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OZET

TT wviris (TTV) 1997°nin sonunda, Japonya’da etiyolojisi bilinmeyen akut
posttransfiizyon hepatitli bir hastanin serumundan izole edilmigtir. Farkli cografi
bolgelerde degisik oranlarda goriilen bu viriisiin parenteral gegisinin yant sira farkl
yollardan bulagabildigi de gosterilmistir. Bu virtisiin karaciger hastaliklarindaki roli
hentiz belirlenebilmis degildir. Bu ¢aligmada saglikli kan donérlerinde TTV sikligt

ve bunun karaciger fonksiyonlart tizerine etkisinin olup olmadig arastirilmigtir.

Bu amagla 500 saglikli kan donorii ile HBV DNA’s1 pozitif: 100 hasta ve HCV
RNA’s1 pozitif 85 hastanin kan o6rnekleri alindi. TTV DNA pozitifligi Real Time
PCR ile saptandi. Istatistiksel analiz igin ki-kare testi kullamldi ve p<0.05 anlamli
olarak kabul edildi.

Saglikli kan donorlerinde TTV DNA pozitiflik oran1 %79,8 (n=399) iken, HBV
DNA pozitif: 6rneklerde %96 (n=96), HCV RNA pozitif 6rneklerde ise %83,5 (n=71)
olarak bulundu. TTV DNA's1 pozitif olan Hepatit B ve C hasta gruplan ile saglikli
kan donorleri, ALT ve AST pozitifligi agisindan karsilastirildiginda istatistiksel

olarak anlamli fark saptandi.

TTV’nin tek basina karaciger hasari yapmadigi ve TTV pozitifliginin HBV grubunda
daha fazla bulunmasimin HBV’nin, TTV replikasyonunda katkisinin olabilecegi

kanaatine varilmigtir.

Anahtar Kelimeler: Transfiizyonla gecen virus, TTV, Saglikli kan donorleri.
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ABSTRACT

TT virus (TTV) is a recently discovered DNA virus that is associated with acute
posttransfusion hepatitis of unknown ectiology in Japan in late 1997. Parenteral
transmission of the virus in different proportions in different geographical regions, as
well as infected are shown in different ways. The role of this virus diseases of the
liver 1s not a factor identified yet. In this study,we investigated the prevalance of
TTYV in healthy blood donors and detected a relationship between prevalance of TTV

and liver functions.

For this purpose, 500 healthy blood donors, 100 patients with positive HBY DNA
and 85 patients with HCV RNA positive blood samples were obtained. TTV DNA
was detected by RT-PCR. Chi-square test was used for statistical analysis and p<0.05

was considered significant.

TTV DNA were found positive in %79,8 of healthy blood donors, %96 of HBV
DNA positive samples and %83,5 of HCV RNA positive samples. TTV DNA
positive patients with Hepatitis B and C positive group and the healthy blood group
in terms of ALT and AST compared with a positive statistically significant

difference were found.

TTV positivity didn’t do damage in liver alone and the presence of TTV in HBV

group more, can be concluded that the contribution of TTV replication.

Keywords: Transfusion-transmitted virus, TTV, Healthy blood donors
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SIMGELER VE KISALTMALAR

A: Adenin

ALP: Alkalen fosfataz

ALT: Alanin aminotransferaz

AST: Aspartat aminotransferaz

AIDS: Edinilmis Bagisiklik Eksikligi Sendromu
bp: Baz cifti

C: Sitozin

°C: Derece santigrat

CMV: Sitomegaloviriis

CTL: Sitotoksik T lenfosit

dk: Dakika

DNA: Deoksiriboniikleik asit

dsDNA: Cift iplikli DNA

DSO: Diinya Saghk Orgiitii

EBV: Epstein—Barr viriis

ELISA: Enzim Linked Immuno Sorbent Assay
G: Guanin

GGT: Gama-glutamil transferaz

HBsAg: Hepatit B yiizey antijeni

HBV: Hepatit B virtsi

HCC: Hepatoseliiler kanser

HCV: Hepatit C virisi

HGV: Hepatit G virasii

HHYV 8: Insan Herpes Viriis 8

HIV: insan Tmmiin Yetmezlik Viriisii

HPV: Insan Papilloma Viriisii

HTLV: Insan T hiicre Lenfotropik Viriisii
ICTV: Virus Taknonomisi Uluslararasi Komitesi
IFCC: Laboratuvar Tibb1 ve Klinik Kimya Uluslararast Federasyonu
[IM: Idiopatik inflamatuvar miyopati



kb: Kilobaz

KC: Karaciger

LDH: Laktat dehidrogenaz

mRNA: Mesajct RNA

pl: Mikrolitre

ml: Mililitre

MS: Multipl skleroz

MSRYV: Multipl Skleroz iliskili Viriis
OREF: Ag¢ik Okuma Cergevesi

PCR (PZR): Polimeraz Zincir Reaksiyonu
PT: Protombin zamani

PTT: Parsiyel tromboplastin zamani
RA: Romatoid artrit

RNA: Ribonukleik asit

rpm: Dakikada devir say1si

RT-PCR: Real-time PCR (Gergek Zamanli PZR)

SGOT: Serum glutamat oksaloasetat transaminaz

SGPT: Serum glutamat piruvat transaminaz

SKD: Saglikli Kan Donori

SLE: Sistemik Lupus Eritematozus

sn: saniye

T: Timin

TLMV: TTV benzeri mini viris

TTMV: Torque teno mini virus

TTV: Transfusion Transmitted Virus (Transfiizyonla Gegen Viriis)
UTR: Kodlanmayan bolge
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1.GIRIS

Kan transfizyonu kan veya bir kan trininin dogrudan bireyin dolasim
sistemine verilmesidir (1). Akut veya kronik bir sekilde geligsebilen kan ve/veya
komponentlerinin kaybi1 durumunda veya ¢esitli hastaliklann tedavisi i¢in
giiniimiizde kan transfiizyonlan yogun olarak kullamlmaktadir (2). Insandan insana
kan transfiizyonunu ilk uygulayanlardan biri olan James Blundel’den ginimiize
kadar kan ve kan turinleri transfiizyonu ile iligkili ¢alismalar birgok evrelerden
geemistir. Bu siiregte temel amag her zaman giivenli kan olmustur. Diinya Saglik
Orgiiti (DSO) givenli kamin tammim; verildidi kiside herhangi bir tehlike yada
hastalik olusturmayan, infeksiyon etkenlerini veya zararh yabanct maddeleri
igermeyen kan olarak yapmaktadir. Her ne kadar givenli kanin en onemli
parametrelerinden biri olarak non-infeksiyéz ozellikte olmast kabul edilse bile,
infeksiyoz etkenlerin bulas oranini bugiin i¢in sifirlamak mumkin goziikkmemekte,
ancak minimum duzeylere dusurilmeye calisilmaktadir (3). Transfuzyonla viris
infeksiyonlanimin  bulagabildigine iliskin ilk  veriler 1940°h  wyillara kadar
uzanmaktadir. Bu yolla bulagabilen viral etkenlerin sayisi her gegen gin artmakla
birlikte transfiizyon tibbinda bagta Insan Immiin Yetmezlik Viriisa (HIV), Hepatit B
Virasi (HBV) ve Hepatit C Virisi (HCV) olmak tizere bazi virasler transfiizyon
givenligi ag¢isindan 6nem kazanmistir (4). Gunumiizde de kan komponentleri, bu
etkenlere ek olarak 7reponema pallidum agisindan taranmaktadir. Infekte donériin
belirlenmesi amaciyla burada bahsi gegen etkenlerin haricindekilerin tanimlanmasi
i¢in herhangi bir test yapilmamaktadir (5, 6).

Virisler, kan ve kan tranleri ile bulasan ve en g¢ok hastalik olugturan
mikroorganizmalardir. Transtiizyonla bulagsan viral etkenlerden HBV, HCV ve
Edinilmis Immiin Yetmezlik Sendromu (AIDS) etkeni HIV 1-2)baslicalandir.
Bunlardan bagka Sitomegaloviriis (CMV), Epstein-Barr Viris (EBV), Parvoviris
B19, Insan T hiicre Lenfotropik Viriis 1-2 (HTLV 1-2) de transfiizyonla gegebilir.
Ayrica gunumiuize kadar yapilan birgok c¢alismada Hepatit G Viras (HGV),
Transfiizyonla Gegen Viriis (TTV), Insan Herpes Viriis tip-8 (HHV-8), Multiple
Sklerosis lliskili Viriis (MSRV) ve Sen-V virislerinin de tranfiizyonla gectigi
raporlanmigtir (7-14).



Yeni molekiiler yontemlerin gelismesiyle 1997 yilinda transfiizyona bagl
hepatiti olan bir hastanin serumundan izole edilen ve hastanin isminin bag hartleriyle
(TT) adlandirilan ve daha sonra transfiizyonla gegen virus (transfusion transmitted
viriis) anlaminda da kullanilan TT viriis (TTV) onceleri yeni bir hepatit viriisu aday
iken, ilerleyen yillarda saglikli kisilerde de gesitli viicut sivilarinda virisiin varliginin
gosterilmesiyle tartigmalar yeni bir boyut kazanmistir (15, 16). Hastalardaki 1srarci
TTV infeksiyonlarinin karaciger bozukluklarina katkida bulundugunu gosteren
caligmalar yaninda, TTV’nin karaciger huicrelerine herhangi bir zarar verip
vermedigini tam olarak gosteremeyen ¢alismalar da vardir (17, 18). Jeon ve ark.
calismalarinda TTV pozitifliginin  karaciger fonksiyonlart Uizerine etkisinin
olmadigini raporlamiglardir (19).

Bu galigmada transfiizyon merkezine bagvuran saglikli kan donorleri ile
hepatit B ve hepatit C hastalarinda TTV sikliginin arastinllmasi ve TTV yoéntinden
pozitif bulunanlar arasinda Alanin aminotransferaz (ALT) ve Aspartat

aminotransferaz (AST) diizeylerinin karsilastirilmasi amaglanmigtir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1. TT Viriis

2.1.1. Tarihce ve Isimlendirme

TT viras (TTV) 1997°nin sonunda, Japonya’da etiyolojisi bilinmeyen akut
posttransfiizyon hepatitli bir hastanin serumundan izole edilmistir. Onceleri
transfiizyon sonrast gelisen hepatitten sorumlu oldugu disinilmiis, bu kisaltmay:
transfiizyonla bulagan (“transfusion transmitted”) viris anlaminda kullananlar
olmustur. Nishizawa ve ark. bulduklari bu yeni virisii adlandinrken saptadiklan
hastanin isminin bas harflerini kullandiklarini ifade etmislerdir (10). Daha sonralan
TTV, Torque teno viriis (Latince “torques”kolye ; "tenuis”,ince) olarak da

kullanilmistir (20).

2.1.2. Genel Ozellikleri

TTV’nin ilk tanimlandig orijinal 500 baz uzunlugundaki DNA klonu N22
olarak isimlendirilmistir. Bu klondan elde edilen primerler kullanilarak, ALT diizeyi
yiksek bir kan dondriiniin plazmasindan bir TTV izolatt (TA278) bulunmustur.
Okamoto 1998 yilinda viris genomunun 3739 nukleotidli, tek sarmalli DNA
oldugunu tammlamistir (21). Once iki agik okuma gercevesi (ORF1 ve ORF2)
bulundugu; ardindan Gi¢ ORF oldugu gosterilmistir (21, 22). Bati Afrika’dan baska
bir grup nikleotid dizisini verdikleri bir TTV izolatinin genomunun dairesel, negatif
polariteli, 3852 nukleotidli oldugunu bildirmistir (22).

TTV’nin dizi analizi nedeniyle 6nce Parvoviridae ailesi ile iligkili oldugu
dusinilmiis daha sonra sirkiler DNA’dan olusan genomu ve genomik
ozelliklerinin benzerliginden Circoviridae ailesi icinde incelenmesi Onerilmistir
(23).

TT Viriis, Viris Taknonomisi Enternasyonal Komitesi (ICTV) tarafindan
resmi olarak siniflamaya alinmamig ancak en son hazirlanan 2009 simflamasina

gore Anelloviridae ailesi iginde yer almistir (24).



Sekil 2.1.2.1: TTV'nin elektron mikroskobundaki goriiniimu (24).

Anellovirtslar, vertebralilari infekte eden tek iplikli sirkiller DNA'ya
sahip, konak c¢esitlerine gore 9 farkli cins olarak siniflandirilirlar. Yapilan
filtrasyon caligmalariyla viriisin 30-50 nm ¢apinda oldugu tahmin edilmektedir
(Sekil 2.1.2.1) (22). Alphatorqueviris 3,8 kilobaz (kb) uzunluguna sahip
genomuyla 29 torque teno viris tird igerir (25, 26). Genom yaklagik 2.6 kb lik
kodlanan bir bolgeyi ve kalan 1.2 kb’lik kisim 1se kodlanmayan bir bolgeyi (non-
coding region) (UTR) i¢ermektedir (23). Kodlanmayan bolgeyi olusturan yaklagik
110 nukleotidlik kisim Guanin (G) ve Sitozince (C) zengindir ve bu bolgenin
dairesel DNA’y1 tamamladig: gosterilmistir (Sekil 2.1.2.2) (22).



Sekil 2.1.2.2: TTV Genom organizasyonu (23).

Kodlanan bolgede uzunluklan farkli olan iki ORF bolgesi bulunmaktadir.
ORF1 770 aminoasitlik bir kodlama kapasitesine sahiptir ve bu bolgenin virtistiin
kapsid proteinini kodladigr dustntlmektedir. ORF2 bolgesi ise 120 aminoasitlik
bir bolgeyi kodlama kapasitesine sahiptir ve bu bolgenin viral replikasyonda rol
alan yapisal olmayan proteini kodladigt kabul edilmektedir (27). Hiicre
kiltirlerinde yapilan transfeksiyon ¢aligmalarinda virtisa ait 2.9, 1.2 ve 1
kilobazlik (kbp) 3 ¢esit mesajct RNA (mRNA) saptanmistir. Bu bulgu, ORF1 ve
2’nin yam sira 260 aminoasitlik ORF3 ve 250 aminoasitlik ORF4 varligini ve
viral mRNA’larin  olusumunda kompleks baglanma mekanizmalarinin

kullanildigin1 gostermektedir (23).



2.1.3. Genetik Cesitlilik

Tanimlanan diger tek iplikli DNA virisleri i¢inde Anellovirtsler oldukca
fazla genetik cesitlilik gostermektedir (Sekil 2.1.3.1). Virisin iki farkli genomik
DNA dizisi arasinda %50’den fazla farkhilik saptanabilmektedir. Viriisiin cografi
dagilim ile iligkili gorinmeyen 25’in tizerinde viral genotip tammlanmistir.
Ayrnica genotipler arasinda, birbirlerine filogenetik olarak uzak izolatlar da dahil
olmak tizere, rekombinasyon olaylanmn siklikla meydana geldigi bilinmektedir.
Viral genomdaki rekombinasyonlar daha ¢ok kodlanmayan bolgede
izlenmektedir.

Genotipler arasindaki homoloji %60-72; alt tipler arasindaki %85-89; ayn alt
tipteki izolatlar arasindaki homoloji ise %93-100 olarak bildirilmigtir (21, 28, 29).
Bir hastanin serumunda 3-5 farkli TTV genotipinin olabilecegi gosterilmigtir (22, 28,
30). Genetik degigkenligin bu kadar yiiksek olmasi homolog rekombinasyonla
iliskilendirilmektedir (31).

TTV benzeri mini viris (TLMV) olarak 1999 yilinda Japonya’da bir
arastirma sirasinda gosterilen viris, TTV’ye benzerligi nedeniyle TLMV adim
almistir. Ancak yaklagik 100 niikleotidlik korunmus bolge ve GC’den zengin
bolim diginda TTV ile belirgin bir homoloji gostermedigi gorilmugtir. Soyle ki
TLMV, TTV ile benzer yogunluga sahip olmasina karsin viral partikiil agisindan
TLMYV daha kigiik oldugu bulunmustur (23, 27).

2.1.4. TT Viriis-Konak iliskisi

TTV  infeksiyonu konakc¢idan zamanla temizlenmektedir. Hangi
mekanizmayla temizlendigi bilinmemektedir. Konake¢i veya virtisle ilgili 6zellikler
veya ikisinin kombinasyonu etkili olabilir. Caligmalarda TTV DNA negatif
hastalarda vireminin tekrar ortaya ¢ikmasi gozlenmemigtir. Deneysel olarak infekte
edilen sempanzelerin viris tasiyicihig aylar sonra ortadan kalkmistir. Okamoto ve
ark. diger tek zincirli DNA viriislerinde oldugu gibi TTV DNA’simin epizom gibi
davranabilecegini ve konak¢inin DNA’sina entegre olabilecegini dusiinmiigler ancak
yapilan galismalarda hepatoseliiler ve hematopoetik malignansili hastalarda TTV nin

entegre olmadigini gérmuslerdir (32, 33).



Sekil 2.1.3.1: TTV'nin filogenetik agaci (27).




2.1.5. Patogenez ve Patoloji

TTV’nin viicuda girdikten sonra primer ¢ogalmasini gergeklestirdigi doku
ve organlar, ayrica viriisiin hedef dokulan heniiz kesin olarak tanimlanmamistir.
Viral infeksiyon patogenezinin incelenebilecegi uygun bir deney hayvani ya da
hiicre kiltiri modeli de bulunmamaktadir. TT viriise ait DNA, serum ve plazma
ornekleri, periferal kan mononitkleer hiicrelen, karaciger, dalak, bobrek, akciger
dokularinda, merkezi sinir sisteminde, gastrik ve intestinal mukozada
gosterilmigtir. Ancak bu organlann hepsinde replikasyon olup olmadig agik
degildir. Ayrica tukurik, gaita, sag, deri kazintilari, nazofaringeal sekresyonlar,
gozyasl, semen, anne siti ve kord kaninda da viriise ait nukleik asitler
saptanmuistir (23).

TTV DNA, farkli non-A-G hepatit hasta populasyonlarinda yuiksek
oranlarda bulunmaktadir. Transfizyon éncesi TTV olumsuz olup, akut
posttransfiizyon hepatit gelisen olgularda serumda TTV DNA’nin saptanmasi
nedeniyle etken olabilecegi one siiriilse de ispatlanamamistir. TTV’nin akut ve
persistan infeksiyonlarla iligkisini gdsteren caligmalar olmakla birlikte klinik
onemi agiklanamamistir  (34). Son ¢alismalarda TTV olumlu kigilerin
cogunlugunda anlamli bir karaciger hasarini gosteren biyokimyasal veya
histolojik bulgu yoktur. TTV DNA olumlu olgular ile olumsuz olgular arasinda
karacigerdeki histolojik aktivite veya ALT diizeyleri arasinda anlamh bir fark
bulunamamaktadir (21, 35-42). Prospektif olarak izlenen hastalarda akut hepatit
gelisenlerle gelismeyenlerdeki yeni TTV infeksiyonlarimin oranmi da benzer
bulunmustur (43, 44). Bu veriler TTV infeksiyonunun yalniz bagina belirgin bir
karaciger hasarina neden olmadigi, baska bir hepatit etkeninin yaninda olabilecegi
gorusini desteklemektedir. HBV veya HCV infeksiyonlarinda TTV olumlular ile
olumsuzlar arasinda hastaligin agirh@ yoninden bir fark olmadid i¢in karaciger
hasanm arttirmada da bir etkisi olmadigina inamlmaktadir. Infekte kisilerin
karaciger dokularinda TTV DNA’s1 (serum omeklerine gore 10-100 kat daha
fazla) ve replikasyon gostergesi olabilecek ¢ift sarmalli DNA saptanmasi
nedeniyle virisiin hepatotrop oOzelligi kabul edilmektedir (45, 46). Ancak
hepatositlerde morfolojik  degisikliklerin  olmamast  TTV’nin  karaciger

patogenezinde énemli bir roli olmadigim gostermektedir. Ayrica hepatitte veya



karaciger hasanm alevlendirmedeki rolii kanitlanamamistir (45). lki sempanzeye
TTV olumlu serum inokulasyonundan sonra, akut TTV infeksiyonu saptanmus;
inokiilattaki TTV DNA niikleik asit dizileri ile sempanzelerdeki diziler ayni
bulunmugtur. Ancak her iki sempanzede de histolojik veya biyokimyasal olarak
hepatit kanitina rastlanmamistir (22).

Cesitli ulkelerden saglikli kan donorlerinde yulksek oranlarda (%1-93)
TTV DNA olumlugu bildirilmektedir (28, 34, 36, 40, 47). Bu veriler
asemptomatik TTV tagiyicihgimin olabilecegini géstermektedir.

Genotiplerin karaciger hastalig ile iligkisi de arastirilmaktadir, ancak
hentiz anlamli bir iligki bulunamamistir. Ttoh ve ark. N22 primerleri ile yapilan
Polimeraz Zincir Reaksiyonun’da (PZR) saptanan TTV olumlu kisilerde, UTR
primerleri ile saptananlara gore ALT dizeylerinin daha yiiksek oldugunu
bildirerek bu genotiplerin (1-6) karaciger hasan ile iligkili olabilecegini ileri

surmustiir (48).

2.1.6. Klinik

Karaciger hastaliklart ile iliskisi: TTV’nin kriptogenik kronik karaciger
hastahigi, transfuzyonla iliskili hepatit, karaciger sirozu, fulminan hepatit,
hepatoseliiler karsinom (HCC) ve alkolle iligkili karaciger hastaliklar1 gibi karaciger
hastaliklariyla iligkili olabilecegi belirtilmektedir. Yapilan g¢aligmalarda degisik
hepatik bozukluklarla TTV sikh@ ve/veya TTV'nin viral yukii arasinda iligki
olabilecegi vurgulanmistir. (10, 39, 42, 49-51). Bunun yam sira hastalardaki 1srarci
TTV infeksiyonlarimin karaciger bozukluklarina katkida bulundugu gosterilmistir
(17). Literatirde hepatitli hastalarin TTV viremi seviyesinin yiiksek olabilecegi
vurgulanmig ve bunun sebebi olarak virGsun hepatitli hasta grubundaki prevelansinin
yiksek olmasi sorumlu tutulmustur (52). TTV replikasyonun karaciger hasarinin
sebebi ya da sonucu oldugu tam olarak aciklanamamaktadir (53).

TTV’nin diger hepatit viris (esas olarak HBV ve HCV) ko-infeksiyonu ile
ilgili birgok caligma yapilmistir. HCV ile iligkili kronik karaciger hastalig ile HCC
varhiginin yiksek TTV yuoki ile iliskisi olmasina ragmen TTV’nin hastaligin bir
kofaktori mii yoksa hastaligin sebebi mi olup olmadigi agiklanamamaktadir (54).

Yapilan farkli ¢alismalarda TTV’nin ko-infeksiyonunun HBV veya HCV’den dolay1



ciddi hepatit veya diger hepatik hasara herhangi bir katkisiin olmadig
vurgulanmistir (34, 55-60).

Sonucta, TTV’nin karaciger hiicrelerine herhangi bir zarar verip vermedigi
tam olarak gosterilememistir (18). Yapilan bir¢ok ¢alismada karaciger hastalan
arasinda TTV  siklig, yoki, genotipik dagilimi  veya ko-infeksiyonu
karsilagtinldiginda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamuistir (57, 58, 61-73).

Solunum yolu bozukluklart ile iliskisi: TTV infeksiyonunun aktif ya da
firsat¢1 olarak gocuklarda akut solunum yolu hastaliklarinda rol aldigi gosterilmigtir
(74). Buna ¢k olarak ¢ocuklarda yiksek TTV yikiiniin astim patogenezine katkida
bulundugu gosterilmistir (75). Tlging olarak TTV replikasyonunun akciger
dokularinda da meydana geldigi ve yiksek TTV yiikaniin ciddi bronsektazi ile 1ligkili
oldugu goésterilmistir (76, 77).

Diger patojenler ile ko-infeksiyonu: TTV nin Insan Papilloma Viris (HPV)
ile ko-infeksiyonu gosterilmistir (78). Yiksek TTV yukiinin gastritli hastalarin
gastrik dokularinda da bulundugu ve Helicobacter pylorinin de TTV infeksiyonunda
rol aldif 6ne stralmugtir (79).

Immiin suprese hastaliklar-hastalarla iligkisi: TTV nin baz1 genotipleri HIV
ile infekte hastalarda saglikli bireylerden daha yaygin bulunmustur (80).

Kanser ile iliskisi: TTV DNA’min farkli lenfoma ¢esitlerinde (Hodgkin
hastalig1) bulundugu ve non-neoplastik hiicrelere lokalize oldugu gosterilmigtir (81).
Zur Hausen ve ark. ¢alismalannda TTV infeksiyonunun ¢ocukluk cag losemi ve
lenfomasinin gelismesini etkiledigini gostermislerdir (82). HPV ve TTV genotip 1’in
ko-infeksiyonunun girtlak kanseri ile iliskili oldugu ancak TTV’nin kanserin
ilerlemesine herhangi bir etkisinin olup olmadigi bilinmemektedir (83). TTV
varh@inin kolorektal kanser olusumunda rol oynadi@i, ancak aym1 TTV izolatinin
kanserli olmayan dokularda da bulundugu belirtilmigtir (84). TTV DNA klasik
Kaposi sarkomu olan hastalarin serumunda da bulunmustur. Immin suprese
durumlarda TTV’nin, HHV8’in patogenezini etkiledigi one sirilmistur (85).

Otoimmiin hastaliklar ile iliskisi: TTV’nin Sistemik lupus eritematozus
(SLE), Multipl skleroz (MS), Romatoid artrit (RA), Idiopatik inflamatuar miyopati
(IIM) gibi otoimmiin hastaliklarda da rol aldigi belirtilmigtir (86-89). Sospedra ve

ark. caligmalarinda MS hastalarindan elde edilen T hiicrelerinin, arjinince zengin



TTV ve TTMV'nin ORF1 N terminaline benzeyen peptidlere karsi reaksiyon
verdigini gostermislerdir. Bu tip otoimmun hastaliklann gelisiminde, TTV
infeksiyonlarimin tekrarinin T hiicre uyarimina yol agmasi ve bazi genetik ve/veya
mikrobiyal predizpoze faktorlerin rolii olabilecegini ileri sirmuglerdir (87). TTV nin
otoantikor iiretiminde bir roli olup olmadifi veya imminolojik fonksiyon
bozukluguna neden olup olmadig agiklanamamigtir. Otoimmin hastaligt olanlarin
TTV infeksiyonlarina daha yatkin olduklarinin miimkiin olabilecegi belirtilmistir
(86). Buna ilaveten aragtirmacilar TTV replikasyonu ve artrit arasinda bir iligkinin
olabilecegini ileri siirmektedirler. Fakat bahsedilen diger rahatsizliklar da g6z éniine
alindiginda bunlarin nedenleri halen bilinmemektedir (90).

Hematolojik hastaliklarla iligkisi: TTV nin aplastik anemi ile iligkisi oldugu
farkli caligmalarda gosterilmekle birlikte post-hepatit aplastik anemi ile iligkisi

olmadigini belirten ¢aligmalar da bulunmaktadir (91-93).

2.1.7. Laboratuvar Tam

TTV izolasyonunda kullanilacak doku kultir sistemlerinin olmamasi,
viremi durumunda plazmada viral antijenlen saptayan bir metodun bulunmamasi
ve virise kargt immiin yamtin tam olarak bilinememesi gibi nedenlerle TTV
infeksiyonunun laboratuvar tamsinda bazi  guglikler vardir (94). TTV
infeksiyonunun laboratuvar tanisinda halen PZR yontemiyle TTV-DNA’nin
saptanmasi tercih edilmektedir (28). TTV DNA, serum diginda karaciger, kemik
iligi, akciger, dalak, pankreas, bobrek, lenf nodu, iskelet kast ve tiroid bezinde
bulunurken, takiiriik, gozyasi, digki, safra, balgam, anne siiti ve semende de
saptanabilmektedir (95).

Serum orneklerinde TTV DNA, niikleik asit amplifikasyon yontemleri ile
aranmaktadir. 1lk caligmalanin ¢ogunlugu Okamoto ve ark.’in TTV genomunun
protein kodlayan bélgelerinden bini olan ORF1°1 hedefleyen primerlerin (NG059,
NGO61, NG063) kullamldig1 polimeraz zincir reaksiyonu (“semi-nested PZR”) ile
yaptlmistir (21). Ancak Okamoto’nun daha sonraki caligmasinda 5° veya 3° NCR
(non-coding region = kodlanmayan bolge) ucuna yakin bolgelerini hedefleyen
primerlerin kullanildigy sistemlerin daha duyarli oldugu bildirilmektedir (28). Bu
calismalarda saghkli populasyonda TTV DNA olumlulugu ilk primerlerle %47

saptanirken, yeni primerlerle %93 e yukselmektedir. Bagka bir ¢aligmada da kan
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donorlerindeki oran %12 8’den  %39,6’ya  yikselmektedir (96). ORF1’i
hedefleyen N22 primerlerinin TTV genotip 1-6’y1 saptayabildigi bildinlmektedir
(28). TTV’nin yitksek duzeydeki degiskenligi ve konaktaki viral populasyonun
karmagikligi nedeniyle segilen primerlere bagh olarak TTV DNA olumluluk

oranlan da degisebilmektedir.

2.1.8. Epidemiyoloji

1997°de etiyolojisi bilinmeyen hepatitli bir hastanin kaninda TTV DNA
bulunmasindan sonra yapilan epidemiyolojik ¢alismalar, sadece parenteral risk
sergileyen viriis populasyonlarinda degil; damar igi ilag kullanicilar, hemofili
hastalari, HIV ile infekte hastalar ve kamtlanmis patolojisi bulunmayan kan
dondrlerinde de TTV DNA varligim gostermistir (27). TTV kirsal ve kentsel
yerlesim bolgeleri arasinda fark olmaksizin tiim diinyada saptanmaktadir. Duyarlt
saptama sistemleri bazi bolgelerdeki prevalansin %90-95 gibi ¢ok yiiksek
oranlarda oldugunu gostermektedir. Viral genotiplerin dagilimi agisindan da
belirli bir cografi dagilim farkhihi@ izlenmemektedir. En fazla suglanan bulag
yolunun kan ve kan tirinlerinin transfuzyonu oldugu diistiniilmus olsa da, virisiin
toplumda yuksek oranlarda izlenmesi ve tukirik, gozyasi, gaita, nazofaringeal ve
genital sekresyonlarda varhiginin gosterilmesi ayrica transplasental, fekal-oral,
damlacik infeksiyonu ve seksiiel yolla da bulagtigina dair bilgiler vardir (97-102).

Saglikli kan donorlerindeki TTV DNA seroprevalansi Glkelere gore
farklilik arz etmektedir. Yapilan ¢alismalarda Fransa’da %2, Almanya’da %7,
ispanya’da %14, ABD’de %13 gibi oranlar bildirilmistir (37, 40, 46, 47).
Kullanilan yontem ve primerlerin de sonuglan etkiledigini gosteren ¢alismalar
bulunmaktadir (28, 96). Gambiya’da kirsal kesimde saglikli populasyonda %383
TTV DNA seroprevalanst bildirilmistir (103). Turkiye’de saglikhh  kan
dondrlerinde yapilan calismalarda TTV DNA pozitifligi %0,5-31 oraninda
bildirilmigtir (104-107).

Ulkemizde, gesitli hastaliklarla ve bulagma yollan ile TTV infeksiyonunun
iligkisini aragtirmak amaciyla farkl hasta gruplarinda TTV DNA’s1 aragtinlmisgtir.
izmirde hemodiyaliz hastalarinda %75, fulminan hepatit hastalarinda %80;

Antalya’da talasemililerde %61, Istanbul’da kronik B hepatitli olgularda %13.6,
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kronik C hepatitlilerde %72, kriptojenik kronik aktif hepatitlilerde %38.4,
kriptojenik karaciger sirozunda %20,5, MS hastalarinda %19,5, talasemililerde
%79,6 oraninda TTV DNA olumlulugu saptanmistir. izmir ve Istanbul’da HIV
olumlu olgularda %50, Ankara’da hemodiyaliz olgularinda %8,4 ve %5, Bursa’da
hemodiyaliz olgulannda %40,7, glomerulopatili olgularda %14,8, renal
transplantasyon olgulaninda %51,7, fulminan hepatitli ¢ocuklarda %44 oraninda
bulunurken, Ankara’da HBV olumlularda %23, HCV olumlularda %40 oranlan
bulunmugtur (64, 99,106, 108-110).

Farkli ulkelerden bildirilen verilerdeki ortak sonug da etiyolojisi belli
olmayan karaciger hastalii olan hastalarla, etiyolojisi tanimlanmis karaciger
hastalig1 olanlardaki TTV DNA seroprevalansi arasinda anlamli fark olmadigidir.
Japonya’da akut hepatitlilerde TTV infeksiyonunun aragtinldig bir galismadan
elde edilen veriler 1s18inda non A-E hepatitlerindeki oranla, akut A, B, C
hepatitlerindeki ve normal karaciger fonksiyon testlerine sahip kontrol grubundaki
oranin benzer oldugunu bildirmistir (42). Fransa’da yapilan bir c¢alismada
kriptojenik kronik karaciger hastalifi olanlarda TTV DNA pozitifligi %11.8,
kronik B hepatit olanlarda %23,8 olarak bildirilmistir (34).

2.1.9.immiin Yamt

Akut ve kronik infeksiyonlarda virtisiin kendiliginden temizlenebilecegi
bilindigine gore, TTV ile karsilasma oramm verebilmek i¢in antikor testlerine
gerek vardir. Ancak heniiz givenilir TTV antikor testleri gelistirilmemigtir. Tsuda
ve ark. immunopresipitasyon yontemi ile tammladiklar1 anti-TTV antikorlarinin
TTV olumlu ve olumsuz olgularda bulunabildigini bildirmigtir (111). Baz
olgularda antikor gelismesiyle TTV DNA’nin kayboldugu gosterilmigtir. Ancak
bu antikorlanin anlam1 ve ozellikleri hakkinda heniz vyeterli bilgi
bulunmamaktadir. Ayrica TTV’deki genetik ve aminoasit diizeyindeki yiksek
degiskenlik immiin yamittan kagma mekanizmalanm olugturabilir. Boylece
tekrarlayan infeksiyonlardan korumayabilir. TTV infeksiyonun patogenezinde

immiin komplekslerin, hiicresel immiin yanitin roli de bilinmemektedir (112).



2.2. Hepatit B Viriisii

Hepatit B virtis (HBV), Hepadnaviridae ailesinden bir DNA virisuduar. Ait
olduklart Hepadnaviridae ailesinin diger iiyeleri gibi konaklarnn sinmirlidir ve
yerlestikleri konakta akut infeksiyon, persistan infeksiyon, fulminan hepatit, siroz
ve HCC gibi élumciil hastaliklara neden olurlar (113).

HBYV, Hepadnaviridae ailesinin orthohepadnaviriis cinsinde yer alan
hepatotropik, zarfli ve kismen ¢ift sarmalli DNA virasiidiir. 3200 nukleotidden
olusan genomik yapisi ile bilinen tim hayvan DNA virtsleri i¢inde en kiigiik
olanidir. Hepadnaviridae ailesinin tyeleri iginde insanlarda infeksiyon olusturan
tek tiirdiir. Infekte hiicrelerde birden fazla sayida partikill tipi olusumuna yol
a¢mast nedeniyle diger hayvan viraslerinden farkl bir yere sahip olan HBV’nin,
kismen saflagtinlmig preparasyonlarnt elektron mikroskobunda incelendiginde
buyikluk, yapt ve miktar gibi degisik ozellikleri bakimindan birbirine
benzemeyen g tip partikiile rastlanir. Bunlar; 42-47 nm ¢apinda infektif 6zellikte,
kiiresel hepatit B viriyonu (Dane partikalia), 20 nm ¢apinda i¢inde niikleik asitler
bulunmayan, non infektif, kiiremsi partikiiller ve 20 nm ¢apinda fakat degisik
uzunluklarda niikleik asit ihtiva etmeyen, non infektif tibialer partikillerdir (114-
119).

2.2.1. Bulas

HBYV, halk arasinda sanlik olarak bilinen Hepatite neden olan bir virtistur.
parenteral yol ve cinsel yolla bulagir. En sik kan yoluyla bulagir. Kan yoluyla
bulasiciligi, AIDS etkeni olan HIV'den 100 kat daha fazladir. Viras viicuda gesitli

yollardan girebilir ve karacigerde hiicreler igine yerlesir (120).

HBV infeksiyonu diinyada en sik gorilen bulagict hastaliklardan biridir.

Virasin tek dogal konakgist insandir. HBV infeksiyonunun gecis yollar; vertikal

gecis, seksiiel aktivite, intravendz ilag kullanimi ve diger infekte viicut sivilan ile

fiziksel temas ile olmaktadir. HBV, aerosol, digki, kontamine yiyecek su veya

bocekle bulagsmaz. Viris vicut disinda g¢evre kosullarinda uzun siire canliligin

koruyabilir (121).



2.2.2. Klinik

Hepatit B, degisik klinik ozelliklere sahip karacigenn viral bir
infeksiyonudur. Hastalik tablosu akut ya da kronik infeksiyon seklinde olusabilir. En
az 6 ay HBsAg pozitif olan hastalarin; kronik HBV infeksiyonu oldugu kabul edilir
(122). Semptomlar hafif ve gegici formdan, siddetli ve uzamis forma kadar
degiskenlik gosterebilir. HBV infeksiyon sireleri farkli 4 evreye aynlir (123). Birinci
evre, herhangi bir immiin cevabin olusmadig akut viral replikasyon dénemidir.
Ikinci evre; viriise karsi olusan immiin cevabin inflamasyon ve hepatik doku hasarina
neden oldugu dénemdir ve bu dénemde klinik bulgular ortaya ¢ikar. Ugtincii evre
sirasinda viriisle infekte hiicreler temizlenir ve HBeAg saptanamaz hale gelir.
Dordiunci evrede HBV’ye kargt tam bagisiklik gelisir ve HBsAg temizlenir. Evre 1
ve 2’nin ileri donemine ge¢emeyen infekte hastalar kronik HBV tasiyicist olurlar ve
siroz ve/veya HCC gelisimi agisindan yiiksek risk tagirlar (124).

Akut HBV infeksiyonunun inktibasyon zamanmi 6 hafta ile 6 ay arasinda
degismektedir. Bu dénem hastahigin 1. evresine karsilik gelmektedir. Inkiibasyon
zamani; hastanin yiiksek viral inokiilumla karsilagstifinda veya perkiitan yolla infekte
oldugunda kisalir. Temastan sonra HBsAg icin spesifik yiksek titreli antikor
uygulamasi (HBIG); inkiibasyon zamanini uzatir ve infeksiyonu engelleyebilir. Akut
HBV infeksiyonunun klinik bulgulari yiksek oranda yasa baglidir. Infekte yeni
doganlarin hemen hemen tamami asemptomatiktir. 1-5 yas arasi gocuklarin yalnizca
%35-10’unda klinik bulgu vardir. Daha ileri yastaki ¢ocuk ve eriskinlerin yaklasik
%10-30’u semptomatik hale gelir (122, 125-128). Akut HBV infeksiyonunun klinik
semptomlari gribe benzemektedir. Bazi hastalar sarlik, koyu renkli idrar, camci

macunu gibi gaita ve hepatomegali gibi bulgulardan yakinmaktadir (129).

2.2.3. Tam

Akut Hepatit B’nin klinik tanisi, karaciger enzimlerinin artmasi ve viral
antijen, antikor ve nuikleik asit saptanmasiyla konur. Akut viral hepatitin tamisinda en
onemli bulgulardan birisi serum transaminaz aktivitesindeki hizli yukseligtir.
Transaminazlarin yiikselmesi semptomlar baglamadan once baglar ve genellikle

semptomlarin birinci haftasinda pik yapar. Serum pik diuzeyi genellikle 1000
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U/mP’nin tzerindedir ve ALT, AST’dan daha fazla yuksektir. Pik seviyeleri

karaciger hastalig ile dogru orantilidir, ancak prognostik faktor degildir (130).

2.2.4. Patogenez

Hem akut hem de kronik HBV infeksiyonu inflamatuvar ve rejeneratif
cevapla birlikte hepatoseliiler nekrozla seyreder. Bazi veriler HBV nin hepatositlere
direk olarak sitopatik olmayabilecegini ve infekte hiicrelere konagin selliller immiin
cevabinin hastaligin siddeti ile orantili oldugunu géstermektedir (131). Akut HBY
infeksiyonlu birgok hastada iyilesme;, pre-S ve S antijenlerine kargi antikor
olusumuna yol agan B lenfosit cevabina baglidir. Boyle hastalarda HBV zarf,
niikleokapsid ve polimeraz proteinlerindeki bircok epitopa kargt etkin gicla
sitotoksik T lenfosit (CTL) cevabi vardir (132). HBV’ye bagl karaciger hasari, HBV
ile infekte hepositlere yonelmis bu CTL yanitina baghdir (128).

2.3. Hepatit C Viriisii:

Dunyada 1988 yilinda Choo ve arklarinca genetik klonlama yéntemiyle
bulunan ilk viras Hepatit C virisidir (133). HCV, Flavivirideae ailesinden
Hepaciviriis cinsine ait 30-60 nm ¢apinda zarfli, tek iplikli pozitif polariteli, 1.08g/ml
yogunlugunda bir RNA wvirasidir (134, 135). Genomik yapisi yaklasik 9600
nikleotid igerir (136). Kodlama yapmayan 5’ bolgesi genomik yapinin en iyi
korunan bolgesidir. Bu nedenle tanisal amagh kullanilan HCV RNA amplifiye edici
primerler bu bolgeden secilmektedir. Bu bolge kapsid ve zarf proteinleri gibi yapisal
birimleri kodlar. 3° béolgesi ise yapisal olmayan yani enzimatik proteinlerin
kodlandigi kisimdir. Bunlar i¢inde NS2(p23), NS3(p72), NS4 (pl10 ve p27) gibi
metalloproteaz, serin proteaz aktivitelerine sahip proteinler sayilabilir. Viriis kendi
polimeraz enziminin neden oldugu transkripsiyon hatalan nedeniyle yuksek diizeyde
bir genetik degiskenlige sahiptir ve mutasyon sayisi yaklasik olarak yilda 10* baz
degisim duzeyindedir. Dolayisiyla heniiz etkin bir tedavi ve asimin uretilebilmesi
mumkiin olmamigtir (137).

HCV esasen insanlari infekte eder ve insan infeksiyonlarimin biyik

¢ogunlugu diger insanlardan genellikle kan temasi yoluyla bulasir. HCV, HBV’ye
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benzer sekilde parenteral, perinatal, sekstiel ve horizontal yollarla gectigi

bildirilmesine ragmen temel olarak parenteral yolla bulagsmaktadir (138).

2.3.1. Epidemiyoloji ve Bulas

Dinya Saglik Orgiti (DSO) niin verilerine gore her yil 3-4 milyon kisi
hastalikla (Hepatit C) ile tanigmaktadir. 130-170 milyon arasinda bulunan kronik
hastalar ise siroz, karaciger kanseri gibi hastaliklara yakalanma riski ile
yagamaktadir. Kronik hastalarin 350 bini, her yil hepatit C’ye bagl karaciger
rahatsizliklan nedeniyle olmektedir. Kronik enfeksiyonda DSO verilerine gore ilk
sirada %22 ile Misir, % 4,8 ile Pakistan, %3,2 ile Cin gelmektedir (139).

Ulkemizde kronik hepatitlerin etiyolojisinde HCV’nin rolii son yillarda
giderek artmaktadir. Okten'in yaptign calismaya gore HBV infeksiyonunun
etiyolojide hala 6nemini korumasina karsilik son 10 yilda HCV’nin katkisinin
%23’ten %38,1°e ¢iktig1 gozlenmistir. Benzer sekilde sirozlarin etiyolojisinde HBV
%56,6’dan %45,9’a inerken, HCV nin katkist %25,2 den %45,9’a yikselmisgtir (140,
141).

Diinyada HCV infeksiyonu prevalansinin yaklasik %2,2-3 arasinda oldugu
tahmin edilmektedir. Bu da diinyada yaklagik 130 ila 170 milyon kisinin HCV pozitif:
oldugunu gostermektedir (142). Tahmini prevalansin en dusuk oldugu Kuzey
Avrupa’da HCV prevalansi %1’ den diguktir, prevalansin yiksek oldugu iilkeler ise
Asya ve Afrika’da yer alir. En diisiik prevalans Ingiltere ve Iskandinav tlkelerinden
(%1’in altinda), en yiksek prevalans ise Misir'dan (%15-20) bildinlmigtir (143,
144). Disik prevalanst olan ancak nifusu buyik gelismis ilkelerde ornegin
Almanya’da prevalans %0,6, Kanada’da %0,8, Hindistan’da %0,9, Fransa’da %]l,1,
Avustralya’da %1,1°dir. Dusik, fakat biraz daha yuksek prevalans oranlann Amerika
Birlesik Devletleri (ABD)'nden (%1,8), Japonya’dan (%1,5-2,3) ve ltalya’dan
(%2.,2) bildirilmistir. Ulkemiz diinya haritasinda prevalanst %1-1,9 arasinda olan
tlkeler iginde yer almaktadir (145).

Ulkemizde 2000-2006 yillari arasinda farkli merkezlerdeki donér
taramalarindan elde edilen anti-HCV pozitiflik oran1 ortalama %0,54 tiir. Bu verilere
bakildiginda donorlerde anti-HCV pozitiflik oranm1 %1°in Gzerinde olan iller Afyon,

Diizce, Erzurum, Manisa ve Samsun’dur. 90’1 yillarin verisiyle 2000’11 yillarda elde



edilen veriler karsilastinldiginda donérlerdeki prevalans oraminda anlamli bir
degisiklik olmadig goriilmektedir. Ulkemizde genel populasyonda yapilan
calismalarda ise anti-HCV pozitiflik oram daha yiiksek ¢ikmaktadir. Eriskinlerde
2000 yilindan sonra yapilmig ¢aligmalara bakildiginda toplam 16.160 kisideki anti-
HCV pozitifligi %1,15’tir. Eriskinlerdeki bu prevalans oranlarinin yiiksek oldugu
illere baktigimizda Afyon’da %1,03-1,75 arasinda, Erzurum’da %]1,2, Izmir’de
%1,3ve Tokat’ta %2,1 oldugu goriilmektedir (146, 147).

HCV ¢ogunlukla kontamine kanmin perkutan yolla temasi sonucu
bulagsmaktadir. Damar igi uyusturucu kullammi en stk bulag yolu olup tim
infeksiyonlarin %355 ile %65’ini olusturur (148). Infekte kan idriinlerinin ya da
organlarin alinmasi 1992°’den 6nce HCV infeksiyonlarinin en 6nemli nedenleri
arasindayken, HCV taramalarinin baslamasiyla bu yol énemini yitirmigtir. Yeni nesil
antikor tarama testleri ile kan nakli yoluyla HCV bulas riski 103.000 de 1’e, kan
orneklerinin havuzlanarak niikleik asit tabanli testlerle taranmasi ile de 2 milyonda
I’e digmagtir (149). HIV ve HBV’nin aksine HCV cinsel iliski yoluyla kolay
bulasmamaktadir (150). Burun i¢i kokain kullanimi, kontamine tibbi ekipmana
maruz kalma, igne batmalan ve vertikal bulay HCV infeksiyonunun yayilimina
katkida bulunmaktadir. HCV tikarikte saptanabilse de giindelik temaslarla bulasin
¢ok ender oldugu diginiilmektedir (151).

2.3.2. Klinik

HCV infeksiyonu Birlesik Devletlerdeki en sik kan yoluyla bulagan
infeksiyon olsa da, hastalarin ¢ogunda hastaligin dogal seyri hafifdir (136). HCV’ ye
maruz kalan hastalarin %15 ile %401 akut evrede infeksiyonu temizler (152, 153).
HCYV ile infekte hastalarin yaklasik %20°sinde, ortalama 20 yil siiren bir surecin
sonunda siroz gelisir Es zamanli yogun alkol kullaniminda, HIV infeksiyonu
varliginda, erkeklerde ve 40 yasindan sonra infekte olanlarda siroza ilerleme hizlanir
(154, 155). Sonraki siirecte sirozlu hastalarda son evre karaciger hastaligi ve HCC

ortaya ¢tkma riski vardir (156).
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2.3.3. Tam

Bir bireyde ELISA (Enzim Linked Immuno Sorbent Assay) pozitifligi, ALT
duzeyi yuksekligi ve parenteral bir risk faktori, aksi kamtlanmadikg¢a aktif HCV
infeksiyonu gostergesidir. Boyle kisilere bir sonraki asamada (yénlendirme ve tedavi
gibi) serum HCV RNA testi yapilmasi onerilmektedir. Ozellikle diisiik derecede
HCYV infeksiyonu riski olan kan donorlerinde, yanhs pozitiflige sik rastlanildig igin,
antikor ozgulliginin dogrulanmasi gerekmekte ve ek testlere bagvurulmaktadir

(157).

2.4, Alanin Aminotransferaz ve Aspartat Aminotransferaz

Karaciger, sentez ve detoksifikasyon gorevinden dolayr viicuttaki en
onemli organlardan biridir. Birgok hastalikta karaciger dokusu direkt veya dolayl
olarak etkilenir. Hepatobiliyer sistemin islev ve hasar durumunu degerlendiren
testler, alanin aminotransferaz (ALT), aspartat aminotransferaz (AST), laktik
dehidrogenaz (LDH), gamaglutamil transferaz (GGT), alkalen fosfataz (ALP),
albumin, bilirubin, protombin zamani (PT) ve parsiyel tromboplastin zamani
(PTT) dir. Bu testler i¢inde en onemli ve en sik kullamilan testler ALT ve AST
ol¢timiidir ve bu iki enzim en fazla hepatoseliiler hasarda artar (158-160).

Serumda her iki aminotransferaz da normalde dusuk konsantrasyonlarda
bulunur (30-40 1U/I). Bunun tam kaynaf bilinmese de, normal hiicre
“turnover’ina ve rejenerasyona bagli oldugu distnilmektedir. Hepatosit
yikiminin artmasi ile artan permeabilite sonucu bu enzimler hiicre zan digina ¢ikar
ve serum diizeyleri yiikselir. ALT ve AST nin organizmada bulundugu dokular ve
hucre i¢inde bulundugu kompartmanlar arasinda bazi farklar vardir.

Transaminazlar viicutta yaygin olarak bulunmaktadir. ALT hiicrede sadece
sitoplazmada bulunurken, AST hem sitoplazmada hem de mitokondride bulunur.
AST (eski adiyla SGOT=Serum_glutamat oksaloasetat transaminaz ), primer
olarak kalpte, karacigerde, iskelet kasinda ve bobrekte bulunurken; ALT (eski
adiyla SGPT= Serum glutamat piruvat transaminaz) primer/oncelikli olarak
karaciger ve bobrekte, daha az miktarda ise kalp ve iskelet kasinda bulunur (Tablo
2.4.1). Bu nedenle ALT yuksekligi hepatoselluler yikimi, AST’ye gore daha
spesifik yansitmaktadir. AST yiiksekliklerinin artisin KC kékenli olup olmadigina



karar vermek icin birlikte ALT dizeylerine bakilmalidir. ALT dizeyindeki artis,
artmis AST nin KC kokenli oldugunu desteklemektedir (161).

Karaciger hastaligi serumdaki transaminaz aktivitesini artiran en o6nemli
nedenlerden biridir. Bir¢ok farkli karaciger hastaliginda (Alkolik hepatit, hepatik
siroz ve karaciger neoplazisi hari¢) ALT aktivitesi AST den daha yuiksektir.

Akut hepatik nekrozla iligkili viral hepatitler ve diger karaciger
hastaliklarinda hastaligin belirti ve bulgular1 ortaya ¢ikmadan once (sarilik gibi)
serum ALT ve AST konsantrasyonlan yiikselir.

Karaciger butinligiiniin bozuldugu durumlarda ALT ve AST nin her ikisinin
de serum aktiviteleri artmasina ragmen ALT, AST den daha fazla karacigere spesifik
bir enzimdir. Parenkimal karaciger hastaligi digindaki durumlarda ALT serum
aktivitesinin artig1 nadir goruliir. Dahast ALT aktivitesinin yiiksekligi AST ninkinden
daha uzun siirelidir.

Yeni International Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine
(IFCC) methodlart kullamildigi zaman, AST’nin ust degeri bayanlarda 31 U/L,
erkeklerde 35 U/L iken; ALT nin Gst degeri bayanlarda 34 U/L, erkeklerde 45 U/L
dir (162).

Tablo 2.4.1: Seruma goére unite olarak insan dokularinda transaminaz aktiviteleri

(162).

AST ALT
Kalp 7800 450
Karaciger 7100 2850
Iskelet kasi 5000 300
Bobrekler 4500 1200
Pankreas 1400 130
Dalak 700 80
Akcigerler 500 45
Eritrositler 15 7
Serum 1 1
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2.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

1985 yilinda Amerika Birlesik Devletleri'nde bulunan Cetus sirketine bagl
olarak ¢alisan Henry A. Erlich, Kary Mullis ve Randall K. Saiki tarafindan
gelistirilen yéntem, niikleik asitlerin, uygun invitro kosullar altinda ¢ogaltilmasina
dayanmaktadir. Hem bilimsel arastirmalar hem de klinik laboratuvar tanisindaki
uygulama alanlariyla biiyiikk oneme sahip olan Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(PZR)’nun gelistirilmesindeki ¢aligmalari nedeniyle Kary Mullis, 1993 yili Nobel
Kimya Odiili’nii almaya hak kazanmistir. PZR bir gesit in vitro klonlamadir
(163).

2.5.1. PZR Isleminin Uygulama Asamalari ve Prensipleri

PZR reaksiyonu; DNA’min iki zincirinin yiiksek sicaklikla birbirinden
ayrilmasini (denatiirasyon), sonra sirasiyla sentetik oligoniikleotidlerin hedef
DNA’ya baglanmasini (hibridizasyon), zincirin uzamasini (polimerizasyon, ¢ift
iplik¢ikli DNA’larin sentezi), ve tim bu sikluslann belirli sayida tekrarlanmasini
kapsamaktadir (Sekil 2.5.1.1). PZR tekniginin otomasyonu, her bir siklus
esnasindaki 1sitma ve sogutma iglemlerini yazilim programlan dogrultusunda
gercgeklestiren thermocycler adi verilen PZR cihazlar yardimiyla saglanmaktadir.

Guniimuzde farkli firmalar tarafindan sicaklik, inkiibasyon siiresi ve siklus
sayisinin programlanabildigi thermocycler cihazlan ticari olarak sunulmaktadir.
Thermocycler cihazlarina degisik hacim ve sayidaki eppendorf tipleri
yerlestirilebilmektedir. Bu cihazlarda sicaklik 4 ile 100°C’ler arasinda
programlanabilmekte ve reaksiyon islemlerinin sona ermesiyle 4 °C’ ye
ayarlanarak eppendorf tipleri uzun siire bu sicaklikta tutulabilmektedir (164,

165).
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Sekil 2.5.1.1: Polimeraz Zincir Reaksiyonu (http://users.ugent.be/~avierstr/principles/per.html )

2.5.1.1. DNA’nin Denatiirasyonu Asamasi

Bu asamada ¢ift zincirli hedef DNA’min birbirinden ayrilmasi
saglanmaktadir. Cift sarmalli DNA, hidrojen baglarinin kopmasiyla tek sarmal
haline getirilmektedir. Denatiirasyon asamasinda, yiikksek sicaklik dereceleri G-C
yontinden zengin olan hedef zincirler i¢in daha uygun olsa da, sik kullanilan
denatiirasyon sicakliklart 95°C’de 30 sn veya 97°C’de 15 sn'dir. Thermocycler
cihazlarinda, bu sicakliklarin  uygulanmasiyla DNA’nin  denatiirasyonu
gergeklestirilmektedir. Bunun yani sira denatiirasyon sicakliginin ¢ok yiiksek veya
siresinin uzun olmast enzim aktivitesinin olumsuz etkilenmesine neden

olmaktadir (166).

2.5.1.2. Primerlerin Baglanmasi1 Asamasi

PZR islemlerinin bu asamasinda, primer olarak adlandirilan ve
cogaltilmas1 istenen DNA i¢in spesifik olan oligontikleotidler, denatlirasyon
asamasinda elde edilen DNA tek sarmali Gizerinde kendisine komplementer olan
diziye baglanmaktadir. Ortamda bulunan iki tir primerin her birinin
komplementeri oldugu tek iplik¢ikli hedef DNA uzerindeki spesifik bolgelere
baglanmasi i¢in, programlanan thermocycler sicakligi 37-65 “C’ye indirmektedir.

Primerlerden birinin kendine ait olan 5° ucu, hedef DNA’ lardan birinin 3’ ucuyla,
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diger primer de ikinci tek iplikgik DNA’nin anti paralel olan diger ucunda
bulunan 3’ ucuna DNA polimerazin ¢alisma yoéniine uygun olarak (5° — 37)
baglanirlar. Bu islemlerin tamamlanmast yaklagik 0.5-1 dakika siirmektedir.
Primerlerin baglanmasi agsamasinda gerekli olan sicaklik ve siirenin uzunlugu;
primerlerin - niikleotid  yapisina, uzunluguna ve PZR soliisyonundaki
konsantrasyonlarina baglidir. Baglanma sicakligi, genellikle primerlerin erime
sicakliklarmin § °C altinda olup 55-65 °C’ lerde en 1yi sonucu vermektedir.
Optimal baglanma sicakligi; G-C, A (Adenin)-T (Timin) bazlanmin miktari ve
baz sayisiyla hesaplanir. G ve C bazlari arasinda t¢ hidrojen bagi bulunurken, A
ve T bazlan arasinda iki hidrojen bagi bulunmaktadir. Her bir G-C bazlan
arasindaki baglanma sicakligi 4 °C, A-T bazlan arasindaki baglanma sicakliklar
da 2 °C olarak hesaplanir. Ornegin; 20 bazdan olusmus bir primer yapisinda, 11
G-C, 9 A-T bulundugu kabul edilirse optimal baglanma sicakhi@ su sekilde
hesaplanmaktadir: 11 x4 +9 x 2 =62 °C. Hesaplanan 62 °C’ den 5 °C giiven pay1

cikarilarak optimal baglanma sicaklig elde edilir (165, 167).

2.5.1.3. Primerlerin Uzatilmasi1 Asamasi

Primerlerin uzatilmasi asamast genellikle 72 °C’ de gerceklestirilir.
Primerlerin baglanmasi asamasi tamamlandiktan sonra, primerlerin hibnitlestigi
tek sarmallarin karsihigit DNA polimeraz tarafindan sentezlenir. PZR iglemlerinde,
genellikle her bir siklus igin iki dakikalik bir uzatilma siresi yeterli olmakla
birlikte, bu sire amplifiye edilecek DNA bolgesinin uzun olmast halinde
arttinlabilmektedir. Daha uzun DNA fragmanlarmin g¢ogaltilabilmesi i¢in
ortalama her kb igin bir dakika eklenmesi Onerilmektedir. Bu asamada Taq
polimeraz enzimi 5° — 3’ yoniinde aktivite gostererek, primerlerin 3’ uglarindan
baglamak tizere ortamdaki niikleotidler kullanarak hedef DNA dizisinin kopyasini
yapmaktadir. Reaksiyon sicakligi tekrar arttirllarak son uzama sicakhig 72 °C’ye
yukseltilmektedir. Boylece PZR’ nin Gi¢ asamadan olusan ve yaklasik olarak 10-
15 dk kadar devam eden birinci amplifikasyon asamasi, tekrar sicakligin 95 °C’ ye
yikseltilmesi ve ayni asamalarin 25-30 kez tekrarlanmasiyla sonlandirilir.
Boylece tek bir hedef DNA segmenti, 2" formiiliine gore yaklagik 33.6 milyon

¢ogaltilmis olur. Bir PZR isleminde, 20 PZR siklusundan sonra aranan DNA’ nin



eksponensiyal olarak 2?° kat artmis olmasi beklenir. Ancak bu sayiya her bir
siklustaki Griiniin %100 olmasi kosuluyla ulagilabilir. Her bir siklusta degisik
faktorler etkili olarak %100 Gran olusumunu engellemekte ve bu durum daha
sonraki PZR sikluslannda daha belirgin ortaya ¢ikmaktadir. Bu sekilde 25-30
siklus sonunda DNA miktarindaki artiy ve azalan enzim miktan arasindaki
dengesizlik reaksiyonu simirlamaktadir. Bu siireg igerisinde enzimin aktivasyonu

da azalmaktadir (163, 168).

2.5.2. Gercek Zamanh PZR (Real-time PCR)

Nukleik asit ¢ogalmasiyla es zamanh olarak artis gosteren floresans
sinyalin olgilmesiyle, kisa surede kantitatif sonug verebilen bir PZR yontemidir.
Ticari olarak gelistirilmis tipleri bulunmaktadir. Real time PCR sisteminin
uygulanmasinda yalmizca ¢ift zincirli DNA’ya baglandiklarinda floresans veren
boyalar (Syber (Sybr) green, FAM, Texas red, Marina blue vb.) kullanilarak,
cogalmaya bagli DNA artis1, ortaya c¢ikan floresansin miktariyla olgtilmektedir.
Primerlerin  baglanmasim takiben gerg¢eklestirilen uzama asamasinda, hedef
DNA’nin ¢ift sarmal hale gelmesiyle DNA’ya baglanan Syber green miktar
artmakta ve buna bagl olarak yayilan floresans miktarinda artis gézlenmektedir
(169-171).

Bu uygulamada, floresans artist her zaman spesifik amplifikasyonu
gostermeyebilir. Cinku ¢ift sarmal DNA’ya entegre olan Syber green ortamda
hedef molekiller olmadiginda primerlerin kendi aralarinda gergeklesecek olan
baglanmalar (primer dimer) sonucunda da yapiya katilarak floresans olusumuna
sebep olabilmektedir. Bu olumsuz faktori gidermek igin amplifikasyon
ariinlerinin melting curve (erime egrisi) analizi yapilmaktadir. Her ¢ift sarmal
DNA, kendine 6zgii melting temperature (Tm, ¢ift sarmal DNA’ nin %50’ sinin tek
sarmal hale gelmesi i¢in gerekli sicaklik) degerine sahiptir. PZR g¢ogalmasinin
ardindan sicaklik yavas yavas yukseltilerek, belirli araliklarla tupteki floresans
miktar1 kaydedilir. Cift sarmal DNA zincirleri birbinnden ayrilmaya baglayinca
Syber green boya serbest kalmakta ve floresans miktan azalmaktadir.
Denatiirasyon oldugunda floresans sinyal aniden dusmektedir. Erime egrisinden

yararlamlarak amplikonun Tm derecesi saptanabilmektedir. Incelenen drnege ait
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Tm derecesi, ayni kosullarda isleme alinan pozitif kontrolin Tm derecesiyle
karsilastirilarak, PZR sonucunun dogru veya hatali olduguna karar verilmektedir.
Real-time PCR, kisa surede kantitatif sonu¢ verebilmektedir. Tipler acilmadan
taniya gidildigi i¢in kontaminasyon riski diisiiktiir. Elektroforeze gerek kalmadan
¢ogalma esnasinda sonug¢ alinabilmektedir. Aynica floresan veren problar
kullanilarak hedef nikleik asitteki mutasyonlar saptanabilmektedir (172).

Real Time-PCR sisteminde kullanilan proplar, Ozgiil Floresan lsaretli (FRET
(Fluorescence Resonance Energy Transfer), Taqman, Molecular Beacons, Scorpion
Primerleri gibi) ve Ozgiil Olmayan Floresan Isaretli (Syber Green, Etidyum Bromid
gibi) Problar olmak tizere iki turdir (173).

Syber Green, Cift sarmalli DNA’ya yapisir ve her sentez fazinin sonunda
maksimum 1g1ma (floresan) kaydedilir ($ekil 2.5.2.1). Sentezlemeyici hidrolizleme
probu (Orn: TaqMan) iki ucunda birer florofor (1siyan madde) bulundurur. Prob
bitiin halinde iken raportér boya (normalde 1s1ma yapabilir) bir ikinci florofor
tarafindan susturulmug (Q) haldedir. Ne zaman ki PZR’in sentez fazinda DNA
polimerazin 5’ ekzoniikleaz aktivitesi tarafindan prob pargalanir, boylece aynlan
raportér boya igimaya baglar. Baglanmamis problarda 1s1maz ve 1gimayla hedef
iriniin varlhi@ arasinda bire bir iliski bulunmaktadir. ki probun kalip DNA’ya
hesaplanmis bir gekilde baglanmasi sonucu (birlesme fazi sirasinda) problardan
birinde olan verici (kirmizi1) florofordan aliciya (yesil) dogru bir floresan rezonans
enerji transferi olur.

Sonugta, alici florofor daha uzun dalga boylu bir 1s1ma yapar ve bu 1g1ma
kaydedilir. Dual hibridizasyon problari amplikonun en son ucuna yerlesecek sekilde
dizayn edilirler. Ikinci probun 3’ sonu bloke edilir ve bu da problann amplikonlardan
DNA polimeraz tarafindan beklenmedik sekilde distirilmelerini engellenmis olunur.
Problarin bir sekilde amplikonlardan dismeleri 1s1maninda sona ermesi demektir.
Problar molekiiler bukle (stem-loop) gibidir. Problanin 1ki ucu birbirlerinin
tamamlayicist geklinde sentezlendiginden kendi kendilerine birlesip halka formu
alirlar. Problann bir ucunda raportor bir florokrom (yesil) digerinde ise floresan
olmayan sondiirici (Q) molekul bulunur. Halka (bukle) yapida bu ikisi yaklastig
i¢in raportdr 1g1ma yapmaz. Birlesme fazinda ise prob konformasyonal degisime

ugrar, amplikona baglanir ve 1sima olur. Bir onceki safhaya benzerlik gosterir.
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Yalniz burada baglanan prob degil primerdir. Primer u¢ kismindan hedefe baglanir
ama yinede sondiiriicii ve raportor pozisyonunu korur. Ne zaman sentez baglar iste o
zaman konformasyonunu kaybeder. Sonug¢ ise raportériin 1gimasidir. Yeniden
birlesme esnasinda raportor ve sondirticii birbirine yaklasir; yani tekrar halka halini
alir ve 1g1ma yok olur. Scorpion primerler hem kalip amplikona ve hemde sicag:
sicagina kendinden sentezlenen amplikona baglanir. Sentez biter bitmez yeni
amplikon ayrlir; sicakliginda etkisiyle halka kismindaki sekans yeni tretilen
amplikonun tamamlayici sekansina baglanir. Dogal olarak raportér boya

susturucudan uzaklastigi i¢in yeni amplikon 1s1maya baslar (174).

Sekil 2.5.2.1: SyBr Green boyasinin ¢ift iplikli DNA’ya baglanmast

(http://www.realtimepcrkits.com/real-time-per.htm)
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3. GEREC ve YONTEM

Calisma igin Abant lzzet Baysal Universitesi Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu'dan onay alindi. Calisma Abant Izzet Baysal Universitesi Tip Fakiiltesi

Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali aragtirma laboratuvarinda gergeklestirildi.

3.1. Hastalar

Abant lIzzet Baysal Universitesi Saglik Arastirma ve Uygulama Hastanesi
Kan Bankasina Kasim 2009-Kasim 2010 tarihleri arasinda bagvuran gonilli kan
donorleri arasindan rutin tarama testleri olan HBsAg, Anti HCV, Anti HIV ve sifiliz
icin VDRL testi yapilarak sonucu negatif bulunan serumlardan 500 tanesi secildi.
Ayrica Mikrobiyoloji Laboratuvarina Hepatit ontanisiyla yollanan ve PCR testleriyle
kaninda viral genom tesbit edilen 100 Hepatit B infeksiyonu olan hasta serumu, 85
Hepatit C infeksiyonu olan hasta serumu ¢alismaya dahil edildi. Caligmaya alinacak

serumlar ¢aligma yapilincaya kadar -70 °C'de saklandi.

3.2. Serolojik Testler

HBsAg, Anti HCV ve Anti HIV testleri Abant izzet Baysal Universitesi Tip
Fakiltesi Hastanesi Merkez Laboratuvan Mikrobiyoloji Biriminde makroelisa
(Architect 12000SR, Abbott Diagnostic, Chicago, 1L, USA) yoéntemiyle ¢aligildi.
Elde edilen sonuglar <1.00 S/CO ise nonreaktif olarak, >1.00 S/CO ise reaktif olarak
degerlendinldi. Calisma yapilmadan once cihazin kalibrasyon ve kontrol testleri
aretici firmanin énerilert dogrultusunda yapildi.

VDRL testi ig¢in immiinokromatografik yontemle c¢alisan sonuglann
kalitatif olarak degerlendirildigi kart test kullanildi (Acon, USA). Testin tim
asamalan oda sicakhiginda gergeklestirildi. Omek kuyucuguna serum
damlatildiktan 15 dk sonra test sonucu okundu. Sonuglar degerlendirilirken
kontrol ¢izgisinin olusmadigi durumda test gecersiz kabul edildi ve tekrarlandi.
Test ve kontrol penceresinde ¢izgi olustugunun gézlenmesi sonucunda test pozitif
olarak degerlendirildi.

ALT ve AST testleri Abant Izzet Baysal Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi
Merkez Laboratuvan Biyokimya biriminde kinetik yontem ile Architect C8000
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cihazinda (Abbott Diagnostic, Chicago, 1L, USA ) kendi orijinal kitleri ile (Sirasiyla
Katalog no: 7D56-21 ve Katalog no: 7D81-21).¢alisildi. ALT igin erkeklerde 45 U/L
ve lzeri, kadinlarda 34 U/L ve tzeri bulunan sonuglar; AST i¢in ise erkeklerde 35
U/L ve tizeri, kadinlarda 31 U/L ve uzeri olan sonuglar pozitif olarak kabul edildi
(162). Calisma yapilmadan once cihazin kalibrasyon ve kontrol testleri uretici

firmanin onerileri dogrultusunda yapild.

3.3. DNA izolasyonu

Viral DNA izolasyonu i¢in QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden,
Almanya) niikleik asit izolasyon sistemleri firmanin Onerisi dogrultusunda
calisildi. Hastalara ait serumlar calismaya baslamadan 30 dk 6nce oda sicakligina
getirildi. Oda sicakhigina ulasan 6mekler vortekslendi. Her bir ¢alismada 24
ornegin izolasyonu yapildi. Ornek sayisi kadar temiz ependorf alinarak igine 20 pl
Proteinaz K (Lysis igin) pipetlendi, ardindan 200 ul AL (Proteaz ile birlikte
RNazlarin aktivasyonunu ortadan kaldirir) ve daha sonra da 200 pl 6rnek serum
eklendi. Ornekler 15 sn vortekslendi ve 56 °C’de 10 dk inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sirasinda kapakta olusan damlaciklardan dolayr olusabilecek
kontaminasyonu onlemek amaciyla kisa bir spin islemi uygulandi. Sonra
ormeklere 200 ul ethanol (%96) (Viral RNA ve DNA’nin membrana en etkin
bigimde baglanmasim saglamak amaciyla) eklendi, 15 sn vortekslendi ve kapakta
olugan damlaciklardan dolayr olusabilecek kontaminasyonu Onlemek amaciyla
kisa bir spin islemi uygulandi. Tiup igindeki karisim spin kolonlara (QIAamp
MinElute Kolonu) (filtreli ependorflara) alindi ve 8000 rpm (Revolutions per
minute)’ de 1 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonunda spin kolonlar temiz toplama
tuplerine yerlestirildi. 500 pl AWl eklenerek yine 8000 rpm’de 1 dk
santrifijlendi. Sire sonunda yine toplama tiiplerine alinan 6rneklere bu kez 500 pl
AW?2 soliisyonu eklendi ve 14000 rpm’de 3 dk santrifiijlendi. Bu asamadan sonra
son kez toplama tipine alinan 6mekler 14000 rpm’de 1 dk santrifiij edildikten
sonra temiz ependorflara alindi. AW1 ve AW2 uygulamasi ile nikleik asitler
membran uzerinde bagl kalirken, kontaminantlar iki ayrn yikama sayesinde
uzaklagtinlmis oldu. Temiz eppendorf tiipi Gizerine alinan spin kolonlara 200 pl

AE Buffer eklendi. 8000 rpm’de 1 dk santrifijlenerek membran tzerinde
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tutunmus olan niikleik asit (Uriin) buffer icerisine alindi. PCR ¢alismasi

yapilincaya kadar uriinler -20 °C'de muhafaza edildi.

3.4. Amplifikasyon

TTV genomu real time PCR yontemi ile ¢ogaltildi. Bunun i¢in ticari olarak
hazir PCR miksi (Fluorion-TTV QLS 1.0, lTontek, Tirkiye) kullanildi. Primer olarak
da TTV 801 GCT ACG TCA CTA ACC ACG ve TTV 935 CTT CGG TGT GTA
AAC TCA CC gen bolgeleri ("5’ untranslated ORF” bolgesindeki 199 baz ¢ifti)
kullamldi. PCR arini, floresan bir boya olan SYBR-green araciligiyla reaksiyon
sirasinda goruntilendi. Cogalan DNA’nin hedef bolge oldugu, erime egrisi analizi
(86,5+2) ile kesinlestirildi (Sekil 3.4.1, Sekil 3.4.2, Sekil 3.4.3, Sekil 3.44)
Amplifikasyon igin Tablo 3.4.1'de yer alan PCR kansimi hazirlandi. Biitiin tuplere
bu karisimdan 23 pL dagitildiktan sonra 2 pL urin eklendi. Reaksiyon tiipi
igerisindeki  kanigimin tiiptin  dibinde olmasina ve igerisinde hava kabarcigt
olmamasina 6zen gosterildi. Agizlarimin siki bir gekilde kapali oldugundan emin
olduktan sonra PCR cihazina (lontek Deteksiyon sistemi, Cin) yerlestirildi. PCR
doéngusa Tablo 3.4.2'de belirtildigi gibi ayarlandi. Her bir ¢alisma sirasinda pozitif ve

negatif kontrol kullanildi. Pozitif kontroliin ¢alismadigi durumlarda test tekrar edildi.

3.5. istatistiksel Analiz

Veriler bilgisayar ortaminda SPSS 13.0 (Statistical Package for the Social
Science, version 13.0) programi ile degerlendirildi. Istatistiksel degerlendirmede;
tammlayici istatistik ve ki-kare testi (%2) kullanildi. Istatistiksel anlamhilik diizeyi
olarak p< 0,05 kabul edildi.
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Tablo 3.4.1: Yapilan Real-time PCR Isleminde Kullanilan Reaksiyon Kangimin

Igerigi.

SYBR Green PCR Mix 12.5 ul
Detection(Deteksiyon) Mix 4.0 ul
dH>O 6.5 ul

Tablo 3.4.2: Gergek Zamanli PZR dongusii

Sicaklik Siire

Enzim aktivasyonu 95°C 13:30 dk
Denatiirasyon 94 °C 00:20 dk 50 dongu
Annealing 58°C 00:45 dk
Elongasyon 72 °C 01:00 dk
Melting analizi 94 °C 00:30 dk

60°C 01:00 dk

60 °C 00:15 dk 75 dongu

(+0.5 °C/dongii)

Uriin stabilizasyonu i¢in 22°C ©
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Terperdud )

Sekil 3.4.1: TTV DNA pozitif olan serum orneklerine ait erime egrisi (86,5+2).

Terperdud )

Sekil 3.4.2: TTV DNA negatif olan serum 6rneklerine ait erime egrisi
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Sekil 3.4.3: TTV DNA’s1 pozitif olan serum 6rneklerine ait amplifikasyon egrisi.
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Sekil 3.4.4: TTV DNA negatif olan serum 6rneklerine ait amplifikasyon egrisi.
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4. BULGULAR

Caligmaya dahil edilen 500 saglikli kan donérintin (SKD) 18’1 kadin, 482’si
erkekti. Yas aralig 18-61 idi (ort. 35.68+9.62). Hepatit B hasta grubunun 49’u kadin,

51’1 erkekti. Bu grubun yas ortalamast 42.55+16.48 idi. Hepatit C hasta grubunun
48’1 kadin, 37’s1 erkek ve yag ortalamast 57.98+14.76 1di (Tablo.4.1), (Gratik 4.1).

Tablo 4.1: Calismaya dahil edilen hastalarin cinsiyete gore dagilim.

Kadmn Erkek Toplam
n (%) n (%)
SKD 18 (3,6) 482 (96,4) 500
HBV 49 (49) 51 (51) 100
HCV 48 (56,5) 37 (43,5) 85
Toplam 115 570 685
Hastalarin cinsiyete gore dagilimi
482
500
400
300 O Kadin
Hasta sayisi
10 18
) — 1 =
SKD HBV HCV

Grafik 4.1: Hastalarin cinsiyete gore dagilimi.

Caligmaya alinan 500 SKD’nin 399 (%79,8)’unun TTV DNA’s1 pozitif iken
100 HBV DNA pozitif 6rnegin 96 (%96)’sinin, 85 HCV RNA pozitif 6rnegin de
71 (%83,5)’inin TTV DNA’s1 pozitif olarak bulundu (Tablo 4.2), (Grafik 4.2).
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Tablo 4.2: HBV, HCV ve SKD’de TTV DNA prevalansi.

TTV-DNA Toplam
Pozitif Negatif
n (%) n (%)
SKD 399 (79,8) 101 (20,2) 500
HBV 96 (96) 4 (4) 100
HCV 71 (83.5) 14 (16.5) 85
Toplam 566 119 685

350

TTV DNA pozitif 250
ve negatif hasta 200
saylsi 150

100

400-

300-

50-
0-

HBV, HCVve SKD’de TTV DNA prevalansi

-

SKD HBV HCV

Grafik 4.2: HBV, HCV ve SKD’de TTV DNA prevalansi.

HBV grubunda TTV pozitifligi SKD ve HCV grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli bulundu (p=0,00047). SKD ve HCV grubu arasinda TTV DNA

pozitifligi ag¢isindan istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (p=0,5142).

TTV DNA pozitif bulunan hasta gruplarinin ALT ve AST seviyeleri
yoninden degerlendirme yapildiginda; 399 SKD’nin 29’unun, HBV DNA’si

pozitif olan 96 hastanin 48’inin ve HCV RNA’s1 pozitif olan 71 hastanin 44 {iniin
ALT degeri; 399 SKD’nin 14'unin, HBV DNA’s1 pozitif olan 96 hastanin
46'stnin ve HCV RNA’s1 pozitif olan 71 hastanin 44'intin AST degeri pozitif
olarak bulunmustur (Tablo 4.3), (Grafik 4.3).
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Tablo 4.3: TTV DNA pozitif ve negatif olan gruplardaki ALT ve AST pozitif hasta

sayilart.
ALT (+) AST (+)
SKD HBV HCV SKD HBV HCV
PCR (+) 29 48 44 14 46 44
PCR (- 11 3 6 4 2 6
Toplam 40 51 50 18 48 50

50
40
TTV DNA
pozitifve 30
negatif hasta oq
sayilari
10

pozitif hasta sayilari

4

7

TTV DNA pozitif ve negatif olan gruplardaki ALT ve AST

ALT ALT ALT AST AST AST

) )

(*+)

)

(*+)

SKD HBV HCV SKD HBV HCV

OPCR (+)
@ OPCR ()

Grafik 4.3: TTV DNA pozitif ve negatif olan gruplardaki ALT ve AST pozitif hasta

sayilart.

SKD'nde TTV DNA pozitif olanlarla olmayanlar arasinda ALT pozitifligi (p=
0,231) ve AST pozitiflig (p= 0,828) agisindan anlamli fark bulunmadi. HBV hasta
grubunda TTV DNA pozitif olanlarla olmayanlar arasinda ALT pozititligi (p= 0,327)

ve AST pozitifligt (p= 0,935) agisindan anlamli fark bulunmadi. HCV hasta

grubunda TTV DNA pozitif olanlarla olmayanlar arasinda ALT pozitifligi (p= 0,184)

ve AST pozitifligi (p= 0,184) agisindan anlamli fark bulunmadi.
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TTV DNA'st pozitif olan Hepatit B ve C hasta grubu ile SKD grubu
arasinda ALT pozitifligi (p=0,00067) ve AST pozitifligi (p=0,00079) agisindan

karsilagtinldiginda istatistiksel olarak anlamli fark saptandi.
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S. TARTISMA

TT viras ilk olarak 1997’ nin sonunda, Japonya’da etiyolojisi bilinmeyen akut
posttransfiizyon hepatitli bir hastanin serumundan izole edildikten sonra gelisen
hepatit olgusunun sorumlusu olarak kabul edilmistir (10). Virisin hepatit
gelismesindeki epidemiyolojik ve etiyolojik roli ile ilgili aragtirmalar yillar iginde
hiz kazanmistir. Ilk baslarda Okamoto ve ark. TTV-DNA’nin serumda saptandigi
miktarinin  10-100 katim karacigerde saptamiglar ve TTV infeksiyonunun ve
replikasyonun karacigerde oldugunu bildirmiglerdir (21). Hi¢ transfiizyon almamig
kan donorlerinde TTV DNA’nin yiiksek oranda olmasi, parenteral yolla bulas riski
olmayan kisilerde de infeksiyon gelismesi ve digkilarinda DNA’nin saptanmasi non-
parenteral yolla bulag ihtimalini akla getirmigtir (21, 97). Nitekim literatirde TTV
nin farkh viicut sivilarinda bulundugu ve bulas yollan ile ilgili olarak fazlaca veri
bulunmaktadir (98-102).

Gonulli kan donérlerinde, akut ve kronik hepatitli hastalarda, sirekli kan
transfiizyonuna maruz kalan hasta gruplarinda, hemodiyaliz hastalannda, solid organ
transplantasyonu yapilan olgularda TTV varlig1 aragtinlarak hem hastaligin gegisi ile
ilgili sorulara hem de karaciger dokusu uzerinde patolojik degisiklik yapip
yapmadig ile ilgili sorulara cevap aranmistir (55, 175-182).

TT virasle ilgili veriler arttik¢a konu daha karmasik bir hal almigtir. TTV nin
saghikli kisilerde de yuksek oranda saptandiginin rapor edilmesiyle, hepatit
etyolojisindeki rolu tartigilmaya baslanmigtir. Virisiin genetik gesitliliginin fazla
olmasi ve tamda yalmz molekiler yontemlerin kullamilabilmesi arastirmalarda
gugliiklere neden olmustur.

TTV infeksiyonu saglikh bireylerde %1 ile %94 arasinda gorulmektedir (183-
186). Saghkli kan dondrlerinde yapilan TTV tarama caligmalarninda farkh
bolgelerden farkli oranlar bildirilmigtir. Hindistan’da 150 saglikhi kan donoériinde
%45,3 Birlesik Arap Emirliklerin’de 100 saglikli kan donoriinde %75, Italya’da 113
saglikli kan donorinde %42,4, Giney Tayvan’da 475 saghkli kan donoriinde %23 .4,
Kore’de 110 saglikli kan donoriinde %8,2 ve fran’da 250 saghkli kan donoriinde
%20 oraninda TTV DNA pozitifligi bildirilmistir. Saglhikli popiilasyonda da TTV
aragtiran ¢alismalar bulunmaktadir. Chattopadhy ve ark. 100 saglikli birey ile

37



yaptiklan ¢alismada %12, Endonezya’da yapilan bir ¢aligmada 244 saglikli bireyde
%42, Ingiltere’de. 30 saglikli bireyde %10, Misir'da 30 saglikli bireyde %36.7,
Suudi Arabistan’da 90 saglikli bireyde %4,4, Tayvan’da 43 saglikli bireyde %372,
ve son olarak ta Rusya’da 2009 yilinda Vasilyev ve ark.’nin 512 saghikh atleti dahil
ettikleri galismada ise TTV DNA pozitifligi %94 olarak bulunmustur (19, 176, 178,
180-182, 186-192).

Ulkemizde kan donorleri ile yapilmis calismalarda TTV infeksiyonunun
gorilme sikligi Savag ve ark. tarafindan %11, Gilsoy ve ark. tarafindan %25.5,
Tungbilek ve ark. tarafindan %45, Erensoy ve ark. tarafindan %51,6 olarak
bulunmustur (64, 104, 177, 179). Bizim calismamizda ise saghkli kan dondérlerinde
TTV DNA sikhig %79,8 olarak bulunmustur.

Saghikh kisilere gore HBV, HCV infeksiyonu olan kisilerde TTV
pozitifliginin arttig gorilmistar (94). Chattopadhyay ve ark. yaptiklan ¢alismada
TTV pozitifligini HBV grubunda saglikli bireylerden daha yiiksek olarak
bulunmusgtur. Ayni zamanda HBV grubu ile HCV grubu arasinda TTV pozitifligi
agisindan anlamli bir fark bulmamslardir (180). Ulkemizde Savas ve ark.
yaptiklari ¢aligmada hepatitli hastalarda TTV pozitifligini %78 olarak
bulmuslardir. Ayrica kontrol grubu olarak kullandiklan saglikli kan dondérleriyle
hepatitli grubu TTV pozitifligi yoéninden karsilastirdiklarinda anlamli  fark
bulmuslardir (179). Asim ve ark. ¢alismalarindan elde ettikleri veriler 1g1ginda
TTV infeksiyonuna kan transfiizyonu, dovme ve intravendz ilag kullanimi gibi
risk faktorlerinin eglik ettigi kanaatine varmiglar ve TTV’yi kan yoluyla bulasan
infeksiyon etkeni olarak tanimlamislardir. Ayni ¢aligmada arastirmacilar hepatitli
hastalar ile saglikli kan donoérleri arasinda TTV varligi agisindan anlamli bir fark
bulmamiglardir (181). Biz ¢aligmamizda Hepatit B li hasta grubunda, SKD ve
Hepatit C’li hasta grubuna gore TTV pozitifligi agisindan istatistiksel olarak
anlamh fark oldugunu saptadik (p=0,00047). SKD ve Hepatit C’li hasta grubu
arasinda TTV DNA pozitifligi agisindan istatistiksel olarak anlamli fark
saptamadik(p=0,5142).

Matsumoto ve ark., kan transfiizyonu sonrasinda TTV DNA’s1 pozitiflesen
kisilerde anormal ALT seviyesi saptanmadigim ve viremi yillarca siirse de kronik

hepatit gelismedigini saptamislardir (43). Karaciger hasarinin ¢nemli bir belirteci
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olan ALT ve AST dizeylerinin de aragtinldigi ¢alismamizda; TTV DNA'st pozitif
olan Hepatit B ve C hasta grubu ile sagliklt kan donorii grubu arasinda ALT
(p=0,00067) ve AST (p=0,00079) seviyeleri agisindan karsilagtirildiginda
istatistiksel olarak anlaml fark saptandi. Ancak gruplar iginde TTV DNA pozitif;
olanlarla olmayanlar arasinda ALT ve AST pozitifligi agisindan anlamli fark
bulunmadi.

Bulgularimiz  1s18inda TTV'nin  Hepatit B ile ko-infeksiyon
olusturabilecegini ancak karaciger hiicreleri tizerine zarar verici bir etkisinin
olmadigint soyleyebiliriz. Nitekim Pistello ve ark. ¢aligmalarinda karaciger hasarn
olan dokuda viriis replikasyonunun surekliligine dikkat ¢ekerek, karaciger ve safra
yollarinda  virGsin  plazmada bulundugundan daha fazla oldugunu
vurgulamiglardir (51). Hepatit infeksiyonlan ile TTV infeksiyonlan birlikteliginin
karaciger hasarini artirip artirmadi@r ile ilgili veriler yetersizdir. Bu konuda genis
serilerle yapilacak olan g¢alismalarla net olmayan viral patogenez ile ilgili diinya

literatiiriine yeni veriler saglanmalidir.
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6. SONUC ve ONERILER

TTYV ilk olarak plazmada tesbit edilmis olsa da giinimuizde saglikl kigilerde
de bulundugunun ortaya ¢ikarilmasi virusun sadece kan yoluyla ge¢medigini,
insanlarda farkl doku ve sivilarda da bulunmasi insan mikroflorasinin bir pargasi
oldugu kanaatini kuvvetlendirmektedir.

Karaciger hasar1 yapan hepatit virisleriyle birlikteligi dikkat ¢ekicidir. Ancak
karaciger hasar yapip yapmadig ile ilgili veriler yetersizdir. Hasarli dokuda m1
daha iyi ¢ogaliyor yoksa diger viruslerle birlikte hasar orammi mi artinyor?
sorusunun cevabi net degildir. Bu konuda c¢alismalar yapilarak literatiire virusun
net olmayan patogenezi hakkinda katki saglanmalidir,

Virtisin HCV’ye gore HBV'li hastalarda daha fazla oranda gorilmesi HBV-
TTV  birlikteliginde daha iyi replikasyon saglanabildigi  stphesini
olugturmaktadir. Bu konuyu netlestirmek i¢in genis serilerle ¢alisma yapilmalidir.

Saglikl kisilerde tek basina bulundugunda karaciger dokusundaki hasarin en
onemli belirteci olan ALT duzeylerinde anormal bir degisikliZe neden

olmamaktadir.
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