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Hepatit Delta Viriisii (HDV) Tanisinda ‘Real Time’ PZR Temelinde Yeni Bir Yontem
Gelistirilmesi

OZET

Hepatit delta viriisii (HDV), delta hepatitine sebep olan bir viral hepatit ajanidir. HDV
defektif bir RNA viriisiidiir ve tek basina patojen degildir, bu bakimdan yalnizca Hepatit B
(HBV) enfeksiyonu olan bireylerde hastalik yapabilmektedir. HDV enfeksiyon tanisi ya da
uygulanan tedavinin etkinligi ise genellikle spesifik anti-HDV IgM veya HDV-RNA gibi
biyokimyasal, histolojik ve virolojik parametrelerle degerlendirilmektedir. Fakat akut
enfeksiyon vakalar1 ya da immiin sistemi baskilanmis bireylerdeki kronik enfeksiyonlar
disinda HDV antijeninin serumda saptanmasi ¢ok nadirdir. HDV RNA’nin serumda
belirlenmesiyle HDV replikasyonu en iyi sekilde degerlendirilebilir. Real time PZR sistemi
amplifikasyon {irlinlerinin miktarlarinin belirlenmesinde hizli bir sistemdir, yiiksek
duyarlilik ve kesinlikte sonuglar alinabilmektedir. Biz de ¢alismamizda farkli ‘real time’
PZR cihazlar1, farkli primer-prob sistemleri ve farkl ticari kitler deneyerek HDV-RNA’y1
kantitatif olarak saptamaya yonelik en uygun, yliksek kesinlik ve duyarlilikta ‘real time’

PZR kosullarini belirlemeyi amagladik.

Calismamiza laboratuvarimizda daha once yapilan konvansiyonel PZR testleri ile HDV
RNA’smin pozitif oldugu belirlenen 40 hasta ve bir yil siireyle interferon ya da PEG-
interferon tedavisi almis 22 HDV hastas1 alindi. Farkli HDV izolatlar1 karsilastirilarak
HDV genomunun korunmus bolgeleri belirlendi ve bu bdlgelere 6zgii primer-prob tasarimi
yapildi. Ayrica HDV RNA’nin kantitasyonu i¢cin HDV genomunun bir bolimiinii igceren
standart plazmid olusturuldu ve kopya sayist hesaplandi. Yapilan denemeler sonucunda
delta antijeni bolgesini hedef alan iki farkli primer-prob sistemi ve farkli ‘real time’ PZR
kitleri ile HDV RNA’nin, Light cycler ‘real time’ PZR sisteminde 1000 kopya/ul’ye kadar,
ABI 7300 ‘real time’ PZR sisteminde ise 100 kopya/ul’ye kadar saptanabildigi gézlendi.
Standart plazmidin bilinen miktarda olusturulan Orneklerinin dongii esik degerlerine
karsihk  (CT:cycle threshold) baslangictaki genom  kopyalarmin  logaritmik
konsantrasyonlarinin oldugu standart dogrular olusturuldu, HDV RNA’siin pozitif oldugu
belirlenen 40 hasta serumunun HDV RNA viral yiki Light cycler ‘real time’ PZR
sisteminde iki asamali1 olarak, bir yil siireyle interferon ya da PEG-interferon tedavisi alan
22 HDV hastasinin serum HDV RNA viral yiikii ise ABI 7300 ‘real time’ PZR sisteminde

tek asamada (ters transkripsiyon ve polimerizasyon ayni tlip igerisinde) kantitatif olarak



belirlendi. Bu bakimdan HDV RNA’nin ‘real time’ PZR sisteminde saptanmasina yonelik
sinirli sayidaki ¢alismalar arasinda caligmamiz ilktir ve bu sekilde kontaminasyon riski ve
zaman kayb1 da azaltilmis olmaktadir. Sonu¢ olarak HDV RNA’nin serumda kantitatif
Ol¢iimii, HDV enfeksiyonlarinin patofizyolojisinin analizinde ve HDV biyolojisini
anlamaya yonelik ¢alismalarda kullanigh olabilir. Ayrica HDV RNA diizeyleri ile hastalik
seyri arasindaki iliski analiz edilerek hastaligin tedavisinde izlenecek yollarin
belirlenmesinde ve yeni ilaglarin etkilerinin degerlendirilmesinde de HDV RNA’nin

kantitatif analizi yararl olacaktir.

Anahtar kelimeler: Hepatit Delta Viriisii, HDV RNA, ‘real time’ PZR, Hepatit B Viriisii.
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Development of A New Method Based On Real Time PCR In The Diagnosis of
Hepatitis Delta Virus (HDV)
ABSTRACT

Hepatitis delta virus is an agent responsible for delta hepatitis. HDV is a defective RNA
virus that can only infect people who have hepatitis B virus. HDV diagnosis or treatment
of HDV infection efficiency is monitored by biochemical, histological and virological
parameters such as spesific anti-HDV IgM or HDV RNA. The HDV antigen can be
detected rarely in serum except in cases of acute infection or chronic infections in
immunsupressed patients. HDV replication can be evaluated by detecting HDV RNA in
serum specimens. Real time PCR is a rapid and sensitive method to quantitate
amplification products. The aim of this study was to quantitate HDV RNA in serum by real
time PCR using different real time PCR machines, different primer probe systems and

different commercially available kits.

In this study there were 40 patients who have HDV RNA in their serum detected by
conventional PCR in our laboratory. Also chronically infected 22 HDV patients receiving
IFN or PEG-IFN therapy were enrolled to the study. Different HDV isolates were
compared, conserved HDV regions were detected and primers and probes were designed
based on these regions . Also we constructed a standard plasmid including HDV genome to
quantitate HDV RNA and copy number of plasmid was calculated. Using two different
primers and probes targeting hepatitis delta antigen region and using different PCR Kkits,
HDV RNA could be detected in Light cycler real time PCR system and ABI 7300 real
time PCR system. The sensitivity of the assay to detect HDV RNA was 1000 copies/ul in
Light cycler real time PCR system and 100 copies/ul in ABI 7300 real time PCR system.
Serial dilutions of standard plasmid with known copy number were tested with the cycle
threshold (CT) values plotted against the copy number to establish a standard curve. Then
HDYV RNA viral load of 40 patients were evaluated by Light cycler ‘real time’ PCR system
in two steps and HDV RNA viral load of 22 patients receiving IFN or PEG-IFN therapy
were evaluated by ABI 7300 real time PCR system in one step (reverse transcription and
polymerization were in the same tube). As the result our study was unique among studies
of determining HDV RNA in serum by real time PCR and then contamination risk and
time consumption was prevented using one tube. HDV RNA quantitation in serum could

be helpful in understanding of HDV biology and analysing of pathophysiology of HDV
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infection. Also this study should help the management of chronically infected patients and

it could be used to define treatment guidelines and to evaluate the efficacy of new drugs.

Key words: Hepatitis delta virus, HDV RNA, real time PCR, Hepatitis B virus.
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1. GIRIS

Hepatit delta virtisi (HDV), delta hepatitine sebep olan bir viral hepatit ajanidir. HDV
defektif bir RNA viriisiidiir ve tek basina patojen degildir, bu bakimdan yalnizca Hepatit B
(HBV) enfeksiyonu olan bireylerde hastalik yapabilmektedir.

Hepatit delta antijeni (HDAg), ilk defa 1977 yilinda Rizzetto ve arkadaglari tarafindan bazi
bireylerdeki HBV enfeksiyonunun diger HBV enfeksiyonlu bireylere gére neden daha
siddetli oldugu arastirilirken karaciger biyopsi Orneklerinde kesfedilmistir. Daha sonra
yapilan arastirmalar ise delta antijeninin su anda bizim HDV olarak bildigimiz yeni bir

enfeksiyoz ajan oldugunu ortaya ¢ikarmistir (Rizzetto et al. 1977, Rizzetto et al. 1980a).

HDV RNA, 1986 yilinda klonlanmistir ve yapilan dizi analizleri HDV’nin tek iplikli
negatif polariteye sahip halkasal RNA genomu igeren ilk ve tek hayvan viriisii oldugunu
gostermistir. Ayrica HBV genomu ile de bir dizi homolojisi géstermemektedir (Kos et al.

1986, Chen et al. 1986, Wang et al. 1986).

1. 1 HDV Epidemiyolojisi

HBYV enfeksiyonu global bir saglik problemidir ve diinyada 350 milyonun {izerinde insan
kronik HBV tastyicisidir. HBV yiizey antijeni (HbsAg) tastyicalarinin yaklasik % 5’inin
ise ayn1 zamanda HDV ile enfekte oldugu tahmin edilmektedir, bu da diinya genelinde
yaklagik 10-15 milyon kadar HBV tasiyicisinin bulundugunu géstermektedir (Hadziyannis
1997, Farci 2003).

HDV enfeksiyonunun cografik dagilimmin HBV enfeksiyonu ile ayni olmasi1 beklenebilir,
fakat HDV enfeksiyonu HBV’nin basit bir yansimasi degildir. HDV kompleks bir
epidemiyolojiye sahiptir, gegis sekli ve enfeksiyon kaynagi HBV ile benzerlik gosterdigi
halde diinya iizerindeki dagilim ve bulas yollar1 farklidir. HBV enfeksiyon prevalansinin
yiiksek oldugu, fakat bunun yaninda HDV enfeksiyon prevalansinin oldukga diisiik oldugu
bolgeler bulunmaktadir. Ornek olarak HBV enfeksiyonunun gocukluk ¢aginda ortaya
ciktig1 Alaska yerlilerinde HDV enfeksiyon prevalansi, HBV endemik olmasina ragmen
thmal edilebilir diizeydedir (Rizzetto et al. 1992). Orta Doguda HDV endemik
goziikmektedir fakat dagilimi HBV ile ¢ok az iligkilidir (Toukan et al. 1991).



HDV prevalansimin yiiksek oldugu bolgeler Italya, Dogu Avrupanin bazi bélgeleri,
Amazon bolgesi, Venezuella, Kolombiya, baz1 Pasifik adalari, Pakistan ve Bat1 Asya’y1
icermektedir (Casey et al. 1993, Rizzetto et al. 1991, Mumtaz et al. 2005). Ayrica
Japonya’nin Okinowa adasi, Cin’in bazi kdyleri, kuzey Hindistan ve Arnavutluk’un giiney
kesiminde de enfeksiyonun yeni bir tipi oldugu belirlenmistir (Dalekos et al. 1995,

Saqugawa et al. 1995, Singh et al. 1995).

HDV enfeksiyonunun tilkemizdeki durumuna bakilacak olursa, yapilan ¢alismalarda HDV
prevalansi, akut HBV enfeksiyonlarinda % 2,5-21,8, asemptomatik HBV tasiyicilarinda %
0,9-16,2, kronik karaciger hastalarinda % 9-51,7, siroz hastalarinda ise % 23-74
oranlarinda bildirilmektedir. Ayrica Gilineydogu Anadolu boélgesindeki oranlarin diger

bolgelerden daha yiiksek oldugu da goriilmektedir ( Mistik ve Balik, 2001).

HDV’nin bulas yollar1 HBV ile benzerdir. Kuzey Avrupa ve Amerika gibi endemik
olmayan bolgelerde HDV geg¢isinin en yaygin sekli intravendz ilag kullanimidir. Gegmiste
kan transfiizyonu ile ge¢is HDV enfeksiyonu i¢in dnemli bir risk olustururken (Rosina et
al. 1985), glinlimiizde kanda HBsAg’nin taranmas1 ve HBV’ye kars1 asilamanin bir sonucu
olarak bu risk azalmistir. Yapilan epidemiyolojik calismalar HDV tasiyicisi birey ile
seksiiel iliskinin de HDV gecisinde énemli bir yol oldugu fikrini vermektedir (Wu et al.
1990). Yapilan calismalarda bu bireyler ve esleri arasindaki yiiksek HDV dizi homolojisi
de bu tip gecis i¢in molekiiler kanit olusturmaktadir (Wu et al. 1995b).

HDV’nin Akdeniz gibi endemik oldugu boélgelerde parenteral gecisin yaygin oldugu
bildirilmis ve molekiiler kanitlar1 gosterilmistir (Bonino et al. 1985, Niro et al. 1999).
HDV’nin perinatal geg¢isi ise nadirdir.

1. 1. 1 Viral Genetik Heterojenite

Hastaligin seyri boyunca HDV RNA da evrimlesmekte ve niikleotid dizileri degisiklige
ugrayabilmektedir. Yapilan analizlerde HDV RNA’da mutasyon sikligimin 3x107 ile 3x107
niikleotid/ y1l oldugu hesaplanmistir. (Lee et al. 1992). Farkli HDV genotipleri arasinda,
dizi farkliligimin en yiiksek oldugu bolge hipervariable bolgedir (1598-657. niikleotidler
aras1). Genomik ve antigenomik HDV RNA {izerindeki otokatalitik kesim bdlgesi
(ribozim) ve HDAg tizerindeki RNA baglanma bdlgesi etrafindaki dizilerin ise yiiksek



oranda korunmus bolgeler oldugu belirlenmistir (Chao et al. 1990, Wu et al. 1995c).
Diinya genelinde toplanan tam genom HDV RNA dizileri karsilastirildiginda izolatlar
arasinda genomik dizi cesitliligi bakimindan % 40’a kadar bir heterojenitenin oldugu
goriilmiistii ve bugiline kadar {i¢ genotip ve iki alt tip tanimlanmist1 (Negro and Rizzetto
1995). Fakat son donemde yapilan molekiiler filogenetik analizler, HDV’nin sekiz gruba

(‘clade’) ayrilmasi fikrini ortaya ¢ikarmistir (Deny 2006).

Diinyanin pek ¢ok bolgesinde en yaygin olarak bulunan HDV genotipi olan HDV genotip I
ile HBV genotip C enfeksiyonlariin hepataselliiler karsinoma (HCC), siroz gelisimi ve
kronik hepatit D’ye bagh oliimlerle iliskili oldugu yapilan bir calismayla ortaya
cikarilmistir (Su et al. 2006). Genotip II ise genotip I’in genis dagiliminin tersine basta
Sibirya, Japonya ve Tayvan olmak iizere Giliney Asya ile sinirli olarak goriilmektedir.
Genotip II'nin genellikle Genotip I’den daha hafif seyreden bir hastalik olusturdugu
gozlenmistir (Wu et al. 1995¢). Genotip III ise Kolombiya, Venezuella ve Peru gibi Giiney
Amerika {ilkelerinden izole edilmistir ve fulminant hepatit formlar ile sik1 iligkili oldugu

bulunmustur (Casey et al. 1993).

Genotipler arasindaki yukarida belirtilen farkliliklar, HDV genetik yapisinin, HDV
enfeksiyonundaki karaciger hasar1 patogenezini etkileyebilecegi fikrini ortaya

cikarmaktadir (Enomoto et al. 2006).

1. 2 HDV’nin Siniflandirilmasi

HDV, farkli 6zellikleri olan bir viriistiir. HDV kendi yiizey proteinini kodlamadig: i¢in
iretimi ve enfeksiy0z virionlarin gecisi i¢in HBV’ye ihtiya¢ duyar. Bu bakimdan HDV’nin
subviral bir partikiil oldugu diisiiniilmektedir. Bitkileri enfekte eden subviral ajanlar
arasinda viroidler olarak bilinen kiigiik, tek iplikli, protein kodlamayan RNA’lar bulunur
(Flores et al. 2004). Bu viroidler ve HDV arasinda ¢esitli benzerlikler bulunmaktadir.
Ornek verilecek olursa HDV RNA’nmn genomik ve antigenomik iplikleri iizerindeki
ribozim aktivitesi ve replikasyon modelindeki bazi 6zellikler viroidlere benzemektedir
(Diener and Pruisner 1985, Chang et al. 2005). Fakat bunun yaninda viroidler HDV’den
farkl1 olarak oldukca kiiciiktiirler (tipik olarak 200-450 niikleotid uzunlugunda), herhangi

bir protein kodlamazlar ve enfeksiyon i¢in bilinen yardimct bir viriisleri yoktur (Taylor



2006a). Bu ozellikleri bakimindan HDV, bilinen diger hayvan viriisleri ile herhangi bir
akrabaligi olmadigindan taksonomik olarak Deltavirus cinsinin tek iyesidir (Murphy
1995).

1. 3 HDV Virolojisi

1. 3. 1 Virion Yapisi

Hepatit delta virtisii, defektif bir viriistiir, enfeksiyon yapmak ve virion asamblesi icin
HBYV yiizey antijenine ihtiya¢ duyar (Rizzeto et al. 1980b). HDV serumda 36-43 nm
capinda partikiiller halinde bulunur.

HDV virion yapist kimeriktir ¢iinkii virion kilifta HBV yiizey proteinleri igerirken ig
boliimdeki riboniikleoprotein (RNP) yapist HDV spesifik elemanlardan olusur. HDV RNP
yapisi yaklasik 1700 niikleotid uzunlugunda tek iplikli genomik RNA ve HDV tarafindan
kodlanan delta proteininin ¢oklu kopyalarindan olusur. Delta proteini hepatit delta antijeni
(HDAg) olarak bilinir ve iki izoformu bulunur: bunlardan kiigiik formu (S-HDAg) 195
aminoasitten olusan bir polipeptid iken biiyiik formu (L-HDAg) bundan 19 aminoasit daha
uzundur (Rizzetto et al. 1980b, Lai 1995, Gudima et al. 2002).

HDV partikiilii, noniyonik deterjan ile muamele edildikten sonra HDV RNP yapisi
elektron mikroskobu ile incelenebilir. Bu yapi, ikozahedral simetri gostermez, sferik
yapidadir ve yaklasik 19 nm capindadir (Bonino et al. 1986, Ryu et al. 1993). HDV kilifi
ise lipit yapida bir membrandan olusur ve biiyiikliiklerine gore kiiciik (S-HBsAg), orta (M-
HBsAg) ve biiyiik (L-HBsAg) olarak adlandirilan tic HBV ylizey proteinini igerir. Bu
proteinlerin HDV kilifindaki orani1 95:5:1 (S:M:L) iken buna karsilik HBV virionlarinda
bu oran 4:1:1 seklindedir (Gerin and Purcell 2001).

HDV, HBYV yiizey proteinlerini tagidig1 i¢in bu iki viriisiin bir hiicreye tutunma ve giris
mekanizmalarinin benzer oldugu diisiiniilmektedir. Buna kanit olarak da L-HBsAg
proteininin amino ucuna yakin bir boélgenin her iki virilisiinde hiicreye girisi i¢in gerekli
oldugu gosterilmistir (Barrera et al. 2005). Ilging olarak ise HBV yiizey proteinlerinin (L,
M, S) N ucundaki karbonhidrat modifikasyonu ¢ikarildiginda HBV enfeksiy6z 6zelligini
yitirirken HDV’nin hala enfeksiy6z oldugu bulunmustur (Sureau et al. 2003). Her iki



virlisinde hiicreye tutunma ve giris mekanizmalarinin agikliga kavusmasi i¢in daha fazla

calismaya ihtiya¢ duyulmaktadir (Taylor 2006a).

S-HBsAg L-HDAg

L-HBsAg S-HDAg

HDV RNA

M-HBsAg
HBV Bilesenleri HDV E{irl\l?fenleri
viral kilif

Sekil 1.1 HDV virionun sematik yapisi. Virion partikiilii 2 tip bilegsenden olusur: a) HBV orijinli viral kilif;
HBYV yiizey proteinlerini igerir. b) Riboniikleoprotein yapisi ise gembersel genomik RNA ve HDV tarafindan
kodlanan delta proteinlerini igerir .

1. 3. 2 Genom Yapisi

HDV genomu yaklasik 1700 niikleotid uzunlugunda tek iplikli ¢embersel yapidaki
RNA’dan olusur. HDV genomu, hayvan virlisleri arasinda en kiiciik ve tek ¢cembersel
yapidaki RNA’dir. Genom igerisinde yaygin olan yaklasitk % 70 intramolekiiler baz
ciftlesmesinden dolay1r bu RNA kendi {izerine katlanabilir ve dallanmamis comaksi bir yap1

olusturur (rod-like structure) (Wang et al. 1986, Kuo et al. 1988).

HDV genom replikasyonu RNA’dan dogrudan RNA sentezlenmesi araciligi ile olur. HBV
gibi DNA aracilar1 kullanmaz. HDV genom replikasyonu sirasinda hiicre bagina ortalama
300.000 genomik RNA kopyasi birikir. Ayrica genomik RNA’nin tam bir tamamlayicisi
olan antigenomun ise genomun yaklasik onda biri oraninda bulundugu saptanmistir (Chen

et al. 1986).



Genom ve antigenomun herbiri yaklasik 85 niikleotid uzunlugunda tek bir ribozim bdlgesi

igerirler (Ferre-D’ Amare et al. 1998).

Ucgiincii bir HDV RNA tipi ise genomdan yaklasik 500 kere daha az bulunur ve antigenom

ile aym polariteye sahiptir. Bu RNA lineer yapidadir ve yaklasik 800 niikleotid

uzunlugundadir. Delta antijeni translasyonunda mRNA roliine uygun olarak 5’ kapak ve 3’

poli A kuyruguna sahiptir (Nie et al. 2004).
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Sekil 1. 2 Genom replikasyonu sirasinda olusturulan ii¢ HDV RNA tipi (Taylor 2006a)..

RNA replikasyonu sirasinda iiretilen baska RNA formlar1 da bulunmaktadir. Bunlar

islenmemis veya yar islenmis genomik ve antigenomik polaritedeki lineer RNA’lardir

(Chen et al. 1986). Bunlardan bazilarinin HDV ribozimleri tarafindan lineer monomerler

haline getirildigi daha sonra muhtemelen konak¢1 RNA ligaz aktivitesi ile gembersel forma

donistirildiigi distiniilmektedir (Reid and Lazinski 2000).

Genom iizerinde ribozim bolgeleri, HDAg ac¢ik okuma cergevesini igeren bolge ve HDAg

mRNA i¢in promotor olarak kabul edilen bolge oldukga iyi korunmustur. Farkli HDV

izolatlar1 arasinda en fazla dizi heterojenitesi ise 1 ve 615. niikleotidler arasinda

kiimelenmistir (Chao et al. 1990, Chao et al. 1991, Casey et al. 1993).



Ayrica HDV’nin ribozim boélgesi i¢inde ribozim domainini kapsayan 615 ve 950.
niikleotidler arasinda kalan bolgesi ile viroid RNA’lar arasinda dizi benzerligi

bulunmaktadir (Elena et al. 1991).

5 uc Fuc
H%’:?G";TNA HDAg mRNA RNA ‘editing’ bolgesi HDA? ST;'NA
nt1015 "
M7¥g cap .
SHDAg  LHDAg
polia  Antigenomik
HDAg ORF baslangici Stop SOP  sinyali  esim bolgesi
nt159% ntiola 9S4 ntsoo
1539” 0470 molekul ici baz eslesmesi / ]739
L J N85
Varsayilan promotor Genomik kesim
bolgesi
Protein kodlayan bolge Viroid benzeri bolge

Sekil 1. 3 HDV RNA’nin genom organizasyonu (numaralandirma Wang et al. (1986) gore yapilmistir)
(Macnaughton and Lai 2006).

1. 3. 3 Ribozim yapisi ve ozellikleri

HDV’nin hem genomik hem de antigenomik iplikleri iizerinde ribozim aktivitesine sahip
bir bolge bulunur. Yeni olusturulan genomik ve antigenomik RNA’lar ribozimleri
tarafindan birim uzunlukta (1,7 kb) lineer RNA’lar olusturmak iizere kesimlenirler (Kuo et
al. 1988, Sharmeen et al. 1988). Bu lineer RNA’lar daha sonra ¢embersel hale gelirler.

Ribozim kesim reaksiyonu bir trans-esterifikasyon reaksiyonudur ve 5° OH ve 2’3’ siklik
monofosfat uclar1 olusturur (Sharmeen et al. 1988). HDV riboziminin yalnmzca 85
niikleotidlik bolgesi kesim icin gereklidir ve kesim icin biitiin aktif niikleotidler, kesim

bolgesinin 3’ ucunda yerlesmislerdir (Perrotta et al. 1990, Wu et al. 1992).

Yapilan ¢aligmalarda ribozim bdlgelerinden herhangi biri inaktive edildiginde islenmis
RNA’larin olusturulmadigr gozlenmis ve buradan hareketle ribozim aktivitesinin HDV

replikasyonu i¢in gerekli oldugu sonucu ¢ikarilmistir (Macnaughton et al. 1993).



1. 3. 4 Hepatit delta antijeni (HDAg)

Hepatit delta antijeni (HDAg), HDV virion partikiiliiniin bir bilesenidir, viral RNA
genomu ile birlikte viral niikleokapsid yapisini olugtururlar (Bonino et al. 1984). Bir virion
partikiiliinde her RNA molekiiliine karsilik yaklasik 70 HDAg bulunur (Ryu et al. 1993).
HDAg, biiyiikliikleri farkli, biiytik (L-HDAg, 27 kDa) ve kiigiik (S-HDAg, 24 kDa) olmak

tizere iki ayr1 formda bulunur.

Yapisal roliiniin yaninda HDAg, viral RNA sentezi (S-HDAg ile) ve viriis asamblesi (L-
HDAg ile) gibi viral RNA replikasyon basamaklarina katilarak HDV hayat dongiisiinde
onemli bir rol oynar. HDAg, HDV RNA tarafindan kodlanan bilinen tek fonksiyonel
proteindir. HDV RNA’nin antigenomik ipligi tarafindan kodlanir fakat viral genomik
RNA’dan transkribe edilen yaklasik 800 bazlik mRNA’nin translasyonuyla olusur (Lai,
2006).

S-HDAg (195 aminoasit) ve L-HDAg (214 aminoasit) formlari, L-HDAg’nin C-
terminalinde ek olarak 19 aminoasit icermesi disinda aymidirlar. HDAg {izerinde

tanimlanmig dort yapisal ve fonksiyonel alan bulunur (Sekil 1. 4).

RNA Baglanma bolgeleri (RBD):

HDAg iizerinde pekcok RNA baglanma bolgesi bulunur. {lk tanimlanan bdlge arjinince
zengin iki motif (ARM) igerir. Hem her iki ARM dizisi hem de arada kalan heliks-ilmek-
heliks motifi iceren dizi RNA’ya baglanmak i¢in gereklidir (Lee et al. 1993). Diger
potansiyel RNA baglanma bdlgesi proteinin N-terminalinde 2-27 aminoasitleri arasinda
bulunur (Poisson et al. 1993). HDAg’nin RNA replikasyonu ve RNA transportu gibi
biyolojik foksiyonlarmin temelinde RNA baglanma aktivitesi bulunur. HDAg genel bir
RNA baglanma proteinidir ve hem genomik hem de antigenomik iplige esit verimlilikte

baglanir (Chao et al. 1991, Hwang et al. 1992).



Niikleer lokalizasyon sinyali (NLS):

HDAg’nin niikleer lokalizasyon sinyali, proteinin N terminaline yakin {igte birlik kisminda
yerlesmistir (68-88. aminoasitler arasi) (Xia and Lai 1992). Bu bdlge HDAg’yi ¢ekirdege
yonlendirir. HDAg bu sinyal ile HDV RNA’y1 replikasyonun gerceklestirildigi niikleusa
tasir (Chou et al. 1998). HDAg-HDV RNA kompleksinin ¢ekirdege girip cikabildigi
gosterilmistir (Tavanez et al. 2002). Boylece HDAg nin niikleustan ¢ikis sinyali de igerdigi
fikri olugsmaktadir, fakat HDAg tizerindeki c¢ekirdege giris ve cikis sinyal bdlgeleri heniiz

birbirinden ayr1 olarak gosterilememistir (Lai 2006).

‘Coiled coil’ dizisi (CCS):

Bu bolge proteinin N terminalinde bulunur (31-52. aminoasitler arasi), proteinin
oligomerizasyonundan sorumludur (Chen et al. 1992, Xia and Lai 1992). HDAg’ nin
oligomerizasyonu, S-HDAg’nin replikasyonu aktive edici gorevinde ve L-HDAg nin ise

replikasyonu baskilamasinda gereklidir (Xia and Lai 1992).

Viriis asamble sinyali (VAS):

Bu bolge yalnizca L-HDAg’de bulunur. Viriis asamble sinyali L-HDAg ve HBsAg’nin
etkilesmesi i¢in gereklidir bu da HDV virion asamblesi icin kritik bir basamaktir (Hwang
and Lai 1993, De Bruin et al. 1994). L-HDAg’de bulunan bu ekstra 19 aminoasit, virion
asamblesi i¢in gereklidir (Lee et al. 1995).

1. 3. 4. 1 HDAg’de post-translasyonel modifikasyonlar

HDAg’deki fosforilasyon , asetilasyon, prenilasyon ve metilasyon gibi post-translasyonel
modifikasyonlar, viral partikiil yapilarinin anlasilmasinda ve HDV hayat dongiisiindeki pek

cok basamagin diizenlenmesinde 6nemli rol oynar.

Fosforilasyon; ¢ogunlukla serin ve treonin bolgelerinden olmak iizere hem S-HDAg hem
de L-HDAg fosforilasyona ugrar (Chang et al. 1988, Mu et al. 1999). S-HDAg i¢in serin-

177 pozisyonu dominant fosforilasyon bolgesidir. Fosforilasyonun kazein kinaz II, protein



kinaz C ya da cift iplikli RNA’ca aktive edilen kinaz PKR tarafindan yapildigi rapor
edilmistir fakat her kinazin HDAg’nin fosforilasyonundaki 6nemi agik degildir (Yeh et al.
1996, Chen et al. 2002). Ayrica serin-2 ve serin-123 pozisyonlar1 gibi diger fosforilasyon
bolgelerinin de 6nemi heniiz belli degildir (Yeh et al. 1996).

Asetilasyon; yapilan caligmalarda S-HDAg ve L-HDAg’nin asetilasyona ugradig
gosterilmistir. Cogunlukla lizin-72 pozisyonundan hiicresel asetil transferaz p300
tarafindan asetilasyon gerceklestirilir. Asetilasyon HDAg’nin niikleer transportu igin

gereklidir (Mu et al. 2004).

Metilasyon;, HDAg’nin son zamanlarda kesfedilen bir diger modifikasyonu ise
metilasyonudur. Hem arjinin hem de lizin metilasyonu belirlenmistir. Arjinin metilasyonu
N-terminal RNA baglanma dizisi ic¢indeki arjinin-13 pozisyonundan gerceklesir. Bu
modifikasyon, HDV RNA replikasyonunda 6zellikle antigenomik iplikten genomik ipligin
olusturulmasinda gereklidir (Li et al. 2004).

Prenilasyon; L-HDAg, sistein-211 pozisyonundan prenilasyona ugrar. L-HDAg’ nin
prenilasyonu 6énemli fonksiyonel sonuglar dogurur. Genellikle proteinin prenilasyonunun
membranla iligkisini kolaylastirdig1 diisliniilmektedir, bu da virion asamblesini
kolaylagtirabilir. HDV partikiil asamblesinde 6nemli bir basamak olan L-HDAg ve
HbsAg’nin dogrudan etkilesimine L-HDAg’nin prenilasyonunun olanak sagladig
gosterilmistir (Hwang and Lai 1993, De Bruin et al. 1994). Ayrica prenilasyon, L-
HDAg’nin HDV RNA replikasyonu {izerindeki inhibitor aktivitesini artirir (Hwang and Lai
1994).
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Sekil 1. 4 Delta antijeni (HDAg) fonksiyonel bolgeleri ve HDAg fizerindeki post-translasyonel
modifikasyonlar. RBD : RNA baglanma bdlgesi, CCS :‘coiled coil” dizisi, NLS :Niikleer lokalizasyon sinyali
ve VAS: virlis asamble sinyalini igerir. P: fosforilasyon ; M: metilasyon ; A: asetilasyon ; P: prenilasyon.

1. 3. 4. 2 RNA ‘editing’

HDV genom replikasyonunun baglamasi i¢cin S-HDAg gereklidir (Chao et al. 1990).
Niikleusta HDV genom replikasyonu sirasinda RNA iizerinde etkin adenozin deaminaz
(ADAR) olarak bilinen bir enzim sinifi tarafindan post-transkripsiyonel olarak diizenlenir
(Wong and Lazinski 2002). Bu enzim adenozini inozine g¢evirir. Bu degisiklik, S-HDAg
icin amber stop kodonu olan UAG dizisinin ortasindaki adenozinde gerceklesir. Boylece
olusturulan yeni kodon UGG, triptofan olarak ifade bulur ve S-HDAg’den 19 aminoasit
daha uzun olan L-HDAg firetilir.

S-HDAg’nin tersine L-HDAg, genom replikasyonunda gorev almaz ve aslinda belli
kosullarda dominant negatif inhibitor gibi davranabilir (Chao et al. 1990). Bunun yaninda
delta antijeninin biiyiilk formu HDV yasam dongiisii i¢erisinde olduk¢a dnemlidir ¢linkii
HBV yiizey proteinlerinin kullanilarak yeni virion partikiillerinin olusturulmas: igin

gereklidir (Chang et al. 1991).
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Sekil 1. 5 HDV replikasyon dongiisiinde RNA ‘editing’ olay1. 1. S-HDAg’yi kodlayan mRNA’nin sentezi. 2.
RNA replikasyonu igin gerekli S-HDAg’nin translasyonu. 3. Antigenomik ve genomik RNA’nin
replikasyonu. 4. Replikasyon sirasinda bazi antigenomik RNA’larin amber stop kodonu, konak¢i ADARI1
enzimi tarafindan degistirilir. 5. ‘RNA editing’ olaymin gergeklestigi bolgede I (inozin) iceren antigenomik
RNA, inozine komplementer bolgesinde C (sitozin) igerecek olan genomik RNA sentezi i¢in kalip gorevi
goriir. 6. Boylece 19 baz daha biiylik olan L-HDAg’yi kodlayan mRNA sentezi yapilir. 7. RNA
replikasyonunu inhibe eden ve virion olusumu igin gerekli L-HDAg’nin translasyonu yapilir. 8. L-HDAg’yi
kodlayan genomik ve antigenomik RNA replikasyonu devam eder (Casey 2006).

1. 3. 5 HDV replikasyon c¢alismalari i¢in kullanilan in vivo ve in vitro sistemler

HDV replikasyonu ic¢in orjinal deneysel calismalara sempanzede HDV enfeksiyonu
olusturulmasiyla baslanmistir (Rizzetto et al. 1980a). Hemen sonar ise eger woodchuck’lar
HBV’ye olduk¢a benzeyen woodchuck HBV ile enfekte edilirlerse HDV’nin de bu
hayvanlarda replike olabilecegi anlagilmistir (Ponzetto et al. 1984). Ayrica viriisiin
enjeksiyonuyla bir farenin bazi1 hepatosit hiicrelerinin enfekte edilebilecegi gosterilmistir

(Netter et al. 1993).

Yapilan g¢alismalarda primat ya da woodchuck kokenli primer hepatosit kiiltiirlerinde
enfeksiyon olusturulabildigi gosterilmistir (Taylor et al. 1987, Sureau et al. 1991).
Fakat bu tip primer hiicre kiiltiirleri olduk¢a pahali ve kurulmasi zor sistemlerdir. Bu

bakimdan bir¢ok laboratuvar daha kullanigh sistemler gelistirmeye yonelmislerdir.
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En ¢ok kullanilan ve HDV replikasyonu ile ilgili simdiye kadar pek ¢ok bilgi elde edilen
sistem yabanci bir promotor altinda HDV genomunun ikili ya da {i¢lii tekrarlarini iceren
plazmid DNA’nin transfeksiyonudur. Bu sistem ile viriisiin hiicreye tutunma ve giris
basamaklar1 ortadan kaldirilmig olmaktadir. HDV genomik ve antigenomik RNA’nin ve
HDAg’ nin saptanmasiyla plazmid iizerinden transkribe edilen HDV RNA’nin hiicrelerde
cogalabildigi gosterilmistir (Kuo et al. 1989, Macnaughton et al. 1993). Fakat bu sistemde
DNA kalibindan HDV genom transkripsiyonu yapildigi i¢in dogal HDV replikasyonunu
tam olarak yansitmayabilir (Modahl and Lai 2000a).

Viriis replikasyonunu ¢alismak i¢in baska bir strateji ise HDV RNA’nin in vitro transkribe
edilip hiicrelere transfekte edilmesidir. Fakat bu sekilde replikasyonun gerceklesmesi i¢in
HDV RNA delta antijeni ile birlikte ya da delta antijenini kodlayan mRNA ile birlikte
transfekte edilmeli veya alici hiicrede daha oOnceden delta antijeni eksprese ediliyor

olmalidir (Glenn et al. 1990, Bichko et al. 1994a, Modahl and Lai 1998).

Ayrica rekombinant HDV dizileri kullanarak da hayvanlar1 enfekte etmek miimkiindiir.
Bunun i¢in ilk 6rnek HDV ¢DNA’nin, HBV ile enfekte sempanzenin karacigerine
transfeksiyonudur (Sureau et al. 1989), daha sonra bu yontem woochuck da da

tekrarlanmistir (Rapicetta et al. 1993).

Cizelge 1. 1’de HDV replikasyonunu calismak i¢in kullanilan deneysel sistemler

Ozetlenmistir.
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Cizelge 1. 1 HDV genom replikasyonunu ¢aligmak i¢in kullanilan deneysel sistemler (Taylor 2006b).

Genom replikasyonunu Tiirler\ doku ya da
baslatmak icin kullanilan hiicre\hiicre hatti Kaynak
yontem
Insan\karaciger Rizzetto et al. 1977
Sempanze\karaciger Chen ve et al. 1986
Woodchuck\ karaciger Ponzetto et al. 1984
Viriis ile infeksiyon ]
Fare\karaciger Netter et al. 1993

Sureau et al. 1991
Taylor et al. 1987

Sempanze- hepatosit kiiltiirii

Woodchuck-hepatosit kiiltiirii

Bichko et al. 1994a

Sempanze karacigeri
- Sureau et al. 1989
Woodchuck karacigeri )
Viriis transfeksiyonu Rapicetta et al. 1993

Fare karacigeri

DNA Transfeksiyonu Chang et al. 2001
Fare iskelet kast
Polo et al. 1995
Cesitli hiicre kiiltiirii hatlar1
Kuo et al. 1989
Fare karacigeri Chang et al. 2001
RNA transfeksiyonu

Cesitli hiicre kiiltiiri hatlar1 Modahl and Lai 1998

1. 3. 6 HDV Genom Replikasyonu

HDV RNA replikasyonunun oldugu hiicrelerde hem genomik HDV RNA hem de
antigenomik HDV RNA saptanmistir. Her iki RNA ipligi de ¢ogunlukla monomer halinde
bulunurken bunlarin ikili ya da {i¢lii formlar1 da saptanmistir. Bu tip RNA’larin saptanmasi
viroidlerdekine benzetilerek HDV RNA replikasyonunun, 'rolling circle’ mekanizmasi
araciligryla oldugu fikri ortaya ¢ikmistir (Branch and Robertson 1984). Daha sonra yapilan
HDV RNA aracilarinin metabolik etiketlenmesi gibi c¢alismalarla ikili ya da daha yiiksek
sayidaki oligomer tiplerinin monomerlerin 6nciisti oldugu kanitlanmistir (Macnaughton et
al. 2002a). Bu RNA iiriinlerinin kesimlenmesi ise RNA molekiillerinin yapisinda bulunan
ribozimler ile olur (Jeng et al. 1996). Ribozim kesim bdlgelerine yonelik yapilan
mutagenez ¢alismalart hem genomik hem de antigenomik ribozim aktivitelerinin HDV
RNA replikasyonu i¢in gerekli oldugu sonucunu ortaya ¢ikarmistir (Macnaughton et al.
1993). Bu bakimdan HDV RNA replikasyonu, genomik ve antigenomik ipliklerin

ikisininde yer aldigi ¢ift 'rolling circle’ mekanizmasi araciligiyla oluyor géziikkmektedir. Bu
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modele goére RNA replikasyonunun bir kere baslatildiginda teorik olarak tekrar
baslatilmaya ihtiyag duymadan uzamaya devam etmesi gerekir (Lai 2005). RNA
monomerleri ¢embersel ve lineer formda bulunurlar. Cembersel form fonksiyonel RNA

kalibidir, fakat lineer formda replikasyonda kullanilabilir ( Gudima et al. 2004).

HDV RNA’nin replikasyona ugradigi hiicrelerde genomik RNA, antigenomik RNA’dan
cok daha fazla bulunmustur (Chen et al. 1986). Bu da genomik RNA’nin antigenomik
RNA’dan daha fazla sentezlendigini gostermektedir. Bu iki RNA ipliginin farkh
sentezlenmelerine imkan veren diizenleyici mekanizmalarin olmas1 gerekmektedir. Her iki
RNA ipliginin de benzer RNA aracilarindan olusmasi ve benzer oranlarda ¢embersel ve
lineer formda bulunmalart aymi ’rolling circle’ mekanizmasi ile olusturulduklarini
gostermektedir. Fakat iki ipligin sentezleri sirasindaki metabolik gereksinimleri birbirinden

farklidir (Lai 2005).

Genomik RNA sentezi (antigenomik kaliptan) bir toksin olan a-amanitinin diigiik
konsantrasyonlarina duyarli iken antigenomik RNA sentezi (genomik kaliptan) bu ilacin
cok yiiksek konsantrasyonlarina bile direnglidir. Ayrica 0,8 kb’lik mRNA da a-amanitinine
duyarlhidir (Modahl et al. 2000c, Macnaughton and Lai 2002b). Genomik RNA sentezi,
fosforilasyon ve metilasyona ugramis modifiye S-HDAg’ye ihtiya¢ duyarken antigenomik
RNA sentezine metilasyona ugramamig S-HDAg aracilik edebilir (Sheu and Lai 2000, Mu
et al. 2001, Li et al. 2004). Bununla ilgili olarak Esherichia coli’den elde edilen ¢ogunlukla
modifikasyona ugramamis rekombinant S-HDAg, antigenomik RNA sentezine aracilik
edebilir (Sheu and Lai 2000). Genomik RNA sentezi, replikasyonun sonuna dogru
olusturulan L-HDAg tarafindan baskilanirken antigenomik RNA sentezi bundan
etkilenmez (Modahl and Lai 2000b). Ayrica genomik RNA sentezlendikten sonra
sitoplazmaya gonderilirken antigenomik RNA génderilmez (Macnoughton and Lai 2002b).
Boylece bu iki RNA ipliginin farkli tasima kapasitelerine sahip transkripsiyon sistemleri
ile iligkili oldugu fikri ortaya ¢ikmaktadir, her iki iplik sentezi ayn1 anda fakat ayr1 olarak
yapiliyor gibi géziikmektedir (Lai 2005).

HDYV, delta proteinlerinden baska bir protein kodlamadigindan viroidlerle benzer olarak

HDV RNA replikasyonu i¢in konak¢1 polimeraz aktivitesine ihtiya¢ duyar. Yapilan pek¢ok
calisma, normalde DNA’dan RNA sentezleyebilen bir RNA polimeraz olan RNA
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polimeraz II’'nin HDV RNA replikasyonunu  yiiriittiigli fikrini desteklemektedir
(Macnaughton et al. 1991, Modahl et al. 2000c¢).

Polimeraz II’'nin genomik RNA ve mRNA'nin transkripsiyonunda yer aldig1 varsayilirken
bazi1 calismalarda RNA polimeraz I gibi a-amanitinin yiiksek konsantrasyonlarina direncli
baska bir polimerazin da antigenomik RNA transkripsiyonunda yer aldig1 fikrini ortaya
cikarmigtir (Lai 2005). Bu da ’rolling circle’ replikasyon modelinin HDV RNA
replikasyonunda oldukc¢a karmasik oldugunu diisiindiirmektedir (Taylor 2006b).

S-HDAg, HDV RNA replikasyonu icin c¢ok onemlidir. S-HDAg biitiin replikasyon
dongiisiic  boyunca gereklidir. Bunun i¢in S-HDAg’nin, HDV RNA’nin RNA
replikasyonunun oldugu bolgeye transfer edilmesi gorevinin yaninda RNA sentez
sisteminin de bir bileseni oldugu fikri olusmustur. HDAg iizerindeki bilinen biitiin
fonksiyonel bolgeler replikasyon i¢in dnemlidir. HDAg tizerindeki farkli modifikasyonlar,

genomik ya da antigenomik RNA sentezini farkli sekilde etkiler (Lai 2005).

HDV replikasyonu i¢in simdiye kadar yalnizca iki replikasyon semasi yaymlanmistir. Bu
modellerden Macnaughton (2002a)’un 6nerdigi modelde mRNA ve genomik RNA sentezi
polimeraz II tarafindan yapilirken antigenomik RNA’nin baska bir polimeraz tarafindan
yapildig1 ongoriilmektedir. Yine bu modele gére sentezlenen ve birim uzunlukta islenen
genomik RNA sitoplazmaya gonderilirken antigenomik RNA gonderilmez, boylece neden

tercihen genomik RNA’larin partikiil i¢erisine paketlendigi agiklanmaktadir (Sekil 1. 6).
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Sekil 1. 6 Macnoughan et al. (2002a) tarafindan Onerilen replikasyon modeli. Viriis konak¢1r  hiicreye
tutunduktan sonra, viral genom HDAg araciligi ile ¢ekirdege gecer. Cekirdekte ‘rolling circle’ replikasyon
modeli ile antigenomik RNA sentezlenir. Sentezlenen antigenomik RNA daha sonra delta antijeni
araciligryla bir niikleoplazmik organele gonderilir ve genomik RNA sentezi yapilir. Bu arada mRNA’nin
transkripsiyonu yapilir ve delta antijenini olusturmak amaciyla sitoplazmaya gonderilir. Yeni sentezlenen
delta antijenleri sitoplazmada modifiye edilir. Genomik RNA’lar delta antijenleriyle birlesir ve HBV ylizey
proteinleri de {izerine eklenir, bu da yeni virion partikiillerinin olusmasina onciiliik eder (Macnoughan et
al. 2002a).

Taylor (2006a) tarafindan Onerilen modelde ise polimeraz gerekliligi ya da niikleer-
sitoplazmik dagilimlar hesaba katilmadan yalnizca transkripsiyon ve RNA islenmesine

odaklanilmistir (Sekil 1.7).
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Sekil 1. 7 Taylor (2006a) tarafindan 6nerilen genom replikasyon ve iglenmesi modeli. (1) Genomik RNA
antigenomik RNA’nin sentezi i¢in kalip gorevi yapar. (2) Yeni olusturulan bu RNA, mRNA ile ayn1 5’ ucuna
sahiptir, daha sonra bu transkript iizerinde 5° kapak ve 3’poli A islenmesi yapilir. (3) Genomik RNA, diger
antigenomik RNA transkriptleri i¢in kalip olur. (4) Bu RNA’lar ikinci basamaga alternatif sekilde islenirler;
ribozim kesimine ugrarlar ve birim uzunluktaki lineer antigenomlar olugturulur. (5) Antigenomik RNA’lar
yeni antigenomik RNA olusturmak i¢in ligasyona ugrayip ¢embersel hale gelirler ve comak benzeri yapiy1
olusturmak icin katlanirlar. (6-8) 4-6.basamaklardaki gibi yeni antigenomik RNA’lar, yeni genomik
RNA’larin transkripsiyonunda kalip gorevi goriirler (Taylor 2006a).

1. 3. 7 Virion olusumu

Hepatositlerdeki HDV ve HBV nin dogal koenfeksiyonunda, HBV ylizey proteinleri HDV
genomik RNA’nin partikiiller igerisine paketlenmesini kolaylagtirir. RNA asamblesi, HDV
RNA ve HBV yiizey proteinleriyle etkilesebilen L-HDAg tarafindan saglanir. L-HDAg’ nin
bu fonksiyonu i¢in farnesilasyon modifikasyonu gereklidir (Taylor 2006b).

1. 3. 8 HDV Patogenezi

HDV patogenezi oldukca karmasiktir. Hastalik akut fazda iken HDAg ya da HDV RNA
hepatositler icin sitoksik olabilmektedir (Gowans and Bonino 1993, Bichko et al. 1994b).
S-HDAg’nin hiicrede yiiksek miktarlarda iiretilmesinin dogrudan hiicre ig¢in sitotoksik

olabilecegi gozlenmistir (Macnaughton et al. 1990, Cole et al. 1991).
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HDV genom replikasyonu da hiicre gelisimi {izerinde inhibe edici bir etkiye sebep
olabilmektedir (Bichko et al. 1994b). Hastalik kronik fazda iken c¢esitli inflamasyon
hiicrelerinin enfekte hepatositlerin etrafin1  kusattigit ve kronik HDV hastalarinin
serumlarinda da ¢esitli otoantikorlarin ortaya ¢iktig1r saptanmistir (Negro et al. 1988).
Buradan hareketle immiin cevabin HDV patogenezinde rol aldig1 fikri ortaya ¢ikarilabilir

(Lai 1995).

1. 3. 9 HDV enfeksiyon tanisi

HDV, kiigiik defektif bir viriistiir ve yardimei virlisii HBV tarafindan saglanan HBV ylizey
antijenini (HbsAg) igeren kilifi, HDV’nin basarili bir sekilde paketlenmesi ve
transmisyonu i¢in gereklidir (Rizzetto et al. 1980b, Wu et al. 1991).

Iki tip HDV enfeksiyonu vardir: Koenfeksiyonda hasta HDV ile HBV’yi es zamanl olarak
almistir. HBV kanda gegici bir siire bulunur ve HDV’de buna eslik eder. Bu sebeple
koinfeksiyon nadiren kroniklesebilir (Wu et al. 1991).

Stiperenfeksiyonda ise daha oOnceden hastada varolan HBV enfeksiyonuna HDV
enfeksiyonu da eklenir. HDV siiperenfeksiyonunda hastalarin biiyiik ¢ogunlugunda kronik
hepatite gidis vardir. Siirekli HDV replikasyonu, hastalikta akut alevlenmelerle iliskilidir
ve artan ALT diizeyleri kronik aktif hepatit D i¢in karekteristiktir (Wu et al. 1995a).

HDV enfeksiyonunun kesin tanisi i¢in birtakim basamaklara ihtiyag vardir. Ik basamak
HBV’yi HDV enfeksiyonundan ayirmaktir. Ayirici tani, hastaligin anlasilmasi ve uygun
sekilde idaresinde onemlidir. Bunun sebebi ise HDV enfeksiyonu fulminant hepatitin
onemli sebeplerinden biridir ve kronik HBV’nin siroza ilerlemesinde de agirlastirici bir

faktordiir (Hadler et al. 1984, Govindarajan et al. 1986, Wu et al. 1994).

HDV enfeksiyonunun kesin tanisi i¢in ikinci basamak ise HDV koenfeksiyonu ile
siiperenfeksiyonunu birbirinden ayirmaktir. Bunun sebebi ise HDV koenfeksiyonunun
nadiren kroniklesmesi digerinin ise ¢ogunlukla kronik hale ge¢mesidir. Ugiincii basamak

ise akut ve kronik HDV’yi birbirinden ayirabilmektir (Wu 2006).

19



HDV enfeksiyon tanisi, HDV bilesenlerini (HDAg veya HDV RNA) ya da HDAg’ye karsi

olusan antikorlar1 saptamaya yoneliktir.

Cizelge 1. 2 HDV enfeksiyonu tanisinda serolojik ve histolojik belirtegler (Wu 20006)..

BELIRTEC YONTEM OZELLIK
SERUM
Total anti-HDV Immunoassay Koenfeksiyon ve superenfeksiyonda pozitif
Aktif enfeksiyonda titresi yiiksek
IgM anti HDV Immunoassay Akut ve kronik enfeksiyonda pozitif
Aktif enfeksiyonda titresi yuksek
HDV RNA Northern Blot Aktif HDV replikasyonunu bildirir
RT-PZR En duyarli test 10-100 kopya
HDAg Immunoassay Kronik enfeksiyonda immiin kompleks ile
maskelenir
Western Blot Aktif HDV replikasyonunu bildirir, arastirma
amach kullanilir
HBsAg Immunoassay Genellikle pozitif
IgM anti-HBc Immunoassay Koinfeksiyonda pozitif
KARACIGER
HDV RNA Nothern Blot Aktif replikasyonu bildirir, arastirma amagh
kullantlir
HDAg Western Blot Aktif replikasyonu bildirir, arasgtirma amagh
kullantlir
Immuno-staining Aktif replikasyonu bildirir, klasik standarttir

1. 3. 9. 1 HDAg antikorlarina (anti-HDV) yonelik serolojik tani

HDV enfeksiyonunu taramak ig¢in ticari olarak mevcut c¢esitli serum anti-HDV
immunolojik  testleri  bulunmaktadir. Akut HDV enfeksiyonu, anti-HDV’nin
serokonversiyonu ya da titresinin yiikselmesi ile karekterizedir (Argona et al. 1987, Huang
et al. 1998). HDV enfeksiyonunda iki ay icerisinde hastalarin % 90’indan fazlasinda serum
anti-HDV pozitiflesir.  Bu bakimdan HDV’nin hastalardaki akut hepatit tablosunda
roliiniin bulunup bulunmadigin1 anlamak i¢in araliklarla anti-HDV’nin takip edilmesi

gereklidir.

Koenfeksiyon ve siiperenfeksiyonu da birbirinden ayirmak énemlidir. Koenfeksiyon, anti-
HBc IgM ve anti-HDV IgM’in yiiksek titrelerde ortaya ¢ikmasi ile karekterizedir. Anti-
HDV enfeksiyondan bir hafta sonra ortaya ¢ikar ve IgM anti-HDV ¢ogunlukla alt1 hafta

icerisinde kaybolur. IgM anti-HDV’nin bulunmaya devam etmesi enfeksiyonun
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kroniklesmeye dogru gittigini gdsterirken bu antikorun kaybolmasi ise siklikla
enfeksiyonun iyilestigini gosterir. HDV siiperenfeksiyon olgularinda ise IgM anti-HBc
serumda siklikla negatiftir ya da ¢ok dusiik titrededir. Akut hepatit B enfeksiyonundaki Ig-
M anti-HBc ile zit olarak kronik hepatit D’de IgM anti-HDV siklikla yiiksek titrededir ve
hastalik aktivitesiyle iligkilidir (Wu 2006)

1.3.9.2 HDAg ve HDV RNA’ya yonelik molekiiler tam

Enzim immuassay ya da Western Blot gibi yontemlerle serumda HDAg’nin belirlenmesi,
aktif HDV replikasyonunun oldugunu gosterir (Jardi et al. 1994). Fakat enfeksiyondan
yaklagik iki hafta sonra HDAg, muhtemelen serumdaki anti-HDV ile immiinkompleks
olusturmasindan dolayr immunoassay ile saptanamaz. Akut HDV enfeksiyonu olan
hastalarda HDAg’nin immunoassay ile saptanma oran1 % 26-100 arasinda degisir, bunun
sebebi olarak ise 6rnegin alindig1 zaman araligi ve deneylerin duyarliliginin farkli olmasi
gosterilmektedir (Shattock and Morgan 1984, Govindarajan et al. 1996). Bu testler akut
enfeksiyonda yararli olurken yukaridaki sebeplerden dolay1 kullanimi sinirlidir.

Akut veya kronik HDV enfeksiyonunda immunoblot yontemi ile hasta serumunda HDAg
saptanabilir ve bu yontem enzim immunassay’den daha duyarhidir. HDAg nin Western
Blot ile analizinde viral proteinler izole edilir ve poliakrilamid jel elektoforezi yapilir,
ardindan nitroseliiloz membrana aktarilir. Nitroseliloz membranda HDAg, anti-HDV
primer-antikor ile reaksiyon verebilir, daha sonra immuno-peroksidaz ya da
kemiliiminesans bir ajan ile isaretli sekonder bir antikor bu yapiya baglanir ve HDAg renk
degisimi veya 1s1ma ile membranda belirlenebilir. Bu yontem kullanilarak kronik hepatit
D hastalarinin % 70’inde HDAg’nin saptanabildigi bildirilmistir (Jardi et al. 1994). Fakat
bu yontemin rutin olarak klinik amacli kullanimi1 olduk¢a zordur ve RT-PZR ya da
riboproblar kullanilarak yapilan Northern blot hibridizasyon tekniklerine gore daha az

duyarhdir (Smedile et al. 1990).

Serumda HDV RNA ise, nokta blot hibridizasyonu, Northern blot hibridizasyonu ya da
RT-PZR yontemleriyle saptanabilir. Northern blot hibridizasyonda viral RNA izolasyonu
yapildiktan sonra agaroz jelde analiz edilir ve nitroseliilloz membrana transfer edilir. Daha

sonra ise cDNA ya da riboproblarla hibridize edilir ve olusan sinyal analiz edilir (Wu

2006).
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Ters-transkripsiyon-PZR’nin ise HDV RNA’nin saptanmasinda en duyarli yontem oldugu
bildirilmistir. Buna gére PZR’nin, Northern blot hibridizasyon yontemine gore 10000 kat
daha duyarli bir yontem oldugu rapor edilmistir (Cariani et al. 1992, Jardi et al. 1994, Jardi
et al. 1995, Wu et al. 1995a).

Son yillarda c¢esitli kronik viral enfeksiyonlar ile miicadele, kantitatif molekiiler
uygulamalara gittikge daha bagimli hale gelmistir. Bu bakimdan ‘real time’ PZR sistemi
amplifikasyon iriinlerinin miktarlarinin belirlenmesinde ¢ok daha yeni, hizli ve iyi bir
sistemdir  ve yiiksek duyarlilik ve kesinlikte sonuglar almabilmektedir. HDV’nin
enfeksiyon siddeti ve tedavisi sonucundaki belirsizlikler, tedavi verimliligini gézlemlemek
tizere HDV-RNA’y1 kantitatif olarak saptayabilecek giivenilir testlerin gelistirilmesinde
etkin faktorler olmustur. HDV RNA’nin saptanmasi igin ise ticari bir kit heniiz mevcut
degildir. Biz de calismamizda farkli ‘real time” PZR cihazlari, farkli primer-prob sistemleri
ve farkli ticari kitler deneyerek HDV-RNA’y1 kantitatif olarak saptamaya yonelik en
uygun, yiiksek kesinlik ve duyarlilikta ‘real time’ PZR kosullarini belirlemeyi amacladik.
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2. KAYNAK OZETLERI

‘Real time’ PZR sistemi ile amplifikasyon iiriinlerinin miktarlarinin belirlenmesinde
yiiksek duyarlilik ve kesinlikte sonuglar alinabilir. Simdiye kadar yapilan HDV RNA’y1
saptamaya yonelik ‘real time’ PZR sisteminin kullanildigi sinirlhi sayidaki ¢alismalardan
Yamashiro ve arkadaglarimin yaptigi calismada Light Cycler (Roche Applied Science)
sisteminde diziye 0zgli olmayan saptama yoOntemlerinden SYBR Green I boyasi
kullanilarak HDV-RNA diizeyi kantitatif olarak belirlenmistir. Standart olarak kullanilacak
RNA’y1 sentezlemek i¢in HDAg’yi kodlayan bolgeyi hedef alan primerlerle kismi HDV
genomu c¢ogaltilmis ve PCR {iriini PGEM-T vektorii icine sokulmustur. T7 RNA
polimeraz enzimi kullanilarak sentetik RNA in vitro olarak sentezlenmistir. Ardindan
saflagtirrllan RNA’nin 260 nm dalga boyundaki optik yogunlugu Oolgiilerek miktar
hesaplanmistir. Bu sentetik HDV-RNA’nin 10 kat seri seyreltme oranindaki 6rnekleri (1-
10° kopya) kullamilarak standart dogru olusturulmus ve HDV RNA kantitasyonu
yapilmistir. Ayrica bu calismada viral yiik ile karaciger hastaliginin klinik durumu arasinda

muhtemel bir korelasyon oldugu fikri de dnerilmistir (Yamashiro et al. 2004).

Bagka bir ¢calismada ise ABI PRISM 7000 (Applied Biosystems) sisteminde biitiin HDV
genotiplerini saptayabilecek sekilde tasarlanmis, HDV genomu iizerindeki en korunmus
bolgelerden olan ribozim bolgesini hedef alan Tagman oligoprobu kullanilarak serumda
HDV RNA diizeyi saptanmistir. HDV ¢cDNA kantitasyonu i¢in standart olarak ise HDV
genomunun R’1 boélgesini igeren (305’den 1161. niikleotide kadar olan bolge) PCRII-
Dfr45-R’1 plazmidi kullanilmistir. Plazmidin EcoRI ile kesimini takiben R’1 bdlgesi
agaroz jelden saflagtirllmis ve saflagtirllan R’1 DNA konsantrasyonu ¢ok kanalli
spektrofotometre ile belirlenerek ilgili kopya sayisi hesaplanmis, seri seyreltme oranindaki

ornekleri ise standart bir dogru olusturmak tizere kullanilmistir (Le Gal et al. 2005).
Ayrica bu iki ¢alismada da HDV RNA, ters transkriptaz enzimi ile daha dnce ayr bir tiipte

DNA’ya ¢evrilmis, ardindan ‘real time’ PZR temelli yontemlerle HDV RNA kantitatif

olarak degerlendirilmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Materyal

3. 1.1 Hastalar

Calismaniza Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Gastroenteroloji Klinigine degisik

zamanlarda basvuran, laboratuvarimizda yapilan konvansiyonel PZR testleri ile HDV

RNA’sinin pozitif oldugu belirlenen 40 hasta ve bir yil siireyle interferon ya da PEG-

interferon tedavisi almis 22 HDV hastasi alimmistir. Hastalardan alinan kan Ornekleri,

santriifiij edildikten sonra plazma kismu ayrilmis ve -80 °C’de saklanmustr.

3. 1. 2 Kimyasal maddeler

Agaroz

Borik asit
Bromofenol mavisi
EDTA

Etidyum bromiir
Fikol

Glasiyal asetik asit
Gliserol

Ksilen siyanol

LB Broth

Mutlak etanol

Tris HCI

Tris base

pUC19 DNA Marker

Sigma, Almanya
Merck, Almanya
Sigma, Almanya
Quantum, Amerika
Sigma, Almanya
Biochrom, Almanya
Sigma, Almanya
Sigma, Almanya
Sigma, Almanya
Amresco, ABD
Kimetsan, Turkiye
Sigma, Almanya
Sigma, Almanya

MBI Fermentas, Litvanya
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3. 1. 3 Tampon ve cozeltiler

Agaroz jel yukleme tamponu (6X)

% 0,05 Bromofenol mavi, % 15 Fikol, % 0,05 Ksilen siyanol.

Tris-borik asit- EDTA Tamponu (TBE) (10X)
0,9 M Tris HCI, 0,9 M Borik asit, 0,01 M EDTA.

TE Tamponu
100 mM Tris HCI, 1 mM EDTA. pH=8"e ayarlanir.

Tris-asetik asit- EDTA Tamponu (TAE) (5X)
0,2 M Tris base, 0,09 M Glasiyal asetik asit, 0,05 M EDTA.

3. 1. 4 Kullanmilan Cihazlar

Sogutmali Santriifiij (Hawk 15/05 Sanyo Refrigerated, Ingiltere),

Thermal Cycler PZR cihazi (Eppendorf Mastercycler Personal, Almanya),

Light cycler 1.2 Real Time PZR Cihazi (Roche Applied Science, Almanya),

ABI 7300 Real time PZR Cihaz1 (Applied Biosystems, Fostercity, USA)

Nanodrop 1000 Spektrofotometre (Thermo Scientific, USA),

pH metre (Metler Toledo MP 220 pHmeter, Isvicre),

Hassas terazi (Sartorius, Tiirkiye),

Su Banyosu (Heto, HWT100, Danimarka),

Jel goriintiileme sistemi (UVP Jel dokiimantasyon sistemleri, Olympus 40X kamerasi,

Japonya)

3. 1. 5 Polimeraz Zincir Reaksiyonunda Kullanilan Malzemeler

Thermus aquaticus (Taq) DNA polimeraz enzimi (MBI Fermentas, Litvanya),

10X PZR Tamponu (750 mM Tris-HCI (25°C’de pH 8.8), 200 mM (NH4),SOs, % 0,1
Tween 20, 25 mM MgCl,) (MBI Fermentas, Litvanya),

dNTP (her biri 100 mM olan dATP, dTTP, dGTP, dCTP) (MBI Fermentas, Litvanya),
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0,2 ml’lik PZR tiipleri (Greiner Bioone, Avusturya).

Ters transkripsiyon reaksiyonu i¢in kullanilan malzemeler:

AMV (Avian Myeloblastosis Virus) Ters Transkriptaz Enzimi (Roche Applied Science,
Almanya)

10X Tampon (200 mM potasyum fosfat, 2 mM dithiothreitol, % 0,2 Triton X-100 (v/v),
%50 gliserol (v/v), pH 7.2)

3. 1. 6 Kullanilan Kitler

Qiamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, Almanya)

Topo-XL PCR Cloning Kit (Invitrogen, California, ABD)

Plazmid DNA Purification Kit (Macherey-Nagel, Almanya)

Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Fostercity, ABD)
Tagman EZ-RT PCR Kit (Applied Biosystems, Fostercity, ABD),

Light cycler Tagman Master Kit (Roche Applied Science, Almanya),

Light cycler Kapiller (20 pul) (Roche Applied Science, Almanya),

MicroAmp Optik tiip (0,2 ml) ve kapag1 ( Applied Biosystems, Fostercity, ABD)
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3.2 Yontem

3. 2.1 Viral RNA izolasyonu

HDV RNA, 140 pl plazma 6rneginden Qiaamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen, Hilden,
Almanya) kullanilarak iiretici firma onerilerine gore izole edildi. Buna gore 560 ul Buffer
AVE, 5,6 ul poli A ve 140 pl plazma 6rnegi ependorf tiipe (1,5 ml) eklendi, vorteks
yardimiyla ¢ok iyi karistirildt ve 10 dakika oda sicakliginda bekletildi. Ardindan bu
ependorf tiip lizerine 560 pl mutlak etanol (Kimetsan, Tirkiye) eklendi ve vorteks
yardimiyla 20 saniye kadar karistirildi. Daha sonra bu karigimdan 630 pl alinip Qiaamp
mini spin kolonlarina aktarildi ve 8000 rpm’de 1 dakika santriifiij edildi, alttaki s1v1 kisim
atildi, ependorf tiipteki karisimin geri kalani da kolona eklendi ve ayni islem tekrarlandi.
Yikama islemi i¢in kolona 500 pl buffer AW1 eklendi, 8000 rpm’de 1 dakika santriifiijiin
ardindan alttaki sivi kisim atildi, kolona 500 pl buffer AW2 eklendi ve 14.000 rpm’de 3
dakika santriifiij edildi. Alttaki sivi kisim atildi ve kolon 14.000 rpm’de 1dakika da bos
olarak santriifiij edildi. Daha sonra kolonun altina ependorf tiip kondu ve iizerine 60 pl
elisyon buffer eklendi, bir dakika oda sicakliginda bekletildi. Bir dakika 8000 rpm’de
santriifiij edildi, kolon ¢ikarild1 ve ependorf tiip i¢inde elde edilen RNA -80 °C’de saklandi.

3. 2. 2 Kullanilan primer ve problarin tasarim ve dizileri

Calismamizda HDV RNA’nin ‘real time’ PZR ile kantitatif analizi i¢in Mega v3.1
programi kullanilarak laboratuvarimizda daha 6nce dizi analizinin yapildig1 iki tam genom
(ZA ve SO) ve genotip I, II ve III'ii icerecek sekilde Fransa, italya, Iran, Tayvan, Peru ve
Venezuela gibi farkli bolgelere ait izolatlarin tam genom HDV dizileri karsilastirilds,
genom lizerinde biitiin genotipler i¢in en korunmusg bolgeler belirlendi. Daha sonra bu
korunmusg bolgeler hedef alinarak Primer Express v2.0 programi ve Roche Universal

Probe Library programi kullanilarak primer ve prob tasarimi yapildi.
Tasarlanan primer ve problar, Bioneer (Bioneer Corporation, Kore) ve TIB MOLBIOL

(TIB MOLBIOL Syntheselabor, Almanya) tarafindan sentezlenmistir ve primer, prob

dizileri ve iizerlerindeki modifikasyonlar Cizelge 3.1°de verilmistir.
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Ayrica farkli genotiplerin izolatlarima ait tam genom HDV dizileri {izerine, tasarlanan

primer ve prob dizileri yerlestirilerek bunlarin genom iizerindeki dizilimi de gdsterilmistir

(Sekil 3. 1).

Cizelge 3.1 Caligmamiz i¢in tasarlanan primer ve prob dizileri.

Primer/prob ad1

Primer dizisi (5°—3°)

Modifikasyon

JF1

GGT GGA GAT GCC ATG CGG

JR1 CAG TGA ATA AAG CGG GTT TCC A
JPR1 CCC GAA GAG GAA AGA AGG ACG CGA GAC | 5’FAM,3’TAMRA
G isaretli

JF2 GCT ACT CTT CTT TCC CTT CT

JR2 CCG ACA AGG AGA GGC AGG

JPR2 CTT GTT CTC GAG GGC CTT CCT TCG 5°VIC, 3’TAMRA
isaretli

DF1 CTC GTT CCA CCT TCG AGG G

DR1 CGA GGA AGA CGA GAG AAG GGA

DPR1 ACC TGC GGG CCG GCT ATT CTT CT 5’FAM,3°’TAMRA
isaretli

LNAIF CCC TTA GCC ATC CGA GTG

LNAIR TGG CAT CTC CAC CTC CT

LNAITPROB gat gcc ca 5’FAM,3’TAMRA
isaretli, dizinin
tamami ‘locked
nucleic acid’ denen
niikleotid
analoglarindan
olusur.

LNA2F CGG ATG CCC AGG TCG

LNA2R TCC TCT TCG GGT CGG CAT

LNA2PROB gga ggt gg 5’FAM,3’TAMRA

isaretli, dizinin
tamami ‘locked
nucleic acid’ denen
niikleotid
anologlarindan
olusur.

320S (305-327)

CCA GAG GAC CCC TTC AGC GAAC

1280AS(1285-1261)

GAA GGA AGG CCC TCG AGA ACA AGA

Ivaniushina et al.

2001.
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FTaywan_ (I} LLELCL L RRL ..= .TRA..C22T [ 7al
#Tayvan_ (IIa) RAST LRA .= ATCTCCA..T [ 70
ATayvan_ (IIb) CRZ.T...HA. - m@.E..c.e [ Tol
AParu_(III} RATC. R AGT .- TTERI.2. A2 [ Tl
AVanazuaella_(III) ARCST.T.AA. - TTEE2. e a3 [ Ta)
ATR AARAGRECEEE GEATCETORE ACARAASTTC CCOCAAGRACE AARRARRACGAGA RGCCARGAGR COCRAGATTT [ 140]
30 LAOBLEELT..OT ..., [T RPN - S J@oo..o.. [ oraal
#Franga_ (I} HnEmaaaea o B30 e = ot A B P e A ) B e A e SELT. ARG [ ola0])
#Ibalya_ (I} .......ATT .......... L BLUETT-CT oo eenn. RETN - T - SN - | T.2.C..22. [ 14a]
#Iran_(I) 9 - A @..2.T..0T .. o, B [ 1aa]
FTaywan_ (I} HREnaaaa e B0 e s Sk Jh e e A R R A A e - N [ ra0]
#Tayvan_ (IIa) B @CTL BT suarenns VA . CTGGGAC.C GASE. ... [ ra0]
ATayvan_ (IIb) C. L @EZARAT ... ... .- -FTOC. . . A3 AGZ.22eA [ 144a]
#Paru_(III} QACEE-R.C. ... CTCOC O..C.GRI.. . RE..CLAS ATRZ..QREC [ 144a]
#Venszualla_(III) QALEE-RAC. ... ... CTTT <. .C.CR3.. ..RE.3C.AS ATAZ..QRZC [ l44a]
ATR -QOCTATERC GOTGCACA-T A- TOCTERRR GO3ZARAGTE @A- TROGAGE ARRARAARA [ z10]
30 L AR HA A BB EBaaaS s FRAAsa BEa aaa BEone R, ..-.@.RZ.. ..T.3..C3. [ z10]
#Franga_ (I} T...C.. B . CAT..-R .C..TA. ..o uuuenn. R. .3-A...T.. ..G.3..C. [ z10]
#Italya_ (I —saaBiPuas asriraaa=r 2B Tacess saasinss A, .=-RAQ..T.. ....3..4. [ =z1a]
#Ivan_(I) DA aaHE AL HA a BbaEaaacs Bo AL HaRaE ana BrenE R. ..-CL.AT.. ..Q.32..3. [ z10]
#Tayvan_ (I} masaBiiaas srvicasa=s e=aaTacees asatenrs B aT-BeaaTar vcaaa - . [ z1a]
ATayvan_(IIa) --- . COGA. . TTCATTCARR. A.GR. .. Fmane LT. [ z10]
ATayvan_ (IIb) C...CEA. .. AR ... TA. R.CR. . AL L .D3RL..T [ z10]
#Paru_(III} I . - T....3..CAh .T--@3..¢ LA- -ROZLREAR. . [ zlal
#venszuella_(III) -...03. ... T....0..0R .=--.. R~ - .33 RET [ z10]
#Th COSATOCGAR ASTOCOCA-- -TTOOCARCT TTESAGROCA CTOCCAOOCA ARCICTTSTS GRIASTACOT [ z2Ea)
#3230 e L I B T [ z=a]
AFransa_ (I} [ z=a]
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ATayvan_ (I} [ z=a]
#Tayvan_(IIa) [ z=a]
#Tayvan_ (IIL) [ z=a]
AParu_({III} = ...2...... T.C.AATOSZ CAG.AA.CTC C.CTS...TC ...... 2..3 ..A..ASARAR ACT.--cC.a2 [ zsa0]
#Venszuslla_(III) .TR.A..G@ C.A..ARG.AA ATT.--C.A2 [ z80]
ATh AGSFRGEGAGA TCOCRCTCGCZA GAAA-GCAGR GARAATCACOT CCAGREGACT COTTCAGCEA ACAGAR-GRGT [ 350]
30 CA..ZA.GA. 2. Rl LTS, LHacooobaa aenopaaaal Hoanansbns aaase R.. [ zEa]
AFranea_ (I} Ch. . 3R.GR. 3. R LA R R R s DR enaa danaanaa Beanan cene a0 ne - [ 2Ea]
#Italya_ (I} [ WY Y - 1Y - R e i S A A R B Boad A BEasaaaalH BEaaaa bena Aa8 ne B... [ 2Ea]
AIran_(I) SR, BR.GR. TRo. ... BOE LM ERAs aaaBEaEoad G eoasaaaal BEaaaanEEa aa8 ne --a. [ 2Ea]
ATayvan_ (I} e A 19 O Y (o Bpronan OononAaaaalE BEaaaa Bomn aaane -.. [ z2sa]
#Tayvan_(Ila) T COTS.AS. . .G3T...... - T D %11
ATayvan_(IIb} T TEAR.Z.. R... LAL.WR [ 2E0]
AParu_(III) T TTEAA. Q.. C..80 el wrenraaasl ciwaa@Biien saacn R..C [ 2Ea]
#Venszuella_(III) CA..3..T.. ..... Buvae coTBAL B Buu@Cieafls acsnsaaaas [H Bnaaaaconn aaaoe R..C [ zsal

Sekil 3.1 Farkli HDV genotiplerinin karsilastirilmasi ve tasarlanan primer, prob dizilerinin HDV genomu
iizerindeki dizilimi.
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Avanszualla_ (III)] OT..0C....0 .....oonnnn connnDoBe ci s, C...00032 . 3. CATT. .......... [11=a]
¥EA OOCARCOEEC GEECOGGECTE CTCTTUTTT OCTTCTCTOS TCOTTCTACSE TCAACCTCTT AGSTTCCTCT  [12s80]
wso .. T - [ -V [1250]
¥Franaa_ (I}  ....... Tis wewaasaaus A Tuiivunnns susaneunau asaus CTuve snwnsnwna L5 S [12£0]
#Italya (I) = =  cevvvvvans aaaaaaaas A aaresssens sebsnaasnaa aaaas CTasua senss TovCe GRAraaasaas [1280]
#Iran_ (I} ... i sanasaaas A sarssnsss T ooe:TCiiaa saaaa [0 = TOC GRcaaaaaas [1280]
¥Tayvan_(I}  .....o... Bi wuuinaaan B oi.iiiiiiiir tiretaanas aaaas 43 [ [12801]
#Tayvan_(ITIa} ....... Cie waassaaas A aarvissnss T voesTCuvaa saaas RAiaaa sesvsenns Co GAraasaaas [12£50]
®#Tayvan_(IIby ....... Civ waassaaas A aarevssens sessnaasaa saaas ! TG cBAcasaaaas [1280]
#Faru_ (III} 2w sBTC s saasaasaaa e T::uTOG:.. .A..CCT.. CuuBe::o08 GAcaaasaas [1280]
¥Venezuella (IIT} ....G33.C.. ......... A oaacrvesens T...T0O8:u. ..A..C0T.. C..B 03 GRiaaaaaas [126-3]|

Sekil 3.1°in devamu.
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GCTTTCTCTT STTCTTGAGS GOTTTOCTIC

. I
CTuvuu sunua Cuien snnuuueanas
CTasaa venss Coven sovaasnaaas
sCasaas swsss Coven sosasaaaas
CTasaa venss CCevs snvuaaaaas
CTuiwaa crsss CCivs covasaaaas
CTasaa venns Coven sovaasaaas

TTCEETGATS TTGCCTCTOC TTETCGGTGA ATOCTCOOOCT GAGAGAGSECT TCTTCITAGS TODGGAGTCT

TPRERREORY PORYRPYTITY PIPRRRRPRY PEVVVRORYY
Biiiietans wassaaasus satittetas tasssiaanaa
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Giieinnanr sassaaaaaa 5 I
Giieierane aasaas TC.. suvurse A 4 =P
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o R - e o ) = P L. C.TEGE.

RACCDOCATCT GETCAATOCS GEACCTITTC GO0GGGEGGAG
.......... saa s TG Taa

tTesceans saasOF.Taa
seTivneans saa TG Taa
Tovveeans PPIPEPR & ¢ S
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.......... A aOBiaaa suvrrerses senssaanas
.......... B 08 .aT saCTrcvvns srsnsaanas
........ G TT..CTE..T C.Busssnsns
[ g. CC..TCE..T ..Guuuuuus

GRATTOCTTT GATITTTCCC AGTCAGSGAT TTTCTTCOCTC
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PIPRI--T77 PRPPPPPRP.. ...
BRI mmiss trereriies tieaaaaaaa
..... S crevsrsene Buvaaaaas
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Tuwam=uuau wnawnan C..PCiiaaauas G
B P e 3
CTTG. A..A
TTTG. A..A

CCCOTTCTCC ATCCTTATOC TTCTTTOOGA

aCaaaaa Bevennnsss sunaasaaas
Caaaaa sewsvsnene T cecaaaaaas
Caasaa wuns CiBess vnvuaaaans
aCuaaaa wnns CuBess vuvuaaaans
aBaaaas sssssnssses Civasaaaaa
1144CaaC [ = TR CC.T TCu=-=-~
L D+ Y 2 D - T G..T ..TC..---
T..G Ti Bevusns C.T. C.TC.C-~--
T..C T. Buuuwna C.T. C.TC.C---~

ARGTTTCTTE AGTTTCTTCT TTECCTTOOG

e Buviaanuaa [ 3+ FORRN L5 . W < P

[1230]
[1230]
[1230]
[12320]
[1230]
[12320]
[1320]
[1230]
[13201]
[1230]

[1400]
[1400]
[14001
[1400]
[1400]
[1400]
[1400]
[1400]
[1400]
[1400]

[1470]
[1470]
[1473]
[1470]
[1470]
[1470]
[1470]
[14701
[1470]
[1470]

[15490]
[1540]
[1540]
[1540]
[1540]
[15490]
[1540]
[15490]
[1540]
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Sekil 3.1°in devamu.
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ZA GETCTCTCTC TOGAGATCCT CCAATTTCTT TOTTETATTS ACCCACTGCT COAGGETCTC TTCTCTE---  [1810]
#EC WABT cCaes waaas Tawas Tl wuns L L AC.v: vivaas T---  [18140]
#Franza_ (I} [ 1o« J Tioaa aTesCivins soss COBC.C susasaaaas snus AAC. .. (couus C--- [1510]
#Icalya (I} WABT. cCavs waassaaaas P A COBC.C suaaasnass swus BAC. .. teiaas C---  [1510]
#Iran_(I} AGRL WS il e Tevae aa@BCuiuinn wuwa CC.C.C cuuuaus Tie wnua RAA.. Lo T---  [1£10]
#Tayvan_ (I} MEE G saaaa Tisaa COG:.C susasaaaas snuns Aoy wwsaas T---  [1810]
#Tayvan_(IIa} ABG LW Tew waaas Cauas TG aTeaaTCTuw covnwnsnns L0 TETT [1810]
#Tayvan_(IIb} MEE G saaaa Civaa 2TTCTC: cinss Coelli aTeuawaTTC oo wsTTBew: swsaas o---  [1510]
#Feru_ (III} WAGRCTew waaas C.TIC G.CTE. ... Cuo o TCCLCT wiiasaaa Ti wrwns Bivwrw Covaas o---  [1510]
#Venezuella (III} .AG...CT.. ...GCTATTC G.TT...... Cow o TECLCT susuaavaaa sssnes ... CooCLiC--- [1610]
#ZA CQTOOOE0GAC TOTTOTTCGA TTOGGATCGE CTCATCT-0G ACAAGAGECE G-COGACCTC AGTACTCT-T  [1520]
#EC saTesenasT saaaaaaaas [ . Cive wunsnas ~4s asassasaas = BAT L0 wiiaaaas -.  [1s80]
#Fran=a_I(I} ... QT .T..CuTCC s eweBCiee svnrwaaTin suTaaanaua A= Tover vuvaaaas -.  [1ls20]
#Icalya (I} ceTevee B Cauasaasas [+ PR Cive vessnaa —aa assasaasaas -.A.T.. G....-. [1880]
#lran (I} oD o o dCT waaaaaas A. Covins Cive svssnas ~4s asassasaas -.A.T.. Gaaaa- [1s80]
#Tayvan_ (I} R I [+ PR . T Bacuaaua WBFTToww vevwacus - [1s20]
#Tayvan_(IIa} TTiaws saasa Cavaa Baivinnn Tiv ssnsna OC.A GETC. ... A-A..T wiTaaasC [1530]
#Tayvan_(IIb} T .83 GTC..Cuuaw Ao v wBOT. e v e sClew JTIGCBAL s w-u Tovo@ ot vBaaaas S [1580]
#Peru_ (III} T..TTOGAGE . .AGQ.C.T.C GA...T:Ti: :svs:sal--- ---T...A.C .BG.AG.T.. GACGA...C [1530]
#Venszuella_ (III} K. . TDPOEAG. O3GGTC.T.C AC...G.T.. ......0--- ---T...A.C .G3.A6.T.. GACGR...C [1580]
#ER ACTCTTTTCT G--TARARARGARG GAGACTGECTSE SATCDCACOEC COGA-GTCCGE AG [1732])
#850 0 iaicsssmass im 4 aaaaaa aasEEEEE S STC.G BAa-aaTaa = [1T3IZ2]
¥Fransa_ Iy ... im 4 aaaaaa aasEEEEE S C.CIeT R [1732]
¥Italya (I3 oo i " T4 A Ead Aa LR R RE kRS ke aBa=aaTaa [1722]
#Iran_ (I} c.oaeaieaan B s aaaaas sassssEEEs EEwER G aBla=aaTaa [1732]
¥Tayvan_ Iy ..o "™ 4 i aaaaa aaEEEEEEEE B RS Cicaa aaBlamaaTaa o [1TF3Z]
¥Tayvan_ (IIa} T wwns Cow TITOG: cuaas asssssnssns CCA AL sesama 8.8 -- [1T732]
¥Tayvan_(IIb} JTCT.OC.GC TT-AG. .. .. saxToalBuvs s eBuiBavas waa=—uwaaBa -- [1T732]
¥Feru_ (III) Th...C.C.. -AAGGE.GE..A .GAG..CTC. A..G.C..C. .E.CTCCT.. GA [173Z]
¥venezueslla (IIIy TGE...C.0C ARGG . 6. A JGAG. .CTC. A..G.T.TC. .GFACT.CT.. GA [1732]

Sekil 3.1’in devamu.

3. 2.3 Ters transkripsiyon reaksiyonu

HDV bir RNA viriisii oldugu igin Oncelikle

izolasyonu yapilan viral RNA’nin

komplementer DNA’sinin (cDNA) olusturulmasi gerekir. Kullandigimiz bazi kitler ters

transkripsiyon asamasinin ve ‘real time’ PZR reaksiyonunun ayni tlip igerisinde

yapilmasina imkan verirken bazilar1 i¢in dnce disarida cDNA olusturulmasi gereklidir. Bu

amacla hazirlanan 20 pl’lik reaksiyon hacmi igerisinde 4 pl 2mM dNTP, 4 ul 10X tampon,

secilen bolgeye 6zgii 10 uM konsantrasyonundaki ‘reverse’ primerden 1ul, 0,5 pl (12,5

unite) AMV ters transkriptaz enzimi (Roche Applied Science, Almanya) ve 5ul RNA

bulunmaktaydi. Daha sonra Thermal Cycler PZR cihazi (Eppendorf Mastercycler Personal,

Almanya) kullanilarak 42°C’de 1 saat inkiibasyondan sonra cDNA elde edildi.
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3.2.4 HDV RNA kantitasyonu icin standart olusturulmasi

HDV genomu {lizerinde biitiin primer-prob dizilerimizin yerlestigi alan1 kapsayacak sekilde
305. ile 1285. niikleotidler arasinda kalan HDV RNA bdlgesinin (ribozim ve delta antijeni
bolgeleri) HDV RNA kantitasyonu i¢in olusturulacak standart i¢in cogaltilmasina karar
verildi. Bu amagla konvansiyonel PZR yontemi ile HDV RNA’simmin pozitif oldugu
belirlenen kronik delta hepatitli bir plazma 6rnegi alinarak yukarida anlatildig: sekilde
RNA izolasyonunun ardindan RNA c¢DNA'’ya ¢evrildi. Ardindan Cizelge 3.1°de verilen
320S ve 1280AS primerleri (Ivaniushina et al. 2001) kullanilarak PZR ile 94°C’de 5
dakika denatiirasyon sicakliginin ardindan 94°C’de 45 saniye, 58°C’de 30 saniye ve
72°C’de 45 saniye olacak sekilde 40 dongiiniin ardindan 980 baz ciftlik bdlgenin
cogaltilmasi saglandi. Cogaltilan bu PZR iiriinii Topo-XL vektorlerine klonlandi.

3.2.4.1PZR ile Cogaltilan Bolgenin Topo-XL Vektorlerine klonlanmasi

PZR sonucu elde edilen amplifikasyon iirlinleri Topo-XL vektoriine, iiretici firmanin
“Topo-XL PCR Cloning” (Invitrogen, California, ABD) kiti igerisinde bulunan kullanma
kitap¢igindaki yontem izlenerek klonlandi. Bunun i¢in 6ncelikle elde edilen PZR firiinleri
%1°lik agaroz jele yiiklendi. Agaroz jel ise sdyle hazirlandi: 0,5 g agaroz 50 ml 1X TAE
tamponuyla karistirildi ve agaroz eriyene kadar mikrodalga firinda isitildi. Firindan
cikarildiktan sonra sogutuldu ve 30 pl kristal violet boyasi eklendi, karistirildi. Tarak jel
tabagina yerlestirilip agaroz jel tabaga dokiildii. Jel dondugunda tarak ¢ikarildi ve iizerini
kaplayacak kadar 1X TAE tamponu eklendi. 40 pul PZR amplifikasyon iiriinii 8 pl 6X
kristal violet yiikleme tamponu ile karistirildi ve jeldeki kuyucuklara yiiklendi. PZR {iriinii

jelde 30-40 dakika kadar yiiriittildi.

Daha sonra beyaz 151k altinda jelde bulunan DNA bantlar1 goriintiilendi ve istenilen bant
bistiirli yardimiyla jelden kesilip ¢ikarildi. Cikarilan parcga kiiciik parcaciklara ayrilip 1,5
ml’lik bir ependorf tiipiine konuldu. Uzerine jelin hacminin (Img yaklastk 1 pl
gelmektedir.) 2,5 kati kadar 6,6 M Sodyum iyodiir soliisyonu eklendi ve vorteks
yardimiyla karistirildi. Ardindan 50°C’de jel tamamen eriyene kadar inkiibasyona
birakildi. Oda sicakliginda toplam hacmin 1,5 kati kadar baglama tamponu (binding
buffer) eklendi ve vorteks yardimiyla karistirildu.
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Elde edilen karistm SNAP piirifikasyon kolonuna yiiklendi ve oda sicakliginda 2000-3000
rpm’de 30 saniye santriifiij edildi. Altta kalan sivi kisim atildi ve SNAP piirifikasyon
kolonuna 400 ul 1X yikama soliisyonu eklendi. Oda sicakliginda 2000-3000 rpm’de 30
saniye santriifiij edildi. Altta kalan siv1 kisim atildi ve SNAP piirifikasyon kolonuna 800 pl
1X yikama soliisyonu eklendi. Altta kalan siv1 yine atildi ve SNAP piirifikasyon kolonu
bos olarak maksimum hizda 2 dakika santriifiij edildi. Daha sonra 40 pl Tris-EDTA (TE)
tamponu filtrenin tam ortasina gelecek sekilde pipetlendi ve 1 dakika oda sicakliginda
inkiibasyona birakildi. Oda sicakliginda maksimum hizda santriifiij yapilarak DNA elde
edildi.

Boylece jelden saflastirilan PZR {irlinlinden 4 pl ve kanamisin direng geni tasiyan pCR-
XL-TOPO vektoriinden 1 pl alarak 1,5 ml’lik steril bir ependorf tiipiinde karistirildi ve 5
dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonras1 1 pl 6X TOPO Cloning
Stop soliisyonu eklendi ve oda sicakliginda karistirildi. Tiipiin ¢eperlerindeki sivinin asagi

¢okmesi icin hafif¢e santriifiij edildi ve tiip buz iizerine konuldu.

3.2.4.2 Transformasyon

Klonlama reaksiyon iirtiniinden 2 pl ‘One Shot Competent’ E. coli hiicreleri iizerine
eklendi ve dikkatlice karistirildi. Buz {izerinde 30 dakika inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonras1 42°C’de 30 saniye 1s1 soku uygulandi ve 30 saniye sonrasinda tiip
hemen buz {izerine konuldu ve 2 dakika inkiibasyona birakildi. Hiicrelerin iizerine 250 pl
S.0.C medyumu eklendi ve 37°C’de 1 saat inkiibasyona birakildi. Daha o6nceden
hazirlanmis 50 pg/ml kanamisin igeren kati LB besiyerine 50-150 pl hiicre yayildi ve
37°C’de 1 gece inkiibasyona birakildi.

3. 2. 4.3 Topo klonlamasi sonrasi plazmid izolasyonu ve klonlarin analizi

Biiyiiyen koloniler steril bir kiirdan yardimiyla kanamisin igeren 2 ml sivi LB besiyerine
aktarildi ve 37°C’de bir gece inkiibasyona birakildi. Plazmid DNA izolasyonu, iiretici
firmanin ‘Plazmid DNA Purification” (Macherey-Nagel, Almanya) kiti icerisinde dnerilen

yontem izlenerek yapildi.
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Oncelikle 37°C’de bir gece biiyiitiilen kolonilerin 50 pl’si, pozitif klonlarin tekrar
biiytitiiliip sonraki c¢aligsmalarda kullanilabilmesi amaciyla dondurularak saklanmak {izere
ayr1 ayn tliplere aktarildi. Kalan hiicreler izolasyon kiti i¢indeki iiretici firma Onerilerine
gore 30 saniye 11000 rpm’de santriifiij edilerek ¢oktiiriildii ve lstte kalan besiyeri atildu.
Hiicreler 250 ul RNaz igeren A1 tamponu ile tekrar siispanse edildi. Daha sonra 250 ul A2
tamponu eklendi, iyice karigtirildi ve 5 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakildi.
Ardindan 300 pl A3 tamponu eklendi, karistirildi ve 11000 rpm’de 10 dakika santriifii
edildi. Santriifiij sonras1 pelet atildi ve siipernatan kismi NucleoSpin kolonuna aktarildi.
11000 rpm’de 1 dakika santriifiij edildi, filtreden gegen sivi kisim atildi ve 600 ul A4
yikama tamponu eklendi. Bir dakika 11000 rpm’de santriifiij edildi, filtreden gegen sivi
kisim atild1 ve 11000 rpm’de 2 dakika santriifiij edildi. Kolon 1,5 mI’lik steril bir ependorf
tiipiine konuldu ve tizerine 50 pl AE eliisyon tamponu eklendi. Oda sicakliginda 1 dakika
inkiibasyona birakildi ve 11000 rpm’de 1 dakika santriifiij edilerek plazmid DNA’s1 elde
edildi.

3. 2. 4. 4 Elde edilen plazmidlerin jelde goriintiilenmesi ve analizi

Bes g agaroz, 50 ml 1X TBE tamponuyla karistirild1 ve % 1’lik agaroz jel hazirland1. Jel
dondugunda tarak ¢ikarildi ve iizerini kaplayacak kadar 1X TBE tamponu eklendi. Bes

ul plazmid DNA, Iul 6X kristal violet yiikleme tamponu ile kanstirildi ve jeldeki
kuyucuklara yiiklendi, 100 voltta 1 saat kadar yiiriitiildii. UV 15181 altinda DNA band1
goriintiilendi ve uygun boydaki (vektor+PZR {irlinii) plazmid DNA’sma sahip pozitif

koloniler jelde belirlendi.

3. 2. 4. 5 Pozitif Kolonilerin Dondurulmasi ve Saklanmasi
Jelde uygun boyda plazmid DNA’s1 saptanan kolonilerden daha 6nce ayrilan 50 pl

hiicre siispansiyonu 1,75 ml kanamisin igeren LB medyumunda 37°C’de 1 gece biiytitiildii.

Hiicrelerin iizerine %10 gliserol (200 pl) eklendi ve -80°C’de saklandi.
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3. 2. 4. 6 DNA Dizi Analizi

TOPO-XL vektoriine klonlama yapildiktan sonra iiretici firmanin “Big Dye Terminator
v3.1 Cycle Sequencing” (Applied Biosystems, Fostercity, ABD) kiti igerisinde bulunan
kullanma kitapgigindaki yontem izlenerek DNA dizi analizi yapildi:

DNA dizi analizi PZR reaksiyonunun igerigi ve sartlar1 asagida gosterildigi gibidir:

Big Dye Karisimi........... 8 ul

Primer........cccceeviieiiiennnns 4 ul (Vektor DNA’s1 iginden uygun universal primer segildi,

orn; M13 ileri primeri)

Bu reaksiyonda uygulanan sicakliklar ve stireleri ise sirasiyla 96°C’de 30 saniyenin
ardindan 30 dongii olacak sekilde 96°C’de 10 sn, 50°C’de 5 sn ve 60°C’de 4 dakikadir.
Daha sonra olusan PZR iiriinleri temizleme yapilarak ABI 3100 Genetic Analyser (Applied
Biosystems, Fostercity, ABD) dizi analizi cihazina yiiklendi. Elde edilen dizi analizi
sonuglar1 alinipp MEGA v.3.1 programi kullanilarak yayinlanmig HDV RNA dizileri ile
karsilastirildi ve plazmidin istenen HDV ¢cDNA bdlgesini igerdigi belirlendi.

3.2.4.7Elde edilen plazmid miktarinin hesaplanmasi

Klonlama sonunda elde edilen plazmid miktari, Nanodrop 1000 Spektrofotometre (Thermo
Scientific, ABD) kullanilarak 6l¢iildii. Daha sonra asagidaki formiil kullanilarak kopya/ul
olacak sekilde miktar1 belirlendi (Salvi et al. 2008).

Plazmid kopya/ul= C x NA/ MW x 10’

(C: spektrofotometre ile dl¢iilen konsantrasyon (ng/ul), NA: Avogadro sayisi (6,023x 107),

MW: standart plazmidin molekiiler agirlig1, 10°: nanomolden mole ¢evrim faktorii).

3.2.5 HDV RNA’nin ‘real time’ PZR ile gosterilmesi

HDV RNA’y1 ‘real time’ PZR yontemi ile gosterebilmek i¢in farkli primer-prob setleri ile
‘real time’ PZR kitleri kullanildi. Farkli reaksiyon kosullar1 denenerek HDV RNA’y1
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saptamak icin optimum PZR kosullar1 belirlendi. izlenen yontem, kullanilan kitler ve

reaksiyon kosullar1 asagida 6zetlenmistir.

3.2.5.1 Light cycler Tagman Master Kit

HDV RNA’smin pozitif oldugu bilinen tek bir hastanin plazma 6rneginden yeterli
miktarda RNA izolasyonu yapildi ve biitiin denemelerde aymi hastanin plazma 6rnegi
kullanildi. Oncelikle ters tanskripsiyon reaksiyonu ile ¢cDNA elde edildi. Daha sonra
primerler 10’ar pM, prob ise SuM konsantrasyonunda kullanilarak Light cycler Tagman
Master kiti reaksiyon ve enzim karigimi ile Light cycler 1.2 ‘real time’ PZR (Roche
Applied Science, Almanya) sisteminde Cizelge 3.1°de verilen sicaklik dongiilerinde

uygulandi.

Cizelge 3. 2 Light cycler Tagman Master Kit i¢in kullanilan PZR sicaklik dongii ve siireleri (*: Her primer-
rob icin baglanma sicaklig: farkli olabilir).

Hedef sicakhik (°C) Inkubasyon Sicakhk Dongii sayis1 | Mod
siiresi (sn) degisim
orani (°C/sn)
Program:denatiirasyon
95 \ 600 \ 20 \ 1 | -
Program:kuantifikasyon
95 10 20 -
60* 30 20 45 -
72 1 20 Tek (single)
Program:sogutma
40 | 30 | 20 | 1 | -

3.2.5.2 Tagman EZ-RT PCR Kit

Tagman EZ-RT PZR Kit (Applied Biosystems, Fostercity, ABD) icerigindeki enzim
nedeniyle RNA’nin ¢cDNA'ya ¢evrilmesi (ters transkripsiyon) ve DNA’nin c¢ogaltilmasi

asamalarinin tek tiip i¢inde yapilmasina imkan saglamaktadir.

HDV RNA’smin pozitif oldugu bilinen tek bir hastanin plazma 6rneginden yeterli
miktarda RNA izolasyonu yapildi ve biitlin denemelerde ayni hastanin plazma ornegi
kullanildi. 25 pl hacimdeki PZR karigimi igerisinde 5 pl 5X Tagman EZ tamponu (son
konsantrasyonu 1X), 3 mM Mn(OAc), (manganez asetat), her biri 10 mM olan dATP,
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dCTP ve dGTP’den 0,3 mM, 20 mM dUTP’den ise 0,6 mM, primerlerin her birinden 0,4

uM, prob ise 0,2 puM, 0,1 U/ul rTth DNA polimeraz enzimi ve amplikon
U/ul UNG

bulunmaktaydi. Tagman EZ-RT PCR Kit ile ABI 7300 ‘real time’ PZR cihazinda (Applied

kontaminasyonunu engellemek amaciyla 0,01 Amperase enzimi

Biosystems, Fostercity, ABD) farkli primer-prob ciftleri kullanild1 ve uygulanan sicaklik
dongii ve siireleri Cizelge 3.3 deki gibiydi.

Cizelge 3. 3 EZ-RT PCR Kit i¢in kullanilan PZR sicaklik dongii ve siireleri (*: Her primer-prob igin
baglanma sicaklig: farkli olabilir).

Hedef sicaklik (°C) ve inkiibasyon siiresi
40 dongii
UNG
) Ters transkripsiyon | UNG inhibisyonu Denatiirasyon Baglanma\Uzama
aktivasyonu
50°C 60 °C 95°C 94 °C 60 °C*
2 dakika 30 dakika 5 dakika 20 saniye 1 dakika
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4. 1 Hastalar

Calismamiza laboratuvarimizda daha dnce konvansiyonel PZR testleri ile HDV RNA’sinin
pozitif oldugu belirlenen 18’1 kadin ve 22’si erkek olmak {izere 40 hasta dahil edildi.
Ayrica bir yil siireyle interferon ya da PEG-interferon tedavisi almis 22 hastanin tedavi

baslangicinda, tedavinin 6.ayinda ve 12. ayindaki serum HDV-RNA degerleri analiz edildi.

Caligmamizda kullandigimiz kitler ile biitiin primer-prob sistemleri denenmistir. Elde

edilen sonuglar, kullanilan her kitin baglig1 altinda verilmistir.

4. 2 Light cycler Tagman Master Kit

Light cycler Tagman Master Kit kullanilarak LNA baz1 i¢eren primer-prob sistemlerimiz
olan LNATF-LNAIR primerleri ile LNA1 prob ve LNA2F-LNA2R primerleri ile LNA2
prob, Light cycler 1.2 ‘real time’ PZR sisteminde farkli baglanma sicakliklar1 (48°C ile
68°C arasinda degisen) ve farkli primer-prob konsantrasyonlar1 denendi. Fakat HDV RNA

bu primer-problar ile Light cycler 1.2 ‘real time’ PZR sisteminde ¢ogaltilamadi.

Ayni kit ile DF1-DR1 primerleri ve DPR1 probu kullanilarak Light cycler 1.2 ‘real time’
PZR sisteminde 95°C’de 10 dakikanin ardindan 45 dongii olacak sekilde 95°C’de 10
saniye, 60°C’de 30 saniye, 72°C’de 1 saniye olan PZR kosullarinda HDV RNA’nin
cogaltildig1 gozlendi. Daha sonra HDV RNA’nin negatif oldugu bilinen kontrol serum
ornegi kullanilarak HDV RNA’nin pozitif oldugu bilinen hasta serumu ve bunun 1/10,
1/100, 1/1000, 1/10000 ve 1/100000 seri seyreltme oranlarindaki ornekleri, HDV
komplementer DNA’y1 elde etmek igin ters transkripsiyon basamagindan sonra Light
cycler 1.2 ‘real time’ PZR sisteminde yukaridaki reaksiyon kosullarinda her 6rnek ¢oklu

tekrarlar seklinde caligildi (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1 HDV RNA’nin Light cycler 1.2 ‘real time’ PZR sisteminde Light cycler Tagman Master kit ile ¢ogaltilmasi (her bir 6rnek ¢ift ¢aligilmustir).



Daha sonra deneyin duyarliligini belirlemek i¢cin HDV genomunun bir boliimiinii igeren
klonladigimiz plazmidin miktar1 kopya/ul olarak hesaplandi ve bu plazmidin 1\10 seri
seyreltme oranindaki 6rnekleri olusturuldu. Ardindan ise Light cycler 1.2 ‘real time’ PZR
sisteminde ¢oklu denemeler yapilarak bu orneklerin dongii esik degerlerine karsilik (CT:cycle
threshold) baslangictaki genom kopyalarinin logaritmik konsantrasyonlarinin oldugu standart
dogrular olusturuldu. Korelasyon katsayisi (r) ise > 0,99 olarak tekrarlarken dogrunun egimi -
4,0 olarak hesapland:. Bu standart 6rneklerin viral yiikleri 10 ile 10° kopya/ul arasinda idi.
1000 kopya/ul’ye kadar HDV RNA saptanabildi (Sekil 4. 2).

Ayrica her 6rnek, ‘real time’ PZR’den sonra kontrol amacl olarak agaroz jel elektroforezinde
jel goriintilleme sistemi (UVP Jel dokumantasyon sistemleri, Olympus 40X kamerasi,

Japonya) kullanilarak goriintiilendi ve her biri 78 bg olan bantlar gézlendi (Sekil 4. 4)

Ugiincii basamak olarak ise sistemimizi test etmek amactyla aymi primerler ve prob
kullanilarak laboratuvarimizda daha once yapilan konvansiyonel PZR testleri ile HDV
RNA’simin pozitif oldugu belirlenen 40 hastanin plazma 6rnegine HDV RNA izolasyonundan
sonra HDV komplementer DNA’y1 elde etmek igin ters transkripsiyon basamagi uygulandi.
Daha sonra Light cycler 1.2 ‘real time’ PZR sisteminde yukarida olusturulan standart plazmid
ornekleri kullanilarak bu hastalarin HDV RNA viral yiikleri hesaplandi (Sekil 4. 3). Buna gore
her hasta ¢ift olacak sekilde ¢alisildi ve deneyde kontaminasyonu kontrol etmek amaciyla, her
hasta orneginden sonra araya su igeren negatif kontrol konularak calisildi. Sistemimizde
basarili bir sekilde degerlendirilen hastalarin viral yiikleri 4700 ile 7,1x10’ kopya/pl arasinda
degismekteydi.
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Sekil 4. 2 Olusturulan standart plazmidin 1/10 seri seyreltme oranindaki orneklerinin Light cycler 1.2 ‘real time’ PZR sisteminde Light cycler Tagman
Master kiti ile kantitasyonu.
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Linear Regresszion

- Crozzing Points

Sekil 4. 3 Hasta 6rneklerinin Light cycler 1.2 ‘real time’ PZR sisteminde Light cycler Tagman Master kiti ile kantitasyonu.



78 b.¢.

Sekil 4. 4. 1/10 seri seyreltme oranindaki HDV RNA ‘real time’ PZR fiiriinlerinin %2’lik agaroz jelde
goriintiilenmesi (1-5: HDV RNA’nin pozitif oldugu bilinen 6rnek (1) ve bunun 1/10°dan (2) 1/10000
(5) seri seyreltme oranina kadar olan 6rnekleri, NK: negatif kontrol, M: pUC19 isaretleyicisidir).

Sekil 4. 5 Olusturulan standart plazmidin 2,0X10” kopya/ul’den 2,0x10? kopya/ul’ye kadar olan ‘real
time’ PZR iiriinlerinin %2’lik agaroz jelde gosterilmesi (M: Pucl9 isaretleyicisidir).
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4.3 Tagqman EZ-RT PCR Kit

Tagman EZ-RT PCR Kiti ile ABI 7300 ‘real time’ PZR cihazinda ¢alismalar yapildi. Bu kit

ile ters transkripsiyon ve DNA’nin ¢ogaltilmas1 asamalar tek tiip icinde yapilabilmektedir.

LNA bazi igeren primer-prob sistemlerimiz olan LNA1F-LNA1R primerleri ile LNA1 prob ve
LNA2F-LNA2R primerleri ile LNA2 prob i¢in Tagman EZ-RT PCR Kit ile ABI 7300 ‘real
time’ PZR cihazinda da farkli baglanma sicakliklar1 (48°C-74°C sicaklik araliginda) ve farkl
primer-prob konsantrasyonlar1 denendi. Fakat HDV RNA bu primer-problar ile ABI 7300

‘real time’ PZR cihazinda da ¢ogaltilamadi.

Ayni kit ile ABI 7300 ‘real time’ PZR cihazinda JF1 ile JR1 primerleri ve JPR1 probu
kullanilarak 50°C’de 2 dakika UNG ile muamele edildikten sonra, 60°C’de 30 dakika ters
transkripsiyon ve 95 °C’de 5 dakika UNG deaktivasyonu yapildi, ardindan da aym tiip
icerisinde 40 dongili olacak sekilde 94 °C’de 20 saniye, 60 °C’de 1 dakika olan PZR
kosullarinda HDV RNA’nin ¢ogaltildigi gézlendi. Daha sonra HDV RNA’nin negatif oldugu
bilinen kontrol serum 6rnegi kullanilarak HDV RNA’nin pozitif oldugu bilinen hasta serumu
ve bunun 1/10, 1/100, 1/1000, 1/10000 ve 1/100000 seri seyreltme oranlarindaki drnekleri,
ABI 7300 ‘real time’ PZR cihazinda yukaridaki reaksiyon kosullarinda yine her 6rnek ¢oklu
tekrarlar seklinde calisildi (Sekil 4. 6). Ayrica ornekler ‘real time’ PZR’den sonra kontrol
amagli olarak agaroz jel elektroforezinde goriintiilendi ve her biri 82 bg olan bantlar gézlendi

(Sekil 4. 9).

Plazmidin 1\10 seri seyreltme oranindaki miktar1 bilinen 6rnekleri, ABI 7300 ‘real time’ PZR
cihazinda coklu denemeler yapilarak bu 6rneklerin dongii esik degerlerine karsilik (CT:cycle
threshold) baslangictaki genom kopyalarinin logaritmik konsantrasyonlarinin oldugu standart
dogrular olusturuldu. Korelasyon katsayisi (r) ise >0,99 olarak tekrarlarken dogrunun egimi -
4,4 olarak hesaplandi. Bu standart érneklerin viral yiikleri 10® ile 10% kopya/ul arasinda idi
(Sekil 4. 7 ve Sekil 4. 8).
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82 b.g.

Sekil 4. 9 1/10 seri seyreltme oranindaki HDV RNA ‘real time’ PZR {irlinlerinin %2’lik agaroz
jelde goriintiilenmesi (1-4: HDV RNA’nin pozitif oldugu bilinen 6rnek (1) ve bunun 1/10’dan (2)
1/1000 (4) seri seyreltme oranina kadar olan drnekleri, NK: negatif kontrol, M: pUC19 isaretleyicisidir).

Ugiincii basamak olarak ise sistemimizi test etmek amactyla aymi primerler ve prob
kullanilarak interferon ya da PEG-interferon tedavisi almis 22 hastanin tedavi baslangicinda,
tedavinin 6.aymda ve 12. ayimndaki serum HDV-RNA degerleri analiz edildi. Buna gore her
calismada, olusturdugumuz standart plazmide gore viral yiikleri belirlenen ve degerleri 10°
kopyadan 10* kopyaya kadar olan HDV RNA standartlar1 ve HDV RNA diizeyi belirlenecek
olan ornekler yer aldi. Her 6rnek ve standart iki kere calisildi ve deneyde kontaminasyon
kontrolii i¢in her hasta 6rneginden sonra araya su iceren negatif kontrol eklendi (Sekil 4. 10).
HDV RNA standartlarinin dongii esik degerlerine karsilik (CT:cycle threshold) baslangigtaki
genom kopyalarinin logaritmik konsantrasyonlarmin oldugu standart dogrular olusturularak
cift sekilde c¢alisilan her bir Ornegin ortalamasi hesaplanip viral yiikii belirlenmis oldu.
Calismamizda basarili bir bigimde degerlendirilen hastalarin viral yiikleri 144 ile 1,99x10®
kopya/ul arasinda degismekteydi.
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Sekil 4. 10 Hasta drneklerinin ABI 7300 ‘real time’ PZR sisteminde Tagman EZ-RT PCR kit ile kantitasyonu (yalnizca hasta drnekleri gosterilmistir).
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Sekil 4. 11 Hasta orneklerinin viral yiikiinii belirlemek amaciyla deneyde kullanilan ve viral yiikleri 10° kopyadan 10> kopyaya kadar olan HDV RNA

standartlarinin dongii esik degerleri.
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Sekil 4. 12 Bir onceki Sekil 4. 11°de dongii esik degerleri verilen HDV RNA standartlarinin dongii esik degerlerine karsilik (CT:cycle threshold) baslangictaki
genom kopyalarinin logaritmik konsantrasyonlarinin oldugu standart dogru.



Ayrica deneyimizin tekrarlanabilirligini 6lgmek amaciyla deneylerde kullanilan plazma
orneklerinden her seferinde dort defa olmak {izere viral RNA izolasyonu yapildi, ters
transkripsiyon reaksiyonunun ardindan (yalnizca Light cycler ‘real time’ PZR sistemi igin)
bu ornekler, her bir ‘real time’ PZR sisteminde analiz edilerek deney i¢i varyasyonlar (intra-
assay variability) hesaplandi. Bunun yaninda bu deneyler ii¢ ayr1 giinde tekrarlanarak

deneyler arasi varyasyonlar da (inter-assay variability) hesaplandi.

Buna gore ABI 7300 ‘real time’ PZR sisteminde analiz edilen bes 6rnegin viral yiikleri 10 ile
10> kopya arasinda bulunmaktaydi. Bu 6rneklerin dongii esik degerlerine (CT) gore
hesaplanan deney i¢i varyasyon katsayilar1 (CV), % 0,55 ile % 3,47 arasinda degismekteydi.
Yine ayni sistemde farkli giinlerde yapilan deneyler arasindaki varyasyon ise % 2,46 ile %

4,42 arasinda degismekteydi (Cizelge 4. 1).

Light cycler ‘real time’ PZR sisteminde analiz edilen ve viral yiikleri 107 ile 10" kopya
arasinda degisen dort Ornegin dongii esik degerlerine (CT) goére hesaplanan deney ici
varyasyon katsayilar1 (CV) ise % 0,21 ile 3,60 arasinda degismekteydi. Yine bu sistemde
farkl1 gilinlerde yapilan deneyler arasindaki varyasyon ise % 1,43 ile % 3,24 arasinda

degismekteydi (Cizelge 4. 2).
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Cizelge 4. 1 ABI 7300 ‘real time’ PZR sisteminde hesaplanan deney ici ve deneyler arasi varyasyon degerleri (CT: dongii esik degeri, SD: standart sapma, CV:
varyasyon katsay1st).

Ornek | Deney ici varyasyon Deneyler arasi varyasyon
1.giin 2.giin 3.giin
Ort. CT£S.D. |CV (%) |[Ort. CT£S.D | CV (%) Ort. CT £S.D. | CV (%) Ort. CT £ S.D. CV (%)
IT 27,07 £ 0,15 0,55 26,03 = 0.35 1,34 27,19 £ 0,64 2,35 26,76 = 0,66 2,46
FO 22,89 + 0,43 1,87 23,83 + 0,41 1,72 21,67 + 0,53 2,44 22,80 = 1,01 4,42
HD 35,99 £0,31 0,86 35,16 £1,08 3,07 34,38 £ 0,84 2,44 35,38 £ 0,98 2,76
BS 29,07 £+ 0,63 2,16 28,02 = 0,49 1,74 30,88 + 0,73 2,36 29,09 +1,13 3,88
AT 27,64 £ 0,70 2,53 27,20 £ 0,74 2,72 27,93 £ 0,97 3,47 27,59 £ 0,81 2,93

Cizelge 4. 2 Light cycler ‘real time’ PZR sisteminde hesaplanan deney i¢i ve deneyler arasi varyasyon degerleri (CT: dongii esik degeri, SD: standart sapma, CV:
varyasyon katsayisi).

Ornek | Deney i¢i varyasyon Deneyler arasi varyasyon
1. giin 2. giin 3. giin
Ort. CT £S.D. | CV (%) Ort. CT £S.D. | CV (%) Ort. CT£S.D. | CV (%) |Ort. CT£S.D. | CV (%)
FO 21,00 £ 0,49 2,33 21,77 £ 0,19 0,87 20,65 £ 0,20 0,96 21,14 £ 0,57 2,69
BB 24,70 £ 0,36 1,45 25,38 £ 0,23 0,90 25,02 +£0,19 0,75 25,06 + 0,36 1,43
MB 29,33 £1,07 3,60 29,62 + 0,43 1,45 28,97 £ 0,41 1,41 29,31 £ 0,70 2,38
00 31,95 + 0,07 0,21 29,96 = 0,73 2,43 30,09 = 0,22 0,73 30,55 + 0,99 3,24




5. TARTISMA VE SONUC

HDV, defektif bir RNA viriisiidiir ve yalnizca Hepatit B enfeksiyonu olan bireylerde
hastalik yapabilmektedir. Kronik HBV-HDV enfeksiyonu, cogunlukla siroza ilerler ve bu
tip enfeksiyonlar i¢cin mortalite oran1 tek basina kronik HBV enfeksiyonundan daha
yiiksektir (Saracco et al. 1987). HDV enfeksiyonu igin spesifik bir tedavi
bulunmamaktadir. Kronik HDV enfeksiyonu tedavisinde giiniimiizde kullanilan ilag

interferondur.

HDV enfeksiyon tanisi ya da uygulanan tedavinin etkinligi ise genellikle spesifik anti-
HDV IgM veya HDV-RNA gibi biyokimyasal, histolojik ve virolojik parametrelerle
degerlendirilmektedir. Bunun yaninda akut enfeksiyon vakalari ya da immiin sistemi
baskilanmis bireylerdeki kronik enfeksiyonlar disinda HDV antijeninin serumda
saptanmas1 ¢ok nadirdir. Bu sebeple HDV RNA’nin serumda belirlenmesiyle HDV

replikasyonu en iyi sekilde degerlendirilebilir.

Ters-transkripsiyon-PZR’nin ise HDV RNA’nin saptanmasinda en duyarli yontem oldugu
bildirilmistir (Madejon et al. 1990, Jardi et al. 1994). HDV-RNA’nin serum ya da
plazmada saptanmasi ise konvansiyonel kalitatif RT-PCR teknikleri ile yapilir ve viral
replikasyonu yansitir. Serumda HDV RNA diizeyini belirlemek i¢in birgok semikantitatif
yontem Onerilmesine ragmen bunlarin kesinlikleri yoktur ve rutin laboratuvar kosullari

igerisinde uygulamak oldukga giictiir.

Son yillarda cesitli kronik viral enfeksiyonlar ile miicadele, kantitatif molekiiler
uygulamalara gittikge daha bagimli hale gelmistir. HDV i¢in de enfeksiyon siddeti ve
tedavi sonucundaki belirsizlikler, tedavi verimliligini gézlemlemek iizere HDV-RNA’y1
kantitatif olarak saptayabilecek giivenilir testlerin gelistirilmesinde tetikleyici faktorler

olmustur.

Tagman ‘real time’ PZR sistemi PZR firiinlerinin miktarinin belirlenmesinde oldukc¢a
duyarli ve hizli bir sistemdir ve yiiksek duyarlilik ve kesinlik ile Hepatit C ve Hepatit B
viriislerinin kantitatif analizinde basarili bir bi¢imde uygulanmistir. Calismamizda da
kullandigimiz Tagman oligoproblari, 5’ ve 3’ ucunda floresan 6zellikli madde iceren dizi

spesifik oligoproblardir. DNA polimeraz enzimi ilgili DNA ipligi {izerinde ilerlerken
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hibridize olmus oligoproba geldiginde onu 5°-3” niikleolitik aktivitesiyle keser. Boylece ‘5’
reporter’ floresan madde eksitasyon enerjisini ‘3° quencher’ molekiile transfer edemez ve
eksitasyon enerjisini alet tarafindan es zamanli olarak monitorize edilebilen belli bir dalga

boyunda salar. Bu dalga boyu, ‘quencher’ molekiiliin yayimladigindan farklidir.

Genomik dizileri bakimindan farklit HDV genotipleri arasindaki yiiksek heterojeniteden ve
HDV genomunda yiiksek oranda baz eslesmelerinden dolayi olusan ikincil yapilar

sebebiyle ‘real time’ RT-PZR’nin optimal kosullarda yapilmasi olduk¢a dnemlidir.

HDV RNA’nin uygun sekilde izolasyonu ve o bdlgede baskin olarak bulunan HDV
genotipinin korunmus bolgeleri hedef alinarak tasarlanmig primerler, deneyin yliksek
duyarlilikta olmasina imkan saglamaktadir. Bu kosullar gozoniine alinarak yapilan
calismalarda, akut HDV siiperenfeksiyonu olan hastalarin % 97’sinde, anti-HDV’si pozitif
olan kronik hepatit hastalariin % 75’inde, anti-HDV’si pozitif sirotik hastalarin
%74’linde, anti-HDV’si pozitif hepatoseliiler kanserli hastalarin % 63’tinde HDV RNA
saptanabilmistir (Wu et al. 1995a). Ayrica Northern blot ya da nokta blot hibridizasyonu
yontemleriyle serum HDV RNA’lar1 negatif goziiken hastalarin serum drneklerinden PZR
yapildiginda 6nemli bir boliimiinlin saptanabilir diizeyde HDV RNA’ya sahip oldugu
gbzlenmistir (Madejon et al. 1990, Huang et al. 1998).

Bizim calismamizda da bu onbilgiler 1s18inda yola ¢ikilarak farkli bolgelere ait HDV
izolatlar1 ve daha once laboratuvarimizda dizi analizinin yapildigi iki tam genom HDV
dizileri karsilagtirilarak genom iizerinde delta antijeni bolgesi ve ribozim bdlgesi
tizerindeki en korunmus diziler hedef alinmis ve bu boélgelere 6zgii primer ve problar

tasarlanmustir.

Calismamizda farkl kitler ile farkli ‘real time’ PZR cihazlarinda denenen primer-prob
sistemlerinden ribozim bolgesini hedef alan LNA1 ve LNA2 primer-prob sistemi
calismazken, delta antijen bdlgesi lizerinde yer alan dizileri hedef alan JF1, JR1 primerleri
ile JPR1 probu ABI 7300 ‘real time’ PZR sisteminde, DF1, DF2 primerleri ile DPR1 probu
ise Light cycler ‘real time’ PZR sisteminde verimli bir bigimde g¢alismistir. Boylece
calismamizda HDV RNA, iki farkli ‘real time’ PZR sistemi ve farkli kitler ile
cogaltilabilmistir.
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HDV RNA, Light cycler ‘real time’ PZR sistemimizde iki asamali sekilde basarili bir
bicimde cogaltilabilirken, ABI 7300 ‘real time’ PZR sistemimizde tek asamada yani
RNA’nin cDNA'ya gevrilmesi (ters tanskripsiyon) ve DNA’nin ¢ogaltilmas1 agamalari tek
tiip icerisinde yapilarak yiiksek duyarlilik ve kesinlikte ¢ogaltilabilmektedir. Bu bakimdan
HDV RNA’nin ‘real time’ PZR sisteminde c¢ogaltilmasina yonelik smirli sayidaki
calismalar arasinda ¢alismamiz ters transkripsiyon ve polimerizasyon asamalarinin ayni

tiip igerisinde yapilabilmesi sebebiyle ilktir.

Real time PZR’nin konvansiyonel PZR’ye gore pek ¢ok avantaji bulunmaktadir. Real time
PZR ile kisa silirede sonug¢ alinabilmesi sistemin en 6nemli avantajlarindan biridir. Bizim
calismamizda oldugu gibi uygun enzim sistemi ile ters transkripsiyon ve polimerizasyon
asamalarinin ayni tiip igerisinde yapilabilmesi ile de zaman tasarrufu saglanmus,
kontaminasyon riski de en az seviyeye indirilmistir. Real time PZR ile biitiin ¢alisma tek
tiip icerisinde yapilabildigi icin PZR sonrasi jel elektroforezi gibi islemlere de gerek

kalmamaktadir.

Rutin laboratuvarlart i¢in hizli ve dogru sonug alabilmek olduk¢a dnemlidir. Real time
PZR’nin, konvansiyonel PZR’ye gore daha duyarli ve hizli bir yontem olmasi bu
gereklilige uymaktadir. Calismamizda diisiik viral yiike sahip drneklerin de saptanabilmesi
ve her Ornek arasina konan negatif kontroller ile yalanci pozitifligin Oniine gecilmesi de

calismamizin giivenilirligini artirmaktadir.

Calismamizda ayrica Ligh cycler ‘real time’ PZR sistemimizi test etmek amaciyla daha
once konvansiyonel PZR yontemleriyle HDV-RNA’sinin pozitif oldugu bilinen 40 hasta
Orneginin tamaminin HDV viral yiiklerinin kantitasyonu yapilmistur. Bunun yaninda ABI
7300 ‘real time’ PZR sistemimizde optimize edilmis primerler ve prob kullanilarak
interferon ya da PEG-interferon tedavisi almis 22 hastanin tedavi baslangicindaki ve
tedavinin 6. ve 12. aylarindaki serum HDV-RNA degerleri de belirlenmistir. Boylece
kronik HDV enfeksiyonu olan hastalarin tedavi dncesi, tedavi sirasinda ve tedavi sonrasi
profilleri  degerlendirilebilecek, ayrica HDV enfeksiyonunun dogal seyri de

izlenebilecektir.

HDV RNA’nin kantitatif 6lgtimii, HDV enfeksiyonlarinin patofizyolojisinin analizinde

onemli olabilir, HDV biyolojisini anlamaya yonelik caligmalarda da kullanish olabilir.
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HDV RNA diizeyleri ile hastalik seyri arasindaki iligki analiz edilerek hastaligin
tedavisinde izlenecek yollarin belirlenmesinde ve yeni ilaglarin etkilerinin

degerlendirilmesinde HDV RNA’nin kantitatif analizi yararl olabilecektir.

Bugiine kadar HDV RNA’nin kantitasyonu i¢in kullanilabilecek uluslararasi bir standart ya
da kontrol bulunmamaktadir. Ayrica HDV RNA’nin saptanmasi i¢in ticari bir kit de heniiz
mevcut degildir. Bunun sebebi ise Avrupa’da Hepatit B viriisiine kars1 yapilan agilamalarla
HDV sikliginin da azaltilmig olmasidir. Bu da bu viriisiin yapmis oldugu enfeksiyona olan
ilgiyi azaltmaktadir. Fakat HBV enfeksiyonunun kontrol edilemedigi gelismekte olan
diinyanin pek ¢ok bolgesinde HDV hala biiyiik bir saglik problemi olarak karsimiza
cikmaktadir.

Sonug olarak serumda HDV RNA diizeylerini saptayabilecek duyarli ve tekrarlanabilirligi
yuksek iki farkli yontem gelistirilmistir. Calismamizda gelistirdigimiz farkli ‘real time’
PZR sistemlerinde HDV-RNA’y1 kantitatif olarak saptamaya yonelik bu testlerin,
laboratuvarimizda rutin tani prosediirii i¢inde kullanilan kalitatif testin yerini almasi
amaglanmaktadir. Boylece serumda HDV RNA’nin saptanmasinda yiiksek kesinlik ve

dogrulukta, ayrica hizli bir bigimde sonuglarin alinmasinin yolu agilmis olacaktir.
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