminin HDV RNA’nin hiicre ¢ekirdegi igerisine
aktarilmasi icin zaruri oldugu gosterilmistir(56). Mutasyon analizleri ayrica HDAg’nin
RNA’ya baglanma yeteneginin virlis RNA paketlenmesi icin 6nemli oldugunu ve en
azindan ilk ARM motifinin bu aktivite i¢in gerekli oldugunu goéstermistir. Zira bu motif
mutasyona ugradiginda RNA paketlemesi etkisiz hale gelmektedir(23). Ayrica HDAg
tizerindeki kapalt RNA baglanma bélgesinin laboratuvar ortaminda niikleik asit saperonu
olarak delta ribozimin aktivitesini diizenledigi gdosterilmistir. HDAg’nin bu aktivitesi

biiylik RBD’ye ihtiya¢ duymamaktadir(57).



HDAg iizerindeki karboksil ucundaki 19 amino asit, biiyiikk izoforma 06zgiin olup,
izoprenilasyon bolgesi(58, 59) ve bir cekirdek ihrac¢ sinyalinden (NES)(60) olusan viriis
toplanma sinyalini (VAS; 195.-214. amino asit) icermektedir.

K72 T95 5123 5177 C211

0w ® © © 9

HoagL |77 H B

c-RBD ccp NLS ARM ARM VAS
2-29 12-60 66-75 97-107 136-146 195-214

woag:s | /7777, H N N

Sekil 2.5 Hepatit delta antijenleri yapisal diizeni(61)

2.1.6.1. HDAg-S Fonksiyonu

Biiyiik ve kiiciik HDAg’leri benzer fonksiyonel bolgeler igermesine ragmen, her protein
HDV yasam dongiisiinde farkli fonksiyonlara sahiptir. HDAg-S’nin hiicre kiiltiiriinde
HDV’nin birikimi i¢in zorunlu oldugu goriilmiistiir. HDAg-S kodlayan bolgede mutasyona
ugrayan HDV genomu, replikasyona baslayamamaktadir(32). Ayrica RNA baglanma
bolgesi vasitastyla HDAg-S ve HDV RNA arasindaki direkt etkilesimin, viral

replikasyonun aktivasyonu i¢in gerekli oldugu goriilmiistiir(62, 63).
2.1.6.2. HDAg-L Fonksiyonu

HDAg-L’nin bir replikasyon inhibitdri oldugu rapor edilmistir. HDAg-L replikasyon
baslangicinda bir plazmitten ifade edildiginde, baskin bir sekilde HDAg-S’nin trans-
aktivasyon aktivitesini engellemektedir(64, 65). HDAg-L’nin sarmal bdlgesinin mutasyona
ugramasi engelleyici fonksiyona miidahale etmektedir(22, 66). HDAg-L’ nin direkt olarak
sarmal bolge Ttizerinden HDAg-S’ye baglanarak HDV replikasyonunu engelledigi
ongoriilmektedir(67).

2.1.7. COGRAFI DAGILIM

Diinya {izerinde 350 milyon HBV tasiyicisindan, 15 milyondan fazlast HDV enfeksiyonu
belirtilerini gostermektedir(5). Bilindigi tizere HDV tasiyiciliginin yiiksek oldugu endemik
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bolgeler merkez Afrika, Afrika boynuzu, Amazon havzasi, dogu ve Akdeniz Avrupa,
Ortadogu ve Asya’nin bazi bolgeleridir(68). HDV enfeksiyonu oranlar1 genel olarak HBV
enfeksiyonunun endemik oldugu boélgelerde yiiksek seviyelerdedir ancak ornek olarak
HDV ko-enfeksiyonunun Vietnam ve Endonezya’da yaygin olmamasi gibi istisnalar da

bulunmaktadir(69, 70).

HDV genotip 1 diinya ¢apinda yaygindir(71), halbuki genotip 2 (daha once genotip 2a
olarak  tamimlanan) Japonya, Tayvan ve Rusya’nin Yakutistan bdlgesinde
bulunmaktadir(72, 73). En degisken genotip olan genotip 3 amazon havzasinda
yaygindir(74). Genotip 4 (daha Once 2b olarak tanimlanan) Tayvan ve Japonya’da
bulunmaktadir(75, 76). HDV genotip 5-8 kuzey Avrupa ve go¢ edenler dahil Afrika asilli
kisilerde goriilmektedir(4, 13).

Sekil 2.6 HDV enfeksiyonu ve ilgili genotiplerin cografik dagilimi(77)

Arastirmalar son otuz yilda HDV prevalansinin Italya, Ispanya, Tayvan ve Tiirkiye’de
azaldigim gostermistir(78-80). HBV as1 programlari bu bolgelerdeki HDV azalmasinda
etkin bir rol oynamistir. Viriis ve onun aktarma yollar1 hakkinda artan biling de 6nlemlerin
alinmasinda yararli olmustur (6rnegin kullanilmis igne ve siringalar ve diger tibbi

malzemenin atilmast).
2.1.8. GENETIK HETEROJENITE (QUASISPECIES)

Bir kronik hepatit Delta (KHD) hastasinda HDV RNA genomlar1 birbirine yakindan
alakali fakat cok az farkli niikleotid diziler iceren bir RNA molekiilii toplulugundan

olugmaktadir. Buna genetik heterojenite (tiirlimsii) veya “quasispecies” denir(72, 81). KHD
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hastalarin klinik tedavileri stirecinde HDV Quasispecies’lerinde degisimler ve belli bash
baskin tiirlerin digerlerinin yerine ge¢mesi goriilmiistiir ve bunun da viriisiin konak¢inin
bagisiklik sisteminin saldirisindan kagmasinda ve dolayistyla hastaligin niiksetmesine yol
acmasinda Oonemli bir rol oynadig1 diisiiniilmektedir(82, 83). Bdyle bir se¢ilimin hastalik

seyrine olan etkileri hala net olarak bilinmemektedir.

2.1.9. HDV TEDAVISI

2.1.9.1. interferon

HDV kaynakli kronik hepatit tedavisi zor olan bir hastaliktir. Gilinlimiizde kronik hepatit
delta (KHD) hastalar1 i¢cin IFN (interferon) tek tedavi metodu olarak goriilmektedir. IFN
tedavisinde, farkli yanitlar goriilebilmektedir. Yanit orami genellikle IFN dozuyla
orantilidir. Interferon tedavisi tamamlandiginda HDV RNA negatifligi ve ALT degerinin
normalizasyonu yiiksek doz tedavisi alan gruplarda %71, diislik doz tedavisi alan gruplarda

ise %36 ve %29’dur (84).

Fakat IFN-a tedavisinde anemi, yorgunluk, nétropeni ve depresyon dahil birgok yan etki
goriilmektedir. Son zamanlarda Standart IFN-a tedavisi yerine pegile interferon formu

(Peg- IFN-a) kullanilmaya baslanmistir (85).

2.1.9.2. Pegile interferon

flag sektoriindeki ilerlemeler sayesinde, son zamanlarda gelistirilen pegile interferonun
(PEG-IFN) geleneksel interferonlara gore daha iyi bir etki gosterdigi goriilmiistiir (Hsieh
ve ark., 2006). Buna ragmen Peg-IFN-a, kronik hepatit D hastalarinin tedavisinde yeterli
olmamigtir. Yiiriitiilen aragtirmalarda RNA negatifligi hastalarin yalniz %21’inde goriilmiis

ve %26’sinda biyokimyasal yanit tespit edilmistir(85).
2.1.9.3. Niikleozit Analoglar:

Bir niikleozit analogu olarak bilinen Ribavirin’in, RNA viriisleri {izerinde etkili oldugu
goriilmiistiir. Ribavirinin HDV genom replikasyonunun iizerinde inhibisyon etkisi oldugu
in vitro olarak gozlemlenmistir ancak bu sonuglar in vivo olarak alimamamistir. ALT
diizeyinde bir farklilik goézlenmemistir ve HDV RNA, IgM anti-HDV seviyeleri sabit
kalmistir(84).
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2.1.9.4. Deoksiniikleoitit Analoglar:

Deoksiniikleotit analoglari HBsAg iiretimini inhibe ederek HDV replikasyonunun
baskilanmasinda kullanilmaktadir. Lamivudin HBV DNA replikasyonunu baskilamaktadir
fakat 1 yil siireyle bu ilaci kullanan hicbir KHD hastasinda, hastaligin ilerlemesinde,
karaciger histolojisinde veya HDV RNA diizeylerinde olumlu bir gelisme
saptanmamustir(86). ilerleyen bir zamanda yapilan bir arastirmada, HDV hastalarinin
%8’inde kalic1 viral yanit (SVR) saptanmistir, dolayisiyla lamivudin tedavisinin HDV
tizerinde kismi de olsa etkili oldugu goriilmiistiir fakat son ¢aligmalar lamivudin direncli
HBV mutantlarinin HDV salinimin1 destekledigini gostermistir. Genel itibariyle yapilan

arastirmalar, deoksintikleotit analoglarinin kullanimini1 desteklememektedir (28).

2.1.9.5. Birlesik Tedavi

Hepatit Delta viriisiiniin HCV gibi bir hepatotropik RNA viriisii olmas1 sebebiyle, HCV
tedavisinde kullanilan PEG-IFN ve ribavirin ikilisinin HDV i¢in de potansiyel bir tedavi
yontemi olabilecegi diistiniilmiis fakat bu birlesik tedavinin basarisi da diisiik diizeyde

kalmistir(87).

Lamivudin ve yiliksek doz IFN kullanilarak uygulanan tedavi yontemi de HDV {izerinde

olumlu sonuglar gostermemistir (84).

2.1.10. YENI TEDAVI YONTEMLERI

2.1.10.1.RNAi (RNA interferans)

RNAI tedavisi viral hepatitler basta olmak {izere, viral yangilarda da kullanilmaktadir. Ug
cesit HDV RNA’dan sadece mRNA’ya karsi olumlu sonuglar elde edildigi, hiicre
kiiltiirlinde gozlemlenmistir. Dolayisiyla bu durum, diger iki RNA’nin (genomik ve
antigenomik) siRNA’lara (small interfering RNA) direngli oldugunu gostermektedir ki
bunun sebebi de bu RNA’larin nukleusta smirlandirilmis olmalaridir. Bu da nukleusta
siRNA degredasyonlarina kars1 ulasilamaz hale gelmelerine neden olmaktadir(88). Ayrica
“dicer” endonukleaz c¢ift zincirli RNA’larin  %100’tnii veya 9%100’e yakinim
kesebilmektedir. Bu ylizden HDV genomik ve antigenomik RNA’lar, kismi ¢ift zincirli

yapilarindan dolay1 kesim iglemlerine karsi da direncli olabilmektedirler (89).
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2.1.10.2.Prenilasyon Inhibitorleri

Onceki aragtirmalar L-HDAg’ nin prenilasyonunun viriis birlesmesi igin gerekli olan bir
post-translasyonel modifikasyon oldugunu gdstermistir(21, 90). Hepatit D viriisli i¢in
gelistirilen prenilasyon inhibitorleri iki mekanizmaya sahiptir; viral proteinlerin
prenilasyonunun baskilanmast ve virlis tarafindan kullanilan hiicresel yolaklarin
baskilanmasi. Hayvan modellerinde goriildiigii {lizere prenilasyon inhibitérleri HDV
viremisini temizlemede c¢ok etkili olmustur. Boylece viriisiin replikasyon islevlerinde kritik
asamalar1 etkileyen molekiiler olarak tasarlanmis ilaclarin, HDV tedavisinde daha olumlu

sonuclar dogurabilecegi diisiiniilmektedir (84).
2.1.11. TEDAVIYE YANIT

Tedavide dncelikle biyokimyasal ve virolojik yanitlar degerlendirilmelidir. Bagarili Kronik
hepatit D tedavisinde beklenen seyir sirasiyla HDV RNA, anti HDV, HBsAg kayb1 ve
antiHBs pozitiflesmesidir. Ancak bu hedefe varilmasi oldukga giictiir. Transaminazlar bir
ay arayla izlenmelidir. Virolojik yanita ise altinci ayda bakilmalidir. Birinci yilin sonunda
biyokimyasal ve virolojik olarak yanit alinamayan hastalarda siroz ve son dénem karaciger
yetmezligine ilerlemesi hizli olmaktadir. Yanit veren hastalarin kriterleri asagida
belirtilmistir ancak bu kriterlerin ger¢ceklesmedigi hastalara “yanit vermeyen” veya “Non-
responder” ayrica ilk asamada tedavi sonucu iyilesmis, daha sonra hastalik belirtileri tekrar

kotiiye giden hastalara niiksetmis veya “Relapser” denmektedir.

2.1.11.1. Biyokimyasal yamt

Serumda ALT diizeyinin normallesmesi, Tam yanit ve bu diizeyin baslangi¢ degerlerinin

yarisina diismesi, Kismi yanit olarak tanimlanmaktadir.

2.1.11.2.Virolojik yanit

HDV-RNA’nin saptanamayabilir diizeye inmesi, Tam yanit ve baslangi¢ seviyesine gore

en az bir logaritma azalmasi Kismi yanit olarak tanimlanmaktadir.
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2.1.11.3. Histolojik yanit

Inflamasyon ve fibrozda azalma, nekroinflamatuvar skorda iki ve ilizerinde azalma olarak

tanimlanmaktadir.
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2.2. YENI NESIiL SEKANSLAMA

Genetik degiskenlik, tiim RNA viriislerinde oldugu gibi HDV’nin de karakteristik bir
ozelligidir. Sonug olarak, HDV konak hiicrede yiiksek varyasyon gdstermektedir, bu da
birbirine ¢ok yakin ama ayni zamanda genetik olarak 0Ozgiin varyantlar havuzunu

olusturmaktadir (quasispecies).

Son zamanlara kadar ¢ogu viral genom projesi, sanger sekanslama ydntemine dayanarak
uygulanmistir. Bunun paralelinde son yillarda yiiksek verimli sekanslama tekniklerin
gelismesi, yeni nesil sekanslama teknolojisinin ticarilesmesine ve yaygin olarak kabul
gormesine sebep olmustur. Haziran 2008’de {i¢ yeni nesil platform saglayicisi, Roche/454
Life Sciences (GS20, FLX, LXR); Illumina/Solexa (Illumina G2) ve Applied Biosystems
(SOLID) olarak yiiksek verimli sekanslama cihazlarimi ticari bir sekilde piyasaya
stirmiislerdir. Bu cihazlarin farkli nesilleri ¢esitli performans seviyeleriyle liretilmistir(91).
454 life sciences firmasi (suanda Roche Diagnostics’e bagl olarak) pirosekanslamayi ticari
olarak gelistirmistir ve bu ¢alismada da yiiksek verimli sekanslama i¢in “454 sekanslama”

kullanilmustir.

Yeni nesil DNA pirosekanslamayla (bu calismada 454 sekanslama) kiyasla 3. Nesil
platformlar simdi giin 15181na ¢ikmakta olup daha uzun okuma uzunlugu sunmaktadirlar.
Birinci nesil cihaz veya genome sequencer 20 (GS20) 100 ¢ift baz ve her kosuda 30-60 Mb
okuma gostermekteydi. 454-FLX ve 454-LXR platformlar sirasiyla ikinci ve ii¢ilincii nesil
cihazlart igermektedir. 454-FLX 2006 yilinda piyasaya siiriildii ve 250 bg¢ okuma ve her
kosuda yaklasik 150Mb okuma kapasitesine sahipti. 454-XLR 2008 yilinda piyasaya
siriildiit. ve 350 b¢ okuma ve her kosuda yaklasik 400Mb okuma kapasitesi vardi.
GSJunior, 2009 yilinda 454-FLX’1n masaiistii stirimii olarak piyasaya siiriildii ve 400 bg
okuma ve her kosuda yaklasik 35Mb okuma gostermekteydi.

3

454 sekanslama araciligiyla iiretilen gorece “uzun” okumalar, diger “kisa okuma” yeni
nesil teknolojiler iirlinlerine kiyasla karmasik hedeflerde daha sik ve net haritalamaya yer
vermektedir. Gegen on yilda tek zincir baglanma proteini (SSBP) dahil rekombinant
enzimlerin ilavesi gibi pirosekanslama biyokimya diizeltmeleri sebebiyle sekans okuma
uzunluklart iyilestirilmistir(92, 93). Cihazin i¢indeki mikroakiskanlar teknolojilerindeki

gelisme, sekanslama reaksiyon dongiisiiniin hizin1 arttirmaktadir. Bu yiizden ikinci ve
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ticlincii nesil sekanslamalarda birim zamanda daha fazla dongli yapilmaktadir. Ayrica 454
teknolojide her kosudaki yiiksek okuma sayisi, sanger sekanslamaya kiyasla daha derin bir

kapsama sunmaktadir.

454 sekanslamada tek bir deneyden ¢ok sayida okuma elde edilmektedir. Ornegin, Roche
GSJunior pirosekanslamanin tek bir kosusundan 700000 iizerinde okuma elde edilebilir.
Bu sekanslama yonteminin derinligi, bircok hastadan alinan 6rneklerin paralel bir sekilde
isleme kapasitesi anlamina gelmektedir. Bununla birlikte sekanslama okumalar1 dikkatlice
yorumlanmasi gerekmektedir, zira elde edilen verilerin analizi, konvansiyonel, daha diisiik
maliyetli Sanger sekanslama teknigine gore daha zor ve hata yapmaya daha agiktir(94).
Pirosekanslamanin konak¢1i organizmanin i¢indeki popiilasyonun dogru sayimini
kaydedilmesini engelleyen baska bir faktor ise sekanslama kosu oOncesi PZR

amplifikasyonundan kaynaklanan sekanslama yeniden 6rneklemesidir(95).

Bu calismada kullanilan GSJunior sekanslama sistemi ile ilgili detayli bilgiler igin

materyal ve yontem bdliimiinde verilmistir.
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3. GEREKCE VE AMAC

HDV, defektif bir RNA virlislidiir ve yalnizca Hepatit B enfeksiyonu olan bireylerde
enfeksiyon yapabilmektedir. Kronik HBV-HDV enfeksiyonu, cogunlukla siroza ilerler ve
bu tip enfeksiyonlar i¢in mortalite orani tek basina kronik HBV enfeksiyonundan daha
yiiksektir. HDV enfeksiyonu icin spesifik bir tedavi yoktur. Kronik HDV enfeksiyonu
tedavisinde glinlimiizde kullanilan ila¢ interferondur. Calismamizda HDV ile enfekte 13
farkl1 hastada, her hasta ic¢in, hastalarin tedavilerinin takibi siirecinde her 6 ayda bir
(tedavinin 0., 24. ve 48. haftalar1) alinan farkli serum 6rneklerinden elde edilen Hepatit
Delta wviriis havuzundaki viral varyantlarin yiliksek duyarlilikla tespit edilmesi
amaglanmistir. Boylece kronik HDV enfeksiyonu olan hastalarin tedavi Oncesi, tedavi
sirasinda ve/veya tedavi sonrast varyasyon profilleri belirlenebilmesi, ayrica HDV
enfeksiyonunun tedavi altindaki evrimsel siirecinin arastirtlmast amag¢lanmistir. Elde edilen
veriler ile hastalarin sergiledikleri farkli klinik tablolarin arastirilmasi da caligmanin

amaclar1 arasindadir.

HIV ve HBV gibi viriislerin viral popiilasyonda seyrek halde bulunan viral varyantlarin ve
ilag diren¢ mutasyonlarini tasiyan viral varyantlarin tespiti i¢in son zamanlarda yapilan
birka¢ calismada “Ultradeep Pyrosequencing” (UDPS) yontemi kullanilmistir.(8-13) Bu
teknoloji heniiz ¢cok yeni oldugu i¢in, ayni yontem ile HDV igin yapilan bir ¢aligma heniiz
rapor edilmemistir. Projemizde ise ayni yontemin hepatit delta viriisiiniin tiim
genomundaki varyasyonlarin taranmasi i¢in farkli hastalarin tedavi siirecleri boyunca farkl
zamanlarda alinan serum Orneklerinden elde edilen HDV genomlar i¢in kullanilacaktir.
Dolayisiyla bu teknoloji diinyada ilk defa bizim projemizde HDV igin kullanilacaktir.
Projemiz, HDV’nin tedavi oncesi ve siirecindeki drneklerden elde edilecek veriler ile,
HDYV viral havuzunun uygulanan tedaviden dolay1 olusan selektif baski altinda nasil bir
evrimsel silirecten gectiginin arastiritlmasi agisindan Onemlidir. DNA dizi analizi
yonteminde ¢igir agan bu yeni teknoloji ile elde edilecek bilgilerin hastalarin klinik
tablolar1 ile karsilastirilmasi ile HDV enfeksiyonlarinin tedavisinde uygulanacak yeni
yontemlere 1s1k tutmasi ve/veya hali hazirda uygulanan tedavi yoOntemlerinin

tyilestirilmesinde kullanilabilecegi ongoriilmektedir.
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4. MATERYAL VE YONTEM
4.1. MATERYAL
4.1.1. KIMYASALLAR

Bu arastirmada kullanmilmis kimyasallarin tiretici firmasi ve mensei iilkeler asagida

gosterilmektedir (Cizelge 4.1.)

Cizelge 4.1 Kullanilmig kimyasallar

Kimyasal Mensei
Agaroz Quantum Biotechnologies, ABD
Borik Asit Merck, Frankfurt, Almanya
Bromofenol Mavisi Sigma, Almanya
EDTA Sigma, Almanya
Etidyum Bromiir Sigma, Almanya
Mutlak Etanol Dateks, Tiirkiye
Proteinaz K Sigma, Almanya
SDS Sigma, Almanya
Tris HCI Sigma, Almanya
dNTP’ler Dateks, Tiirkiye
PBS Biochrom, Almanya
DMSO Applichem, Almanya
Gliserol Sigma, ABD
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4.1.2. STANDART TAMPON, COZELTILER VE ENZIM KITLERI

Bu aragtirmada kullanilmis standart tampon ve ¢ozeltiler asagida gosterilmektedir (Cizelge
4.2)). Ayrica arastirmada kullanilmig Enzim kitlerin iiretici firmasi ve mensei ilkeler

Cizelge 4.3.”de gosterilmektedir.

Cizelge 4.2 Kullanilmig standart tampon ve ¢ozeltiler

Standart Tampon ve Cozelti Icerik
TAE tamponu (5X) (11) 24,2 g Tris-Baz, 5,7 ml Asetik asit, 10 ml
0,5M EDTA (pH 8), ddH20 ile 1000 mI’ye
tamamlandi.
Silika 3M GSCN, 1,2g silika, 0,1g Tris, 60 ul Hel,
100 ml’ye tamamlayana kadar dH,O
eklenir.
Cizelge 4.3 Enzim kitleri
Enzim kiti Mensei
High Pure Viral RNA Kit Roche, Mannheim, Almanya
Reverse Transcriptase AMV Roche, Mannheim, Almanya
Taq DNA polimeraz Fermantaz, Tiirkiye
FastStart High Fidelity PZR System Roche, Mannheim, Almanya

4.1.3. SEKANSLAMADA KULLANILMIS KITLER VE CIHAZLAR

Sekanslamada Kullanilmis Kitler Ve Cihazlar Cizelge 4.4’te gosterilmektedir .
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Cizelge 4.4 Sekanslamada Kullanilmig Kitler Ve Cihazlar

Uriin ad1 Katalog No.
GS FLX Titanium Rapid Library Preparation 1 Kit (12 kiitiiphane 05608228001
Kit (Shared with GS FLX System) hazirlanmasi i¢in)
GS FLX Titanium Rapid Library MID 1 Kit (96 kiitliphane 05619211001
Adaptors (Shared with GS FLX System) hazirlanmasi igin)
GS FLX Titanium Library Paired End 1 Kit (10 deney igin) 05463343001
Adaptors (Shared with GS FLX System)
GSJunior Titanium emPZR Kit (Lib-L) 1 Kit (1 emulsyon PZR i¢in) | 05996481001
GSJunior Titanium emPZR Kit (Lib-A) 1 Kit (1 emulsyon PZR i¢in) | 05996520001
GSJunior Titanium Sequencing Kit 1 Kit (1 sekans i¢in) 05996554001
GSJunior Titanium PicoTiter plaka Kit 1 plaka 05996619001
GSJunior Titanium Control Bead Kit 1 Kit (1 sekans i¢in) 05996643001
GSJunior Maintenance Wash Kit 1 Kit (1 bakim yikama) 05889111001
GSJunior Sipper Maintenance Kit 1 Kit (10 tiip ile birlikte) 05954070001
GSJunior Preventative Maintenance Kit 1 Kit 05898765001
GSJunior Titanium Sequencing Buffers Kit 1 Kit 06627846001
GSJunior Reagent Decapping Tool Cihaz 06593020001
GSJunior emPZR Bead CounterV2 Cihaz 06594662001
GSJunior Bead Deposition Device Cihaz 05996473001
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Cizelge 4.4 (devam)

GSJunior BDD Counterweight Kit 1 Kit 05889103001

Enstriiman, bilgisayar ve
GSJunior sistem 05922160001
aksesuar

IKA Turrax Cihaz 05943353001

4.1.4. PRIMERLER

Bu aragtirmada kullanilmis RT-PZR ve PZR’de Kullanilmis primerler, c¢alismanin
yuriitiildigi labratuvarin HDV 6rneklerine yonelik kullanilan rutin tahlillerin primerlerin
arasindan se¢ilmis ancak nested PZR kapsama bdlgesi geregi, ileri ve geri primerler farkl
cift primerlerden secilip ve AG degerleri analizi yapilarak kapsama ve baglanma agisindan
uygun olan primerler kullanilmistir. Bu primerlerin dizin ve listesi Cizelge 4.5’de

gosterilmektedir.

Cizelge 4.5 RT-PZR ve PZR’de Kullanilmig primerler

Primerler DNA Dizisi (5°—3”) Referans
HDV(D3) F ACGAGTGAGGCTTATCCCGG
HDV(E4) R GAAGGAAGGCCCTCAAGAACAAGA
HDV(1160) F GCGGGCCGGCTACTCTTCTTT
Rutin caligmalar
HDV(430) R CTAGCCCCGTTGCTTTCTTTGCTTT
HDV(720) F GGCGCCGGCTGGGCAACATTCCGA
HDV(710) R GGAGGCTGGGACCATGCCGGCCA

4.1.5. “ FUZYON PRIMER” TASARLAMASI

Calisma kapsaminda yaklagik 1,7 kb olan HDV RNA’nin tamammin 5 farkh
amplifikasyonla ¢ogaltilmistir. GS-FLX junior cihazi ile deney tasarimi yapilabilmesi i¢in

yonteme uygun primerlerin (fiizyon primerleri) tasarlanmasi gerekmektedir (Sekil 4.1.).
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Sekil 4.1 GSJunior teknolojisinde kullanilan primerlerin sematik gosterimi (my454.com)

Bu PZR amplifikasyonunda, GS-FLX titanium primerleri (A ve B), TCAG bazlarindan
olusan anahtar (key) dizisi farkli 6rneklerin ayn1 anda multipleks yapilmasinda kullanilan
MID (multipleks identifier) dizileri ve Hepatit Delta viriisiiniin genomuna spesifik diziden
olusan, fiizyon primerleri tasarlanmistir. Bu fiizyon primerlerinin bilesenleri daha detayl

bir sekilde sekil 4.2. ‘de gosterilmistir.

4 N\

Forward Primer (primer A):
3’-CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG-MID-E\I]e:Wers 11K P4y -3’

Reverse Primer (primer B):
5’-CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAG-MID- e[|z Xere 113 Kel¥Aly]-3’

. J/

Sekil 4.2 “Temel” Amplikon dizileme i¢in fiizyon primerlerin Bilesenleri (my454.com)

Bu c¢aligmada tasarlanan flizyon primerlerin HDV genomuna spesifik dizini asagida

gosterilmektedir (Cizelge 4.6.).

Ayni anda ¢oklu o6rneklerin tek seferde galisilmasi sistem igerisinde fiizyon primerlerinin
icindeki MID dizilerinin farkli hastalar icin farklt MID dizileri kullanilmasi ile miimkiin
kilmmigtir.  GS-FLX sistemi i¢in kullanilan 14 adet MID dizisi cizelge 4.7.°de
gosterilmistir. Tasarlanan primerlerin HDV genomu iizerindeki yerlesimi ve amplikonlarin
uzunlugu, bunun yaninda HDAg-L ve HDAg-S ve Ribozim genlerinin konumu sekil

4.3.’te belirlenmistir.

Bir fiizyon primerinin uzunlugu yaklasik 50-60 baz kadar olmaktadir. Dolayisiyla primer
icindeki GC oraninin ayarlanmasi, primerlerin kendi iizerlerine katlanmasi veya
birbirleriyle dimer olusturmamasi i¢in olduk¢a gelismis bir primer tasarim programi

gerekmektedir.
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Cizelge 4.6 Kullanilmis “Fusion” primerlerin kaliba 6zglin dizini

Primerler DNA Dizisi (5°—37) Referans
HDVIF TCGTCCCCACATAGCAGA
HDVIR GAGTTGTCGAACCCAGTGAA
HDV2F TCCCTTAGCCATCCGAGT
HDV2R AGGCCCTCGAGAACAAGA
HDV3F ACTCTTCTTTCCCTTCTCTCGT
HDV3R GAAAAGAGTAAGAGCACTGAGGAT Kendi
HDVA4F TGTCGTCCTCAAGTTTCTTGATTTT tasarimimiz
HDV4R CCCGGAGTGCTTTCCAAA
HDVS5F TGGAGACATCCTGGAAGGG
HDV5R GATGGACGGAATCGGGAG
HDV6F GTCCCTCTCGAGTTCCTCT
HDV6R CTCTCAACCCTTCGGCC

Bu islem i¢in “Roche Diagnostic”in IDT DNA (integrated DNA technology) firmasi ile
anlagsarak  gelistirilen “fusion primer design tool” programi kullanilmistir
(http://eu.idtdna.com/scitools/applications/fusionprimers/). Hepatit delta viriisiiniin tiim
genomundan bu program kullanilarak her o6rnek i¢in farkli bir MID ile 6 farkl
amplifikasyon (12 farkli primer) tasarlanmistir. Ancak bu primer ¢iftlerinin biri alternatif
olarak tasarlanmis ve ayni bolgeded elde edilen amplikonlar icin kullanilmamistir.

Tasarlanan primerler ile PZR optimizasyon ¢aligmalar1 yapilmistir.

24




Cizelge 4.7 “Fiizyon” primerlerde Kullanilmis “MID”lerin dizini

MID Dizin MID Dizin
MID1 ACGAGTGCGT MID11 TGATACGTCT
MID2 ATCAGACACG MID13 CATAGTAGTG
MID4 AGCACTGTAG MID14 CGAGAGATAC
MIDS5 ACGCTCGACA MID15 ATACGACGTA
MID6 ATATCGCGAG MID16 TCACGTACTA
MID7 CGTGTCTCTA MID17 CGTCTAGTAC
MIDS CTCGCGTGTC MID18 TCTACGTAGC

HDV Tim Genom

1679 ¢b

Sekil 4.3 primerlerin ve 6nemli genlerin HDV genomu iizerindeki yerini gosteren sematik
resim (SnapGene software, GSL Biotech; www.snapgene.com)
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4.2. YONTEM

4.2.1. GONULLU NITELIGI (YAS, CINSIYET, HASTALIK, ARASTIRMAYA
KATILACAK KISI SAYISI VB.)

Calismamizda goniillii olur formunu kabul ederek imzalayan bireylerden, HDV ile enfekte
13 farkli hastadan serum Ornekleri alinmistir. Bu hastalar Ankara Universitesi Etik
kurulunun 08.06.2009 tarihli ve 153-4845 sayili kararina dayanarak ML22364 protokol
numarali ¢alismanin kapsamina alinan hastalardan secilmistir. Her hasta i¢in, hastalarin
tedavilerinin takibi siirecinde her 6 ayda bir (tedavinin 0., 6., 12., 24. aylar1) alinan 4 farkl
serum Ornekleri ¢aligmada kullanilmistir. Calismada cinsiyette herhangi bir kisitlama

koyulmazken, yas sinir1 yasalara uygun belirlenmistir.

4.2.1.1. Arastirmaya Dahil Olma Kriterleri

En az 6 aydir HbsAg ve anti delta (+) olma,

e ALT’nin normalin iist sinirindan yiiksek ve 10 mislinden diisiik olmast,

e Tarama Vizitinde HDV-RNA pozitifligi,

e Kompanse karaciger hastaligi,

e Hastalar 18-65 yas arasi olmali

4.2.1.2. Arastirmaya Dahil Olmama Kriterleri

Dekompanse karaciger sirozu,

e Hepatoselliiler karsinom varligi,

e Bagka karaciger hastalig1 varligi,

e HCV ve HCV RNA pozitifligi,

e HIV pozitifligi,

e (Ciddi yandas hastalik
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Interferon tedavisine alinan ve tedaviye farkli cevaplar veren hastalar cizelge 4.8°de

gosterildigi gibi arastirmaya dahil edilmistir.

Cizelge 4.8 Kriterlere uygun olarak se¢ilmis hastalarin farkli tarihlerdeki viral yiikleri

Baslangic 24 Hafta 48.Hafta 96.Hafta
Hasta | HDV-RNA | HDV-RNA | HDV-RNA | HDV-RNA
(kopya/ml) | (kopya/ml) | (kopya/ml) | (kopya/ml)

MG | 5.68x10° 3.51x10° 2.72x10* <300
MC | 1.81x10° <300 1.04x10* negatif
MY 9.53x10* negatif negatif negatif

% :q;')‘ RC 3.76x10° negatif negatif negatif

= 3

gj < | HA 7.69x10* negatif negatif negatif
BG | 1.02x10* 2.00x10* 2.19x10° <300
MB | 1.59x10° 1.15x10° negatif negatif

~ ) 4 4 3 :

0 ‘g |EK 3.10x10 5.95%10 3.07x10 negatif

3

— 4 4 . .

E 2 KK 8.02x10 negatif negatif <300
FO |8.10x10° 5.85x10° 2.31x10° 2.68x10°

(a4

PN 4 4 4 4

2 5 |FOC |9.92x10 1.85x10 2.58x10 7.45x10

5 &

A é 6 6 5 6

2 5 |[MA | 1.54x10 2.14x10 1.93x10 1.91x10

e

Z E 6 5 4 5

S S |YS 1.06x10 2.05x10 3.72x10 1.58x10
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4.2.2. HASTA SERUMUNDAN VIRAL RNA EKSTRAKSIYONU

Serumdan HDV RNA izolasyonu iiretici firmanin “High Pure Viral RNA” (Roche,
Indianapolis, USA) kiti igerisinde bulunan kullanma kitap¢igindaki yontem izlenerek

yapildi:

1) 200 pl serum ornegi, 400 pl poli-A iceren baglama tamponu (binding buffer) bir

ependorf tiipiine koyulur.
2) Karisim karistirilarak toplama tiipiine (high pure collection tube) aktarilir.
3) 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilir.

4) Filtreden gecen sivi atilir ve 500 pl inhibitdr uzaklagtirict tampon (inhibitor

removal buffer) eklenir.
5) 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilir.
6) Filtreden gegen siv1 atilir ve 450 pl yikama tampon u eklenir.
7) 5. ve 6. basamaklar tekrarlanir.
8) 10 saniye maksimum hizda santrifiij edilir.

9) Kolon 1,5 ml’lik steril bir ependorf tiipiine aktarilir ve 50 pl eliisyon tamponu

eklenir.
10) 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilerek DNA eliie edilir.
4.2.3. HDV-RNA’NIN TUM GENOMUNUN RT-PZR ILE COGALTILMASI

Serumdan elde edilen HDV RNA’nin tiim genomunun RT-PZR ile ¢ogaltilmasi, reaksiyon
karisimi1 0,2 ml’lik tiiplerde (Greiner Bioone, Avusturya) hazirlanmasiyla, “GeneAmp®
PZR System 9700” cihazinda yapildi. RT- PZR karisimi g¢izelge 4.9 esas alinarak
hazirlandiktan ve kalip RNA eklendikten sonra 42°C’de 90 dakika boyunca revers
transkripsyon yapilir.
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Cizelge 4.9 RT-PZR reaksyon karigimi

Primer  (10pmol) | 2 pul HDV(E4) R, HDV(430) R, HDV(710) R primerleri
kullanilmaktadir

ddH20 4,8 ul

dNTP 4 ul

AMYV buffer 4 ul

AMV 0,2 pul

Kalip RNA 5l

Toplam 20 ul

4.2.4. RT-PZR ILE COGALTILAN GEN BOLGELERIN PZR YAPILARAK CIFT
ZINCIR DNA URETILMESI

RT-PZR ile elde edilen tek zincir DNA konvansyonel PZR yapilarak ilgili bolgelerden ¢ift

zincir DNA elde edildi, reaksiyon karisimi 0,2 ml’lik tiiplerde (Greiner Bioone, Avusturya)

hazirlanmasiyla, “GeneAmp® PZR System 9700 cihazinda yapildi. Bu asamada c¢izelge

4.10 ve cizelge 4.11 bilgileri esas alinarak PZR karisimi hazirlanip ve 1s1l dongiileyici

programlandi.

Cizelge 4.10 PZR reaksiyon karigimi

Primer F (10 pmol) 2,5 ul Enzim (5 u/pl) 0,75 ul
Primer R (10 pmol) 2,5 ul dNTP (2mM) Sul
Buffer (10X) 5ul ddH20 27,25 ul
Magnezyum (25mM) 2 ul Kalip Sul
Toplam 50 pl
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Cizelge 4.11 PZR dongii sayisi ve siireleri

Dongli agamasi Sicaklik Stire Dongii sayisi
[k Denatiirasyon 95°C 5 dk 1 X
Denatiirasyon 95°C 30 sn
Baglanma 65°C 45 sn 35X
Uzama 72°C 2 dk
Nihai uzama 72°C 7 dk
1 X
Bekleme 4°C 0

4.2.5. PZR URUNLERININ AGAROZ JELDE YURUTULMESI

Elde edilen PZR iiriinleri %2’lik agaroz jelde yiiriitiilerek istenilen bdlgelerdeki DNA’nin
amplifiye oldugu kontrol edildi. Bant elde edilemeyen amplifikasyonlarda islemler en

bastan itibaren tekrarlandi.
4.2.6. PZR URUNLERININ SAFLASTIRILMASI

En son elde edilen PZR firiinleri, 6nceki asamalardan kalan primer ve PZR karisimi
cozeltileri icerdiginden dolayr daha verimli bir PZR yapilabilinmesi i¢in PZR {iriinii
saflastirildi. PZR iirtiniiniin iizerine 50 pl hazirlanan silika (1 g/ml) eklendi. 4600 rpm’de
1dk santrifiij edildi. Supernatant pipetle ¢ekilip atildi. Peletin tizerine 50 pl, %70’lik (yeni
hazirlanmis) Etanol eklenip ve karistirildi. 4600 rpm’de 1dakika santrifiij edildi.
Supernatant pipetle cekilip atildi. Peletin {lizerine 50 pl dH,O eklendi. Daha sonra
vortekslendi. Tiipiin kapagi acik sekilde 37°C de 30 dakika veya 72°C de 10 dakika
bekletilerek alkoliin ugmasi saglandi. 4600 rpm’de 1dakika santrifiij edildi. Supernatant saf

DNA i¢ermekte olup ve bir sonraki islemlerde kullanilmaya hazir hale getirildi.
4.2.7. AMPLIKON HAZIRLIGI (PZR)

PZR ile elde edilen ¢ift zincir DNA, MID’lerle isaretlenmis primerler ile konvansiyonel
PZR yapilarak ilgili bolgeler isaretlenerek c¢ogaltilir. Boylece DNA Kiitliphanesi
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hazirlanmis olur. Reaksiyon karigimi 0,2 ml’lik tiiplerde (Greiner Bioone, Avusturya)

hazirlanmasiyla, “GeneAmp® PZR System 9700 cihazinda yapildu.

PZR Master karisimi tek bir PZR tepkimesinin hacmini gosteren Cizelge 4.12°e gore
hazirlandi. Miktar, deney diizenegimizdeki PZR tepkimelerinin sayisina uygun olacak

sekilde ayarlandi.

Cizelge 4.12 PZR reaksiyon karisimi

Belirteg 1 reaksyon
ddH20 18,75 ul
FastStart 10x Buffer 2,5 ul
dNTP mix(herbiri 10 mM) 0,5 pul
[leri primer (10 pmol) 0,5 ul
Geri primer (10 pmol) 0,5 ul
FastStart HiFi polimeraz (5U/ul) 0,25 pl
Kalip DNA 2 ul
Toplam 25 ul

Herbir 6rnek ve herbir amplikon i¢in bir PZR tepkimesi hazirlandi. Herbir amplikon igin
farkl ileri ve geri primerler kullanildig1 i¢in, her amplifikasyona goére Master karisimi
primerler eklenmeden hazirlanip dagitilarak, daha sonra tepkime tiiplere ilgili MID’1 iceren
primerler ayrica ilave edildi. Her sekanslama turunda 22,5 pul PZR iiriinii kullanildi.
Dolayisiyla, sekanslamada yasanabilecek hatalardan dolayi, herhangi bir aksakligi ve
tekrari engellemek i¢in PZR karisim miktarlar: iki katina ¢ikartilarak 50 ul’ye ¢ikarilmis
oldu.

Genomik veya plazmid DNA numuneleri uygun derisim elde edilene kadar saflastirilir
suyla sulandirilir. Genomic DNA: 5-20 ng/ ul’ ye sulandirilir. Plazmid DNA: 1-2 ng/ pl’

ye sulandirilir. Bu ¢aligmada dnceki agsamadan elde edilip ve saflagtirilmig PZR {iriinleri,
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sulandirilmadan kalip DNA olarak kullanilmistir. Her bir 23 ul PZR Master karisimina 2
ul sulandirilmis kalip DNA eklenmistir. Tiipler 1s1l dongiileyiciye yerlestirildikten sonra
PZR programu ¢izelge 4.13 esas alinarak ¢aligtirilmistir.

Cizelge 4.13 PZR dongii sayisi ve siireleri

Dongti agamasi Sicaklik Stire Dongti sayis1
[k Denatiirasyon 94°C 3 dk 1X
Denatiirasyon 94°C 30 sn
Baglanma 65-55°C (her dongiide-1°C) 45 sn 10 X
Uzama 72°C 45 sn
Denatiirasyon 94°C 30 sn
Baglanma 55°C 45 sn 30X
Uzama 72°C 45 sn
Nihai uzama 72°C 8 dk
1 X
Bekleme 4°C 0

4.2.8. PZR URUNLERININ AGAROZ JELDE YURUTULMESI

Elde edilen PZR iiriinleri %2’lik agaroz jelde yiiriitiilerek istenilen bdlgelerdeki DNA’nin
amplifiye oldugu kontrol edildi. Bant elde edilemeyen amplifikasyonlarda islemler

tekrarlandi.
4.2.9. KUTUPHANE SAFLASTIRILMASI
I. 96 kuyucuklu plakalar i¢in (Ayn1 anda bir plakanin isleme alinmasi tavsiye edilir)

Ist blogu 40 °C ye ayarlandi. 17.5 ml lik % 100 etanolii 7.5 ml lik saflastirilmis suya
ekleyerek 25 ml lik %70 etanol hazirland1 ve vortekslendi. PZR fiirlinlerinin oldugu plaka
900 x g de 30 saniye santrifiij edildi. 22.5 pl lik saflastirilmis su, 96 kuyucuklu, yuvarlak
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tabanli polipropilen (PP) plakalarin her bir kuyucuguna pipetlendi. 22.5 pl lik her bir PZR
iriiniinli, PZR plakasindan PP plakasinin her bir kuyucuguna dikkatlice aktarildi. AMpure
boncuk sisesi 20 saniye veya boncuklar tamamen c¢oziillene kadar vortekslendi. Her bir
kuyucuga 72.0 ul lik AMpure boncuk eklendi ve karisim homojenlesene kadar en az 12
kez asag1 ve yukar1 pipetlenerek tamamen karistirildi. Oda sicakliginda 10 dakika inkiibe
edildi. Plaka, miknatisli stanta yerlestirildi ve supernatan temizlenene kadar oda
sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi. Plaka halen miknatish stant tizerindeyken supernatant,

boncuklara zarar vermeden dikkatlice ¢ekildi ve atildi.

Plaka, miknatis stanttan g¢ikarildi ve her bir kuyucuga 100 ul lik %70 etanol eklendi.
Soliisyonu sulandirmak icin plakaya 10 kez vuruldu. Pellet tamamen ¢oziilmeyebilir. Bu
kabul edilebilir bir durumdur. Plaka, miknatish stant iizerine yerlestirildi ve 1 dakika
inkiibe edildi. Plaka halen miknatisli stant iizerindeyken temizlenmis supernatan,

boncuklara zarar vermeden dikkatlice ¢ekildi ve atildi. Bu islemler tekrar edildi.

Miimkiin olan miktarda supernatan atildi. Biitiin pelletler tamamen kuruyuncaya kadar,
plaka ve miknatish stant 40 °C ye ayarlanmis 1s1 blogu {izerine birlikte yerlestirildi (10-20
dakika). Asir1 kurumayir Onlemek igin plakayr 1s1 blogu ilizerinde gereginden fazla
birakilmadi. Plaka 1s1 blogundan dikkatlice ¢ikarildi. Fakat pelletlerin bu aktarim boyunca

sabit kalmasini saglamak i¢in, plakanin miknatisl stant iizerinde olmasina dikkat edildi.

Her bir kuyucuga 20 pl lik 1x TE buffer eklendi. Stanttan ¢ikarildi. Plakaya, tiim pelletler
¢oziilene kadar yavasca dokunuldu. Plaka, miknatisl stanta yerlestirildi ve pellet halkasini
yerinden oynatmak icin dairesel bir devirimle hareket ettirildi. Biitiin pelletler yayilana
kadar plakaya dokunuldu. Bu hareket ile PZR firtinlerinin boncuklardan etkili bir sekilde
¢Oziilmesi saglandi. Plaka, miknatish stanta yerlestirildi ve 2 dakika inkiibe edildi.
Supernatant, her bir kuyucuktan yeni bir 96 kuyucuklu plakaya aktarildi. Bu aktarim
sirasinda bazi kuyucuklardan pellet de aktarilabilir, bu durum kabul edilebilirdir. Plaka
kapatild1 ve miktar tayin edilecek asamaya gecilecek duruma gelene kadar -15 ila -25 °C

de depoland1
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II.  PZR Tiipleri i¢in

Is1 blogunu 37 °C ye ayarlandi. Gerekli miktarda % 70 etanol hazirlanip ( amplikon baglina
400 pl) 10 ml i¢in 3 ml saflastirilmis suya 7 ml % 100 etanol eklendi ve vortekslendi. PZR
tipleri kisaca santifiij edildi. 22,5 pl saflastirilmis su, 1,5 ml lik tiiplere pipetlendi
(amplikon basina bir tiip). Her bir PZR {iriinliniin 22,5 ul’si, PZR tiiplerinden her bir 1,5 ml
lik tiiplere aktarildi. AMpure boncuk sisesi 20 saniye veya boncuklar tamamen ¢oziilene
kadar vortekslendi. Her bir tiipe, 72,0 ul AMpure boncuk eklendi ve 5 dakika
vortekslenerek tamamen karistirildi. Oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edildi. Tiipleri
“Miknatish Parga Toplayic” (MPC)’de yerlestirildi ve oda sicakliginda 5 dakika inkiibe
edildi. Tiipler halen MPC i¢indeyken, boncuklara zarar vermeyecek sekilde supernatant

cekildi ve atildi.

Tiipler MPC’den cikarildr ve her bir tiipe 200 pl %70 etanol eklendi. Tiipler 5 dakika
vortekslendi. (Pellet tamamen temizlenmeyebilir, bu durum kabul edilebilir). Tiipler
MPC’ye yerlestirildi ve 1 dakika inkiibe edildi. Tiipler halen MPC i¢indeyken, boncuklara

zarar vermeyecek sekilde supernatant ¢ekildi ve atildi. Bu islemler tekrar edildi.

Miimkiin olan miktarda supernatan atildi. Agik tiipler, pellet tamamen kuruyana kadar 37
°C’ye ayarlanmis 1s1 blogu iizerine yerlestirildi (yaklagik 5 dakika). Asir1 kurumay1
onlemek i¢in tlipler 1s1 blogu {izerinde gereginden fazla birakilmamali. Tiipler MPC’den
cikarildi. Her bir tiipe 10 pl 1x TE buffer eklendi. 5 saniye veya pellet tamamen ¢oziilene
kadar vortekslendi. Tiipler MPC’ye yerlestirildi ve oda sicakliginda 2 dakika inkiibe edildi.
Tiipler halen MPC igindeyken supernatant, dikkatlice yeni bir 1,5 ml’lik ependorf tiip
setine aktarildi. Saflastirilmis amplikonlar tek tek miktar tayin edilecek asamaya gecilecek

duruma gelene kadar -15 ila -25 °C de depolandi.
4.2.9.1. Kiitiiphane Miktar Tayini

Kiitiiphane miktar tayini, Roche Light Cycler 480 araciligiyla “Quant-iT PicoGreen
dsDNA Assay Kit” kullanilarak yapilmustir.
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4.2.9.2. Standart Egri

PicoGreen kitindeki dngoriilen standart DNA ( 100 ng/ pl ) eritildi. 1,5 mI’lik mikrosantifiij
tiipler 1’den 8’e etiketlendi ve 1x TE buffer, Tiip 1, 594 pul ve Tiip 2-8, 300 pl olacak
sekilde bu tiiplere aktarildi.

6 ul standart DNA 1. Tiipe aktarildi (100x derisim: 1 ng/ ul) ve 10 saniye vortekslendi. 300
ul, 1. Tiipten 2. Tiipe aktarildi ve 10 saniye vortekslendi. 300 pl, 2. Tiipten 3. Tiipe
aktarild1 ve 10 saniye vortekslendi. Bir tiipten bir sonraki tiipe 300 ul aktararak ve 7. Tiipe
kadar 10 saniye vorteksleyerek derisim serisine devam edildi. Her bir standart DNA
derigsiminden 100 pl, 96 kuyucuklu, beyaz, real time plakalarin 12. Siitununun her bir
kuyucuguna aktarildi. Standart kuyucuk basma diisen DNA miktar1 Cizelge 4.14°te

listelenmistir.

Cizelge 4.14 standart egrisi i¢in 8 kademeli DNA derisimi

Tiip # Kuyucuk DNA derisimi
Tiip 1 Al2 100.00 ng/Kuyucuk
Tiip 2 B12 50.00 ng/Kuyucuk
Tip 3 C12 25.00 ng/Kuyucuk
Tiip 4 D12 12.50 ng/Kuyucuk
Tiip 5 E12 6.25 ng/Kuyucuk
Tiip 6 F12 3.13 ng/Kuyucuk
Tiip 7 Gl12 1.56 ng/Kuyucuk
Tiip 8 H12 0.00 ng/Kuyucuk

4.2.9.3. Deney

99 ul 1x TE Buffer, her bir 96 kuyucuklu, beyaz, real time plakalarin geriye kalan 88
kuyucuguna (veya gerektigi kadar) aktarildi. Her saflastirilmis amplikon DNA
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numunesinin 1 ul’si, real time plakalarin ilgili kuyucuklarina aktarildi. 100 ul’ye

ayarlanmis ¢ok kanalli bir pipet kullanilarak asag1 ve yukar1 4 kez pipetlenerek karistirildi.

Her 6rnek i¢in yeni bir u¢ kullanildi. Quant-iT PicoGreen dsDNA Assay Kit lireticisinin
tarifi iizerine, her bir kuyucuga 100 pl 1:200 seyreltme oraninda PicoGreen eklenerek
deney uygulandi. Asag1 ve yukar1 4 kez pipetleyerek dikkatlice karistirildi. Her kuyucuk
icin yeni bir u¢ kullanildi. Plaka Roche 480 Real-time PZR cihazina yerlestirildi ve ¢izelge
4.15’te belirlendigi ayarlarla florsan 6l¢iim i¢in programlandi. Florsan ol¢iim degerleri
islem sonucunda bir veri dosyasi olarak alind1 ve 6nceden bu amagla hazirlanmis excell
dosyasina aktarildi. Bdylece 4.2.9.2. boliimiinde bahsedilen standart DNA tiiplerinin
derisimi R2 degeri hesaplanarak dogrulandi (sekil 4.4).

Cizelge 4.15 florsan dl¢limii i¢in Roche 480 cihazinda kullanilan program

Asama | Dongii | Analiz modu | Sicaklik (°C) | Edinme modu | Siire | Egim (°C/sn.)
1 1 Erime egrisi 20 yok 10 sn. 4,4
2 5 Olgme 37 Tek 5sn. 4,4
3 1 Erime egrisi 20 yok 10 sn. 2,2

oo k00w

35.00

30.00

25.00

20.00

15.00

10.00

5.00 *

e 02 04 06 08 1 12

Sekil 4.4 Standart egrinin R2 degerinin en az 0.98 oldugu dogrulandi.
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4.2.9.4. Amplikon Seyreltilmesi ve Havuz Olusturma

Asagidaki formiil kullanilarak her amplikonun molekiil sayis1i olarak konsantrasyonu

hesaplandi.

(6rnek konsantrasyonu; ng/ul) x 6.022 x 1023
656.6 X 10° x amplikon uzunlugu; bp

molekiil sayisi/pl =

Her bir amplikon (ayri ayr1) Ix TE Buffer’da 1x10°’a seyreltildi. Bu islem, asagida

hesaplanan TE hacmine 1 pl her amplikon 6rnegi eklenerek yapildi.

molekiil sayisi(1.adimdan)
< 10° B 1) l

Cok sayida amplikonun dizilimi birlikte yapilacaksa, yani PicoTiter Plakada, bu seyreltilen
amplikonlarin her birinden esit hacim ( 6rn: 10 pl )karistirilarak amplikon havuzu
hazirlandi. Amplikon havuzu 198 pl saflastirilmis suya, 3. adimdaki amplikon havuzundan

2 ul eklenerek 107 molekiil sayisina seyreltildi. 1x 10° molekiil sayili stoklar -15 ila -25

°C’de saklanir.

4.2.10. EMPZR AMPLIFIKASYONU

Bir DNA kiitiiphane Orneginin emiilsiyon tabanli klonal amplifikasyonu (emPZR
amplifikasyon), 7 temel asama gerektirir. Bu method PZR iirlinlerinin GSJunior Titanium

serisi ve iki yonlii flizyon primerleri i¢indir (Lib-A).
4.2.10.1.Baslamadan Once

Oda sicakligr +15 ila + 25°C arasinda olmalidir. Birden fazla emiilsiyon islenirken, GS
FLX Titanium MV emPZR Lib-A Kitinin kullanilmas1 uygun maliyetli olacaktir. Cilinkii

bu kit 8 emiilsiyon igerir.

4.2.10.2.emPZR Amplifikasyonunda Kullamlacak Kiitiiphane Miktarinin Tayini

Bir¢ok amplikon kiitiiphanesi 6rnegi i¢in, kelepce boncuk basina diisen 2 molekiil DNA
kiitiiphane girdisi, %5 ve %20 arasinda bir boncuk zenginligi saglayacak ve tatmin edici

dizileme sonuglari iiretecektir.
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Boncuk zenginligi oram1 %20’nin iizerindeyse, girdi molekiilleri 3 kat azaltilir. Boncuk
zenginligi orant %5’in altindaysa, girdi molekiiller 3 kat artirilir. Eger kiitiiphane verimi
onceki deneyimlerden tahmin edilebiliyorsa, boncuk bagina diisen Onceden saptanmis

DNA molekiil sayis1 kullanilabilir.

4.2.11. KITLERIN VE EMULSIYON YAGININ HAZIRLIGI

4.2.11.1.Kit hazirh@

“emPZR” kit kutusu agild1 ve Enzim Karisimi ve “PPiase” tiipleri harig kit bilesenleri oda
sicakliginda eritildi. Enzim Karigimi ve PPiase tiipleri -15 ila - 25°C arasinda
saklanmalidir. Eritildikten sonra 5 saniye vortekslendi. Coziilmeye yardimci olmasi igin
“Aditif” tipli 55°C’de 5 dakika vortekslendi ve 1sitildi. Eger hala ¢okelti kaliyorsa, tiip
merkezkag yapildi ve supernatant kullanildi. Enzimler de dahil biitiin kit bilesenleri mini
santrifiijde 10 saniye dondiirtildii. Enzimler, -15 ila - 25°C sicakliga bekletildi. Diger kitler
oda sicakliginda birakildi.

4.2.11.2.Mock Karisimi ve On Emiilsiyon Hazirhg

Emiilsiyon yagi tiipli, maksimum vorteks kuvvetlice vortekslendi ve tiim icerik (4 ml)
“Turrax” karistirma tiipline dokiildi. 1,72 ml saflagtirilmis suya 430 ul “Mock™ Karigimi
eklenerek 1x “Mock” karisimi hazirlandi. Karistirmak i¢in vortekslendi. 2,0 ml 1x “Mock”
karisimi, emiilsiyon yaginin oldugu “Turrax” karistirma tiipiine eklendi. “Ultra Turrax
Tube Drive” (UTTD), 4000 rpm’de 5 dakika ayarlandi. Karistirma tiipi UTTD’ye
yerlestirildi ve emiilsiyonu karistirmak icin UTTD ¢alistirildi. Islem bittiginde, karistirma
tiipti UTTD’den ¢ikarildi.

4.2.11.3.Live Amp Mix A ve B ‘nin hazirh@

“Live Amp” A karisimi ve “Live Amp” B karigimi, Cizelge 4.16°e gore 2 ayn tiipte
hazirlanir. Kitler, Cizelgede listelendigi sirayla eklenmelidir. “Live Amp” A ve B

karigimlari, 5 saniye vortekslendi ve buz i¢inde saklandi.
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Cizelge 4.16 “Live Amp” A ve “Live Amp” B karisimlar1 hazirlanmasi

“Live Amp” A karigimi “Live Amp” B karigimi
Belirteg Hacim (ul) Belirteg Hacim (pl)
ddH20 205 ddH20 205
additif 260 additif 260
AMP mix 135 AMP mix 135
Amp Primer A 40 Amp Primer B 40
Enzim mix 35 Enzim mix 35
PPiase 1 PPiase 1
Toplam 676 Toplam 676

4.2.11.4.DNA Kiitiibhanesinin kelepcelenmesi

Kelepceleme boncuklari: Kelepgeleme boncuk A ve B karistirmamalidir. Kelepceleme
boncuk A sadece “Live Amp” A ile; Kelepgeleme boncuk B sadece “Live Amp” B ile
karistirildi.

0,5 ml Yikama Tamponu, 4,5 ml saflastirilmis suyla karistirildi ve 1x Yikama Tamponu
hazirlandi. 1 ml 1x yikama Tamponu her iki kelepceleme boncuk tiipiine eklendi ve
vortekslendi. Kelepgeleme boncuklar, tiipler 10 saniye dondiiriilerek, 180° ¢evrilerek ve
tekrar 10 saniye dondiiriilerek, mini santifiijde ¢okeltildi (dondiir-¢evir-dondiir). Boncuk
pelletlerine zarar vermeden, supernatanlar dikkatlice ¢ekildi ve atildi. Kelepgeleme
boncuklar bir kez daha 1 ml 1x yikama tamponu ile yikandi. Boncuklar, tekrar ¢oziilmek
icin vortekslendi, dondiir-gevir-dondiir yapildi ve supernatant atildi. Amplikon DNA
kiitiiphanesinden ayrilan bir par¢a c¢ogaltilmak {izere ¢ozildi. Gerekli DNA

kiitiiphanesinin hacmi asagidaki denklem kullanilarak hesaplanda.

Boncuk basina gerekli molekiilx5 milyon boncuk

tlip basina diisen pl DNA kiitiiphanesi =

Kiitiiphane derisimi (molekiil sayisi/ul)
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Ornegin:

boncuk basina 2 molekiil X 5 milyon boncuk

5 pl kiittiph =
pikutuphane 2 milyon molekiil /ul

Eger gerekirse, eklenecek hacim, 5 ul ve 30 ul arasinda olacak sekilde bir kiitiiphane

seyreltisi hazirlandi. Hesaplanan Amplikon DNA kiitiiphanesi hacmi, yikanan Caprute

Boncuk A tiipiine eklendi. Ayni hesaplanan Amplikon DNA kiitiiphanesi hacmi,

Kelepceleme Boncuk B tiipiine eklendi. Tiipler, 5 saniye vortekslendi.
4.2.11.5. Emulsifikasyon

600 pl Live Amp B karisimi, kelepgelenmis B kiitiiphanesine eklendi. Vortekslendi ve tiim
icerik Turrax karigtirma tiipiine aktarildi. UTTD 2000 rpm’de 5 dakikaya ayarlandi.
Karigtirma tiipti UTTD’ye yerlestirildi ve emiilsiyonu karistirmak i¢in UTTD calistirildi.
600 pl Live Amp Mix A, kelepcelenmis A kiitiiphanesine eklendi. Vortekslendi ve tiim
icerik ilk adimda oldugu gibi ayn1 Turrax karistirma tiipline aktarildi. Karigtirma tiipii
UTTD’ye vyerlestirildi ve son emiilsiyonu yapmak iizere UTTD calistirildi. Islem
bittiginde, karistirma tiipii UTTD’den ¢ikarildi.

4.2.12. AMPLIFIKASYON
4.2.12.1. Emiilsiyonlarin dagitim

Combitip pipet kullanilarak, 100 pl emiilsiyon 96 kuyucuklu tabakaya, hava ¢ekmemeye
O0zen gostererek yavasca cekilerek dagitildi. Biitiin kuyucuklarin diizgiin bir sekilde

kapatildigindan emin olarak, kuyucuklar1 kapatildi.

4.2.12.2. Amplifikasyon reaksiyonu

Palaka 1s1 dongiileyiciye yerlestirildi ve cihaz agik konumdayken amplifikasyon programi

baslatildi. Programin (cizelge 4.17) tamamlanmasi yaklasik 6 saat siirdii.
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Cizelge 4.17 emulsyon PZR sicaklik ve siireleri

Dongii agamast Sicaklik Stire Dongii sayist
[k Denatiirasyon 94°C 4 dk 1X
Denatiirasyon 94°C 30 sn
Baglanma 58°C 4,5 dk 50X
Uzama 68°C 30 sn
Bekleme 1°C 0 1 X

emulsiyon PZR bittiginde plakalardaki kuyucuklara yan taraftan bakilir, boncuklar
homojen oldugu takdirde PZR’nin bu asamaya kadar gecerli oldugunu gosterir (sekil 4.4
A,B), ancak boncuklarda kirik ve parcalanma goriilirse PZR’nin hatali oldugunu

gostermektedir (sekil 4.5 C).
4.2.13. BONCUK GERI KAZANIMI
4.2.13.1.Vakum destekli emiilsiyon kirimi

GSJunior Titanium emPZR Yag1 ve Breaking Kit aspiratoriin altina koyuldu. 50 ml’lik
falkon tiip, GSJunior Titanium yag1 ve kirma kit’ten alinan kapaga baglandi. 50 ml’lik
tiiptin kapagi1 saklanir. Mavi baglayici, “transpet”in (emici tarak) iist girisine sokuldu.

Hortumun diger ucu vakum cihazina baglandi (sekil 4.5).
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Sekil 4.5 emulsiyon PZR tiiplerinin saglikli (A,B) ve hatali (C) goriiniimii (my454.com)

4.2.13.2. Emiilsiyon toplamasi ve ilk yrtkamalar

Vakum cihazi ¢alistirildi. Transpet ug¢larinin, kuyucuklarin diplerinde olusturdugu yavas,
dairesel bir hareketle, emiilsiyonlar tiim kuyucuklardan ¢ekildi ve 50 mI’lik tiipte toplandi.
Biitiin emiilsiyonlar c¢ekildikten sonra, transpet, maksimum miktarda materyalin toplama

tiipiine tahliyesini saglamak icin iist kismi1 asag1 gelecek sekilde ¢evrildi.

." \ A ] .- II
| L |
I i \
1- km" i \‘\.
| 50 ml'lik ]
tiipe takilir 3- vakum
cihazina
baglanir

Sekil 4.6 emiilsiyon kirma ve boncuk geri kazanimi sisteminin sematik gdsterimi
(my454.com)

Kuyucuklar, kuyucuk basina 100 pl izopropanol ile iki kez duruland:. Izopropanol emildi
ve transpet, maksimum miktarda materyali elde etmek i¢in iist kism1 agag1 gelecek sekilde

cevrildi. Fazladan yaklagik 5 ml izopropanol, hortumda kalmasi muhtemel boncuklari
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toplamak icin yavasca ¢ekildi. Vakum cihazi kapatildi ve ¢ogaltilan DNA’larin bulundugu
50 mI’lik tiip ¢ikarildi ve kapatildi. 50 ml’lik tiip, aspiratérden ¢ikarildi.

4.2.13.3.Boncuk yikamasi ve geri kazanimi

Toplanan emiilsiyonlarin oldugu tiip, vortekslendi. 35 ml hacme ulasana kadar,
izopropanol eklendi ve tekrar peleti ¢ozmek i¢in vortekslendi. Boncuklar, santriftijde 930 x
g ‘de 5 dakika ¢okeltildi ve supernatant dikkatlice disar1 dokiildii. 10 ml zenginlestirme
tamponu eklendi ve peleti tekrar ¢ozmek icin etraflica vortekslendi. 40 ml hacme ulasana
kadar, izopropanol eklendi ve iyice vortekslendi. Boncuklar, santrifiijde 930 x g ‘de 5
dakika ¢okeltildi ve supernatant dikkatlice c¢ikarildi. 35 ml hacme ulasana kadar,
izopropanol eklendi ve iyice vortekslendi. Boncuklar, santrifiijde 930 x g ‘de 5 dakika
cokeltildi ve supernatant dikkatlice ¢ikarildi. 35 ml hacme ulagana kadar, etanol eklendi ve
iyice vortekslendi. Boncuklar, santrifiijde 930 x g ‘de 5 dakika ¢okeltildi ve supernatant
dikkatlice ¢ikarildi. 35 ml hacme ulasana kadar, zenginlestirme tamponu eklendi ve iyice
vortekslendi. Boncuklar, santrifiijde 930 x g ‘de 5 dakika ¢okeltildi ve 2 ml zenginlestirme
tamponu kalacak sekilde supernatant dikkatlice ¢ikarildi. DNA boncuk ¢ozeltisi, 1000 pl
pipet yardimiyla 1,7 ml’lik bir mikro santrifiij tiipe aktarildi. Tiip dondiiriiliip, ¢evrilip ve
dondiiriiliip ve supernatant atildi. 50 ml’lik tiip 1 ml zenginlestirme tamponu ile durulanir
ve kullanilan zenginlestirme tamponu 1,7 ml’lik tiipe eklendi. Tiip dondiiriiliip, ¢evrilip ve
dondiiriiliip ve supernatant atildi. Boncuk peleti 1 ml zenginlestirme tamponu ile etraflica

durulandi. Tiip dondiiriiliip, ¢evrilip ve dondiiriiliip ve supernatant atildi.

4.2.14. DNA KUTUPHANESI BONCUK ZENGINLESTIRILMESI

4.2.14.1. Zenginlestirme Hazirhgi

Kuru Ist blogu c¢alistirm ve 65°C’ye ayarlaymn. 125 pl NaOH (10 N) , 9,875 ml
saflagtirilmis suda karistirilarak erime ¢6zeltisi hazirlandi. 1 ml erime ¢ozeltisi 1,7 ml’lik
boncuk tiipiine eklendi ve vortekslendi. Oda sicakliginda 2 dakika inkiibe edildi. Tiip
dondiiriiliip, ¢evrilip ve dondiiriiliip ve supernatant atildi. Bu islem 1 kez tekrarlandi. 1 ml
tavlamak tamponu 1,7 ml’lik boncuk tiipiine eklendi ve vortekslendi. Tiip dondiiriiliip,
cevrilip ve dondiiriiliip ve supernatant atildi. Bu islem 2 kez tekrarlandi. 45 pl tavlamak
tamponu, 15 ul Enrich Primer A ve 15 ul Enrich Primer B, 1,7 ml’lik boncuk tiipiine
eklendi ve vortekslendi. Tiip, 1sitic1 bir bloga 65°C’de 5 dakika yerlestirildi ve derhal 2
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dakika buzda sogutulur. 1 ml zenginlestirme tamponu 1,7 ml’lik boncuk tiipline eklendi ve
vortekslendi. Tiip dondiiriiliip, cevrilip ve dondiiriiliip ve supernatant atildi. Bu iglem 2
defa daha tekrarlandi. 1 ml Zenginlestirme Tamponu 1,7 ml’lik boncuk tiipiine eklendi ve
vortekslendi. Tip, bolim 4.2.14.3’¢ (DNA tasiyan boncuklarin zenginlestirilmesi

asamasina) gelene kadar oda sicakliginda birakildi.

4.2.14.2. Zenginlestirme Boncuklarimin Hazirhig:

Kahverengi Enrichment boncuklarinin oldugu tiip, igerigini tamamen ¢6zmek icin 1 dakika
vortekslendi. Tiip, Magnetic Particle Concentrator (MPC)’a yerlestirildi ve Enrichment
Boncuklar c¢okelene kadar yaklasik 3 dakika beklendi. zenginlestirme boncuklarin
cekilmemsine 6zen gostererek, supernatant atildi. 500 pl zenginlestirme tamponu eklendi
ve vortekslendi. Enrichment Boncuklar, bir MPC kullanilarak c¢okeltildi. Enrichment
Boncuklarin ¢ekilmemesine 6zen gdstererek, supernatant atildi. Bu islemler 1 kez daha
tekrarlandi. Supernatant atildiktan sonra, tiip MPC’den ¢ikarildi. 80 pl zenginlestirme

tamponu eklendi ve vortekslendi.

4.2.14.3.DNA Tasiyan Boncuklarin Zenginlestirilmesi

80 ul yikanmis zenginlestirme boncuk, 1,7 ml’lik boncuk tiipiine eklendi ve tamamen
karigsmasi icin vortekslendi. Tiip, “LabQuake”da oda sicakliginda 5 dakika dondiiriiliir.
Tiip, MPC’ye yerlestirildi ve Enrichment Boncuklar ¢okelene kadar 3-5 dakika beklendi.
MPC birka¢ kez tersyliz edildi ve boncuklar c¢okelene kadar beklendi. Kahverengi
zenginlestirme boncuklarin ¢ekilmemesine 6zen gdstererek; supernatant, 1000 ul bir pipet
yardimiyla dikkatlice ¢ekildi ve atildi. Boncuklar, supernatantta gozle goriinen beyaz

boncuk kalmayincaya kadar zenginlestirme tamponu ile asagida agiklandig1 gibi yikandi:

Tiipe, 1 ml zenginlestirme tamponu eklendi. Tip, MPC’den c¢ikarilip ve giizelce
vortekslendi. Tiip duvarindaki boncuklarin miknatisla ¢okeltilmesi i¢in tiip, MPC’ye geri
yerlestirildi. MPC ters c¢evrildi ve boncuklar ¢okelene kadar bekletildi. zenginlestirme
boncuklarin ¢ekilmemesine 6zen gostererek; supernatant, 1000 pl bir pipet yardimiyla
dikkatlice ¢ekilip ve atildi. Bu igslem, beyaz DNA boncuklar artik ¢cekilmeyene kadar 6-10
kez tekrarlandi. Istege bagli olarak, supernatan toplandi ve yikamalarm bittigini takip

etmek i¢in dondiirtildii.
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4.2.14.4. Zenginlestirilmis DNA Boncuklarimin Toplanmasi

Zenginlestirilmis boncuklarin oldugu tiip MPC’den ¢ikarild1 ve boncuk pelet 700 pl Melt
Soliisyonda tekrar ¢oziildii. 5 saniye vortekslendi ve zenginlestirme boncuklar ¢okene
kadar enrichment tiipii MPC’ye yerlestirildi. Zenginlestirilmis DNA boncuklarini igeren
supernatant, yeni bir 1,7 ml’lik mikrosantrifiij tiipiine aktarildi. zenginlestirme tiipiine bir
kez daha 700 pl erime soliisyon eklendi. 5 saniye vortekslendi ve zenginlestirme boncuklar
cokelene kadar enrichment tiipii MPC’ye yerlestirildi. Zenginlestirilmis DNA boncuklarin
iceren supernatant, 1,7 ml’lik ayni tlipe aktarildi. zenginlestirme tlipti ¢ikarildi. 1,7 ml’lik

tiip dondiiriliip, ¢evrilip ve dondiiriiliip ve supernatant ¢ikarip atildi.

1 ml Tavlamak Tamponu eklendi ve 5 saniye vortekslendi. Tiip dondiiriiliip, cevrilip ve
dondiiriiliip ve supernatant c¢ikarip atildi. Bu adimlar 2 kez tekrarlandi. 100 pl tavlamak

tamponu eklendi ve boncuklar yeniden ¢oziilene kadar vortekslendi.
4.2.15. DIZILEME PRIMERLERININ BAGLANMASI

15 pl Seq Primer A ve 15 pl Seq Primer B eklendi ve vortekslendi. 1,7 ml’lik tiip, 1s1tic1
bir bloga 65°C’de 5 dakika yerlestirildi ve derhal 2 dakika buzda sogutulur. Tiip
dondiiriiliip, c¢evrilip ve dondiiriiliip ve supernatant c¢ikarip atildi. Bu adim 2 kez
tekrarlandi. 1 ml tavlamak tamponu boncuk pelete eklendi ve vortekslendi. Tiip boncuklari
¢cOkeltmek i¢in dondiiriiliip, ¢evrilip ve dondiiriildii. Bir GSJunior dizileme kosusu 500,000
zenginlestirilmis boncuk girdisi gerektirir. Zenginlestirilmis boncuk miktari, GSJunior
boncuk sayic1 kullanilarak boliim 4.2.16°de tarif edildigi tizere hesaplanir. Boncuklar +2 ila

+8 °C’de sakland1 ve bir giin sonra dizilendi.
4.2.16. GSJUNIOR BONCUK SAYICI

Bir GSlJunior dizileme kosusu i¢in tavsiye edilen boncuk girdisi sayist1 500,000
zenginlestirilmis boncuktur. Zenginlestirilmis boncuk miktarini hesaplamak i¢in, GSJunior
cihazinin bir aksesuar1 olan GSJunior boncuk sayict v2 kullanildi. Boliim 4.2.15. son
adimdan 1,7 ml’lik tiip, GSJunior boncuk sayict v2 cihazina tiipiin alt kismi deligin
tabanina degecek sekilde koyuldu. Boncuk sayici, yan tarafta okunan “Single Prep” yazisi
size bakacak sekilde goz hizasinda tutuldu. Zenginlestirilmis boncuk miktarini hesaplamak

icin cama bakilir. Boncuk peletin iist kismi, cam dahilinde olmalidir.
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Eger boncuk peletin iist kismi cam dahilinde ve penceresinin alt kdsesinin iistiinde
(500,000 boncuk) kaliyorsa (sekil 4.7 A), fazla boncuklar daha sonra kullanilmak {izere
temiz bir 1,7 ml’lik mikrosantrifiij tiipiine alindi. Geri kalan 500,000 boncuk GSJunior
cihazina yiiklendi.

Eger boncuk peletin iist kism1 boncuk sayici penceresinin alt kdsesinin altinda kaliyorsa
(yani goriinmiiyorsa), hazirlik 500,000 boncuktan daha az boncuk igerir. Yine de,

boncuklar degerlidir ve bu miktar da deney plani i¢in yeterli olabilir.

Eger boncuk peletin iist kismi Boncuk Sayici penceresinin iist kdsesinin {istiindeyse,
hazirlik basarisiz olmustur. Bu durumda boncuklar ¢ikarildi ve emiilsiyon siireci 3 kat daha

az kiitiiphane ornegiyle tekrarlandi.

Pencerenin {ist kosesi 2 milyon boncuk tanimlarken, alt kdsesi 500,000 boncuk
tanimlamaktadir. Boncuk Sayici’in 6n goriiniimii boncuk peletini gorsellestirmek adina

yardimci olabilir. (sekil 4.7).

Sekil 4.7 GSJunior Boncuk sayici v2 yan (A) ve 6n (B) goriiniimii (my454.com)

4.2.17. DIZILEME METODU
GSJunior Dizileme yontemi 4 adimlik bir siiregtir:

e Cihazdaki fliidiklerin, 6n yikama Tamponu ile yikanmasi. Bu asama ilgili

protokole uyarak ve gerekli kitler kullanilarak yapildi(96).
e Boncuklarin hazirlanmasi ve Boncuk ylikleme aparatina (BBD) yiiklenmesi

e Cihazin ¢okelti ve tamponlarla baglatilmasi
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¢ Dizileme siirecinin uygulanmast
4.2.17.1.BASLAMADAN ONCE

Oda sicakligr +15 ila +25 °C arasinda olmalidir. Biitiin 1,7 ml’lik tiipler silikonlanmalidir.
Cozelti ve enzim kutusundaki bilesenler eritildi. 2,0 ml’lik tiipler ve 50 ml falkon tiip
cikarildi ve 2,0 ml’lik tiipler erimek iizere buza birakildi. 10 tiipliik ¢ozelti kasetinin
oldugu kap oda sicakliginda ¢esme suyuyla dolduruldu. Kaset, suyun i¢ine batirilmaz, dik
tutulur ve direk gilines 1s18indan muhafaza edildi. 50 ml’lik tiip erimesi i¢in kaba
yerlestirildi. Kaset ve 50 mlI’lik tiip periyodik bir sekilde 3 kez icerikleri karigsin diye alt-
iist ¢evrildi. Icerik eridiginde, ¢dzeltilerin oldugu kaset 50 ml’lik tiip, kullanilana kadar +2
illa +8 °C’ye aktarildi. “Paketleme boncuklar” ve supleman CB’nin oldugu kutu

buzdolabindan alind1 ve ihtiya¢ olana kadar buzda saklandi.

4.2.17.2.0n Yikama

Cihazdaki fliidiklerin, 6n yikama tamponu ile yikanmasi. Bu agama ilgili protokole uyarak

ve gerekli kitler kullanilarak yapildi.

4.2.17.3. PicoTiter plaka Cihazimin Hazirh@
4.2.17.3.1.  Boncuk Tamponu 2 (BB2)’ nin Hazirh@

6.6 ml supleman tamponu, CB sisesine eklendi. Sise 10 kez alt iist ¢evrilerek igerik
tamamen karistirildi. 50 ml’lik serolojik pipet yardimiyla 40 ml tamponu CB, 50 ml’lik
temiz bir falkon tlipe aktarildi ve buz i¢ine yerlestirildi. “Apiraz” tiip, mikrosantrifiijde

9,300 RCF (10,000 RPM)’de 5 saniye dondiiriildii.

4.2.17.3.2.  PicoTiter plaka Ve Boncuk Yiikleme Cihazlarinin Hazirhg:

PTP plakasi, GSJunior Titanium PicoTiter plaka Kitinden alindi. Cihazin yazilimina 6
haneli PTP plakas1 ID numarasi girildi. Boncuk yiikleme contasi ve kartus contasi tabladan
cikarildi. Nazikge sallayarak 30 saniye yikandi. Nanopure suyla iyice durulandi ve
kurumasi i¢in kagit havlu lizerine birakildi. Boncuk yiikleme aparatina (BDD) yumusak bir
kil firga yardimiyla yikanir. Nanopure suyla iyice durulanir ve kurumasi i¢in kagit havlu

tizerine birakildi. BDD, yikanan conta ve PTP plakasi ile beraber sekil 4.7°de aciklandig:
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sekilde monte edildi. PTP plakasi, yiizeyine dokunulmadan kenarlarindan tutularak
cikartildi. PTP plakasi, girintili kdsesi BDD’nin tabaniyla ayni hizaya gelecek seklide
BDD tabanina yerlestirildi (Sekil 4.8 A) . Boncuk yiikleme contasinin girintili kosesi ve
BDD tabani sekildeki gibi ayni hizaya getirildi. Yikanip kurutulan boncuk yiikleme
contasi, PTP plakasinin {ist kismina yerlestirilerek BDD tabanina sabitlendi (Sekil 4.8 B).
BDD iist kismi1 monte edilen BDD tabani, PTP plakasi ve conta iizerine dikkatlice
yerlestirildi (Sekil 4.8 C) . BDD tabanindaki pimler, BDD’nin iist kismindaki deliklere
denk gelecek seklide hizalandi ve BDD’nin iist kismi PTP plakasina diiz bir sekilde
oturtuldu. BDD’nin {ist kismindan bastirildi ve 2 mandal yukar1 dogru ¢evrilerek montaj

sikica sabitlendi (Sekil 4.8 D).

Sekil 4.8 PTP’nin BDD cihazinin iizerine montaji (my454.com)

BDD’nin {ist kisminda 2 delik vardir; genis olan yiikleme girisi, kiiclik olan hava girisidir.
350 ul BB2 PTP plakasma yiikleme girisinden pipetlendi (Sekil 4.9) ve BDD bir
santrifiijjde 1,620 RCF’de 5 dakika dondiiriildii. BDD, santrifiijjden ¢ikarildi ve masaya
birakildi.

Sekil 4.9 PTP’nin yiiklenmesi (my454.com)
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4.2.17.4.Boncuklarin Hazirhg:

GSJunior Sistemi, 4 ¢esit mikropartikiil (boncuk) icerir. Her boncuk tiirii 6zel bir hazirlik
stirecine tabi tutulur. Asagidaki boncuklar, cizelge 4.18’de gosterilen sirada tabaklar

seklinde PTP plakasina yiiklendi.

Cizelge 4.18 Boncuk tabakalar

Boncuk tabakasi Boncuk tiirti
1. tabaka Enzim boncuklari, 6n tabaka
2. tabaka DNA ve paketleme boncuklari
3. tabaka Enzim boncuklari, sonraki tabaka
4. tabaka PPiase boncuklari

4.2.17.5.Konrtol boncuklar XLTF eklenerek DNA boncuklarimmin hazirlanmasi

GSJunior cihazindaki bir dizileme siireci i¢in dogru miktarda zenginlestirilmis DNA
boncugu temin edildi. Kontrol boncuklar XLTF, boncuklar1 toplamak igin bir
mikrosantrifiijde 9,300 RCF ( 10,000 RPM)’de 5 saniye dondiiriildii. Boncuklar1 yeniden
cozmek icin 5 kez asagi yukart pipetlendi. Zenginlestirilmis DNA boncuklarina, 6 pl
kontrol boncuk XLTF eklendi. Ornek DNA boncuklarinm hacmi 100 pl’den fazlaysa,
DNA boncuklari, boncuklar1 ¢ézmek i¢in bir mikrosantrifiijde 9,300 RCF ( 10,000
RPM)’de 10 saniye dondiirtildii. Tiipte 100 pl kalacak sekilde yeterli miktarda supernatant
cikarildi ve atildi. 500 ul BB2, DNA boncuklarina eklendi, yavas¢a vortekslendi ve
laboratuvar dondiiriiciisiinde, oda sicakliginda 20 dakika inkiibe edildi. 20 dakikalik inkiibe
islemi boyunca, bir taraftan Paketleme Boncuklar, Enzim Boncuklar ve PPiase boncuklar

hazirlandi.

4.2.17.6.Paketleme Boncuklarin Hazirlanmasi

1 ml BB2, paketleme boncuk tiipline eklendi ve yiiksek hizda vortekslendi. Paketleme
boncuklar 3 kez yikanir ve her bir yikama i¢in 9,300 RCF ( 10,000 RPM)’de 5 dakika

santrifiij yapildi. Boncuklar, kiimelesmeleri ¢ozmek iizere vortekslenerek, homojen bir
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karisim elde edilene kadar diizgiin bir sekilde yikandi. Dondiirme isleminden sonra,
supernatant, boncuk peletlerine zarar vermeden dikkatli bir sekilde ¢ikarildi ve atildi. 3.
yikmadan sonra, 200l BB2 eklendi, boncuklar yiliksek hizda vortekslenerek karigtirildi ve

tiip buzda muhafaza edildi.

4.2.17.7.Enzim Boncuklarinin ve PPiase Boncuklarinin hazirlanmasi

Her bir tiipe 1 ml BB2 eklendi ve orta hizda vortekslenerek karistirildi. Enzim Boncuklari
ve PPiase boncuklart MPC kullanilarak 30 saniye bekledi ve ¢okeltildi. MPC birkag kez alt
iist edildi ve tekrar 30 saniye beklendi. Supernatantlar dikkatlice ¢ikarildi ve atildi ve tiipler
MPC’den ¢ikarildi. iki tiir boncuk de 1 ml BB2 ile 3 kez yikandi, vortekslendi ve
boncuklar, yukarida anlatildigi sekilde MPC kullanilarak toplandi. 3. yikmadan sonra,
Enzim boncuklara 400 pl BB2; PPiase boncuklara de 410 ul BB2 eklendi ve boncuklari
karistirmak i¢in orta hizda vortekslendi. Tiipler buzda muhafaza edildi. Cizelge 4.19 takip
edilerek, Enzim on tabaka ve Enzim sonraki tabaka seklinde etiketlenen 2 yeni tiip

hazirlandi. Orta hizda vortekslendi ve tiipler buza yerlestirildi.

Cizelge 4.19 6n ve sonraki tabakalar i¢in enzim boncuklarin hazirlanisi

Belirteg BB2 Enzim Boncuk | Toplam hacim
Enzim,06n tabaka 300 pul 110 ul 410 ul
Enzim,sonraki tabaka 180 pl 230 ul 410 pl

4.2.17.8.DNA Boncuklari ve Paketleme Boncuklar:i Karisiminin Hazirlanmasi

DNA boncuk tiipii, laboratuvar dondiiriiciistinden alindi. DNA boncuklari, ¢okeltilmek
tizere bir santrifiijde 9,300 RCF ( 10,000 RPM)’de 10 saniye dondiiriildii. Tiipte 50 ul
kalacak sekilde yeterli miktarda BB2 ¢ikarildi. Polimeraz ve Polimeraz Kofaktor tiipleri,
bir santrifiijde 9,300 RCF ( 10,000 RPM)’de 5 saniye dondiiriildii. Asagidaki ¢ozeltiler
DNA boncuklarina eklendi:

40 pl Polimeraz, 20 pul Polimeraz Kofaktor, 65 ul BB2

Karisim, diisik hizda 5 saniye vortekslendi ve laboratuvar dondiiriiciisiinde oda

sicakliginda 10 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon tamamlandiginda, paketleme boncuklarin
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oldugu tiip yiiksek hizda vortekslendi. 175 pl paketleme boncuklart DNA karigimina
eklendi, diisiik hizda vortekslendi ve laboratuvar dondiiriiciisiinde oda sicakliginda 5

dakika inkibe edildi.

4.2.17.9.Boncuk Tabakalarimmin Yiiklenmesi Ve Cihazin Baslatilmasi

Boncuklar, kurumu yapilan BDD’nin yiikleme girisinden enjekte edilerek ve santrifiij
yardimiyla ¢okeltip boncuklarin PicoTiter plaka’in kuyucuklarinin dibine yerlesmesi

saglanarak PTP plakasina yiiklendi. Bu islem her 4 tabaka icin tekrarlandz;

Enzim boncuk 6n tabaka, DNA Ve paketleme boncuklari, enzim boncuk sonraki tabaka,

Ppiase boncuklar

Boncuk tabakalarinin santriflijlenmesi sirasinda, tamponu CB hazirlandi, GSJunior cihazi

¢oOzeltilerle baslatild1 ve cihaz temizlendi.

BDD’ye hava enjekte edilmemesine dikkat edildi. BDD’yi doldurmak i¢in piiriizsiiz, tek
bir akitma yapildi. BDD tagmayacak sekilde tamamen dolduruldu. Fazla boncuk karisimi
atild.

4.2.17.10. Ik Boncuk Tabakasmn Yiiklenmesi: Enzim Boncuk Pre-Layer

BB2’ile yiiklenen BDD miimkiin oldugunca fazlalik olan BB2, BDD’nin yiikleme
girisinden pipet yardimiyla dikkatlice ¢ekildi. Enzim Boncuk 6n tabaka (1. Tabaka) tiipii,
homojen bir karisim elde etmek amaciyla diisiik hizda 5 saniye vortekslendi. Hi¢ vakit
kaybetmeden boncuk karigiminin 350 pl’si BDD’nin iist kismindaki yiikleme girisinden
PTP plakasina yiiklendi. Boncuklarin PTP plakasina esit dagilimi, diizgiin bir sekilde tek
bir hareketle yapilir. BDD, 1,620 RCF (4,013 RPM)’de 5 dakika santrifiijlendi.

4.2.17.11. Tampon Cb’nin Hazirhg:

DTT tiipti yliksek hizda 5 saniye vortekslendi. Tampon CB sisesine 1 ml DTT eklendi.
Substrat TW tiipii, karistirmak i¢in 10 kez alt {ist yapildi. Serolojik pipet kullanilarak 44 ml
Substrat TW, Tampon CB’ye aktarildi. Iyice karistirmak igin sise 10 kez alt iist edildi.
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4.2.17.12. ikinci Boncuk Tabakasimn Yiiklenmesi: DNA Ve paketleme

Boncuklari

BDD, santrifiijden ¢ikarildi. Bir pipet yardimiyla, fazlalik olan supernatant, BDD’ nin {ist
kismindaki yiikleme girisinden yavasca ¢ikarildi. DNA ve paketleme boncuklart
karistminin oldugu tiip, dondiiriiciiden ¢ikarildi. Tiip, bir mikrosantrifiijde 9,300 RCF (
10,000 RPM)’de 5 saniye dondiiriiliir. Karistirmak i¢in 5 kez asagi ve yukar1 pipetlendi.
Hig vakit kaybetmeden bu karigtmin 350 ul’si PTP plakasina yiiklendi. BDD, 1,620 RCF
(4,013 RPM)’de 10 dakika santrifiijlendi.

4.2.17.13. GSJunior Cihazinin Baslatilmasi

Cihazin kapag: kaldirildi ve siper manifold yukar1 dogru kaldirildi. On-yikama kaseti ve
sisesi ¢ikarildi. Sagdaki atik sisesi bosaltildi. Cozelti kaseti, karistirmak i¢in 20 kez alt {ist
cevrildi. Tip kapaklar1 dikkatlice ¢ikarildi. Cozelti kaseti cihaza yerlestirildi. Tampon CB
sol kisma yerlestirildi. Siper manifold, siperlerin ¢dzelti tiiplerinde ve tampon CB sisesinde
battig1 kontrol edilerek yavasca indirildi. Cihazin kapagi kapatildi. Devam butonu
tiklanarak cihaz baslatildi. Baslama islemi tamamlaninca, ID’lerin ve barkodlarin

girilecegi ekran acildi.

4.2.17.14. Uciincii Boncuk Tabakasmin Yiiklenmesi: Enzim Boncuk sonraki

tabaka

Cozelti kasetini cihaza ylikledikten sonra eldivenler degistirildi. BDD, santrifiijden
cikarildi. Bir pipet yardimiyla, 2. tabakadaki biitiin supernatant, BDD’nin iist kismindaki
yukleme girisinden yavasca ¢ekildi. Homojen bir karisim elde etmek i¢in enzim boncuklari
sonraki tabaka orta hizda 5 saniye vortekslendi. Hi¢ vakit kaybetmeden boncuk karigiminin
350 pl’si BDD’nin {iist kismindaki yiikleme girisinden PTP plakasina yiiklendi. BDD,
1,620 RCF (4,013 RPM)’de 10 dakika santrifiijlendi.

4.2.17.15. GSJunior PTP Kartusunun Hazirhg

Cihazin baslatilmas1 islemi tamamlandiktan sonra, GSJunior Application Sequencer
ekraninda “Baglama tamamlanmistir” yazis1 okunacaktir. Cihazin kapagi agild1 ve kamera

kapag1 iki taraftaki mandallardan basilarak asagi dogru cekilerek agildi. Bir Onceki
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dizileme siirecinin PTP plakas1 kartustan iki asamada c¢ikarildi; ilk dnce PTP ¢ergevesi
yayli mandalina basilarak cergeve kartustan kaldirildi, daha sonra kullanilan PTP plakas1
kaldirildi. Kartus contas1 temiz bir pipet ucuyla dikkatlice ¢ekildi ve c¢ikarildi. Bir
temizleme mendili %50 etanol ile 1slatildi ve kartus yiizeyi boncuk ve ¢okelti tortusundan
arindirilmak tizere silindi. Kartusun havayla temas1 saglanarak tamamen kurutulur. Daha
once yikanan kartus contasi, kartustaki yerine yerlestirildi. Bir temizleme mendili %10
Tween-20 soliisyonu ile nemlendirildi ve PTP kartus yiizeyi silindi. Yeni bir 1slak
temizleme mendili kullanilarak kamera 6n camu silindi. Kamera 6n caminin havayla temasi

saglanarak tamamen kurutuldu.

4.2.17.16. Dordiincii Boncuk Tabakasinin Yiiklenmesi: Ppiase Boncuklar

BDD, santrifiijden ¢ikarildi. Bir pipet yardimiyla, 3. tabakadaki biitiin supernatant,
BDD’nin iist kismindaki yiikleme girisinden yavasga cekildi. Homojen bir karisim elde
etmek icin PPiase boncuklar orta hizda 5 saniye vortekslendi. Hi¢ vakit kaybetmeden
boncuk karisiminin 350 pl’si BDD’nin iist kismindaki yiikleme girisinden PTP plakasina
ylklendi. Yiiklemesi yapilan BDD’deki PTP plakasi, 1,620 RCF (4,013 RPM)’de 5 dakika

santrifiijlendi.

4.2.18. DIZILEME SURECI

4.2.18.1.Siirec i¢cin Parametre Ve Yazilarin Ayarlanmasi

“ID ve barkod numaralarimi girin” ekrani, cihazin baglatilmasi tamamlandiktan sonra
otomatik olarak acildi. Bu siiregte kullanilacak PicoTiter plaka plakasinin 6 haneli ID
numarasi girildi. Bu siire¢le ilgili herhangi baska materyallerin de iiriin ID ve barkod
numaralar1 girildi. Biitiin bilgiler girildikten sonra “next” butonu tiklandi. Bu islemden
sonra kosu adi ve kosu grubunun girilmesini isteyen 4. ekran acildi. Bu kosuya 6zgii bir
isim girildi ve kosu grup listesinden kosu grubu se¢ildi ve “next” butonu tiklandi. Bu

islemden sonra dongii sayisinin secilecegi 5. ekran agildi.

Bu kosu i¢in uygun olan niikleotid dongii sayis1 segildi ve “next” butonu tiklandi. GSJunior
Titanium kimyasallar1 kullanilarak, 200 dongii yaklasik 500 baz iiretir ( yaklasik 9 saat 20
dakika). Bu islemden sonra kosunun islem tiirliniin segilecegi 6. ekran agildi. Bu kosu i¢in

uygun olan veri islem semasi secildi ve “next” butonu tiklandi. Bu kosu i¢in “Full
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processing for Amplikon libraries” (Amplikon kiitiiphanesi i¢in tam islem) semas1 segildi.
Bu islemden sonra veri yedeklemesini talep edebilecegimniz 7. ekran agilir. Bu kutucuk
zaten varsayilan olarak secilmistir. Bu islemden sonra kosu yorumlarinin girilebilecegi 8.
ekran acildi. Kosu ile ilgili yorumlar girildi ve “next” butonu tiklandi. Bu islemden sonra
kosu parametrelerinin gozden gecirilebilecegi 9. Ve sonuncu ekran acildi. Bu ekranda
“proceed” butonu tiklandi ve bu islemle GSJunior Sequencer uygulama ekranina geri

doniildii.

4.2.18.2.PTP Cihazinin GSJunior’a Yiiklenmesi

BDD, santrifiijden ¢ikarildi. Bir pipet yardimiyla santrifiijlenen 4. Boncuk tabakasindaki
biitiin supernatant yavasea ¢ekildi ve BDD’nin iist kismindaki yiikleme girisinden atild1.

PTP plakasi asagidaki sekilde BDD’den ¢ikarildi:

BDD’nin mandallar1 asagi indirilerek agildi. BDD’nin iist kismi dikkatlice ¢ikarildi.
Boncuk yiikleme contasi yavasc¢a kaldirildi ve ¢ikarildi. PTP plakasi sadece kenarlarindan
tutulmasina dikkat edilerek ¢ikarildi. PTP plakasi, kuyucuklar asagi bakacak sekilde alt {ist
cevrilerek kartus contasinin iistiindeki gerceveye yavasca yerlestirildi. Mandalla diizgiin bir
seklide sabitlendigine emin olunarak PTP gercevesi kapatildi. PTP plakasinin arka kismi
bir temizleme mendiliyle dikkatlice silindi. Kamera kapagi kapatildi ve cihaz kapag:
indirildi. GSJunior Sequencer uygulama ekraninda “proceed” butonu tikland1 ve dizileme
kosusu baslatildi. Uygulama, kosunun gelisimini cihaz durumundan ve kamera tarafindan
yakalanan veri resimlerinden gozlemleyebilir. Kosu esnasinda, kiigiik resimler uygulama
ekraninda goriinecektir. Dizileme kosusu tamamlandiginda, GSJunior uygulama ekraninda

“Run complete” mesaji ve “OK” butonu ¢ikacaktir.
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5. ARASTIRMA BULGULARI
5.1. AMPLIKONLARIN AGAROZ JELDE YURUTULMESI

RNA izolasyonu ardindan yapilan ters transkripsiyon ve ardindan PZR asamalarindan
cogaltilmig amplikonlarin dogrulanmas: i¢in PZR iiriinleri agaroz jelde yiiriitiilmiistiir. Jel

goriintiilerinden drnekler sekilde (SEKIL 5.1) gosterilmektedir.

Basa Pairs
1,353
1,078 —

872~

— e T W g — — T — —

603

30 —
22311,
271
234~
194

Sekil 5.1 Cogaltilmis amplikonlarin dogrulanmasi i¢in PZR iiriinlerinin 1X agaroz jel
elektroforezi goriintiisii ve QX174 DNA Marker

5.2. SEKANS DiZiLERIN OKUMA SAYISI

Ornek ve amplikon bazinda yapilan okumalar GS Run Browser araciligiyla incelendi ve
okuma sayilar1 ve eksik veya hatali okumalar kontrol edildi. Roche 454 sistemle birlikte
bulunan Amplicon Variant Analyzer (AVA) yazilimi araciligiyla elde edilen amplikon

bazinda okuma sayilari ¢izelge 5.1°de gosterilmistir.

5.3. SEKANS VERILERININ INCELENMESI

GSJunior sistem tarafindan 3 kosuda sekansi yapilan amplikonlarin verileri, ham veri
olarak Roche 454 sistemiyle birlikte bulunan Amplicon Variant Analyzer (AVA) yazilimu
araciligiyla islenerek, oncelikle okuma uzunluklar1 ve kosu kalitesi degerlendirildi (sekil
5.2). Daha sonra flizyon PZR sirasinda amplikonlara baglanan MID ve {iniversal bolgeler

yazilim tarafindan makaslandi ve kisa veya eksik okumalar filtrelenerek elendi.
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Cizelge 5.1 amplikon bazinda okuma sayilari

> > > > > >
3 =i 3 =i 3 =i
= = = = = =
o o o o o o
= =} = =} = =}
—_ [\ w BN [V} (o)
>MGO 142 82 111 14 48 92
>MG24 | 164 230 94 167 40 160
>MG48 | 144 119 92 112 70 191
>MC48 | 24 - 23 23 33 -
>MYO0 |36 16 22 17 21 -
>RCO0 27 27 16 19 9 -
>HAO 26 8 15 20 30 -
>BG0 104 79 115 200 74 59
>BG24 | 136 50 153 269 59 45
>BG48 | 53 62 83 90 76 11
>MBO0 182 71 77 296 84 -
>MB24 | 99 53 96 325 82 -
>EKO 134 129 122 267 23 -
>EK24 | 77 54 86 242 67 -
>EK48 | 77 50 143 179 68 -
>KKO0 26 - 20 39 19 -
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Cizelge 5.1 (devam)

>FO0 32 115 168 84 28 42
>F0O24 16 34 85 59 - 26
>FO48 48 47 30 56 4 43
>FO96 86 124 112 149 29 29
>FOCO0 82 19 33 28 38 -
>FOC24 | 10 4 33 21 48 -
>FOC48 | 13 22 36 44 35 -
>FOC9% | 16 13 17 30 35 -
>MAO 181 228 163 129 74 122
>MA24 | 116 206 91 112 99 125
>MA48 | 206 190 32 - 85 116
>MA96 | 150 239 125 99 97 99
>YS0 21 23 12 10 4 -
>YS24 17 8 19 13 32 -
>Y S48 26 18 12 9 13 -
>YS96 29 20 11 7 21 -
Not: Bu ¢aligma kapsaminda elde edilen verilerin analizinin bilgisayar programlariyla

yapilabilmesi i¢in gereken yazilimlarin kullanimi miimkiin olmamistir. Dolayisiyla bu

analizler bu tez kapsamina alinmamistir. Ancak bu kapsamli analizlerin yapilabilmesi i¢in

calismalar devam etmektedir ve yiiriitilmekte olan bu calismalarin sonucunda ¢ikan
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sonuglar bilimsel yaymlar araciligiyla bilim diinyasina sunulmasi planlanmistir.

Dolayisiyla bu tez caligmasinda, analizler icin alternatif bir yol haritasi takip edilmektedir.

TCAG iLibrand Feagion
00 Mumber Of Library Reads ik Total
! Faw Wells 271,253 271,253
Key Pass Wells 262,283 262,283
Passed Filter Walls 54,627 54,627
6,000 1 Total Bases 24,168,144 24,168,144
M Length Awarage 442 42 442 42
5,000 Length 5t Deviation 126.258
Langest Reads Length 870 870
Shortest Reads Length 43 43
4,000 - | Median Reads Length 485.0 485.0
Modal Eeads Langth 485 485
3,000
2,000 -
1,000
0 s T T n. T T T T ' T T T T T T T
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 500 550
Fead Length, Region Tatal

Sekil 5.2 kiitliphane okuma uzunluklarini ve okuma kalitesini gosteren grafik ve degerleri

5.3.1. OKUMALARDAN “KONSENSUS” DIZI OLUSTURULMASI

Elde edilen DNA dizileri hasta ve amplikon bazinda fasta formatina aktarildi. “BioEdit”
yazilimi araciligiyla okumalar alt alta dizildi (“align” edildi) ve “konsensus” dizisi
olusturuldu. Olusturulan “konsensus” dizisi, dizinin her noktasindaki %50’sinden fazla

olan niikleotidi temsil etmektedir.
5.3.2. ORNEK BASINA TUM GENOM OLUSTURULMASI

Her ornekten elde edilen farkli amplikonlarin dizisi MEGA version 6 (Tamura, Stecher,
Peterson, Filipski, and Kumar 2013) kullanilarak align edildi ve 6rnek bazinda tiim genom

dizisi olusturuldu.
5.3.3. TUM GENOMLARIN ALT ALTA DIZILMESI

Tiim genomu elde edilen 6rnekler fasta dosyasinda MEGA version 6 araciligryla GenBank:
HQO005370.1(97) HDV RNA tiim genomunu referans alinarak alt alta dizildi (align edildi).
Alt alta getirilen dizilerde nokta mutasyonlar, delesyonlar, insersiyonlar ve inversiyonlar

gosterildi. Ayrica daha 6nce HDV genomlarinin cografik dagilimiyla iligkili oldugu
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gosterilmis ve HDAg {izerinde bulunan 202. Pozisyondaki (98) niikleotitin yiizdesi
isaretlendi. Ayrica ribozim, S-HDAg ve L-HDAg genlerin konumu ve otokatalitik kirilma
bolgeleri ve hiper-degisken bolgeler belirlendi. ilgili dizi haritas1 EK1°de gosterilmistir.

5.3.4. NUKSETMIS VE YANIT VERMEMIS HASTALARIN, YANIT VERMIS
HASTALARLA KIYASLANMASI

Niiksetmis ve yanit vermemis hastalar, yanit vermis hastalarla kiyaslandiginda, ortaya
cikan niikleotid farkliliklar1 sekil 5.3’de gosterilmistir. Referans dizi esas alinarak 269.
niikleotitte yanit vermis Orneklerde yogunlukla Guanin goriiniirken yanit vermemis ve
niiksetmis Orneklerde Timin goriilmektedir. Benzer bir sekilde 270. niikleotitte yanit
vermis Orneklerde yogunlukla Adenin goriiniirken yanit vermemis ve niiksetmis 6rneklerde
Timin goriilmektedir. Benzer farkliliklar 569., 928. ve 929. niikleotidlerde goriilmektedir
(Sekil 5.3).
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Ornek
Hafta

hiper-degisgen bolge

267 | 269

0 | 100% | 100% [EULA
>MG 24 | 100% | 100% [EUICZY
100% A 100% T
100% | 100% [ETLZA
>MY 0 | 100% | 100% [EULPA
>RC_ 0 | 100% | 100% [EUIZA
>HA 0 100% A

0 EUZANCIZAd 100%
>BG 24 EULPANETI Y 100%

RESPONDER
(Yanit Veren)
v
=
o
B
- -]

100% A [100% T e
100% A 100% T g

100% A [100% T gk
SEK 24 UL LS E 100%
48 OIS D 100%

RELAPSER
(Niiksetmis)

100% A 100% T
100% A 100% T Eeise
100% A 100% T Jpiaep
100% A 100% T

100% A 100% T

100%A  97% T

100% A 100% T

100% A  94% T

100% A 100% T

100% A 100% T

100% A 100% T

100% A 100% T

100% A 100% T

100% A 100% T

100% A 100% T

HQ005370.1 G G

100%

NON-RESPONDER (Yanit Vermeyen)

Sekil 5.3 267, 269, 270, 569, 928 ve 929 numarali niikleotidlerin niiksetmis ve yanit

569
98%
100%

100% G

99% G
100% G

100% T
100%
100% T
100% T

100% T
100% T
100% T
100% T

100% T 96%A  96%C

100% | 100% JEUIZYY so% | |

100% T 69%A 100%C

100% T
100% T
100% T
100% T
100% T
100% T
100% T
100% T
96% T

100% T
100% T
84% T
100% T
100% T
100% T

A

vermemis hastalarin, yanit vermis hastalarla karsilastiriimasi

5.3.5. NUKSETMIS HASTALARIN, YANIT

KIYASLANMASI

Niiksetmis hastalarin, yanit vermis hastalarla kiyaslandiginda, belli bolgelerde ortaya
cikmig niikleotid farkliliklar sekil 5.4°de gosterilmistir. Referans dizi esas alinarak 5.3.5.
boliimiinde gosterilen niikleotidlere ilaveten 227. niikleotidde yanit veren hastalarda

cogunlukla Sitozin goriiliirken niiksetmis hastalarda ¢ogunlukla Timin goriilmektedir.
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Benzer bir seklide 750. niikleotidde yanit veren hastalarda cogunlukla Guanin goriiliirken

niiksetmis hastalarda cogunlukla adenin goriilmektedir (Sekil 5.4).

% ©
c £ hiper-degisgen bolge
s 227 267 269 270 569 928 929
0 100% | 100% | 100% WYY 98% 100% | 100% QELiEAYe
= = >MG 24 | 100% | 100% | 100% 1y 100% | 100% | 100% REERAC
E E 'L 100% 00% A 100% 100% 99% 100% | 100% RUiliZe
§§ >MC 48 | 100% | 100% | 100% EULCEY 100%
o s |>MY O 100% | 100% | 100% 1y 100% | 100% | 100%  100%
= >RC 0 100% | 100% | 100% 00% A 100% 100% | 100% 100% ‘
>HA 0 100% | 100% 93% Wy 100% | 100% ELLEYN 100%
0 00% A 00% 100% 00% 97% A 00%
>BG 24 8% 00% A 00% 100% 00% 00% A 98% A 00%
—_ 48 00% 00% A 00% 100% 100% 00% A 00%
oo
w E >MB 0 00% 00% A 100% 100% 00% 00% A 100% A 00%
g§ >SMB 24 | ) 00% A 100% 100% 00% 00% A 100% A 00%
§§ 0 00% A 100% 100% 00% 92% A 98%
= |>EK 24 00% A 00% 100% 00% 00% A 100% A 00%
48 | L2 00% A 00% 100% 00% 0 y 0
>KK 0 100% | 100% | 100% s 80%
HQ005370.1 i

Sekil 5.4 227, 267, 269,270, 569, 750, 928 ve 929 numarali niikleotidlerin niiksetmis
hastalarin, yanit vermis hastalarla karsilastirilmasi

5.3.6. DIGER PATTERNLER

Genom dizileri incelendiginde 425. niikleotidden sonraki 6 niikleotid uzunlugunda bir
bolgede oOrnekler arasinda farklilik gosteren patternler goriilmektedir (sekil 5.5). Yanit
veren hasta serum Orneklerinin ¢ogunda (5/7) referans dizideki patern (CAACTG) aynen
goriilmekte, 2 6rnekte ise bir niikleotitin degismesiyle CAGCTG paterni goriilmektedir.
Ancak yanit vermemis Orneklerin yarisinda (4/8) ve niiksetmis hastalarin hemen hemen

PR

hepsinde bu paternin TCAGCA degistigi goriilmektedir.

53.7. NUKSETMIS HASTALARIN YANIT VERMEYEN HASTALARLA
KARSILASTIRILMASI

Niiksetmis hastalardan elde edilen tiim genom dizileri ve yanit vermeyen hastalardan elde
edilen tiim genom dizileri birbirleriyle karsilastirildiginda (Ek 1) diziler arasinda anlamli

bir farklilik bulunmamustir.
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e Otokatalitik kirlma bolgesi
§ "E hiper-deﬁis_gen bdlge hiper—deﬁigen hﬁlge
© Tl an 425 426 427 428 429 430 431 432
0
e T |PMG 24
8t 48
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E E |[>my o
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sHA 0
0
>BG 24 2
e 48 DEL C DEL G
e
E g >MB 0 .
>MB 24
= |>EK 24
48
>KK 0
0
>FO =
= 48
2 9
E 0
24
E >FOC 48
= 96
E ]
= 24
g >MA a8
= 96
z 0
o >YS =
48
96
HQ005370.1 x .3

Sekil 5.5 425. niikleotid ile 430. niikleotid arasinda farkli ornekler arasinda cesitli
patternler goriilmektedir.
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6. TARTISMA VE SONUC

Hepatit delta viriisii 1,7 kb uzunlugunda halkasal RNA genomu igermektedir. HDV RNA
replikasyonu otokatalitik kirilma ve ligasyona bagli bir donen halka mekanizmasiyla
gergeklesmektedir (99). Dolaysiyla sabit uzunlukta bir HDV RNA’nin olusmasi igin
replike edilen aract RNA’nin islenmesi gerekmektedir. Otokatalitik kirilmaya maruz kalan
en kisa RNA parcgasinin 117 bazdan olustugu gosterilmistir(34). Bu bolge ek1’de 430-542
nolu bazlar arasinda gosterilmistir. Bu bolgenin biiyiik bir kismi HDV ribozimi

icermektedir.

Arasgtirmalar 34 niikleotid uzunlugunda olan ve bu calismada 430-460 arasi niikleotidleri
iceren bolgenin, RNA’nin oto-kirilma o6zelligini kazanmasinda biiyiik bir role sahip
oldugunu gostermistir(34). Yapilan calismalarda bu bdlgenin baslangicinda bulunan G
zengin dizideki mutasyonlarin otokatalitik aktiviteyi hemen hemen yok ettigini
gostermistir(100). Sekil 5.5’te farkli hasta gruplarinin farkli tarihlerdeki serum
orneklerinden elde edilen dizilerde, HDV genomunun 425-430 bolgesinde tespit edilen
farkli patternler gosterilmistir. Bu bolge otokatalitik kirilma bolgesinin  hemen
baslangicinda bulunmaktadir. Dolayistyla tespit edilen bu farkli paternlerin, otokatalitik
aktivite lizerinde farkl etkileri olabilir. Bu yiizden bu bdlgedeki farkli paternler hastalarin
interferon tedavisine verdigi yanit izerinde dogrudan bir etkiye sahip olabilir. Bu hipotezin

dogrulanmasi i¢in daha kapsamli ¢aligmalarin yapilmasi 6nem arz etmektedir.

HDV RNA genomunun {izerinde bulunan hiper-degisken bolgeler farkli cografik
bolgelerdeki yaygin HDV tiplerinin tanimlanmasinda anahtar rol oynamaktadir(101). Sekil
5.3’te belirlenmis olan 267, 269 ve 270 nolu niikleotidler HDV RNA genomunun hiper-
degisken bolge(101) olarak tanimlanan bu dizileri iizerinde bulunmaktadir. 267, 269 ve
270 nolu niikleotidler referans dizide sirasiyla G, G ve T bazlar1 olarak goriiliirken,
tedaviye yanit vermis hastalarda sirasiyla G, G ve A bazlar1 ¢ogunlukla goriilmektedir.
Ayni pozisyonlarda tedaviye yanit vermemis veya niiksetmis hastalarda sirasiyla A, T ve T
cogunlukla gozlemlenmistir. Dolayisiyla bu varyasyonlar, tedaviye yanit ile iliskili
olmasinin yaninda, enfekte olunan hepatit delta viriisiiniin cografik mensei ile de iliskili
olabilir. Ayrica “MG” olarak tanimlanmis tedaviye yanit vermis hastanin tedavi

sonrasindaki 0., 24., 48. Haftalarindaki serum orneklerinin incelendiginde (Sekil 5.3)
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tedavinin ileri sathalarinda (48. Hafta) bu niikleotidlerin degisime ugrayarak G, G, A’dan
sirastyla A, T ve T niikleotidlerine degistigi, ve tedaviye yanit vermeyen veya niiksetmis
hastalara benzer bir tablo sergiledigi goriilmiistir. Bu durum tedavinin baslangi¢
haftalarinda, bu pozisyonlarda G, G ve A niikleotidleri igeren viriis varyantlarinin tedavi
siiresince secici bir baski altinda kalarak ortadan kalktidigi ve bu segici baskiya daha
direncli olan diger varyantlarin (bu pozisyonlarda A,T ve T niikleotitlerine sahip viral
genomlarin) viral havuzda dominant hale gegtigi olarak yorumlanabilir. Dolayisiyla genom
tizerindeki bu 3 noktanin interferon tadavisine yamt ile iligkili olabilecegi
diistiniilmektedir. Diger yanit vermis hastalarda (MC, MY, RC ve HA) ilerleyen haftalarda

viral yiikiin PZR ile ¢ogaltilamayacak kadar azalmasi sebebiyle benzer bir degerlendirme

yapilamamaktadir.

569, 928 ve 929 nolu niikleotidlerde de ise tedaviye yanit vermeyen ve niiks eden
hastalarin tiim serum Orneklerinde ayni niikleotidler (sirasiyla T, A ve C niikleotidleri)
gozlenirken, tedaviye yanit vermis hastalarda kullanilan referans genom ile hemen hemen
ayni niikleotidlere sahip viral genom dizileri elde edilmistir (sekil 5.3). Dolayisiyla bu
pozisyondaki niikleotidler dogrudan veya dolayl olarak tedaviye verilen yaniti etkileme
yetenegine sahip olabilecegi ongoriilmektedir. 569 nolu pozisyondaki niikleotid degisimi,
HDV genomu iizerinde daha 6nce herhangi bir yapisal veya foksiyonel gorevi oldugu
gosterilen bolgelerde(99-101) yer almamaktadir. Fakat 928 ve 929 nolu niikleotidler, ayni
zamanda L-HDAg ve S-HDAg’yi kodlayan gen bdlgesi lizerinde bulunmaktadirlar.
Dolayisiyla bu noktadaki varyantlar, hem HDV viral genomun kendi {izerine katlanmasi
sonrasinda olusturdugu 3 boyutlu yapmin yami sira genomdan kodlanan proteinlerin
fonksiyonlariyla iligkili olabilir. Ornegin, kodlanan delta antijeninde meydana gelen
aminoasit degisiklikleri antijen-antikor affinitesini etkileyebilir. Benzer bir durum, sekil
5.4’de gosterilen ve sadece tedaviye cevap veren ve niiks eden hastalarda farklilik gdsteren
750 nolu niikleotid i¢in de gegerlidir. Sekil 5.4°de gosterilen 227 nolu niikleotid de ve
sadece tedaviye cevap veren ve niiks eden hastalarda farklilik gostermektedir, fakat bu
nokta L-HDAg ve S-HDAg’yi kodlayan bdlge iizerinde degil, hiper-degisken bdolge

uzerindedir.

Biiytlik delta antijen geni iizerinde bulunan 202 nolu niikleotid, HDAg’ nin ¢ok korunmus

C-terminal ucunda bulunmaktadir. C-terminal bdlgesi niikleotid dizisi agisindan korunmus
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bir bolge olmasina ragmen, 202 nolu pozisyonda 2 farkli niikleotid gozlenebilmektedir. Bu
pozisyonda T bazi bulundugu zaman TCC kodonu Serin amino asidini kodlar ancak bu baz
G oldugunda, GCC kodonu Alanin amino asidini kodlamaktadir. Yapilan bir ¢alismada, bu
noktada meydana gelen degisikliklerin HDV genomunun cografik orijinini belirmekte
onemli oldugu ve bu noktanin epidemiyolojik caligmalarda HDV suslarinin cografik
dagilimlarin1 belirlemede kullanilabilecegi belirtilmistir(98). Dolayisiyla 202 noktasindaki
niikleotid dizisi HDV’nin farkli cografyalarda bulunan farkli subtipleriyle ilgili bilgi
verebilmektedir. Viral enfeksiyonlarin tedavisinde genotip farkliliklarinin tedaviye verilen
yanit lizerinde etkili olabildigi géz Oniine alindiginda, bu ¢aligmadaki 6rneklerde tespit
edilen 202 noktasindaki varyasyonlar da incelenmistir. Bu ¢alismada antisens bir referans
dizisi esas alindigindan, 202 nolu niikleotid ve 1ilgili kodon ters komplement olarak
gosterilmistir (sekil 6.1). Calisilan 32 Ornekten, sadece 7 adedi GCC kodonunu
icermektedir ve diger orneklerde TCC olarak tespit edilmistir. Ortaya ¢ikan tabloya
bakildiginda, tedaviye verilen yanitnin bu kodonla iliskili oldugunu gosteren bir seyir veya

benzerlik tespit edilememistir.

Bu c¢alismada, HDV ile enfekte hastalarda interferon tedavisine verilen yanit
farkliliklarinin viral genomdaki degisikliklerle iliskili olup olmadig1 arastirilmig ve 227,
267, 269, 270, 569, 750, 928, 929 ve 425-430 bolgesinde tedaviye yanit veren, niikseden
ve yanit vermeyen hasta gruplar arasinda farkliliklar tespit edilmistir. Bu konuda
yapilacak daha fazla hasta sayisiyla daha genis ¢apli ¢alismalar, HDV viral varyantlariyla
tedaviye yanit arasindaki iliskinin aydinlatilmasinda 6nemli rol oynayacaktir. HDV’ye ait
hiicre kiiltiir sistemlerinin gelistirilmesiyle tespit edilen viral varyantlarin 6neminin in vitro
olarak gosterilmesi de HDV tedavisinde gelistirilebilecek yeni antiviral ajanlarin ilag
duyarhilik testlerinin hizli, etkili ve giivenilir bir sekilde yapilmasina imkan saglayacaktir.
Ayrica c¢ok biiyiik ¢apta veri saglayan yeni nesil DNA dizi analizi teknolojilerinin bu
sistemlerle beraber kullanilmas1 bu konuda yapilan testlerdeki duyarhiligi oldukga

artiracaktir.

65



Sekil 6.1 202 niikleotid nokta polimorfizmi
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8. EKLER
8.1. EK1:TUM GENOM ALT ALTA DiZILMESIi VE NOKTA MUTASYONLARI

Tim genomu elde edilen 6rnekler fasta dosyasinda MEGA version 6 araciligiyla GenBank:
HQO005370.1(97) HDV RNA tiim genomunu referans alinarak align edilip, align edilen
dizilerin nokta mutasyonlar, delesyon, insersyon ve inversiyonlar, ayrica sHDAg {izerinde
202 bolgesindeki (98) niikleotidin yiizdesi isaretlenmistir. Ayrica Ribozim, S-HDAg ve L-
HDAg genlerin konumu ve Otokatalitik kirilma bolgeleri ve hiper-degisgen bolge

belirlenmistir. Ilgili isaretleme rehberi sekil 8.1°de gdsterilmistir.

Adenin INS insersyon
Guanin INV inversyon
Sitozin DEL Delesyon
Timin Homolog

Eksik okumalar

Sekil 8.1 Tiim genom dizilerinin isaretleme rehberi

75



hiper-degisgenbblge __hiper-degisgen bblge __hiper-degisgen bélge __hiper-degisgen bolge __hiper-degisgen bolge __hiper-degisgen balge
27 28 29 30 31 33 34 35 36 37 38 39 40 41

iper-degisgen bolge
23

hiper-degisgen bslge

hiper-degisgen bolge __hiper-degisgen bélge __hiper-degisgen blge
10 11 12 13 14 15 16 17

hiper-degisgen bolge __hiper-degisgen balge __hiper-degisgen bblge
2 3 4 5

T T T G G

HQ005370.1

3
(¢]
0 A
£3 >MG 24 A
) » .
32 [mc a8 A
%= My o A
=Z 3R 0 A DELC DELT DELA [T I
SHA_ 0 A I DELC | A | DELA
0 A DELT INVTC
>BG 24 A DELT INVTC
= 48 A DELT INV TC
g E [m8 0 . DELT INVTC
m m >MB 24 DELT INV TC
g . —
= ek 22 DELT
48 DELT
>KK__0 A DELT
0 A DELT DELT
>0 24
3 9% A DELT
m 0 T INVTC
2 [sroc 2 A T INVTC
£ 48 A T INVTC
£ 9% A T INVTC
i *
z 24 A
5 MA o A A EE
g % A EEE
H 0 A
2 |y 2 A
48 A
9% A
HQ005370.1 G G

<
- _zumv%n_«nm._ bblge hiper-degisgen bolge __ hiper-degisgen bolge __hiper-degisgen bolge __hiper-degisgen bolge __hiper-degisgenbélge __hiper-degisgenbblge __hiper-degisgen bolge __hiper-degisgen bolge __hiper-degisgen bolge __hiper-degisgen bolge __hiper-degisgen bolge __ hiper-degisgen bolge __hiper-degisgen bolge
© TI"a 43 44 45 46 47 48 49 50 51 53 54 55 56 5/ 58 59 60 6L 62 63 64 65 66 67 68 69 70 71 72 73 74 75 76 77 78 79 8 8 8 8 _ 8
HQ005370.1 T
0
« = [PM6 22 DELA
Ef[ w ur BN ] ]
m 2 [pmc e
&£ [my o
€2 e o o
>HA_© G DELT INV AAG A
0 C DELT INV AAG INV GAGAC
>BG 24 G DELT INV AAG INV GAGAC
T 48 G DELT INV AAG INV GAGAC
€ [me o G
m § [vs 24 G '
Bz 0 G || INV AT | _c | [ _c |
= ek 22 G ._.
G
G c
| 7| A
T G A
mv. G A
£ G c c
2 |sroc 2 G c c
£ 48 G c c
& 9% G c c
m 0 G T G c c
2 |ova 20 G T [ c @
e 8 G A G c c
2 9% G T [ c c
H 0 G T G c [
2 |y 2 G T [ A
8 G T [ A
9% G T G A
HQO05370.1 A A A G

76



per-degisgen bolge __hiper-degisgenbblge __hiper-degisgen bolge __hiper-degisgen bolge __hiper-degisgen bolge __hiper-degisgen bolge __hiper-degisgen bblge
106 107 108 109 110 111 112 113 114 115 116 117 118 119 120 121 122 123 124 125

hiper-degisgen blge __hiper-degisgenbblge __hiper-degisgen bolge _hiper-degisgen bolge __hiper-degisgen bolge __hiper-degisgen balge __hiper-degisgen blge
86 87 88 89 90 91 92 93 94 95 96 97 98 99 100 101 102 103 104 105

HQ005370.1

0
= |PM6 22
a m 48 A
S > [mc a8 G
%= My o G
=2 [5Rc_0 A DELATC
SHA_ 0 A [EVMICENANTEYS G |
0 A DELC
>BG 24 A DELC
= 48 A DEL C
ZE [ms o A DELC
m g |ove 2 A DELC
“ .M 0 A DELC
S ek 24 A DELC
48 A DELC
>KK__0 G DELC
0 A
>0 24
T 48 A
By % A
m 0 A
2 |-roc 2 A
H 48 A
£ 9% A
& 0 A
2 fwa 2 A
2 48 A
g % A
z 0 A
2 |y 2 A
48 A
% A
HQ005370.1 T

A
£ [hiper-degisgen bélge __hiper-degisgen bolge __hiper-degisgen blge __hiper-degisgen bolge __hiper-degisgen bélge __hiper-degisgen bolge __hiper-degisgen bblge __hiper-degisgen bslge __ hiper-degisgen bolge __ hiper-degisgen blge __hiper-degisgen bolge __hiper-degisgen bolge __hiper-degisgen bélge __hiper-degisgen bélge
= 126 127 128 129 130 131 132 133 134 135 136 137 138 139 140 141 142 143 144 145 146 147 148 149 150 151 152 153 154 155 156 157 158 159 160 161 162 163 164 165 166 167

Ornek

HQO005370.1

G
0
= [>m6 24
=T
A . mw
§2 [pmc as |G |
& E w0
225 T .
>HA 0
0 A
>BG 24 A
T 8 A
ZE [pwe o A
wm >MB “» A
48
0 w e
>0 24
T a8 A A A
By % A A A
E o ¢ » e
2 |sroc 22 < A
H a8 c A
= % c A
g 0
2 2
>MA
2 a8 [ c | A |
2 %
z 0
s
2 v 2 . °
8 A A
% A

HQ005370.1 A A A A A A A A A




3 o
£ £ |hiper-degisgenbélge _hiper-degisgen bélge __hiper-degisgen bolge __hiper-degisgen blge __hiper-degisgen bélge __hiper-degisgen bolge __hiper-degisgen bolge __hiper-degisgen bolge __hiper-degisgenbblge __hiper-degisgen bolge __hiper-degisgen bélge __hiper-degisgen bolge __hiper-degisgen bolge __hiper-degisgen balge
© TI"1e8 169 170 171 172 173 174 175 176 177 178 179 180 181 182 183 184 18> 18 18/ 188 189 190 191 192 193 194 195 19 157 198 199 200 201 _ 202 2035 204 205 _ 206 _ 207 _ 208 _ 209
HQ005370.1
0
= |PM6 21 A
a m 28
S > [mc a8
= Z 5RC_0
SHA_ 0
0
>8G 24
A a8
£ [me o
m § e 24
2 .
< ek 24 T
48 T
>KK__0
0
>0 24
B 8
3 9%
m 0
s 2
>FOC
£ 48
= 9%
£ b s ;
e G C
: = = =
z
2
>Ys
HQ005370.1
3
g hiper-degisgen bolge __hiper-degisgen bolge __hiper-degisgen bolge __hiper-degisgen bolge __hiper-degisgen bolge __hiper-degisgen bblge __hiper-degisgen bolge __hiper-degisgen bolge __hiper-degisgen bolge __hiper-degisgen bolge __hiper-degisgen bélge __hiper-degisgen bolge __ hiper-degisgen bolge __hiper-degisgen bolge
o 210 211 212 213 214 215 216 217 218 219 220 221 222 223 224 225 226 227 228 229 230 231 232 233 234 235 236 237 238 239 240 241 242 243 244 245 246 247 248 243 250 251
HQO05370.1 €C G G C G G| T G T T C C G C C (9 C c G A G A G G G G A A G A G T G A G G [ T
T c
= T c
=T
i c
>
i = I :
S E c
a8
=2 G c
G c
G c
T G c
B E G A c
< M G A c
EE] G A c
= G A c
G A c
x | c | c
>FO
T c T G c
z c T G c
m o [ T G ®
2 |sroc 22| DELG T G A c
£ a8 [ T G A c
& 96 [ 9 T G A c
£ o[ = G A T G A | ¢ | c
2 [owa 22| G A T G A c
e e T G c
2 96 ¢ G A T G | ¢ | c
H 0 G A T G c
2 |y 2 T G A c
8 T G A c
9% T G A c
HQ005370.1 T C G G C A G G T G T T C C G C C C C cC G A G A G G G G A A G A G| T G A G G c T T

78



Ornek

hiper-degisgen balge

hiper-degisgen bblge

hiper-degisgen bblge

iper-degisgen bélge

hiper-degisgen

hiper-degisgen bélge

hiper-degisgen bslge

iper-degisgen bélge

hiper-degisgen bblge

hiper-degisgen bblge

hiper-degisgen bolge

hiper-degisgen bélge

iper-degisgen bblge

hiper-degisgen bélge

252

253

254

255

256

257

258

259

260

261

262

263

264

265

267

268

269

270 271 272

273 274 275

276 277 278

279 280 281

282 283 284

285 286 287

288 289 290

291 292 293

HQ005370.1

(¢}

HQ005370.1 C
G
== |>M6 100% B 100% A G
] m 100% A 100% 1 TR A G
S 2 [>mc I 100% FRATA 100% A G A I -
& = Gmy 100% FEIA 100% A| [ A A
= Z [5Re 100% FLIEA 100% A| G A
SHA 100% EEEAN 100% A | 6 | S oeLT
100% A [TA] 100%
>BG 100% A 100% T EEDEY
= 100% A 100% T RG]
g E [>ms EE». 100% T EOE3 INV GA T
mm >MB 100% A 100% T gD INV GA T
EE] T 100% A 100% T 03
= [>ex 100% A 100% T R
100% . 100% 7 RT3
KK | c | 100% EA 100% A
100% 100% 1 JETE3
>FO
B 100% A
3 100% A
; =
s | 6 | DELT DELC DELG [EUCYY DELT DELA DELG DELC DELA DELG
£ >Foc 100%A
= 100% A
& 100% A
m ) S§>-
e 100% A
g 100% A
z %
g o
>Y§
100% A
100%

HQ005370.1

<
2 hiper-degisgen bolge __hiper-degisgen bolge __hiper-degisgen bolge __hiper-degisgen bolge __hiper-degisgen bolge __hiper-degisgen bblge __hiper-degisgen bolge __hiper-degisgen bolge __hiper-degisgen bolge __hiper-degisgen bolge __hiper-degisgen bélge __hiper-degisgen bolge __ hiper-degisgen bolge __hiper-degisgen bolge
©° 294 205 206 207 298 209 300 301 302 303 304 305 _ 306 308 309 310 311 312 313 314 315 316 317 318 3 320 321 322 323 3243 326 327 328 329 330 3 332 333 334
HQ005370.1 C T A G T
T DELC Y A
=z ™S T pELc Y A
8§ T DELC [N A
m 2 pme T DELC Y A
i B INV GA INV TCC |6 | | A | |1 | A
=2 [5Re INV GA INVTCC INV AG DELT INV AGG
>HA A INVAG DELT | ¢ o]
DELG
>BG DELG INV GA
- ]
m £ [>mB INV GA | 6 | | 6 | DELG DELG
w M >MB
2 [e
>KK INV GA INV TCC INV AG
INV GA A INV AG A
SFO INV GA A INV AG A
.m. INV GA A INV AG A
z INVGA A INVAG A
m DELT INV AG
“ SFOC DELT DELT
£ DELT
z DELT DELA
m DELT INV GA
m SMA DELT INV GA
DELT INV GA
2 DELT INV GA
H NV GA DELT DELT PG INVAG
2 |y INV GA DELT A INV AG [ A ]
INVGA DELT A INV AG
INV GA DELT A INV AG

79



iper-degisgen bélge

hiper-degisgen bélge

344

RESPONDER
(Yanit Veren)

fooo0ooo >

350 351 352

RELAPSER

(Niiksetmis)

DELC

DELC

NON-RESPONDER (Yanit Vermeyen)

hiper-degisgen balge

hiper-degisgen bslge

Ornek

386

392 393 394

80

A DELG
A DELG
A DEL G

INV AC INV AG
T INV AC INV AG
8§ INV AC INV AG
m 2 NV AC NV AG
s E DEL
a8
=2 DEL
INV AC DELG
DELG
DEL G
&7 -
&£ c
2 m ps
Sg
EE] INV AG
= INV AG
INV AG
c c
A
A
3 A
g
z A
E INVAC DELG
B INV AC DELG
E INV AC DELG
= INV AC DELG
m DELC
m DELC
DELC
m. DEL C
z
S
2




> ol kirlma bolgesi ik kirlma bolgesi itik larilma bélgesi o tik kirflma bolgesi o tik kirlma bolgesi itik kinma bolgesi jtik kirilma bolge
2 £ |hiper-degisgen bolge __hiper-degisgen bblge __hiper-degisgen bolge _hiper-degisgen balge Ribozyme Ribozyme
© T 419 420 421 422 423 424 425 426 427 428 429 430 431 432 433 434 435 436 437 438 439 440 441 442 443 444 445 446 447 448 449 450 451 452 453 454 455 456 457 458 459 460
HQ005370.1
0
>MG 24 DELG

RESPONDER
(Yanit Veren)
v
2
H
IS
&

>MB 24

RELAPSER
(Niiksetmis)
T
H
5
o
OO0 0O> 0006

>>» > >

SEK 24
48
ST
0 G
>0 24 &
T 48 G
By % G
m 0 A
2 [sroc 2 A
H 48 A
£ % A
m 0 A
3 [wa 2 A
2 48 A
g % A
z 0 G
3
2 | 2 G
48 G
% G
.

HQ005370.1

- I
[ Ribozyme Ribozyme Ribozyme Ribozyme Ribozyme Ribozyme Ribozyme Ribozyme Ribozyme Ribozyme Ribozyme Ribozyme Ribozyme Ribozyme
o = 461 462 463 464 465 466 467 468 469 470 471 472 473 474 475 476 477 478 479 480 481 482 483 484 485 486 487 488 489 430 491 492 493 494 495 496 497 498 499 500 501 502
HQ005370.1 A A A A
0
=T >MG 24
8§ 48
z
§2 [mc as
g5 [pmvo
=Z [>rc_ 0
>HA_ 0
0
>BG 24
&7 d
HE [me o
um >MB_ 24
B2 o L
= ek 24
48
0
_ |0 M“
g
z 9%
m o
S 2
= |>Foc
£ 43 [ c |
& 9%
g 0
m >MA “m
m. 9%
z 0
S
z [y 20
8
9%

HQ005370.1 A A A

81



HQ005370.1

Ribozyme P4

Ribozyme P4

Ribozyme P4

Ribozyme P4

Ribozyme P4

Ribozyme P4

>MG

508 509 510 511

512

516

517

518

519

524

533

534

RESPONDER
(Yanit Veren)
v
2
H

HQ005370.1

A

>MY.
>RC
>HA
DELC
>BG DELC
A
£ [me
m § [me
23
< [>ex
>KK
_ |0
s
g
m DELC
2 |[>roc PELC
£ DELC
= DELC
o
&
2
g [>ma
&
g
z
2
>Y§
HQO005370.1
x g
g £
°© = 549 550 551 552 554 558 559 560 561 566 575 576 579 585
HQ005370.1
0
v |ME 22
B
C—
§2 [mc as
2% Bns O
=2 [5Rc 0
>HA_ 0
0 c
>BG 24 c
= 48 DELT
HE [me o
Mm >MB DEL AAA | ¢ | T DELT DELA DELG DELA DELT DELC
EE] DELA DELA DELA INVCT T DELT DELA DELG DELA DELT DELC
= [>ex DELA DELA DELA INVCT T DELT DELA DELG DELA DELT DELC
DELA DELA DELA INVCT T DELT DELA DELG DELA DELT DELC
DELA DELA DELA NV CT DELT DELA DELG DELA DELT DELC INVAG DELA
e DELA DELA DELA INV CT DELT DELA DELG DELA Bl DELT DELC INV AG DELA
T DELA DELA DELA INV CT DELT DELA DELG DELA DELT DELC INV AG DELA
z DELA DELA DELA INV CT DELT DELA DELG DELA DELT DELC INVAG DELA
£ 3
S c
>FOC
E c
= C
&
&
=]
m >MA
b4
&
H DEL ARA DELTAGA DELT DELC A DELA
z |y DEL AAA DELTAGA DELT DELC A DELA
DEL AAA DEL TAGA DELT DELC A DELA
DEL AAA DEL TAGA DELT DELC A DELA

82



HQ005370.1

HQ005370.1

0
= |PM6 21
a m a8
S > [mc a8
%= My o
=2 [5Rc_0 DELG
SHA_ 0 T
0 T
>8G 24 T
= 48 T
ZE [ms o T
m g |ove 2 A T
B3 0 A T
S ek 24 A T
48 A T
>KK__0 T
0 T G
o 2 T G
T 48 T G
By % T G
m 0 T A
2 [sroc 2 J A
H 48 T A
£ % T A
m 0 T A [3
2 a2 T A c
2 48 T A c
g % T A c
z
B [, % : ¢ e
>Ys
48 T G c
% T G c
A c T

HQ005370.1

5 s|
2 &
£ 5|
© = 630 631 632 633 634 635 642 652 655 659 660 661 667 668 669
HQU05370.1
0
g% Mo =
8§ 48
z
&2 [pmcas
g5 [mvo
=Z [>rc_ 0
>HA_©
0
>8G 24
&7 d
ZE [pwe o
>MB_ 24
s
B3 0
E ek 24
48
>KK__0
0
B
§
By %
m o
B 2
>FOC
E 48
= %
g 0
m >MA “m
m. %
z 0
s
2 v 2
48
%



kinlma bélgesi itik kinlma bdlgesi itik kinlma bélgesi itik kinlma bélgesi itik kinlma bolgesi
693 694 695 696 697 698 699 700 701 702 703 707 709 710

itik kirilma bélgesi
690

tik kirima bélgesi
681 682

711

691 692

683

676 677 678 679 680

671 672 673 674 675

HQ005370.1

>MG 24

T
a2 28
S > [mc a8
25 My o A B ¢
= Z 5RC_0 A Bl -
SHA_ 0 INV ACG
0 T
>8G 24 T
A a8
£ o . ==
m g |ove 2
e | - .
S ek 24
48
>KK__0
0
>0 24
T 48
By %
m 0 T
2 [sroc 2 I
= T
&
= T
m T
3 [swa !
2 T
M. T
z
2
>Ys
HQ005370.1

L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg
S-HDAg S-HDAg -HDAg

kirilma balgesi laniima bélgesi
721 722 725 726

kirilma blgesi
713 714

Ima bblgesi

727

HQO005370.1

0
= MG 2
g2 a8
m 2 [Mc_ae
i )
=2 [5Rc 0
>HA_©
0
>BG 24
=T 48
EE€ [Sme o
mm >MB_ 24
1 0
2E By 2
48
>KK__0
0 T
o “
mv. % T
m o A
2 |sroc 22 A
H a8 A A
= % A A
m 0 A A
2 b -
&
£ % A
z 0
2 |y 2 A
48 A
%

HQ005370.1 A A A A




L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg
S-HDAg s-HDAg S-HDAg S-HDAg S-HDAg S-HDAg

L-HDAg
S-HDAg

HQO005370.1

S-HDAg

% s [ L-HDAg L-HDAg L-HDAg [ L-HDAg L-HDAg L-HDAg HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg [ L-HDAg L-HDAg]
£ ..nm, S-HDAg S-HDAg S-HDAg S-HDAg S-HDAg S-HDAg S 202sitE | S-HDAg S-HDAg S-HDAg S-HDAg S-HDAg S-HDAg S-HDAg S-HDAg
© 754 755 756 757 758 759 760 761 762 763 764 765 766 767 768 769 778 781 782 783 784 785 786 787 _ 788 789 790 791 792 793 794 795
HQ005370.1 7 G A (] A A G G G A G G A T C G A A T A T C C T A T G G G A A T
0 100% A
= |PMG 24 100% A
a m a8 100% A
g3 [pmc s
3£ >MY_o A 100%
=Z 3R 0 A R 100% C
SHA_ 0 100% | ¢ |
0 100%
>8G 24 _100%
E o o0 |
25 [vo 2 r ] ]
3 0 A 60% C
= ek 22 A 100% [ A | c
a8 A 70% [
>KK_0
o 100%
>0 24
B a8
z 9%
m 0
2 fooc [
H
2
&
&
=]
m >MA
&
g
z
2
>Ys
HQO05370.1

L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg]
S-HDAg S-HDAg HDAg S-HDAg s-HDAg

L-HDAg L-HDAg

INV GT "m m INV GT

G
T
T
T
T
T
T
A
T
A
L)

>>>>>>>>>> >

INV GT INV GT
INV GT c INV GT INV GT
INV GT C INV GT INV GT
INV GT

INV GT
INV GT

INV GT
INV GT
INV GT

>>>>>>>>

0

= MG 2

g2 48

m 2 [pmc e

&£ [my o

=2 [5Rc 0

>HA 0

0

>BG 24

&7 d

BE [meo

wm >MB “»

E ek 24

48

>KK__0

0

_ |0 w.“

s 9%

P —

S 2
>FOC

E 48

& 9%

g 0

3 [wma 2

m 8

g 9%

z 0

S

2 |y 2

8

9%

HQ005370.1

> oooannnansHd000000
O A A A A A
QO >>>>>>>>>>>>>>>>

> anonnnnnnnnnnnn6




HQ005370.1

% s L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg]
] s-HoAg s-HDAg s-HDAg S-HDAg S-HDAg S-HDAg S-HDAg S-HDAE S-HDAE s-HDAg S-HDAg s-HDAg S-HDAE S-HDAg s-HDAg S-HDAg S-HDAE s-HDAg s-HDAg s-HDAg S-HDAg
© T|"837 838 839 840 841 842 843 844 845 846 847 848 849 850 851 852 853 854 85 856 85/ 858 859 860 861 862 863 864 855 86 86/ 868 869  8/0 8/1 82 8/3 874 85 86 8/7 878
HQ005370.1 G A A G G G G G A C T C C G G G A C G C C T T G C AT G C T G G G G A C G A A G C C
0
= |PM6 21
MW 28
S > [mc a8
%= My o
= Z 5RC_0
T » .
0 T
>BG 24 T
s 8 A
m § e 24 A
M a —
< ek 24 A
48 A
>KK__ 0
0 A T
o 2 A T [ |
B 8 A T
3 9% A T
m 0 T
2 [sroc 2 J
£ a8 T
= 9% T
o
&
=]
3 |ma
&
g
z
2
>Y§
HQ005370.1
5 = L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg|
-] | s-HDAg S-HDAg s-HDAg S-HDAg S-HDAg s-HDAg s-HDAg S-HDAg s-HDAg s-HDAg s-HDAg s-HDAg S-HDAg HDAg s-HDAg s-HDAg S-HDAg s-HDAg s-HDAg s-HDAg s-HDAg
© T| a9 ss0 881 832 883 884 885 886 887 888 889 890 891 892 893 894 895 8% 897 905 906 907 908 909 910 911 912 913 914 915 916 917 918 919 920
HQO05370.1 7 G C C C C C G G G C G C T C C C C T C C T T C G A G G G G G T T cC A C
0
« = [PM6 22
8 48
25
§2 [pmc as
&£ [my o
=2 [5Rc 0
>HA_ 0
0
>BG 24
. T a8 1|
HE [me o | G |
um >MB_ 24
21 L
= ek 24
48 G|
>KK__0
0 INV GT
SFO 24 INV GT
T a8 INV GT
z 9% INV GT
m o
S 2
>FOC
E 48
& 9%
g 0
3 [wma 2
2 8 INV GT
2 9%
z 0
S
2 |y 2 A
28 A
9%

86



HQ005370.1

* o L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg [T
[ |s-+oAg S-HDAg S-HDAg S-HDAg S-HDAg  S-HDAg S-HDAE S-HDAg S-HDAg S-HDAg S-HDAg S-HDAg S-HDAg S-HDAg S-HDAgG S-HDAgE S-HDAg S-HDAg 5-HDAg S-HDAg S-HDAg S-HDAg
© F[Toa 922 923 924 95 926 927 928 929 930 931 932 933 934 936 937 938 939 040 941 942 943 944 945 946 047 948 949 950 952 953 954 955 056 95/ 958 959 960 96
Tl A e A Il ¢ ¢ Alc G G €C €C G G, € T|/AlC T c¢ T T C T T ¢ ¢ ¢c T T € T ¢
0 100% 100%G G T
= |PM6 21 100% 99%G G T
Mm a8 100% 100% G G T
g3 [pmc s
@ £ [SMY_o 100% 100% | 6 |
=2 [5Rc_0 c
SHA_ 0 c DELA
0 c [3
>BG 24 C G
o |l ¢ o
£ o c o O ==
m g |ove 2
25 | | O =
~ |>EK 24
48
>KK__0
0 3 [3
o 2 ¢ G
T 48 c G
By 9% c G
m 0 c G DEI
2 |-roc 2 < =
H a8 c G
£ 9% c G
m 0 100% A | 100% INS C DELA T 4
m cory 3 99%A | 99%INSC [ DELA T c
2 48 100% A | 100% INS € T c
g % 100% A | 100%INS € T c
H 0 100% A
2 | 2 100% A 100% C
48 100% A 100% C
% 100% A

HQ005370.1

s = L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg]
|3 | s-HDAg s-HDAg S-HDAg -HDAg s-HDAg s-HDAg S-HDAg s-HDAg s-HDAg s-HDAg S-HDAg S-HDAg s-HDAg s-HDAg HDAg s-HDAg -HDAg s-HDAg s-HDAg
© Tl 92 963 965 966 967 968 969 970 971 972 973 974 975 976 977 979 980 981 982 983 984 985 985 987 988 989 990 991 992 993 994 995 99 997 998 999 1000 1001 1002 1003
HQU05370.1 7 cC G [ T C c T C G G| T cC A A c T c T T G A G T T C C T c T T c T T C cC T (9 C C
0 G c A
x T |PMG 24 T T
g2 a8 T T
m i EaT) T
g5 [ o
= Z [>rc_ 0
>HA 0
0 T T
>BG 24 T u
. = :
BE [meo | c | L
wm >MB “»
E ek 24
48
0 T T
o 24 T T
T a8 T T
By % T T
m 0 | DELC DELG DELT DELC | A | T
2 |sroc 22 !
H a8 T
= 96 T
= o
3 |wa 2 u
g 48
A =
5[ o ;
2 v 2 .
8 A
% A

87



L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg]

<
: £ |s-HDAE s-HDAg s-HDAg S-HDAg -HDAg S-HDAg S-HDAg S-HDAE
© T|"1004 1005 1006 1007 1008 1009 1010 1011 1012 1013 1014 1015 1016 1017 1018 1019 1020 1021 1022 1023 1024 1025 1026 1027 1028 1029 1030 1031 1032 1033 1034 103> 1036 103/ 1038 1039 1040 1041 1042 1043 1044 1045
HQ005370.1 7 T G C T G A G G T T C T T C C C T C C T C C A G A A A G T T G C T T C T T C T T G T
0 c G C [
« = [MG 22 c c G ' T
a m 48 c c G T
g3 [pmc s c G c T G c | G | | c |
3£ >MY_o « Il < c c
= Z 5RC_0 « I ¢ c c
SHA_ 0 Il c © c
0 G c T G c c
>BG 24 G C T G C C
P ] ¢ I
Eome © G c T G c | ¢ |
m § e 24 G © c
EE] 0 G c c
= ek 22 G c c
48 G c c
>KK_ 0 « Il ¢ © [
0 G T
o 2 G T
B 8 G T
3 9% G T
m 0 G [ T G [ [
2 |sroc ¢ G c T G c c
£ a8 G c T G c c
= % G c T G c c
m 0 G c T G 4
2 a2 G [ T G c
Pl = == q B :
2 9% | c | G T
H 0 G c T
Z s 20 G c T
48 G c T
9% G c T
HQ005370.1 T G C T G A G G T T C T T C C C T (¢ A G A A G C T T C T T C T T G T
3 = L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg|
£ &
© *|1046 1047 1048 1045 1050 1051 1052 1053 1054 1055 1056 1057 1058 1059 1060 1061 1062 1063 1064 1065 1066 1067 1068 1069 1070 1071 1072 1073 1074 1075 1076 1077 1078 1079 1080 1081 1082 1083 1084 1085 1086 1087
HQO05370.1 T C T C G A G G G C C T T C C T T C G T C G G T (] A T C C T G C C T C T C C T T G T
0
= [PMG 22 T
g2 28 T
§2 [pmc as G | c |
@ E My o
=2 [5Rc 0
>HA 0
0 G c
>BG 24 G c
= 48 T
EE Swme o
Mm >MB_ 24
E] 0
2E By 2
48
>KK__0
0
_ |0 w.“
s 9%
m 0 G 3
2 |sroc 22 = <
£ 48 G c
& % G c
m 0 G
m >MA “m S
H 0
z [y 20
8
9%

HQ005370.1 A A

88



HQ005370.1

3 2 L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg|
E 5
© T|"1088 1083 1090 1091 1092 1093 1034 1095 109 105/ 1098 1099 1100 1101 1102 1103 1104 1105 1106 1107 1108 1109 1110 1111 1112 1113 1114 1115 1116 1117 1118 1119 1120 1121 1122 1123 1124 1125 1126 1127 1128 1129
HQ005370.1 7 C G (] T G A A T C C T C C C C T G A G A G G C C T C T T C C T A G G T C C G G A G T
0 INV GA T [ [
= |PM6 22 INV GA G T
a m 48 INV GA G T
m 2 [Mc 48 INV GA [4 DELT H
- A
g2 e o
SHA_0
0 NV GA
>BG 24 INV GA
T 28 INV GA N
m Eome © INV GA
§ e 24
23 9
~ |>EK 24
48
>KK__ 0
0 A T c INV GA
o 2 A T c INV GA
B 8 A T c INV GA
3 9% A T c INV GA
m 0 INV GA c A
2 |sroc ¢ INV GA c A
£ a8 INV GA c A
= 9% INV GA c A
I 0 A INV GA A
m ova 24 A INV GA A
e 48
g 9% A T c INV GA G | T |
H 0 c c NV GA T c
Z s 20 c INV GA T c
48 c INV GA T c
9% c INV GA T c
HQ005370.1 T A T
D D DAg DAg g D DAg DAg DAg DAg DAg DAg DAg DAg DAg
ie
© T30 1131 1132 1133 1134 1135 1136 1137 1138 1139 1140 1141 1142 1143 1144 1145 1146 1147 1148 1149 1150 1151 1152 1153 1154 1155 1156 1157 1158 1159 1160 1161 1162 1163 1164 1165 1166 1167 1168 1169 1170 1171
HQ005370.1 A A A
0
« = [PM6 22 T
g2 a8 T
mw >MC_48
@ E My o T T T
=Z [5RC 0 ' T T
>HA_ 0 T T T
0 T T T
>BG 24 T T T
= 48 T T BN
&€ [>ms o T
Mm >MB_24 T T T
EE] 0 T T T
= ek 24 T T T
48 T T T
>KK__0 T T
0 T
e “
s 9% T
2 |sroc 22 !
£ 48 T
z 96 T
m 0 T T
2 |ova 20 T T
2 43 [ c ] T 1] i
m. 9% T
H 0
z [y 20
8
9%



% s [ L-HDAg L-HDAg L-HDAg [ L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg [ L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg [ L-HDAg L-HDAg]
=
£ 5
© TI'w7;z 1173 174 1175 1176 1177 1178 1179 1180 1181 1182 1183 1184 1185 1186 118/ 1188 1189 1190 1191 1192 1193 1194 1195 119 119/ 1198 1199 1200 1201 1202 1203 1204 1205 1206 1207 1208 1209 1210 1211 1212 1213
HQ005370.1 7 C C C C C T C T C C A T C T T T A T C C T T C T T T C C G A G A A T T C C T T T G A
0 c C T T
53 >MG 24 c
85 a8 c
22 [ | ¢
3£ >MY_o c
=2 [5Rc_0 [
T |
0 c
>BG 24 C
T 28 4
E o c | T A |
m >MB_ 24 c
2
= 0 4
x Z
= |PEK 24 4
a8 [
o
>0 24
B a8
z 9%
m 0
= 2
>FOC
£ 48
= %
m 0
m >MA 2
g a8
w %
z 0
S
Z s 20
a8
%
HQO05370.1

D D DAg DAg = b DAg DAg DAg DAg DAg DAg DAg DAg DAg
o = 1214 1215 1216 1217 1218 1219 1220 1221 1222 1223 1224 1225 1226 1227 1228 1229 1230 1231 1232 1233 1234 1235 1236 1237 1238 1239 1240 1241 1242 1243 1244 1245 1246 1247 1248 1249 1250 1251 1252 1253 1254 1255
HQU05370.1 A A A A A A A
0 A
v |ME 22
4
8§ 48
g2 fww !l
& E w0 g
=Z [5RC 0 c
>HA 0
0
>BG 24
&7 d
R . —
S5 bve 2 3
g2 0 :
Z ek 24 @
a8 C
SKK_ 0
0
_ |0 w.“
s %
E
2 |sroc 22
H a8
B 9%
3 [wma 2 G 0
2 a8 [ c [ c |
z % 6
z 0 G
3
2 |y 2
a8
9%

HQ005370.1

90



L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg]

<
© TIT156 1257 1258 1259 1260 1261 1262 1263 1264 1265 1266 1267 1268 1269 1270 1271 1272 1273 1274 1275 1276 1277 1278 1279 1280 1281 1282 1283 1284 1285 1286 128/ 1288 1289 1290 1291 1292 1293 1294 1295 1296 1297
HQ005370.1 7 T C T T C C T C T T C C G G A G AT C C C T C T C G A G T T C C T C C T G T T
0 T c G T A A
= |PM6 22 T c G T A A
a m 48 T c G T A A
m 2 [mc s T c G N T A A
%= My o T T A T
=2 [5Rc_0 T c T A A
SHA_ 0 T G T T A A
0 T G T T A A
>BG 24 T (] T T A A
= T 48 T G T A A
m >MB 0 T C T A A
mn >MB 24 T 4 T A A
“ .M 0 T C T A A
= ek 22 T c T A A
48 T c T A A
>KK__0 T T A A
0 T c T A A
SFO 24 T c T A A
B 8 T c T A A
3 9% T c T A A
m 0 T c T T A A
2 |sroc ¢ T c T T A A
m 48 T A C T T A A
= 9% T A c T T A A
& 0 T c T T A A
m ova 24 T C T T A A
e 48
N . =
H 0
Z |y 2 [ 7|
43 ¢ |
9% T
HQ005370.1 C

—
5 = L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg]
&
£ &
© T|'1298 1299 1300 1301 1302 1303 1304 1305 1306 1307 1308 1309 1310 1311 1312 1313 1314 1315 1316 1317 1318 1319 1320 1321 1322 1323 1324 1325 1326 1327 1328 1329 1330 1331 1332 1333 1334 1335 1336 1337 1338 1339
HQO05370.1 7 T C T T T C T T C C A T T T A C C C A C T G C T C G A G G A T C T C T T C T C T T C
G 4 A c
z T [Me G c A c
mm G c A c
F B3 < oA |_c_| | i)
5 | c A W
£
= Z [>Rc C A L DELT

Y
=
=

ola x ololole|glg x °

>MB 24

RELAPSER
(Niiksetmis)

>EK 24

>KK__0 B c A

>FO

0000

24
48

l
SMA 24 T

>FOC

c000

AN~ AAN N

NON-RESPONDER (Yanit Vermeyen)
°

HQ005370.1 A A A A A




L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg L-HDAg

<
: £ hiper-degisgen bélge __hiper-degisgen bélge __hiper-degisgen b
© TI"1340 1341 1342 1343 1344 1345 1346 1347 1348 1349 1350 1351 1352 1353 1354 1355 1356 135/ 1358 1350 1360 1361 1362 1363 1364 1365 1366 1367 1368 1369 13/0 1371 1372 13/3 1374 1375 1376 1377 1378 1379 1380 1381
HQ005370.1 7 C C C C G C G AT C C T T C T T C G A C T C G T G C C G G C T C AT C T C G G C A A
0 G T c T G A A G
= |PM6 22 G . T c T [ A A G
a m a8 G T c T [ A A G
S > [mc a8 [ G A A
%= My o c I © N G A A
=2 [5Rc_0 DELA T c [ A A
>HA_ O c il ' Il C ¢ ¢ I A
0 G T G A A
>BG 24 G . T [ A A
s 8 G T [ | 1 | [ A A
m >MB 0 [ . T c G A A
m § e 24 G T @ [ A A
EE] 0 T c [ A A
= ek 22 T c G A A
48 T c G A A
>KK_ 0 c Il c T G T A
0 G T c T G A A
o 2 G T c T [ A A
B 8 G T c T G A A
3 9% G T c T [ A A
m 0 G T G A A
2 |sroc ¢ G T G A A
m 48 G T G A A
= 9% DELC G T [ A A
m 0 T G A l A
2 a2 T G A [ A
e 48
g 9%
H 0
Z s 20
48
9%

HQ005370.1

|lgehiper-degisgenbblge __hiper-degisgen bblge __hiper-degisgen bolge __hiper-degisgen bolge _hiper-degisgen blge __hiper-degisgen bdlge __hiper-degisgen bolge __hiper-degisgen bolge __hiper-degisgen bolge __hiper-degisgen bblge __hiper-degisgen balge __hiper-degisgen bolge __hiper-degisgen bdlge __hiper-degisgen b
1383 1384 1385 1386 1387 1388 1389 1330 1391 1392 1393 1394 1395 1396 1397 1398 1399 1400 1401 1402 1403 1404 1405 1406 1407 1408 1409 1410 1411 1412 1413 1414 1415 1416 1417 1418 1419 1420 1421 1422 1423

<
g g
S5 2
HQ005370.1
0
« = [PM6 22
&
8§ 48
m 2 [pmc e
&£ [my o
=2 [5Rc 0
>HA 0
0
>BG 24
&7 d
BE [meo
um >MB_ 24
Z3 0
E ek 24
48
>KK__0
0
_ |0 w.“
mv. 9%
m o
S 2
>FOC
E 48
& 9%
g 0
m sma 24
; 8
g 9%
z 0
S
2 |y 2
8
9%

HQ005370.1

92



HQ005370.1

hiper-degisgen bdlge

hiper-degisgen bdlge __hiper-degisgen bélge

hiper-degisgen bblge __hiper-degisgen bélge __hiper-degisgen bolge

>MG

1427

1442

1452 1453 1454 1455 1456 1457 1458 1459 1460

1443 1484 1445

INVTA
INVTA

INV TA

RESPONDER
(Yanit Veren)

>BG

RELAPSER

(Niiksetmis)

>MB
>MB

DOOOOOOOOOOO O

>EK

DELC
DELC
DELC

>KK

>FO

DELC
DELC
DELC
DELC

INVTA
INVTA
INVTA

NON-RESPONDER (Yanit Vermeyen)

>FOC

>MA

A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A

OO0 0006

)

>YS

HQ005370.1

o

HQO005370.1

x
£l
£

©

hiper-degisgen balge

hiper-degisgen bélge __hiper-degisgen bblge __hiper-degisgen bblge __hiper-degisgen bblge __hiper-degisgen bolge __hiper-degisgen bolge __hiper-degisgen bolge __hiper-degisgen bélge __hiper-degisgen b

>MG

RESPONDER
(Yanit Veren)

RELAPSER
(Niiksetmis)

o
il
>

NON-RESPONDER (Yanit Vermeyen)

>FOC

>YS

>MA

HQ005370.1

1469

A

LN N N W W W o I U WU N RS

C
C
C
C
C
C
C
C
c
C

1484 1485 1486 1487 1488 1489 1490 1491 1492 1493 1494 1495 1496 1497 1498 1499 1500 1501 1502 1503 1504 1505 1506 1507

G € A G G G G G A A G G AT C A G C €cC € C G A

INVGA T
INVGA T
INV GA T

DELA

INV GA | A |

A I

G

DELA
DELA
INV GA

G

OO0

>>>> >

nﬁmmm)nmommnmmomm>>>mmomn—!

DELA DELA A

93



lge__hiper-degisgenbblge _hiper-degisgen balge hiper-degisgen bblge __hiper-degisgen bélge __hiper-degisgen bolge

hiper-degisgen bélge __hiper-degisgen bblge iper-degisgen bolge __hiper-degisgen bolge __hiper-degisgen

1509 1510 1511 1512 1513 1514 1515 1516 1517 1518 1519 1520 1521 1522 1523 1524 1525 1526 1527 1528 1529 1533 1536 1537 1538 1539 1540 1541 1542 1543 15

HQ005370.1

HQ005370.1 G G T
0 A T T A
« = [MG 22 A T T A
w. m 48 A T T A
S 2 [>mc_48 A T T A
%= My o EEE A G
=2 [5Rc_0 A T T G
SHA_0 A T T G
0 A T T A
>8G 24 A T T A
T 8 A T T A
.m >MB 0 A T T G DELT
m § [ve 2 A T T G DELT
3 0 A T T G I oeLT
= ek 22 A T T G DELT
a8 A T T G DELT
>KK_ 0 Ol - G DELT
o A T T A
S0 24 A T T A
B a8 A T T A
z 9% A T T A
m 0 A T T A
2 |sroc 22 A T T A
H a8 A T T A
= % A T T A
m 0 A A T T A
2 |va 2 A T T A
g a8
g 96 [ A A A A A
z 0 A A A
2 svs 24 & . = : .
43 ¢ | A A
96 A A DEL C A DEL T
HQ005370.1 A A A A A A A A A A A A A A
% =
£ £|lge  hiper-degisgenbslge  hiper-degisgen bblge __hiper-degisgen bblge __hiper-degisgen bdlge __hiper-degisgen bolge __hiper-degisgen bolge __hiper-degisgen bolge __hiper-degisgen bblge __ hiper-degisgen bblge __hiper-degisgen bdlge ___hiper-degisgen bolge __hiper-degisgen bolge __hiper-degisgen bolge __hiper-degisgen b
°© = 1550 1551 1552 1553 1554 1555 1556 1557 1558 1550 1560 1561 1562 1563 1564 1565 1566 1567 1568 1569 1570 1571 1572 1573 1574 1575 1576 1577 1578 1579 1580 1581 1582 1583 1584 1585 1586 1587 1588 1589 1500
HQO05370.1 T C C C A A (€] A A (¢] A A C C A A (¢] G A G A A C T C A A (¢] A A C G G A A T T
o G A A G A N DELC G c c c
= |°MG 22 G A A G A AN DELC [ c c c
g2 a8 G A A G A W DELC [ c c c
m i EaT) A A [ A DELC c
35 [>my_o A A <« I DEL C T
=2 [5Rc 0 A G DELC c
>HA__ 0 | c | A A G A~ I [ oecc S c
0 A A A G A DELC A C
>BG 24 A A A G A DELC C
T a8 A A A G A DELC c
&g [>mB 0 A A A G DELC c
m § [vs 24 A A A G DELC c
CE] ] A A A G DELC c
= [>EK 24 A A A G DELC C
48 A A A G DELC c
>KK__ 0 DELC DELC A G A [ DELC] T
0 A A A G A DELC G 4
SFO 24 A A A G A DELC A 4
.m. 48 A A A G A DELC A c
z % A A A G A DELC A c
m o A A A G A A @
2 |oroc 2 A A A G A A 4
H a8 A A A G A A c
W_-\ 96 A A A G A A C
m 0 A A A G A A c
m SMA ““ A A A G A A C
m. 9%
z 0
z [y 20
28
%

94



hiper-degisgen bélge __hiper-degisgen bblge __hiper-degisgen bolge __hiper-degisgen bolge __hiper-degisgen bolge __hiper-degisgenbblge _hiper-degisgen bélge _hiper-degisgen bélge __hiper-degisgen bolge _hiper-degisgen bolge __hiper-degisgen balge __hiper-degisgen bolge __hiper-degisgen bolge __hiper-degisgen b
1592 1593 1594 1595 1596 1597 1598 1599 1600 1601 1602 1603 1604 1605 1606 1607 1608 1609 1610 1611 1612 1613 1614 1615 1616 1617 1618 1619 1620 1621 1622 1623 1624 1625 1626 1627 1628 1629 1630 1631 1632

£%
o5 48
82 [ m e o |
%= My o
= Z 5RC_0 |
>HA 0 | INV AG
o WG
>8G 24| o
28

RELAPSER

(Niiksetmis)
R
Z = |58
olgpolpe
o
>»>» > P>
(]

NON-RESPONDER (Yanit Vermeyen)

HQ005370.1

hiper-degisgen b

|lgehiper-degisgenbblge __hiper-degisgen bblge __hiper-degisgen bolge __hiper-degisgen bélge __hiper-degisgen balge __hiper-degisgen balge __hiper-degisgen bolge __hiper-degisgen bblge __hiper-degisgen bblge __hiper-degisgen bolge __hiper-degisgen bélge __hiper-degisgen bolge __hiper-degisgen bblge
1633 1634 1635 1636 1637 1638 1639 1640 1641 1642 1643 1644 1645 1646 1647 1648 1649 1650 1651 1652 1653 1654 1655 1656 1657 1658 1659 1660 1661 1662 1663 1664 1665 1666 1667 1668 1669 1670 1671 1672 1673 1674

Ornek
Hafta

HQ005370.1
0

g Ve 2
8§ 48
mw >MC_48
&£ [my o
=2 [5Rc 0
>HA_ 0

0

>BG 24
=T 48
EE€ [Sme o
mm >MB_ 24
22 9

NON-RESPONDER (Yanit Vermeyen)
°

HQ005370.1 A A A A A A

'g)
[®)}



HQ005370.1

hiper-degisgen balge

hiper-degisgen bblge

RESPONDER
(Yanit Veren)

RELAPSER
(Niiksetmis)

1676 1677 1678

1679 1680

>>>HA>>>>>>Hd>> >

NON-RESPONDER (Yanit Vermeyen)

HQ005370.1

>>>>>PP>>>>> a >>P>P>>P>>>>> > H @
(1]

96



9. OZGECMIS

Adi Soyadi: Camran NASSIRI
Dogum Yeri: IRAN - Ray
Dogum Tarihi: 16.09.1980
Medeni Hali: Evli

Yabanai Dili: Ingilizce, Farsca

Egitim Durumu

Lise: Doktor Hashtroodi lisesi, Urmiye, Iran

Lisans: Mikrobiyoloji Boliimii, Fen Fakiiltesi, Azad Universitesi, Zencan, iran

Yayinlar

Uluslararasi Kongrelerde Sunulan Bildiriler:
e Kabacam, G., Yakut, M., Seven, G., Karatayli, S. C., Nassiri, C., Bozkaya, H.,
... & Yurdaydin, C. (2011, October). DELTA HEPATITIS MAY REQUIRE
PROLONGED TREATMENT WITH INTERFERON. In Hepatology (Vol. 54,
pp- 1039A-1039A). COMMERCE PLACE, 350 MAIN ST, MALDEN 02148,
MA USA: WILEY-BLACKWELL.

97



1102 1380130

OFFICIAL JOURNAL OF THE AMERICAN ASSOCIATION FOR THE STUDY OF LIVER DISEASES

A3ororedoy

NOVEMBER 4 - 8

San Francisco, CA * Moscone West

=
=
=
=
=
m
o
-
=
=
g
.
=
=
=
-
L=
=
(==}
m
(3]
F=
[
o
e
=

THMNIVIE-ATTIM

98



HEPATOLOGY, VOLUME 54, NUMBER 4 [SUPPL)

fibrosis (=1 point decrease in Ishak score) at Year 5, including
16/18 (B8.9%) patients with cirrhosis at baseline who had his-
tolagic regression (Ishak <5), while 28/72 (38.9%) showed no
change in fibrosis. TDF was well tolerated over the 5 year
period; <2% of Asian patients discontinued TDF for an adverse
event [AE), and Grade 2 - 4 AEs were comparable in Asians
compared to the overall study population. Through Year 5,
<1.2% of Asian patients experienced a confirmed increase of
=0.5 mg/dL in SCr, decease in serum PO4 <2.0 mg/dL, or
decrease in CrCL <50 ml/min. There were no patients with
resistance detected to TDF through Year 5. Conclusions. In a
subset of Asian patients, TDF remains safe and effective over a
5 year treatment period. Most patients (90%) showed overall
histologic improvement; additionally, 89% of Asian patients
with cirrhosis at entry have regression of histologic cirrhosis at
5 years. These data are consistent with those of the overall
study population, and also support the link between long term
HBV suppression with TDF and regression of fibrosis in the
maijerity of treated patients.
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DELTA HEPATITIS MAY REQUIRE PROLONGED TREAT-
MENT WITH INTERFERON

Gokhan Kabacam!, Mustafa Yokut!, Gillseren Seven', Senem C.
Karatayli?, Camran Nassiri?, Hakan Bozkaya', A.Mithat Boz-
dayi?, Ramazan Idilman’, Cihan Yurdaydin'2; ! Ankara University,
Department of Gastroenterology, Ankara, Turkey; Hepatology
Institute, Ankara University, Ankara, Turkey

Introduction and aim: Interferon’s are the mainstay of treatment
in delta hepatitis. Aim of this study is to evaluate the effect of
eiongalion of treatment duration on sustained viro|ogicu|
response. Material and methods: Interferon based treatment of
83 cases of Delta Hepalitis[59(71,0%) male, 24(29,0%)
female, mean age(+SD)=47,7(+10,2]] were categorised as
standart{s18mo, n=47), or long term(>18mo, n=34). Two
cases were excluded because one is still ontreatment and the
other was lost to follow-up. Mean duration of known HBV and
HDV infection were 135247, and 98+52mo. At commence-
ment of treatment, 63(78%) of the cases had chronic hepati-

99
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tis(CH) and 18(22%) had cirrhosis(C). ALT normalisation for at
least & months post-treatment and undetectable HDV RNA
were taken as combined sustained response criteria[CSR), and
predictive factors were analysed. HDV RNA measurements
were performed by in house qualitative or quantitative RT PCR.
Results: Mean duration of treatment, and number of treatment
episodes were 13,32 8mo(6-18) and 1,2+0,5(1-3), respec-
tively, in the standart arm, and 45,1224,4mo(24-120) and
3,1:1,6(1-7), respectively, in the prolonged
treatment{p<0,000). Prolonged freatment was given more to
CH patients than to cirrhotics|OR=4,8,p=0,01). Among base-
line characteristics platelet and HDV-RNA levels were different
between standart, and prolonged treatment(157:49 vs
184+57,p=0,03 and 4.18+3.28 vs 6.10+2.51, p=0.04,
respectively). CSR was better in prolonged treatment arm, when
the relapsed-retreated patients were taken as responders, [OR:
4.47|Cl: 1.5 - 12.7), p=0.005]. Among the factors studied,
only baseline GGT, and treatment duration affected the treat-
ment response in univariate analysis (r=-0.312, p=0.006;
r=0.322, p=0.005 respectively). In the multivariate analysis
only treatment duration more than 18me was
significant{OR=5.18(Cl:1.61-16.66), p=0.006]. On follow-up
of baseline CH cases|N=63), development of C, decompansa-
tion, HCC, and transplantation/mertality were not different
between two treatment groups(p=0.05). However, development
of cirrhosis[OR=0.28(CI:0.08-0.89), p=0.03], mortality and
transplantation significantly decreased in
responders[OR=0.09(Cl: 0.01-0.91), p=0.03]. HBsAg clear-
ance was seen in 8(9,9%) cases, at similar level between treat-
ment groups(p=0,7). Conclusion: A standard 1 year or up to
18 months course of treatment with interferans is most likely not
enough in the majority of patients with CDH. Prolonged treat-
ment is necessary in cases with higher baseline viral load. In
such patients, pro|ongufion of treatment is critical for preventing
complications of liver disease including cirrhosis, and death.
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BASELINE HBSAG AS PREDICTOR FOR HBSAG SERO-
CONVERSION IN HBEAG NEGATIVE CHRONIC HEPATI-
TIS B PATIENTS TREATED WITH PEGINTERFERON
ALFA-2A AND ADEFOVIR: FINAL RESULTS OF A
PROSPECTIVE OPEN LABEL STUDY

Bart Takkenberg', Annikki de Niet!, Hans L. Zaaijer®, Christine J.
Weegink', Valeska Terpstra?, Marcel DijkgraaP, Peter L. Jansen',
Vincent Rijckborst®, Harry L. Janssen®, Marcel Beld®, Hendrik W.
Reesink'; 'Department of Gastroenterology and Hepatology, Aco-
demic Medical Center, Amsterdam, Netherlands; ?Department of
Pathology, Academic Medical Center, Amsterdam, Netherlands;
IClinical Research Unit, Academic Medical Center, Amsterdam,
Netherlands; “KIT Biomedical Research, Royal Tropical Institute,
Amsterdam, Netherlands; Medical Microbiology and Karl Land-
steiner Laboratory, Academic Medical Center, Center for Infectious
Disease and Immunology (CINIMA), Amsterdam, Netherlands;
®Department of Gastroenteralogy and Hepatology, Erasmus Med-
ical Center, Rotterdam, Netherlands

Background and aim: To investigate baseline and on-freatment
markers for prediction of HBeAg serocanversion, sustained viro-
logical response (SVR) or HBsAg seroconversion in chronic hep-





