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ONSOZ

Bu ¢alisma Ankara Universitesi Disiplinleraras1 Hepatoloji Enstitiisii’nde yapilmistir.
Calismada yeni antiviral molekiillerin taranmasi i¢in hepatit Delta viriisiiniin replike
olabildigi hiicre kiiltiir sisteminin olusturulmasi amaclanmistir. Yapilan deneyler
sonucunda elde edilen bulgularda kiiltiir sisteminde hepatit Delta viriisii replikasyonu
gbzlemlenmistir.

Calismamda benden desteklerini esirgemeyen ve yol gosteren danismanim Prof. Dr.
A. Mithat BOZDAYT’ya,

Bu siire¢ boyunca bana destek olan laboratuar arkadaslarim Dr. Ersin KARATAYLI
ve Miray AKGUC’e,

Ankara hayatimi, ev hayatimi, laboratuar hayatimi kisaca tiim hayatimi mutlulukla
paylastigim, tiim zamanlarimizi tebessiimle hatirladigim, hep dostum olarak kalacak

ve onun gibi bir dost daha bulamayacagim Duygu KOYUNCU’ya,

Hayatima ge¢ giren ama hep var olacak olan, en zor zamanlarimda bile yliziimii
giildiirebilen canim arkadagim Burak CELIK e,

Herseyim Ural Tolga SEYHAN’a,

Son olarak da, benim annem oldugu i¢in ne kadar sansli oldugumu hatirladigim
canim annem Fatma CELIK e,

Her zaman her kararimda bana destek olan ve onun biricik kizi oldugumu bana hig
unutturmayan canim babam Alkan CELIK e,

Diinyada onun gibi bir kardese sahip olmanin ne demek oldugunu bir tek benim
bildigim, uzakta olsa bile her an yanimda olan, bana verdigi emegi hi¢gbir zaman

ddeyemeyecegim, biitiin diplomalarimin diger sahibi canim abim Ayhan CELIK e

Tesekkiirii bir borg bilirim.
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1. GIRIS

1.1. Hepatit Delta Viriisii

Hepatit delta virtisii ilk olarak 1977°de tanimlanmustir (Rizzetto ve ark., 1977).
Hepatit delta virlisii hastalik olusturmak i¢in hepatit B viriisii zarf proteinlerini
kullanan viral bir ajandir. Dolayisiyla HDV i¢in hastalik olusturmasina yardimci
viris (helper virus) hepatit B viriistidiir (Rizzetto ve ark., 1980). Giiniimiizde
yaklasik 400 milyon insan kronik HBV ile enfektedir, bu insanlarin %10’u ise hem
hepatit D hem de hepatit B viriisleri ile enfektedir (Gaeta ve ark., 2000). Tedavi
olanaklar1 sinirli bir hastaliktir ve bu giin gegerli olan tek tedavi Interferon-a olarak

kabul edilmektedir (Sonsuz, 2002).

HDV enfeksiyonunda agir hasta tablolariyla karsilasildigindan ve etkin tedavi
yonteminin siirli olmasindan dolay1 yeni tedavi yontemlerinin hizla arastirilmasi ve

gelistirilmesi gerekmektedir.

1.2. HDV Genotiplerinin Simflandirmasi ve Epidemiyolojisi

HDV’nin tiim diinyada tanimlanmig 8 farkli genotipi bulunmaktadir (Frederic ve
ark., 2006). HDV’nin genetik cesitliligi izolatlarin cografi orijinleriyle baglantilidir.
HDV genetik cesitliligi hastalarin bolgesel orijinleri ile baglantilidir. Genotip 1
Kuzey Amerika, Avrupa, Afrika, dogu ve bati Asya ve Kuzey Pasifik’te
goriilmektedir (Niro ve ark., 1977; Zhang ve ark., 1996; Shakil ve ark., 1997).
Genotip 2 hastalar1 Japonya, Tayvan ve Rusya’da gézlemlenmistir (Imazeki ve ark.,
1991; Lee ve ark., 1996; Ivaniushina ve ark., 2001). HDV-3 Amazonlarda (Casey ve
ark., 1993), HDV-4 Tayvan ve Japonya’da (Wu ve ark., 1998; Sakugawa ve ark.,
1999; Watanabe ve ark.,2003), HDV-5, HDV-6, HDV-7 ve HDV-8 ise Afrika’da
goriilmektedir (Frederic ve ark., 2006).



Tirkiye’de yapilan ¢alismalara gore ise HDV hastalarinin hepsi genotip 1’ dahildir
(Bozdayi ve ark., 2004; Altuglu ve ark., 2007).

1.2.1. Genotiplerin Klinik ve Virolojik Onemi

HDV genotiplerinin HDV enfeksiyonunu etkiledigi bilinmektedir. Genotip 1
hastalar1 genellikle agresif hepatitlerle veya karaciger sirozu (LC) yada karaciger
kanseri (HCC) gibi hastaliklarla iligkili olan gruptur. Genotip 2 ise genotip 1’e gore
daha 1liml1 sonuglar1 olan hasta grubudur. Genotip 3 ise siddetli hepatit formlariyla

iligkili hasta grubudur (Hsieh ve ark., 2006).

HDV genotipleri arasinda L-HDAg’nin C-terminal ucu genotip 1 ve diger genotipler
arasinda %74 degiskenlik gostermektedir. Bu bdlge virion paketlenmesinden
sorumlu oldugu icin bu degiskenlik HDV molekiillerinin birlesmesini etkilemekte,

dolayisiyla viriisiin patojenitesini etkilemektedir (Hughes ve ark., 2011).

1.3. HDV Virion Yapisi

HDV virionu yaklagik 36 nm c¢apindadir ve kimerik bir yap1 gostermektedir. HDV
genomunun yapisi hayvansal viriisler arasinda tekdir. Genom yaklasik 1700 niikleotit
uzunlugunda tek zincirli RNA genomudur ve siradist ikincil bir yapiya sahiptir
(Rizzetto ve ark., 1980; Lai, 1995). Elektroporatik analizler HDV RNA’nin dogal ve
denaturasyon kosullarinda dairesel oldugunu gostermistir, fizyolojik kosullarda ise
dallanmis ¢ubuk seklinde oldugu kabul edilmektedir. Bu diisiinceler de ilk HDV
izolatinin klonlanmasindaki ve dizi analizindeki sonuglarla tutarlilik igerisindedir.
Bilgisayar analizleri ile %70 iizerindeki bazin ¢ubuk benzeri ¢ift zincirli yapi i¢in bir

araya geldikleri tahmin edilmektedir (Sekil 1.1) (Polish ve ark., 1993).
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Sekil 1.1, HDV Virionu (Delta Virus, 2009)

Hepatit delta viriisii HBV viriisiinlin zarf proteinlerini kullanan bir ajandir, hiicre

igerisine girdiginde replike olur ve bircok delta proteinini ribonukleoprotein (RNP)

olusturmak tizere bir araya getirir. Zarf proteinleri HBV yiizey proteinlerinden, RNP

ise HDV spesifik elementlerden olugsmaktadir. Delta proteini hepatit delta antijeni
(HDAg) olusturmak tizere katlanmistir ve kiigiik (S-HDAQ), biiyiik (L-HDAQ) olmak
tizere iki formda bulunmaktadir. L-HDAg S-HDAg’den 19 aminoasit daha uzundur.
RNP’ler ise daireseldir ve 19nm c¢apindadir. HDV zarfi ise S-HBsAg, M-HBsAg ve

L-HBsAg yiizey antijenlerinden olusmaktadir ve bu proteinler HBV’de 4:1:1,
HDV’de ise 95:5:1 oraninda bulunmaktadir (Sekil 1.2) (Gerin ve ark., 2001; Ganem

ve ark., 2001).
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Sekil 1.2, HDV Virionu



Genom iizerinde HDAg proteini kodlayan agik okuma pencereleri bulunmaktadir.
Zarf proteinleri kodlama yetenegi yoktur. Dolayisiyla HBV zarf proteinlerini
kullanmaktadir ve bunlar1 RNP’lerin hiicre disina ¢ikmasi isleminde kullanir (Ganem

ve ark., 2001; Lai, 2003).

HDV virion olusumu iki asamalidir; RNP birlesmesi (niikleusta) ve viral zarfin
olusmasi (IC mebran). HDV RNP’yi olusturan delta proteinleri genomik RNA ile
etkileserek HDV RNP kompleksini olusturur. Daha sonra bu kompleks zarf
proteinleri ile paketlenerek sitoplazmaya geger. L-HDAg proteinin C ucunda bulunan
CXXX sinyali (C=sistein, X=herhangi bir aminoasit) etkilidir. Bu farnesil grup
RNP’nin ER mebranina baglanmasini saglar ve burada zarf proteinleri ile

paketlenme gerceklesir (Glen ve ark., 1992).

1.4. HDV RNA

HDV replikasyonu sirasinda 3 farkli RNA molekiilii olusmaktadir; genom (~300 000
kopya), antigenom (~30 000 kopya) ve mMRNA (~600 kopya). Caligmalar RNA’larin
farkl1  hiicresel bolgelerde hiicresel polimerazlar sayesinde olustugunu

gostermektedir(Sekil 1.3).

Genom dairesel negatif tek zincirli RNA’dir ve hayvansal viriisler arasindaki tek

dairesel RNA’dir.

Antigenom genoma tamamiyla komplementerdir ve replikasyon sirasinda RNA’dan
RNA sentezi ile nukleolusta olusmaktadir. HDAg’yi kodlayan bir tane agik okuma
gergevesi igermektedir. Hem genomik hem de antigenomik RNA’da 85 niikleotitlik
bir bolge ribozim gorevi gormektedir ve HDV RNA’y1 dairesel RNA’y1 olusturmak

tizere birlesecek olan monomerlere bolmektedir (Pascarella ve Negro, 2010).



mRNA ise HDAg sentezini yonetmektedir. 800 niikleotit uzunlugunda lineer
RNA’dir. Bu RNA 5’cap yapisina ve 3’-poly(A) kuyruguna sahiptir (Nie ve ark.,
2004).

genom antlgenom MHENA
3 ;/ﬂ'\
5 5 B 5 B
. BAg
' ORF
P Poli A
» o sinyali
Ribozim -
kesim E

bolgeleri
\ \ /
Sekil 1.3, HDV RNA’lar; genomik RNA, anrigenomik RNA ve mRNA

1.5. Hiicreye Giris

HDV’nin hiicreye girisindeki HDV  reseptorleri ve mekanizmasi hala
bilinmemektedir. Ancak HDV ve HBV aym zarf proteinlerini kullanmaktadir,
dolayisiyla hiicreye giris mekanizmasi olarak da benzerlik gosterdikleri tahmin

edilmektedir.

Viriislerin en klasik giris mekanizmalarindan biri klatrin aracili endositik yolaktir
(clathrin-mediated endocytic pathway). Influenza viriisi gibi baz1 viriisler
endozomlara reseptorleri ile birlikte endositozlanmaktadir. Hepatit delta antijeni de,
Klatrin zayif zinciri (CHC) ile spesifik olarak etkilesebildiginden dolay:r Klatrin
adaptor proteini olarak tanimlanabilir. HDV birlesmesi, CHC diizenlenmesinden
sonra azalmasina ragmen azalmaktadir, ancak ayni etki HBV icin gecerli degildir.
Buradan da aymi zarf proteinlerini kullanan bu iki viriisiin birlesme ve c¢ikis

mekanizmalar1 farkli olabilir. Aym1 zamanda hiicreye giris verimliligi HDV igin



genotiplere ve CHC ile etkilesim yetenegine de baglidir. Ornegin genotip 1’in
verimliligi 2 ve 3’ten daha fazladir (Pascarella ve Negro, 2010).

Virlis hiicreye girdikten sonra kaplamasiz (uncoated) hale gelmektedir ve
HDAg’deki sinyal niikleokapsitten niikleusa ge¢mektedir. Delta antijeninin RNA
polimeraz aktivitesi yoktur, dolayisiyla virlis konak RNA polimerazlarini

kullanmaktadir (Xia ve ark., 1992).

1.5.1. HDV-HBYV Etkilesimi

HDV-HBV etkilesimi HBV tarafindan gelistirilmis bir islemdir. Tomurcuklanma
membranin i¢ yiizeyinde (IC) gergeklesmektedir ve viriis proteinleri tarafindan
kontrol edilmektedir. Bunlardan S-HBsAg proteini tomurcuklanma igin gerekli
enerjiyi saglar. S-HBsSAg integral proteindir ve N-ucundan lipid membrana baglidir.
Hidrofobik C ucu ise 2 alfa-heliks olusturmaktadir (Sekil 1.4) (Ganem ve ark., 2001;
Lai, 2003).

G
Limen N~ ~ ~C
d Ll

: ,
S-HBsAg ER membran ‘I

Sitoplazma
Sekil 1.4, S-HBsAg’nin membran ile etkilesimi
HBV zarf proteinleri IC mebranda spontan bir sekilde tomurcuk olusturmaktadir,
sadece S-HBsAg proteini varsa kiiresel viral partikiil, niikleokapsit yoklugunda L-
HBsAg varsa iplik seklinde viral partikiil, HBV niikleokapsit varliginda L-HBSAg
varsa HBV virionu, HDV RNP varsa ise HDV virion olugmaktadir (Glenn ve ark.,
1992; Taylor, 2003).



HBV Virion  Altviral Filament  Altviral Kire  HDV Virion

42nm 22 nm 22nm 36 nm
15y Xy, A Ly,
S S £ %
=4 B .8 H K7 = B
E&hh/w‘lh—' E 5 g% @'
& r:i‘_ug
s A A .
St x5, Smz R, umen
] iL 31 I"‘I!; ‘T’Z]"“I]" 1‘I,I"‘H; ‘T’fﬂ"‘l 1 Membran
LK - Sitoplazma
HBV HDV RNP

Niikleokapsit

HBV zarf proteinleri: 5-HBsAg (0), M-HBsAg :ﬂ], L-HBsAg (%)

Sekil 1.5, Tomurcuklanma islemi i¢in model

1.6. HDV Replikasyon Mekanizmasi

HDV replikasyonu HBV’den bagimsiz bir islemdir. ilk ¢aligmalarda RNA polimeraz
II’'nin HDV replikasyonunda rol aldigi bulunmustur ancak sonraki ¢aligmalar RNA
polimeraz I ve III’iin de HDV RNA ile etkilesime girdigini gostermistir (Greco-
Stewart ve ark., 2009). Hiicre igerisini girdikten sonra HDV RNP’ler HDAg
sayesinde niikleusa ge¢mektedir ve burada transkripsiyon S-HDAgnin HDV
RNA’ya baglanmasiyla aktive olmaktadir (Chou ve ark., 1998). HDV RNA hiicresel
RNA polimerazlar sayesinde replike olmaktadir (The Biology of HDV, 2009.)
Replikasyon “double-rolling circle mekanizmasi” ile gerceklesmektedir. RNA
genomu “rolling circle mekanizmasi” ile multimerik antigenomik molekiile
sentezlenmektedir. Antigenomik transkript antigenomik ribozimin otokatalitik
kesimlemesi ile kesilmekte ve hiicresel ligazlar sayesinde dairesel kalip olusturmak
tizere birlesmektedir. Antigenomik RNA’dan genomik RNA olusumu da aym
mekanizma ile gerceklesmektedir. Daha sonra olusan genomik RNA’lar yeni viral

partikiillerle etkilesmekte veya antigenomik RNA sentezi i¢in tekrar kalip gorevi



gormektedir. mRNA transkripsiyonunda ise kalip antigenomik RNA sentezinde de
kalip olan genomik RNA’dir. Bu iki element (antigenomik RNA, mRNA) farkl
polimerazlar tarafindan, farkli hiicresel bolgelerde transkribe olmaktadir. Antigenom
niikleolus’ta, mRNA ise genom gibi niikleoplazmada transkribe olmaktadir
(Pascarella ve Negro, 2010). Genomik HDV RNA sentezi a-amanitin molekiiliiniin
diisiik konsantrasyonlarinda gergeklesir, antigenomik HDV RNA sentezi ise tam tersi

a-amanitin molekiiliine diren¢ gostermektedir (Macnaughton ve ark., 2002).
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Sekil 1.6, HDV replikasyonu ve replikasyonun farkli bolgesel lokalizasyonu (Pascarella ve Negro,
2010)

Replikasyon dongiisii ayrica Sekil 1.7°de sematik olarak gosterilmistir.
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Sekil 1.7, HDV’nin Replikasyon Dongiisii

1.7. Hepatit D Antijeni

HDV antigenomu tiizerinde tek bir okuma gergevesi penceresi bulunmustur ve bunun
transkripsiyonu hiicresel polimeraz II tarafindan gerceklestirilmektedir. Sonugta 800
niikleotitlik mRNA molekiilii sentezlenir ve bu mRNA’dan translasyon ile delta
antijenin kiiciik formu olan S-HDAg iiretilir. HDV replikasyonu sirasinda RNA
diizenleme mekanizmasi antigenom molekiiliinde gerceklesir ve adenozin deaminaz
RNA iizerinde degisime neden olur (ADAR). Bu degisim amber durdurucu kodon
UAG’yi UGG triptofan kodonuna ¢evirir ve 5’ ucuna cap eklenir, boylece ve 800
niikleotitlik poliadenilllenmis mRNA’ya olusur (Taylor, 2003). Bu degisim ise
okuma ¢ergevesi penceresini 19 aminoasit uzamaktadir ve boylece 214 aminoasitlik
delta antijenin genis formu modifiye olmus bu mRNA’dan (L-HDAg) iiretilmektedir
(Sekil 1.8). Bu iki delta antijeni dizi olarak aynidir sadece L-HDAg’nin karboksil

ucunda 19 tane fazla aminoasit bulunmaktadir.
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ADAR tarafindan
RHA duzenlenmesi

‘ Antigenome } _— Antigenom -)
Ua unG

Amber sonlanma
kodon
(o) @«
AN ALCC
mRNA ———UAG Dizenlenmig mRNA ——— WG G—UGA
l l Trp
S5-HDAE I L-HDAg I

Sekil 1.8, HDV antigenomik RNA diizenlenmesi (editing)

Bu delta antijenleri yap1 ve dizi olarak benzer olsa da HDV replikasyonunda farkli
roller tistlenmektedir. S-HDAg replikasyonun baslamasi i¢in gereklidir. Bu konuyla
ilgili birgok ¢alisma yapilmistir ve bazi ¢aligmalar bu proteinin RNA saperonlar gibi
davranarak ve HDV ribozimleri tarafindan gerceklestirilen kesimleme ve birlesmeyi
kolaylastirdig: teorisini desteklemektedir (Jeng ve ark., 1996; Huang ve Wu, 1998).
L-HDAg ise HDV replikasyonunu trans etki eden (trans-acting) baskilama
mekanizmasi ile inhibe etmektedir. L-HDAg virion paketlenmesinde onemli rol
oynamaktadir (The Biology of HDV, 2009).



11

Metilasyon Asetilasyon Fosforilasyon Prenilasyon
S2 RI13 K72 S123 S177 C211
NLS RBD HLH RBD VAS
68-88  97-107 136-146 195-214

L-HDAg

4 [ |
SHOA T T MWW T 4

RNA baglanma bélgesi (RBD)
Coiled-coil dizisi (CCS8)
Niikleer lokalizasyon sinyali (NLS)

Viriis paketlenme sinyali (VAS)

Sekil 1.9, Delta Antijenleri ve iizerinde meydana gelen post-translasyonel modifikasyonlar

1.7.1. RNA Baglanma Boélgesi (RBD)

HDAg icerisinde birgok RNA baglanma bélgesi bulunmaktadir. ilk tanimlanan RBD
proteinin ortasinda bulunmaktadir ve diger RNA baglanma proteinlerinde oldugu
gibi arjinin agisindan zengin bir bolgedir. Bir diger RBD ise proteinin N-terminal
bolgesinde (aa 2—-27) bulunmaktadir. Caligmalar bu bélgelerin HDV RNA-HDAg
baglanmasinda etkili oldugunu gostermistir (Lai, 2003).

1.7.2. “Coiled-Coil” Dizisi (CCS)

Bu motif de N-terminal bdlgesinde yer almaktadir (aa 31-52). Bu bolge proteinin
oligomerizasyonundan sorumludur. Protein oligomerizasyonu kiigiik ve biiyiik delta
antijenin ¢esitli fonksiyonlar1 i¢in gereklidir; kiigiik delta antijenin replikasyondaki
trans etkili fonksiyonu, biiylik delta antijenin ise replikasyondaki baskilama

fonksiyonu i¢in (Lai, 2003).
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1.7.3. Niikleer Lokalizasyon Sinyali (NLS)

HDAg’ nin hiicre icerisindeki hedefinden sorumludur. HDAg HDV RNA’y1 niikleusa
tasir ve burada replikasyon gerceklesir. HDV RNA niikleer lokalizasyon sinyaline
sahip olmadigindan son lokalizasyonu HDV RNA ile kompleks olusturan HDAg’ nin
Ozellikleri tarafindan belirlenmektedir. HDAg’de bulunan arjinin zengin bolgenin
silinmesi HDV RNA’nin sitoplazmada birikmesine yol agmistir, dolayisiyla bu
etkilesim lokalizasyon igin gereklidir (Lai, 2003). Bu 3 bolge farkli genotipler

arasinda benzerlik gostermektedir.

1.7.4. Viriis Paketlenme Sinyali (VAS)

Bu bolge ise sadece L-HDAg’de bulunmaktadir ve genotipler arasinda ¢ok
degiskenlik gdsteren bir bolgedir. Bu bolge genotip spesifik bir bolgedir. HDV
partikiillerinin birlesmesi i¢in kritik basamak olan L-HDAg nin HBsAg ile etkilesimi
igcin gereklidir. Bu bolgede 211. aminoasitte prenilasyon olmaktadir ve sonucunda
prenilasyon motifi olarak bilinen motif olugsmaktadir (CXXX) (Lai, 2003).

1.7.5. Hepatit D Antijeninin Replikasyondaki Rolii

S ve L-HDAg proteinlerinin her ikisi de HDV replikasyon dongiisiinde dnemli rol

ustlenmektedir.

S-HDAg HDV replikasyonunun baglamasi igin gerekli proteindir. HDV RNA
hiicreye transfekte edilirken S-HDAg’yi kodlayan mRNA veya rekombinant HDAg
proteiniyle birlikte transfeksiyonu yapilmazsa RNA replikasyonu
gerceklesmemektedir. Bu sisteme alternatif olarak ise S-HDAg’yi eksperese eden
RNA veya cDNA transfeksiyonu yapilmaktadir. Bu g¢aligmalar HDAg’nin HDV
RNA dizisini tanidig1 fikrini desteklemektedir. Ancak bu mekanizma tam olarak

anlagilamamistir ve bununla ilgili bazi muhtemel senaryolar 6ne siirtilmektedir.
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Birinci senaryoda HDAg transkripsiyon faktorii olarak gorev almaktadir. HDAg bir
niikleer proteindir, “coiled-coil” ve HLH (helix loop helix) bolgeleri igermektedir ve
prolin, glisin zengin bolgeleri icermektedir ki bu oOzellikler DNA-bagimli
transkripsiyon faktorlerinin karakteristik 6zellikleridir. Ayrica HDAg niikleer protein
B23 ve bircok diger niikleer transkripsiyon faktorleriyle etkilesimdedir; B23 fazla
ekspresyonu HDV RNA sentezini destekleyen bir mekanizmadir. Ikinci senaryoda
HDAg HDV RNA’ya baglanmakta ve HDV RNA’da yapisal degisiklige neden
olmaktadir. Bu degisiklik sonrasinda HDV RNA dogal DNA promotor dizisi gibi
davranmakta ve hiicresel DNA bagimli RNA polimerazlar tarafindan taninmaktadir.
Uciincii senaryoda HDAg direkt olarak replikasyonda gérev almamakta, HDV

RNA’nin niikleusa gegisinde tasiyici olarak rol almaktadir.

L-HDAg ise HDV virion partikiillerinin birlesmesinde rol almaktadir. C-terminal
bolgesindeki 19 aminoasitlik bolge viriis birlesme sinyali agisindan yeterli ve
gereklidir. 211. aminoasitteki prenilasyon bu mekanizma i¢in gereklidir, bu islem L-

HDAg ve HBsAg arasindaki etkilesimi kolaylastirmaktadir.

HDAg RNA saperon aktivitesi gostermektedir. Bu protein ribozim-aktif RNA
konformasyonunun olusumunu desteklemektedir, bunu sonucunda HDV RNA

replikasyonu desteklenmektedir (Lai, 2003).

1.8. RNA Diizenlenmesi (Editing)

RNA diizenlenmesi kabaca RNA dizisi iizerindeki bolge-spesifik degisimler olarak
tamimlanabilir. ilk olarak 1980’lerin sonunda kullanilan bu terim mitokondriyal
mRNA’lar lizerinde U bazinin eklenmeleri veya ¢ikarilmalari i¢in kullanilmistir.
Daha sonra ise mRNA’nin kodlama kapasitesinde degisiklige yol agan niikleotit
degisimleri i¢in kullanilmistir. Memeli hiicrelerinde 2 ¢esit diizenleme mekanizmasi
vardir; C’den U’ya, A’dan [I’ya donilisim. HDV’nin kullandig1 tip adenozin
deaminasyonudur. Bu mekanizmada adenozin amino grubunun yerini keto oksijen

aliyor. Dolayisiyla amber durdurucu kodondaki adenozin inozine doniigmekte ve
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durdurucu kodon triptofan kodonuna doniismektedir. Boylece agik okuma penceresi
19 aminoasit uzamakta ve L-HDAg olugmaktadir. Bu degisim amberden tiptofana

oldugundan (W), diizenlenmenin oldugu bolgeye amber/W bolgesi denmektedir.

1IDAE-S HDAg-L
I LI
Sonlanma (Amber) Diizenlenmis mRNA I Trp (W)
mizh UAG=—(A), — UGG,
A
C AUC— Ay
1. I
UAG G JGG
c Y e UGy, (UGG

ADAR 1 tarafindan
A'dan I'yva déniisiim

Sekil 1.10, RNA diizenlenme mekanizmasi
Memeli hiicrelerinde diizenleme mekanizmas: ile ilgili iki gen tanimlanmistir;
ADAR1 ve ADAR2. Her iki molekilde HDV RNA’y1 amber/W bdlgesinden
diizenlemektedir. Ancak ¢alismalar ADAR1’in replikasyon sirasindaki bu diizenleme
mekanizmasindan sorumlu oldugunu gostermistir. Mekanizmanin modeline gore
antigenomik RNA’daki amber/W bolgesi hiicresel RNA adenozin deaminaz
tarafindan diizenlenmekte ve boylece A I’ya doniilmektedir. Daha sonra bu degisime
ugramis RNA amber/W bolgesinde C iceren genomik RNA sentezi i¢in kalip gorevi
gormektedir. Bu genomda UGG triptofan kodonu igeren mRNA sentezinde kalip
RNA olarak kullanilmakta ve boylece bu mRNA’dan L-HDAg kodlanmaktadir.

1.8.1. Genotipik Varyasyonlar

L-HDAg igerisinde bulunan amber/W bolgesi ve C-terminal ucu genotipler arasinda
farklt ozellikler gostermektedir. Genotip 1’de diizenleme igin gerekli olan yapi
dallanmamis ¢omak (unbranched-rod) yapisindaki HDV RNA’nin bir pargasidir ve
bu amber/W bolgesi genotip 1’ler arasinda ¢ok korunmus bir bolgedir. Dolayisiyla
bu yap1 diizenleme mekanizmasi i¢in uygun bir yapidir. Genotip 3’te ise amber/W

bolgesi yapisal olarak degisik oldugundan diizenleme mekanizmasi i¢in substrat
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gorevi gormemektedir. Bu yap1 “double-hairpin” olarak ifade edilmekte, daha sonra

diizenlenme i¢in dallanmamig ¢omak yapisina doniismektedir.

Genotip 3 RMNA

Genotip 1 RNA ADART *
ﬂ M ) |

AmberWV dizenlenmesi icin -LT

dallanmamiz comak vap!

Amber/W dizenlenmesi igin
gerekli dallanmig
double-hairpin vap

Sekil 1.11, Genotip 1 ve 3’te amber/W diizenlenmesi i¢in gerekli olan RNA yapilari

1.8.2. Diizenleme Mekanizmasinin Kontrolii

HDYV amber/W bolgesinde meydana gelen diizenlenme mekanizmasini kontrol etmek
zorundadir, c¢ilinkii bu islem sonrasinda olusan L-HDAg virion olusumu igin
gereklidir ancak ayni zamanda viriisiin replikasyonunu da inhibe etmektedir. Bu
islemi kontrol etmek RNA yapisi, HDAg, RNA replikasyonu gibi bir¢ok viral yapiya
ve fonksiyona baglidir. Kontrol mekanizmasinda HDV’nin ADAR {izerine bir etkisi

yoktur, ADARL seviyesi HDV replikasyonundan etkilenmemektedir (Casey, 2003).

1.9. Post-translayonel Modifikasyonlar

Yapilan ¢aligmalarda hepatit D antijeni igin baz1 post-translasyonel modifikasyonlar
gozlemlenmistir. Bu modifikasyonlar virlisin hayat dongiisiindeki dengeyi
belirlemekte ve yeni ilag tasarimlarinda etkili bir hedef varligi gostermektedirler

(Hughes ve ark., 2011).
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1.9.1. izoprenilasyon

L-HDAg’ nin igerdigi CXXX kutusu izoprenilasyon i¢in substrat goérevindedir ve bu
modifikasyon replikasyonun inhibisyonunu desteklemekte ve viral partikiil
olusumunu saglamaktadir. Prenillenmis L-HDAg molekiili lipofilik bir molekiildiir

ve L-HDAg ile HBV zarf proteinleri arasindaki etkilesimi saglamaktadir.

1.9.2. Fosforilasyon

HDAg’nin her iki formu da fosforillenmektedir ancak L-HDAg S-HDAg’ye gore 6
kat daha fazla fosforillenmektedir. S-HDAg serin ve teronin dizilerinden
fosforillenirken, L-HDAg sadece serin dizinden fosforillenmektedir. S-HDAg’deki
serin 2 fosforillenmesi HDV replikasyonunu artirmaktadir. HDAg fosforillenmesi
RNA replikasyonu i¢in Onemlidir ¢iinkii RNA-baglanma aktivitesine aracilik

etmektedir.

1.9.3. Metilasyon

S-HDAg metilasyonu RNA baglanma bolgesinde meydana gelmektedir. Burada
meydana gelen mutasyonlar veya metilasyon inhibitorleri sonucunda HDV RNA
replikasyonunda inhibisyon gozlemlenmistir. HDAg nukleusta yapisal form

olusturma yetenegini yitirmekte ve sitoplazmada lokalize olmaktadir.

1.9.4. Asetilasyon

Asetilasyon ise HDV  replikasyon mekanizmasimm  HDAg’nin  niikleer
lokalizasyonunu  diizenleyerek etkilemektedir. Lisinin (72) alanininle yer
degistirmesi viral RNA birikimini azaltmakta ve L-HDAg’nin erken olusumunu

indiklemektedir.
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1.9.5. Sumolasyon

Yeni tanimlanmig bir post-translayonel modifikasyondur. S-HDAg fazla lizin
dizilerinden dolayr SUMO 1 (small ubiquitin-like modifier 1) hedef proteinidir. S-
HDAg ve SUMOI birlesimi sonucunda HDV genomik RNA ve mRNA sentezi
artmakta, antigenomik RNA sentezinde degisiklik olmamaktadir (Pascarella ve
Negro, 2010).

1.10. Klinik Tam

HDV hastalarinda anti-HDV antikor gelisimi tiim bireylerde meydana geldigi i¢in
HBsAg pozitif olan tiim hastalarda anti-HDV IgG antikoru test edilmelidir. Anti-
HDV antikoru testlerinin yoklugunda HDV RNA tespiti yeterli olmayabilir ¢ilinkii
genom dizilerindeki varyasyondan dolayt HDV RNA testlerinde yanlis negatif
sonuclar alinabilmektedir. Bazi laboratuarlar kantitatif testler yapmaktadir ancak
serumdaki HDV RNA konsantrasyonu hastaligin aktivitesi veya karaciger
fibrozunun evresiyle baglantili ilerlemeyebilir. Dolayisiyla HDV  RNA  igin
uluslararasi bir standart gerekmektedir (Hughes ve ark., 2011).

HDV’nin klinik tanis1 i¢in serumda 3 tane HDV spesifik belirte¢ vardir; HDV RNA,
HDAg ve anti-HDV. HDV RNA serumda molekiiler hibridizasyon veya RT-PCR
yontemi ile tespit edilebilir. Serum HDAg ise 2 farkli yontemle tespit edilebilir;
ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) ve RIA (radioimmunoassay). Anti-
HDV IgM ve IgG antikorlar1 da aynt HDAg gibi ELISA ve RIA yontemi ile tespit
edilmektedir (Pascarella ve Negro, 2010).

Ayrica HDV enfeksiyonunun 3 durumunda (akut HBV/HDV koenfeksiyonu, akut
HDV siiperenfeksiyonu, HDV kronik enfeksiyonu) belirtecler arasindaki farkliliklar
olmaktadir. HBV-HDV koenfeksiyonu ile HDV siiperenfeksiyonu ile ayni
karakteristikleri gostermektedir. HDV RNA HDV enfeksiyonunun akut fazi i¢in en
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erken ve hassas belirtegtir ve hastalarin %90’1inda bulunmaktadir. Kronik HDV
enfeksiyonunda HDAg anti-HD ile kompleks olusturmakta ve boylece HDAg ELISA
gibi testler icin tespit edilemez duruma gelmektedir. Dolayisiyla bu teknik hassas

olmasina ragmen rutin tespitler i¢cin uygulanmasi zor hale gelmektedir (Pascarella ve

Negro, 2010).

Onerilen tan1 yontemi ise IgM anti-HBc igin test yapilmali ve HDV belirteclerinden
anti-HD antikorlar1 ile dogrulanmalidir (Hsieh ve ark., 2006). Eger istenirse tani

karacigerdeki HDAg’lerin immunohistokimyasal boyamasi ile dogrulanabilir.

1.11. Tedavi

1.11.1. interferon

HDV baglantili kronik hepatit tedavisi zor bir hastaliktir. IFN (interferon) kronik
hepatit delta hastalar1 i¢in hala tek tedavi yontemi olarak kabul edilmektedir. IFN
tedavisi cevap farklilik gostermektedir. Cevap orani1 genellikle IFN dozuyla
orantilidir. Interferon tedavisinin sonunda HDV RNA negatifligi ve ALT degerinin
normalizasyonu yiiksek doz alan gruplarda %71, diisiik doz alan gruplarda ise %36
ve %29’dur (Hsieh ve ark., 2006).

Ancak IFN-a tedavisinin ndtropeni, anemi, yorgunluk ve depresyon gibi bir¢cok yan
etkisi bulunmaktadir. Standart [FN-a tedavisinin yerini son zamanlarda pegile formu

(Peg- IFN-a)) almaya baglamistir (Pascarella ve Negro, 2010).
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1.11.2. Pegile interferon

Ilag sektdriiniin gelisimiyle birlikte son zamanlarda gelistirilen pegile interferon
(PEG-IFN) geleneksel interferonlara gore daha iyi bir etki gostermektedir (Hsieh ve
ark., 2006). Yine de Peg- IFN-a kronik hepatit D hastalarini tedavi etmede yeterli
olamamaktadir. Yapilan calismalarda sadece %21 hasta RNA negatifligi gostermis

ve %26’sinda biyokimyasal cevap gozlemlenmistir (Pascarella ve Negro, 2010).

1.11.3. Niikleozit Analoglari

Bir niikleozit analogu olan ribavirin RNA viriisleri {izerinde etkili olmaktadir.
Ribavirinin HDV genom replikasyonunun inhibisyonunda etkili oldugu in vitro
olarak gosterilmistir ancak in vivo bu sonuglar alinamamigtir. ALT seviyesinde bir
degisim gozlenmemistir ve HDV RNA, IgM anti-HDV durumlart oldugu gibi
kalmustir (Hsieh ve ark., 2006).

1.11.4. Deoksiniikleoitit Analoglar:

Deoksiniikleotit analoglart HBsAg iiretimini baskilayarak HDV replikasyonunun
inhibisyonunda kullanilmaktadir. Lamivudin HBV DNA replikasyonunu inhibe
etmektedir ancak 1 yil boyunca bu ilact kullanan higbir CHD hastasinda hastaliin
gelisiminde, karaciger histolojisinde veya HDV RNA seviyelerinde olumlu bir
gelisme olmamustir (Lau ve ark., 1999). Daha sonra yapilmis bir ¢calismada %8 HDV
hastasinda SVR goriilmiistiir, dolayisiyla lamivudin tedavisi HDV f{izerinde etkili
olabilir ancak son ¢alismalar lamivudin direncli HBV mutantlarinin HDV salinimini
destekledigini gostermistir. Genel anlamda deoksiniikleotit analoglarinin kullanimin

caligmalar desteklememektedir (Hsieh ve ark., 2006).
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1.11.5. Birlesik Tedavi

Hepatit D viriisit HCV gibi hepatotropik RNA viriisti oldugundan HCV tedavisinde
kullanilan PEG-IFN ve ribavirin birlikte tedavisi HDV i¢in de potansiyel bir tedavi

olabilecegi diisiiniilmiis ancak ribavirinin ek bir etkisi olmadigi goriilmiistiir (Niro ve

ark., 2006).

Lamivudin ve yliksek doz IFN birlesik tedavisi de HDV {izerinde basarili olmamistir
(Hsieh ve ark., 2006).

1.11.6. Yeni Yontemler

1.11.6.1. RNAI (RNA interference)

RNAL viral enfeksiyonlara 6zellikle de viral hepatitlere karsi kullanilmaktadir. Hiicre
kiltirinde HDV RNA’nin 3 ¢esidinden sadece mRNA’ya kars1 basarili sonuglar
elde edilmistir. Dolayistyla diger iki RNA’nin (genomik ve antigenomik) siRNA’lara
(small interfering RNA) direngli oldugu diistiniilmektedir ki bu da bu RNA’larin
nukleusta  lokalize  olmalarindan  kaynaklanmaktadir.  Nukleusta  siRNA
degredasyonlarina karsi ulagilamaz hale gelmektedirler (Chang ve Taylor, 2003).
Ayrica “endonuclease dicer” %100 veya %100’e ¢ok yakin ¢ift zincirli RNA’lar1
kesebilmektedir. Dolayisiyla HDV genomik ve antigenomik RNA’larin kismi ¢ift
zincirli yapisindan dolay1 kesim aktivitelerine karsi da direngli olmaktadir (Chang ve
ark., 2003).
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1.11.6.2. Prenilasyon Inhibitorleri

Onceki ¢alismalar L-HDAg’ nin prenilasyonunun viriis birlesmesi i¢in gerekli olan
bir post-translasyonel modifikasyon oldugunu gostermistir. Hepatit D viriisii i¢in
prenilasyon inhibitdrleri 2 mekanizmaya sahiptir; viral proteinlerin prenilasyonunun
inhibisyonu ve viriis tarafindan kullanilan hiicresel yolaklarin inhibisyonu. Hayvan
modelleri prenilasyon inhibitorlerinin HDV viremisini temizlemede c¢ok etkili
oldugunu gostermistir. Boylece viriisiin replikasyon islevlerinde kritik adimlar
etkileyen molekiiler olarak tasarlanmis ilaglarin, HDV tedavisinde daha umut vaat

edecegi diistiniilmektedir (Hsieh ve ark., 2006).

1.12. Hiicre Kiiltiirii

Canli organ ve dokulardaki hiicrelerin izole edilerek laboratuar kosullarinda iiretilme
ve g¢ogaltilmalarma hiicre kiiltlirii ad1 verilir. Hiicrelerin kontrollii sartlar altinda

yetistirilmesi siirecidir (Ci¢ek ve Bilgig, 2006).

Kiltliriin temeli uygun bir canlidan alinmis yasayan hiicreler ve bu hiicrelerin

yasama ve iiremesini saglayan besleyici nitelikteki fizyolojik sividir.

Hiicre kaynag olarak tireme 6zelligi giiclii olan organ ve dokular segilir. Bu organlar
insan ve hayvan embriyosuna ait amnion, deri, kas, bagirsak, akciger, bobrek, testis,
uterus, tonsilla, konjuktiva, karaciger, maymun bobregi ve insanlara ait kotli huylu
timor dokusudur. Bunlar 6nce pargalanarak tek tek hiicrelere ayrilirlar. Bu hiicreler
cesitli tuzlar, tampon maddeleri, amino-asitler, vitaminler, dana veya at serumu
iceren besleyici sivilarda siispanse ederek steril tiip veya siselere koyulur. Bu hiicre
siispansiyonu 36°C’de bekletildiginde hiicreler kabin c¢eperine yapisarak iirerler.

Ureme sonucunda olusan yapiya hiicre kiiltiirii denir (Poyraz).


http://tr.wikipedia.org/wiki/H%C3%BCcre
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Canlt hiicrelerin iiremek i¢in gosterdigi en Onemli Ozellik, kati bir yiizeye
tutunmasidir. Bu nedenle kiiltiirdeki hiicreler, hiicre kiiltiirii sisesinin yilizeyine
tutunarak iiremeye baglarlar. Ureyen hiicreler yan yana dizilerek tek tabaka
olustururlar. Belirli siire inkiibe edildikten sonra tek tabaka haline gelen hiicre
kiiltiirleri ekim i¢in hazir hale gelmis olurlar. Tek tabaka hiicre kiiltiirleri virtislerin
tiretilmesi ve olusturdugu sitopatik etkinin tanimlanmasi yoniinden iyi bir inceleme
sistemidir. Basta embriyonik dokulardan olmak {izere, baz1 dokulardan elde edilen
hiicreler ilk tretildiklerinde birbirine paralel, 1§ seklinde, uclar1 sivri, ortalari siskin
goriinimde dizilim gosterirler. Bu tiir hiicrelere fibroblast hiicre adi verilir. Bazi
dokulardan alinan hiicreler bal petegi seklinde dizilirler. Bu tiir hiicrelere epitel
hiicreleri ad1 verilir. Diger bazi dokulardan alinan hiicreler ise epitel hiicrelerine
benzeyen goriiniimde dizilirler. Bu hiicreler tam epitel hiicreleri olmadig: i¢in, bu

hiicrelere epiteloid ya da epitelyal hiicreler ad1 verilir (Poyraz).

LI,
PS8 I,
danss

1.12.1. Kokenlerine Gore Hiicre Kiiltiirleri
1.12.1.1. Primer (Birincil) Hiicre Kiiltiirleri
Direkt olarak organ ve dokulardan alinan parcalardan hazirlanan hiicre kiiltiirleridir.

Bunlarin yalnizca 1 veya 2 pasajlart yapilabilmektedir. In-vitro kosullarda pasajlari

kisith olup, bir kag pasajdan sonra iireyebilme yeteneklerini kaybederler.
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1.12.1.2. Sekonder veya Diploid Hiicre Kiiltiirleri

Primer hiicre kiiltiirlerinde iireyen hiicrelerin alinarak tekrar tripsin ile ayristirilmasi
ve yeniden besleyici ortamlara konularak tretilmesiyle hazirlanirlar. Bu yapilan

isleme pasaj adi verilir. Bu tiir kiiltiirlerin genellikle 40-50 defa pasaji yapilabilir.

1.12.1.3. Siirekli veya Heteroploid Hiicre Kiiltiirleri

Teorik olarak sonsuz pasajlar1 yapilabilir. Genellikle habis timoérlerden elde edilirler.
Laboratuar kosullarinda degisime ugrarlar ve kromozom sayilar1 sabit degildir (Cigek
ve Bilgig, 2006).

1.12.2. Hiicre Kiiltiirii Sekilleri

1.12.2.1. Tek Tabaka Hiicre Kiiltiirleri

Hiicre kiiltiirti igerisine konulan hiicrelerin hareket ettirilmeden inkiibe edilmesiyle
hazirlanirlar. Hareketsiz olan kiiltiirdeki hiicreler, kiiltiir sigsesinin ylizeyine yapisarak
tiremeye devam ederler. Bu sayede bir siire sonra tek tabaka halinde yiizeyi kaplarlar.
Sabit tipte inkiibasyon sirasinda kiiltiir hi¢ karistirilmaz. Bu durumda hiicreler kiiltiir
sisesinin bir yiizeyine yapisirlar. Doner tipte ise kiltlir sisesi hafif bir sekilde
dondiiriilerek inkiibe edilirler. Bu sayede hiicreler silindir seklinde olan sisenin tiim

yiizeyine yapisarak iirerler.

1.12.2.2. Siispansiyon Hiicre Kiiltiirleri

Kiltiir sisesi igerisine ekim yapildiktan sonra, hiicrelerin yiizeye yapismasin

engellemek i¢in, hiicre kiiltlirleri inkiibasyon sirasinda mekanik olarak karistirilir. Bu
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sayede iireyen hiicreler siv1 iginde siispansiyon halinde bulunurlar. Buna bagli olarak
da hiicreler bol miktarda iireme firsat1 yakalarlar. Bu tiir kiiltlrler genellikle antijen

ve as1 hazirlanmasinda kullanilir.

1.12.3. Hiicre Kiiltiirii Besiyerleri

1.12.3.1. Hiicre Uretme Besiyerleri

Bu besiyerleri dogal ve sentetik maddelerin belirli oranlarda karistirilmasiyla
hazirlanirlar. Hiicrelerin ¢abuk iiremesini aktive etmek i¢in azami diizeyde besleyici
madde igerirler. Hiicre tiremesi maksimum diizeye geldiginde, ya da hiicreler tek

tabaka halinde tirediginde bu besiyeri dokiilerek hiicre kiiltiiriine viriis ekimi yapilir.

1.12.3.2. Viriis Uretme Besiyerleri

Hiicre Kkiiltiirlerine virlis ekimi yapildiktan sonra, kiiltlir icerisine viriis {iretme
besiyerinden bir miktar ilave edilir. Bu besiyerinin 6zelligi hiicrelerin iiremesini
aktive etmeyen, yalnizca hiicrelerin canliliklarini siirdiirmesini saglayan nitelikte

olmasidir. Bu yiizden bu tiir besiyerleri daha az besleyici maddeler igerirler.

Besiyerlerinin esasini tamponlanmis fizyolojik tuzlu su olusturur. Bu siv1 igerisinde
anorganik maddeler, vitaminler, enzimler, plazma ve diger besleyici maddeler
bulunur. Ayrica bakteri ve mantar liremesini engellemek i¢in besiyeri igerisine

antimikrobikler katilir.

1.12.4. Kiiltiirde Viriisiin Uremesi

Tek tabaka olmus hiicre kiiltiirleri iizerine viriis ekildikten sonra, viriisiin inkiibasyon

siiresine uygun olarak belirli bir siire inkiibe edilir. Bu siire sonunda kiiltiirde viriis
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tireyip iremediginin arastirilmasi gerekir. Kiiltiirlerde viriis iiremesi ¢esitli belirtilere

bakilarak anlagilir.

Viriis ile enfekte olan hiicrelerde, viriis iremesine bagli olarak hiicrelerin morfolojik
yapilarinin bozulmasi, balonlagsmasi, bulunduklar1 yiizeyden hiicre kiiltiirii sivisina
dokiilmesi, nekrozlagsmasi ve erimesi gibi goriiniimlere sitopatik etki adi verilmekte

olup kisaca CPE olarak gosterilir (Poyraz).

Hiicre kiiltiirlerinde canli hiicrelerin metabolik faaliyetlerine ve artiklarina bagh
olarak besiyerinin baglangicta ndtr olan pH's1 asit tarafa dogru kayar. pH' nin
degisimi ise besiyeri icerisine katilan pH indikatorii ile anlagilir. PH asit tarafa
kaydig1 zaman besiyerinin pembe olan rengi sartya doniisiir. Hiicre kiiltiirii igerisinde
viriis liredigi zaman, hiicrelerin metabolik faaliyetleri durdugu i¢in besiyerinin pH' s1
degismeden kalir. Bu durumda pembe olan besiyerinin rengi degismez. Yani
besiyerinin rengi degisirse viriis iiremesi yok, degismezse viriis liremesi var anlamina

gelir.

Tam tabaka olmus hiicre kiiltiirlerine viriis ekildikten sonra, lizerine agar kaplanacak
olursa, icerisinde virlis bulunan hiicreler etrafinda smurli bir viriis ¢ogalmasi
olmaktadir. Enfekte hiicrelerin patlamasiyla ortama dokiilen viriisler yalnizca kendi
cevrelerindeki hiicreleri enfekte ederler. Bu durum ise sinirlt hiicre erimesine bagli
olarak seffaf yuvarlak alanlarin olugsmasia yol agar. Bu seffaf alanlara plak adi
verilmekte olup, gozle goriilebilirler. Saglam hiicrelerin bulundugu alanlar ise
bulanik olarak goriiliir. Agar kaplanmadigi durumlarda dokiilen viriisler hiicre
stvisina karigarak ortamdaki tiim hiicreleri enfekte edecegi i¢in, bu sekilde plak
olusumu gozlenmez. Plak olusumu yalnizca kiiltirde CPE yapan viriis liremesi

durumunda meydana gelir.
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Sekil 1.13, Hiicre kiiltiiriinde plak olusumu
Baz1 viriislerin hiicre kiiltiirlerinde liremesi sirasinda, hiicre igerisinde inkliizyon
cisimcigi adi verilen yapilar olusur. Olusan inkliizyon cisimciklerini direkt olarak
hiicre kiiltiiriinde gérmek miimkiin degildir. Bu yiizden hiicre kiiltiirlerinden alinan
ornek sitolojik yontemlerle boyanip, 151tk mikroskobunda incelenir. Hiicre iginde
gerek sitoplazmada, gerekse niikleusta inkliizyon cisimcigi olup olmadig: arastirilir.
Bazi virtisler girdikleri hiicre iginde ¢ekirdekte (herpes, papova, adenoviriisler gibi),
sitoplazmada (kuduz, ¢igek vb) veya bazilari hem c¢ekirdek hem de sitoplazmada
(kizamik, influenza vb) ¢ofu kez asit boyalar ile boyanip 1s1k mikroskopu ile
goriilebilen cisimler yaparlar. Inkliizyon cisimcikleri adi verilen bu cisimcikler bazi
viriisler i¢in virlislerin gelisme bdlgesi, bazi viriis enfeksiyonlarinda virilislerden
olusan kiimeler veya herpesviriislerde oldugu gibi viriislerin tiremesinden geriye

kalan artik maddelerdir.

1.12.5. interferens

CPE yapmayan viriislerin tanisina yonelik uygulanan bir deneydir. CPE yapmayan
virlis ireme ihtimali olan hiicre kiiltiirlerine, inkiibasyon siiresi sonunda viriis iireyip
tiremedigini anlamak i¢in, CPE yaptig1 kesin olarak bilinen baska bir viriis ekilir. Bir
stire inkiibe edildikten sonra hiicre kiiltiirinde CPE olup olmadig: arastirilir. Eger
CPE goriilmezse oOnceki viriis, sonradan ekilen viriisiin liremesine engel oldugu

anlamina gelir. CPE olusumu gozlenirse kiiltiirde 6nceden viriis tiremesi olmadigi
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anlasilir. Yani CPE pozitifse viriis iiremesi yok, CPE negatifse viriis iremesi vardir.
Bilinen antikorlar kullanilarak gesitli serolojik deneylerle hiicre kiiltiirii sivisinda

viral antijenlerin olup olmadig: arastirilir (Poyraz).

1.13. HDV Cahsmalarinda Kullanilan Hiicre Kiiltiir Sistemleri

Kullanilan hiicreler genellikle Huh-7 hiicreleri, insan embriyonik bobrek hiicreleri,
Huh-6 hiicreleri ve COS7 hiicreleridir. Kullanilan besiyerleri ise Fetal serum ve
genetisin ile zenginlestirilmis modifiye Dulbecco besiyeri, Fetal bovin, penisilin,

streptomisin, L-glutamat ile zenginlestirilmis DMEM besiyeridir.

HDV i¢in kullanilan hiicre kiltiir sistemleri incelenecek olursa 2 tip hiicre kiiltiir

sistemine rastlanmaktadir.

Ik sistemde HDV genomunun 1-2 veya 3’lii tekrarina sahip plazmitler hiicrelere
transfekte edilmekte ve plazmit izerinden HDV RNA’lar ¢ogalmaktadir (Kuo ve
ark., 1989, Macnaughton ve ark., 1993). Bu islem i¢in 6ncelikle cDNA kiitiiphaneleri
olusturulmaktadir. HDV enfekte dag siganlarindan (woodchuck) elde edilmis
RNA’lar kiitiiphaneleri olusturmak i¢in kullanilmaktadir. Daha sonra bu cDNA’lar
plazmit igerisine klonlanmaktadir. Klonlama isleminde ise oncelikle tek HDV ¢cDNA
dizisi plazmit icerisine sokulmakta, daha sonra plazmit iizerinde kesimleme
enzimleriyle kesimler (digestion) yapilarak ve eklemelerle (insertions) 2 veya 3 tane
HDV c¢DNA’sin1 art arda igeren plazmit elde edilmektedir (Kuo ve ark., 1989).
Bunun i¢in Kuo ve arkadaslar1 pSVL ekspresyon vektoriinii kullanmiglardir ve bu
pSVL (D3) plazmiti diger birgok arastirmaci tarafindan kullanilmaktadir (Gudima ve
ark., 2004; Pugnale ve ark., 2009). Daha sonra bu plazmit segilen hiicrelere
transfeksiyon kimyasallar1 yardimi ile veya elektroporasyon yontemi ile transfekte
edilmekte, hiicrelerden HDV RNA olusumu goézlenip gézlenmediginin arastirilmasi
amaciyla total RNA izolasyonu yapilmaktadir. HDV RNA Northern veya Western
analizleri, RT-PCR reaksiyonu i¢in kullanilmaktadir. Ayrica hiicreler HDAg nin

varligin1 gézlemlemek i¢in immunoflorasan yontemle boyanmaktadir.
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Ikinci sistemde ise HDV RNA’nin in vitro transkripsiyonu yapilarak delta antjenini
kodlayan mRNA ile birlikte hiicrelere transfekte edilmektedir (Glenn ve ark., 1990).
Bu islem i¢in daha 6nce olusturulmus HDV dizisi i¢eren plazmit kesim enzimleriyle
lineer hale getirilmektedir. Genomik ve antigenomik RNA’lar T7 promotor ve
sonlandirici (terminater) bolgelerini iceren plazmitler in vitro transkripsiyon yontemi
ile {dretilmektedir. Aym1 zamanda delta proteini kodlayan mRNA’larda
iretilmektedir. Daha sonra HDV RNA’lar delta proteinin kodlayan mRNA’larla
birlikte hiicrelere kotransfeksiyonlari yapilmaktadir. Total RNA izolasyonu ve HDV
varligint goézlemlemek igin yapilan testler ise diger sistemle aynidir (Guadima ve

ark., 2004).

Bu sistemlerden farkli olarak Chang ve arkadaslar1i TET kontrolinde HDV
replikasyonunu 1 yil diisiik seviyede koruyan bir hiicre kiiltiir sistemi
gelistirmislerdir. Bu sistemde hiicre hatt1 2 tane plazmit ile transfekte edilmektedir.
HDV genom replikasyonu RNA transfeksiyonu ile baslamaktadir. Gen ekspresyonu
TET kontrolii altinda oldugundan TET yoklugunda ortamda diisiik seviyede HDAg
ve HDV RNA olusmaktadir. Bu durum da HDV replikasyonunun 1 yil boyunca
korunmas: gibi bir avantaj saglamaktadir. Ortama TET eklendigi durumda ise HDV
RNA dramatik bir sekilde artmakta ve buna paralel olarak HDAg oraninda da artis
meydana gelmektedir (Chang ve ark., 2005).

1.14. Amag

Hiicre kiiltiir sistemleri HDV hayat dongiisiiniin arastirilmasinda, hastalifin olusum
mekanizmalarimin  veya tedavi yOntemlerinin arastirilmasinda sik  kullanilan
yontemdir. Hepatit Delta viriisiiniin replikasyonunun gergeklestigi hiicre kiiltiir
sistemi olusturmak bu calismadaki Oncelikli amactir. Eger basarili replikasyon
oranlar1 gozlemlenirse, olusturulan bu sistemin ¢esitli antivirallerin viris
replikasyonun  iizerindeki etkinliginin  arastirilmast amaciyla  kullanilmasi

amaglanmaktadir.
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2. GEREC ve YONTEMLER

2.1. Gerecler

2.1.1. Hiicre Kiiltiir Hatt

Hepatit Delta viriisii igin Huh-7 hiicreleri kullanilmistir. Huh-7 hiicre kiiltiir hatt1 %1

L-Glutamin, %1 penisilin/streptomisin,

%10 fetal bovin serum (FBS) ile

zenginlestirilmis DMEM ile biyitilmiistir. Hiicreler 37C’de %5 CO; iceren

inkiibatorde cogaltilmistir.

2.1.2. Primer ve Problar

Cizelge 2.1, Calisma icin kullanilan primer ve problarin dizileri

Primer 5413 5’ GCC CAG GTC GGA CCG CGA GGA GGT 3°

Primer 8276 5 ACA AGG AGA GGC AGG ATCACCGAC 3

Primer 5414 5 GAG ATG CCA TGC CGA CCC GAA GAG 3

Primer 5415 5 GAA GGA AGG CCCTCGAGAACAAGA Y

J-1 5’ GGT GGA GAT GCCATG CGG ¥’
J-G 5’ CAGTGA ATAAAGCGGGITTCCA ¥
J-Prob 5° CCC GAA GAG GAA AGA AGG ACG CGA GACG 3’

(5 FAM, 3° TAMRA isaretli)

2.1.3. Kimyasal Maddeler

Agaroz

Amfisilin

Dulbecco’s MEM

DMSO

dNTP

Etanol

Fetal Bovin Serum (FBS)

FUGENE HD Transfection Reagent

Vivantis, Malezya
Applichem, Almanya
Biochrom, Almanya
Applichem, Almanya
Fermentas, Avrupa
Kimetsan, Tiirkiye
Biochrom, Almanya
Roche, Almanya
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Izopropanol Applichem, Almanya
Incubation Buffer for AMV Roche, Almanya
Kloroform Applichem, Almanya
LB Agar-Powder Applichem, Almanya
L-Glutamin Biochrom, Almanya
MgCl: Fermentas, Avrupa
Optimem GIBCO, Amerika
PBS-Dulbecco Biochrom, Almanya
Penisilin/Streptomisin Sigma-Aldrich, ingiltere
RNaz igermeyen su

Taq Buffer with KCI Fermentas, Avrupa
Triphan Blue Biological Industries, Israil
Tripsin EDTA Biochrom, Almanya
Trizol Invitrogen, Amerika

X-treme Gene HP DNA Transfection Reagent Roche, Almanya

2.1.4. Tampon ve Cozeltiler

Agaroz Jel Yiikleme Tamponu (6X):

%0,05 Bromofenol mavi, %15 Fikol, %0,05 Ksilen Siyanol
Tris Asetik Asit EDTA Tamponu (TAE) (5X):

0,2 M Tris base, 0,09 M Glasiyal asetik asit, 0,05 M EDTA

2.1.5. Enzimler

DNaz | Macherey-Nagel, Almanya
Taq DNA Polimeraz Fermentas, Avrupa
Reverse Transcriptase AMV Roche, Almanya

rTth DNA Polimeraz Applied Biosystems, Amerika



2.1.6. Kullanilan Cihazlar

ABI PRISM 310 Genetic Analyzer
Ceker Ocak

Hassas Terazi

Jel Gortintiileme Sistemi
Karbondiyoksitli inkiibatér

Kuru Blok

Light Cycler 480 Real-time PCR Cihaz1
Mikrodalga

Nanodrop

pH metre

Sogutmali Santrifii

Su Banyosu

Thermal Cycler PCR Cihazi
Vorteks

2.1.7. Kullamlan Kitler

Nucleospin Plasmid

High Pure Viral RNA Kit

Tagman EZ-RT PCR Core Reagent

Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit

2.2. Yontemler

2.2.1. Bakteride Plazmit Uretilmesi

31

Perkin Elmer, Amerika
clanLAF

Sartorius, Almanya
Obitek, Tirkiye
Sanyo, Avrupa
Techne, ingiltere
Roche, Almanya
Arcelik, Tiirkiye
ACTGene, Amerika
Mettler Toledo, Isvigre
Hettich, Almanya
Memmert, Avrupa
Eppendorf, Almanya
Niive, Tiirkiye

Macherey Nagel, Almanya
Roche, Almanya

Applied Biosystems, Amerika
Applied Biosystems, Amerika

1. 50 ml siv1 besiyerine (LB Broth) 50 mg amfisilin eklendi

2. Besiyeri 15 ml’lik falkonlara 5 ml olacak sekilde dagitildi.
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4.
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—380 °C’de dobdurulmus bakteri stogundan pipetin ucuna alinarak besiyerine
ekim yapildi.
Bakteriler 1 gece 37 °C’de karistiricida biiyiittildii.

2.2.2. Plazmit DNA izolasyonu

Falkonlarin igerisindeki pipet ucu ¢ikarildi ve E.coli LB besiyeri 5000 rpm’de
20 dakika santrifiij edildi.

Stipernatant atildi.

3. Pelet 250 ul A1 tamponu igerisinde ¢oziildii.

7.
8.
9.

Uzerine 250 pl A2 tamponu eklendi ve 5 dakika oda sicakliginda inkiibe
edildi.

300 pl A3 tamponu da eklenerek 11000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi.
Stipernatant silikali tiiplere aktarildi ve 1 dakika 11000 rpm’de santrifiij
edildi.

600 pl A4 tamponu eklendi ve 1 dakika 11000 rpm’de santrifiij edildi.

Tipler 2 dakika 11000 rpm’de bos ¢evrildi.

Silikali tiipler eppendorf tiiplerine aktarildi ve 50 pl su eklendi.

10. 1 dakika oda sicakliginda bekletildi.
11. 11000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

2.2.3. Agaroz Jel Elektroforezi (%1°lik)

Ll

35 ml 1X TAE tamponu igerisine 0,35 g agaroz eklendi.

Karisim mikrodalgada 1sitild1 ve igerisine etidyum bromid eklendi.
Jel donduktan sonra yiikleme yapildi ve 100V’da jel yuritiildd.
UV altinda plazmitler gézlemlendi.



2.2.4. Plazmit Delta PCR Yontemi

Izolasyonu yapilan plazmitlerin hepatit delta viriisiiniin c¢DNA’sin1

igcermediklerini kontrol amaciyla Nested-PCR yontemi ile PCR’lar1 yapildi.

Tur PCR Reaksiyonu:
e {leri primer (10 pmol)
e Geri primer (10 pmol)
e 10X Tag Tampon
e dNTP (2 mM)
e MgCl2
e Taq DNA polimeraz
e dH,O
e Plazmit
Tur PCR Reaksiyon Kosullari:
95 °C 5 dakika
95°C30s N
60°C30s
58 °C 30 s > 35Dongi
56°C30s
72°C30s
72 °C 7 dakika
Tur PCR Reaksiyonu:

e {leri primer (10 pmol)
e Geri primer (10 pmol)
e 10X Tag Tampon

e dNTP (2 mM)

e MgCl2

e Tag DNA polimeraz
e dH20

e Kalip DNA

D 2ul

D 2ul
:5ul

s 5ul
:3ul
:0,5ul
127,51
s 5ul

2 2ul

s 2ul

s 5ul

s 5ul
:3ul
:0,5ul
:29,5ul
:3ul
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Tur PCR Reaksiyon Kosullar::
94 °C 5 dakika
94°C30s
60°C30s 30 Dongii
72 °C 1 dakika
72 °C 7 dakika

2.2.5. Agaroz Jel Elektroforezi

1.
2.

% 1’lik agaroz jel hazirlandu.

Delta PCR’lar1 yapilan plazmitlerden iglerinde delta olanlar goriintiilendi.

2.2.6. Huh-7 Hiicrelerin Transfeksiyon I¢in Saymm ve Ekimi

M WD

9.

Flasklarin igerisindeki besiyeri atildi.

PBS ile yikama yapildi.

Tripsin-EDTA eklendi ve tiim ylizeye yayildi.

Tripsin-EDTA atildiktan sonra flasklar 37 °C’de bir siire bekletildi (yaklagik
2dakika).

Hiicrelerin yiizeyden kalktig1 gozlemlendi ve igerisine besiyeri eklenerek, al-
ver ve duvara ¢arptirma yontemi ile toplu hale gelmis hiicrelerin birbirinden
ayrilmasi saglandi.

Eppendorf tiipiine 12,5 ul hiicre 12,5 pl triphan blue eklendi.

Hiicre saymmi yapilacak olan hemositometre alkolle temizlendi ve tizeri lamla
kapatilarak, arada kalan bolgeye triphan blue ile boyanmis hiicreler koyuldu.
Mikroskopta canli hiicrelerin sayimi yapildi. (Canli hiicreler seffaf, cansiz
hiicreler mavi renkte olanlar).

Hiicre sayim1 yapilirken hep ayn1 4 karedeki hiicrelerin sayimi yapildi.

10. Sayim yapildiktan sonra hesaplamalar yapilarak hiicreler ekildi.
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6 kuyucuklu tabak i¢in her kuyuya 2 ml besiyeri, 5x10"5 hiicre ekildi.

24 kuyucuklu tabak i¢in her kuyuya 500 pl besiyeri, 5x1074 hiicre ekildi.

Hesaplamalar i¢in ise agagidaki formiil kullanildi;

5x 10”4 x 2 x hiicre sayi1s1

2.2.1.

L (diliisyon orani)

Icerisinde Delta Olan Plazmitlerin Huh-7 Hiicrelerine Transfeksiyonu

Kuyulara ekilen hiicrelere eklenmek {izere transfeksiyon karisimi hazirlandi.

Kompleks igin:

1.

5.
6.
7.

Ayni

Eppendorf tiipline optimem besiyeri eklendi (karistmi 100 pl’ye
tamamlayacak sekilde)
GFP 0,1 pg olacak sekilde besiyerinin ortasina eklendi, karisim birazcik
calkaland.
Delta plazmiti 2 ug olacak sekilde besiyerinin ortasina eklendi, karisim
birazcik ¢alkalandi.
FuGENE HD Tranfection Reagent 5 pl olacak sekilde karisimin ortasina
eklendi, karisim birazcik ¢alkalandi.
Karisim 15-20 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.
Karigim hiicrelere zarar vermeden hiicrelerin tam ortasina birakildi.
Transfekte edilmis hiicreler inkiibatére kaldirildi.

sekilde X-treme GENE HP DNA Tranfection Reagent i¢in de bir karisim

hazirlandi.

1.
2.

Eppendorf tiiptine 100 pul optimem besiyeri eklendi.

GFP 0,1 pg olacak sekilde besiyerinin ortasina eklendi, karigim birazcik
calkaland.

Delta plazmiti 1 pg olacak sekilde besiyerinin ortasina eklendi, karisim
birazcik ¢alkalandi.

FuGENE HD Tranfection Reagent 4 pl olacak sekilde karisimin ortasina

eklendi, karisim birazcik ¢alkaland.
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5. Karisim 30 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.
6. Karisim hiicrelere zarar vermeden hiicrelerin bulundugu kuyuya damla damla
dagitildi.

7. Transfekte edilmis hiicreler inkiibatore kaldirildi.

2.2.8. Hiicre Kiiltiiriinden Ornek Toplanmasi

Ekimi ve transfeksiyonu yapilmis hiicrelerden her giin 6rnekler toplanarak viriis
replikasyon oranlar1 giin giin taranmistir. Ornek toplama islemi Trizol kullanilarak
yapilmistir.

1. Besiyeri kuyulardan ¢ekildi ve atildi.

2. Kuyulara Trizol eklenerek pipetle al-ver islemi yapildi ve 5 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildi (6 kuyucuklu tabaklar i¢im 1ml Trizol, 24
kuyucuklu tabaklar i¢in 250 pl Trizol kullanild1).

3. Inkiibasyondan sonra drnekler eppendorf tiiplerine alindi.

4. Ornekler calisilacaksa hemen izolasyon islemine gegildi.

5. Daha sonra izolasyonu yapilacak drnekler ise -80 °C’de saklandi.

2.2.9. Total RNA izolasyonu

Total RNA izolasyonu Molecular Research Center’dan alimmistir. Asagidaki
miktarlar 6 kuyucuklu tabak icin gecerlidir. 24 kuyucuklu tabakta ise bu miktarlarin
Y4 oranlar1 kullanilmaktadir.
1. Trizol ile toplanan hiicrelere 200 pl kloroform eklendi, 15 s vortekslendi, 2-
15 dakika oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra 12000 rpm’de 4 °C’de 15
dakika santrifiij edildi.
2. Ustte kalan s1v1 faz (aqueous) yeni eppendorf tiipiine alindi, {izerine 500 ul
izopropanol eklendi, 5-10 s vortekslendi, 5-10 dakika oda sicakliginda
inkiibe edildikten sonra 12000 rpm’de 4-25 °C’de 8 dakika santrifiij edildi.
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3. Siipernatant atildi, pellet 1ml %75’lik etanolle yikandi. 7500 rpm’de 4-25
°C’de 5 dakika santrifiij edildi.

4. Etanol uzaklastirildi, pelletler 3-5 dakika kurutuldu.

5. 100 pl Rnaz icermeyen su eklenerek 55-°60 C’de 10-15 dakika bekletildi.

6. RNA’lar ¢alisilmak iizere -80 °C’de saklandi.

2.2.10. DNaz ile Muamele

DNaz ile muamele i¢in kullanilan 6rnek miktarlari:

e RNA :1lpg
e 10X DNaz I reaksiyon tamponu : 1 ul
e DNazl : 1l
e DEPC-su : 10 pl’ye tamamlandi

Oda sicakliginda 15 dakika inkiibe edildi. Daha sonra DNaz I inaktivasyonu i¢in her
orege 1 ul 25 mM EDTA soliisyonu eklendi ve 10 dakika 65 °C’de 1sitildi. RNA

ornekleri amplifikasyona hazir hale getirildi.

2.2.11. Real-Time RT PCR

HDV Real-Time PCR EZ-Taqman kiti kullanilarak yapilmaktadir ve bu sistem

laboratuvarimizda doptimize edilmistir.

PCR Reaksiyonu:

e dH,0 :2,6ul
e EZ-Tagman Tamponu :2,5ul
e Mangan :1,5ul
e dATP £ 0,4ul
e dGTP £ 0,4ul
e dUTP £ 0,4l
e dCTP £ 0,4l

e primer (J-ileri)(10 pmol) :0,5ul



e primer (J-geri)(10 pmol)
e prob (J)(5 pmol)

e UNG

e Tth DNA polimeraz

e RNA
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:0,5ul
:0,5ul
:0,1pl
:0,25ul
1 2,5ul

Cizelge 2.2, HDV Real-Time RT PCR Reaksiyon Kosullari

40 Dongii
UNG Ters UNG Denaturasyon | Baglanma/Uzama
Aktivasyonu | Transkripsiyon | Inhibisyonu
50 °C 60 °C 95°C 94°C 60 °C
2 dakika 30 dakika 5 dakika 20 saniye 1 dakika

2.2.12. Konvansiyonel PCR

Konvansiyonel PCR’da ise Reverse-Transcriptase PCR yapilmaktadir. Oncelikle
RNA’lardan komplementer DNA (cDNA) fiiretilmekte, daha sonra Nested-PCR

yapilarak DNA’lar ¢ogaltilmaktadir.

cDNA Reaksiyonu:

e Geri primer (10 pmol)

e dNTP (2 mM)

e AMV RT Tampon

e dH,O

e AMV Reverse Transcriptase

e RNA

cDNA Reaksiyon Kosullari:
42 °C’de 1,5 saat

l. Tur PCR Reaksiyonu:
e lleri primer (10 pmol)

e Geri primer (10 pmol)

2 2ul
s4ul
s 4l
:4,8ul
:0,2ul
s 5ul

2 2ul
s 2ul



e 10X Tag Tampon
e dNTP (2 mM)

° MgC|2

e Taq DNA polimeraz

o deO
e CcDNA

Tur PCR Reaksiyon Kosullari:

95 °C 5 dakika

95°C30s
60°C30s
58°C30s
56°C30s
72°C30s

N

J

72 °C 7 dakika
Tur PCR Reaksiyonu:

> 35 Dongti

e {leri primer (10 pmol)

e Geri primer (10 pmol)

e 10X Taq Tampon
e dNTP (2 mM)

(] MgC|2

e Taq DNA polimeraz

L deO

e Kalip DNA

Tur PCR Reaksiyon Kosullar::

94 °C 5 dakika

94°C30s
60°C30s

72 °C 1 dakika
72 °C 7 dakika

30 Dongti

39

:5ul
:5ul
:3ul
:0,5ul
2 27,5pu1
:5ul

2 2ul

2 2ul

- 5ul

s 5ul
:3ul
:0,5ul
:29,5ul
2 3ul
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2.2.13. Agaroz Jel Elektroforezi

1. % 1’lik agaroz jel hazirlandi.
2. Delta PCR’lar1 yapilan hiicre kiiltiir 6rneklerinden hiicre igerisine girip

replike olan hepatit delta virtisleri goriintiilendi.
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3. BULGULAR

3.1. Bakteride Plazmit Uretilmesi

Bakteride cogaltilan plazmitler izole edilmis ve izole edilen plazmitler jelde
goriintiilenmigstir (Sekil 3.1). Daha sonra bu plazmitlerin yogunluklar1 nanodrop ile
Ol¢iilmiistiir. Ayrica kontrol plazmiti olarak kullanilacak olan GFP {ireten

plazmitlerde ayn1 yontemle biiyiitiillip, izole edilmistir.

D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9 D10 GFP1 GFP2 GFP3 GFP4 GFP5

) ) — —

) — — — — — !\

-

Sekil 3.1, izole edilmis plazmitlerin Delta plazmitlerinin ve GFP’lerin %1°lik agaroz jelde
goriintiilenmesi

3.2. Plazmit Delta PCR Yo6ntemi

Izole edilmis plazmitlerin nested-PCR yontemi ile amplifikasyonu yapilmis ve
boylece iclerinde delta cDNA’sini igeren plazmitlerin PCR’lar1 pozitif ¢ikmistir
(Sekil 3.2). Bu plazmitler hiicre kiiltiiriinde transfeksiyon yapilmak iizere +4 C’de

saklanmustir.
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D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8, D9 D10 D11 D12 D13 Di4

Sekil 3.2, Delta PCR’lar1 yapilmis olan plazmitlerin %1°lik agaroz jelde goriintiilenmesi

3.3. Plazmitin Icerisinde Bulunan Delta’nin Genom Dizisi

TCACCTCCAGAGGACCCCTTCAGCGAACAGAAGAGTCTTCAGGATCAGGAGTAAGACCA
TAGCGATGGGGGGAGATGCTAGGAGTTAGAGGAGACCGAAGCGAGGAGGAAAGCAAAG
AAAGCAACGGGGCTAGTCGGCAGGTGTTCCGCCCCCCGAGAGGGGAAGAGTGAGGCTTA
TCCCGGGGAACTCGGCGTATCGTCCCCACATAGCAGCTCCCGAGCCCCCTCCTAAAATGA
CCGGAGGTGGAGCTTGGAGCGCGAGGGGACCCAGCGGAGCCATGGGATGCCCTTCCCGA
TTCCGTCCATCCCCCACCCCGAGAGGGTCGCCCAGGAATGGCGGGACCCCACTCAACTGG
GGTCCGCGTTCCATCCTTTCTTACCTGATGGCCGGCATGGTCCCAGCCTGCTCGCTGGCGC
CGGCTGGGCAACATTCCGAGGGGACCGTCCCCTCGGTAATGGCGAATGGGACCCAGAAA
TCTCTCTAGATTCCCAGAGAGAATCGAGAGAAAACTGGCTCTCCCTTAGCCATCCGAGAG
GGACGTCTGTCCTCCTTCGGATGCCCAGGTCGGACCGCGAGGAGGTGGAGATGCCATGC
CGACCCGAAGAGGAAAGAAGGACGCGAGACGCAAACCCGTGAGTGGATACCCGTTTATT
CACTGGGGTCGACAACTCTGGGGAGAGAAGGGAGGATCGGATGGGAAGAGTATATCCTA
TGGGAATCCCTGAGTCCCCCTCGTGTCCAGCCCATCCCCGTGTCTGTGGAAGGGGGACTC
CGGGACGCCTTGCATGCTGGGGACGAAGCCGCCCCCGGGCGCTCCCCTCTGTCCACCTTC
GAGGGGGTTCACACCTCCAGTCGACGGGCCGGCTACTCTTCTTTCCCTTCTCTCGTCTTCC
TCGGTCAACCTCTTGAGTTCCTCTTCTTCCTCCCTGCTGAGGTTCTTCCCTCCTCC

3.4. icerisinde Delta Olan Plazmitlerin ve GFP’lerin Huh-7 Hiicrelerine Birlikte
Transfeksiyonu

Hiicreler ekildikten sonra transfeksiyonlari FuGENE HD Transfection Reagent
kullanilarak yapilmistir. Kontrol plazmidi olan GFP’ler transfeksiyon yapildiktan 48-
72 saat sonra mikroskop altinda goriintiilenmistir (Sekil 3.3). Boylece plazmitlerin

hiicre igerisine basari ile girdikleri anlasilmistir.



Sekil 3.3, Kontrol plazmiti GFP’lerin hiicre kiiltiirinde mikroskop altinda goriiniimii
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Ayrica hiicreler ekildikten sonra transfeksiyonlar1 X-treme GENE HP DNA

Transfection Reagent kullanilarak yapilmistir ve burada da GFP’ler kontrol plazmiti

olarak kullanilmistir.

3.5. Real-Time RT PCR

Hiicre kiiltiiriinden belirli giinlerde toplanan 6rneklerin Trizol kimyasali yontemi ile

total RNA izolasyonlar1 yapilmig, daha sonra bu RNA’larin HDV Real-Time RT

PCR’lar1 yapilmistir (Tablo 3.1 ve 3.2).

Cizelge 3.1, RT-PCR Sonuglar1 (FuGENE HD Tranfection Reagent kullanilarak yapilan deney)

3.giin 1,0 x 10”2 kopya/ml
6.giin 1,5 x 10"4 kopya/ml
9.giin 6,5 x 10”3 kopya/ml
13.gilin 3,1 x 10"3 kopya/ml
15.glin 7,1 x 10"3 kopya/ml
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Cizelge 3.2, RT-PCR Sonuglar1 (X-treme GENE HP DNA Tranfection Reagent kullanilarak yapilan

deney)
2. giin 3,7 x 10”2 kopya/ml
3.giin 6,7 x 10"2 kopya/ml
4.gilin 7,3 x 10”2 kopya/mi
5.giin 1,4 x 10”3 kopya/ml
6.giin 5,4 x 10”2 kopya/mi
7.giin 5,0 x 10"2 kopya/ml
8.glin 5,3 x 10"2 kopya/ml
9.giin 3,7 x 10”2 kopya/mi
10.gilin 2,9 x 10"2 kopya/ml
11.glin 8,7 x 10"1 kopya/ml
12.gilin 1,3 x 10”2 kopya/ml
13. giin 1,7 x 1072 kopya/mi

3.6. Konvansiyonel PCR

Hiicre kiiltiiriinden belirli giinlerde toplanan 6rneklerin Trizol kimyasali yontemi ile

total RNA izolasyonlar1 yapilmis, daha sonra bu RNA’lardan ¢cDNA elde edilmis,

bunlarin da nested-PCR yontemi ile amplifikasyonu yapilmigtir (Sekil 3.4, 3.5).

Sekil 3.4, Hiicre kiiltiirlinden toplanan 6rneklerden elde edilmis total RNA’larin delta PCR’lariin

%1°lik agaroz jelde goriintiilenmesi (FuGENE HD Tranfection Reagent kullanilarak yapilan deney)
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Sekil 3.5, Hiicre kiiltiiriinden toplanan orneklerden elde edilmis total RNA’larin delta PCR’larinin
%1’lik agaroz jelde goriintilenmesi (X-treme GENE HP DNA Tranfection Reagent kullanilarak
yapilan deney)
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4. TARTISMA

Hepatit Delta virlisi hiicre kiiltiir sistemleri virlisiin yagam dongiistiniin
aragtirtlmasinda, hiicreye giris, replikasyon, hiicreden ¢ikis gibi adimlarda
gergceklesen mekanizmalarin molekiiler olarak arastirilmasinda, hastalik olustugunda
meydana gelen fizyolojik durumlarin incelenmesinde ve antiviral tedavi
yontemlerinin gelisimi i¢in g¢esitli ilag ve ila¢ bilesenlerinin denenmesinde
kullanilmaktadir. Bunun i¢in HDV c¢DNA’sin1 igeren plazmit veya HDV RNA ile
birlikte delta antijenini kodlayan mRNA transfeksiyonu yapilmaktadir. Bu ¢alismada
kullanilan sistemde ise HDV ¢cDNA’sin1 iceren plazmit hiicreye gonderilmektedir.
Hiicreye transfeksiyon igin ise kimyasal yontem kullanilmaktadir. Bu calismada
Roche markasmin iki farkli iiriinii transfeksiyon icin kullanilmustir. Oncelikle
FuGENE HD Tranfection Reagent kullanilarak deney optimizasyonu saglanmuistir.
Kitin protokoliinde kullanilan oranlar sirasiyla denenmistir; 3:2, 4:2, 5:2, 6:2, 7:2,
8:2, 9:2, 10:2,11:2, 12:2. Burada DNA miktar1 hep sabit kalmis (2 pg/pl),
transfeksiyon kimyasali ise yukaridaki oranlarda denenmistir. Yiiksek replikasyon
oranlar1 i¢in Onerilen ekstra 9-12 arasindaki oranlarda da calisilmistir ve HDV
replikasyonu 5:2 oraninda gozlemlenmistir. Daha sonra bu oran tekrarlanmis ve
hiicreler belirli giin araliklariyla toplanarak total RNA izolasyonlar1 yapilmis, elde
edilen RNA’lardan RT-PCR ve Real-time RT-PCR deneyleri yapilmistir. Total RNA
izolasyonu i¢in Trizol kimyasali yontemi (Molecular Research Center) kullanilmus,
ayn1 zamanda viral RNA izolasyonu da denenmistir. Daha sonra Trizol kimyasali ile
izolasyon ydnteminin kullanilmasi kararlastirilmistir. Izolasyondan sonra islem
sirasinda alimmis olabilecek DNA’lardan kurtulma amaci ile DNaz ile muamele
islemi yapilmistir ¢iinkii var olan DNA’lar Real-time RT-PCR deneyini
etkileyebilmektedir. Ayrica hiicre kiiltiiriine transfekte edilmis olan ve hiicreler
toplanirken yikama sirasinda arta kalmig olan plazmitlerden kurtulma amaci ile de bu
DNaz ile muamele islemi yapilmaktadir. Muamele islemi bittikten sonra PCR ile
tiretilen DNA’lar1 da parcalayabilme etkisi oldugundan dolayr bu DNaz’lar inaktif

hale getirilmistir. Tiim bu islemlerden sonra PCR deneyleri yapilmistir.
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Sonuglar karsilastirildiginda viriis kopya sayisina en ¢ok (1,5 x 104 kopya/ml ) 6.
giinden alinan Orneklerde rastlanmistir. Daha sonra deney tekrarlamak icin ayni
malzemeden istenmis ancak firma FuGENE HD Tranfection Reagent yerine onun bir
sonraki versiyonu X-treme GENE HP DNA Tranfection Reagent {liretmeye
basladigindan deney bu malzeme ile tekrar optimize edilmistir. Burada ise yine kitin
onerdigi sekilde farkli oranlar denemistir; 1:1, 2:1, 3:1, 4:1, 5:1, 6:1. HDV
replikasyonu bu deneyde 4:1 oraninda gozlemlenmis ve bu oranda deney
tekrarlanarak, hiicre kiiltiiriinden her giin 6rnekler toplanmistir. Bu drneklerden total
RNA izolasyonlar1 yapilmis ve daha sonra ayni sekilde RT-PCR ve Real-time RT-
PCR deneyleri yapilmistir. Sonuglar incelendiginde ise viriis kopya sayisina en ¢ok
(1,4 x 10”3 kopya/ml) 5. giinden alinan 6rneklerde rastlanmistir. Her iki deneyin de
sonuglari incelendiginde FuGENE HD Tranfection Reagent ile yapilan ilk deneyde
daha yiiksek viriis kopya sayist gozlenmistir. Ancak bu say1 da antiviral ilaglarin
caligilabilmesi icin yeterli bir kopya sayis1 degildir. Daha sonra kullanilan X-treme
GENE HP DNA Tranfection Reagent ile yapilan deneylerde viriis kopya sayist ¢ok
diismiistiir. Buna sebep olarak kimyasal gosterilebilir ancak hiicrelerin uzun siire
pasajlanmas1 ve plazmitlerin stoklarindan c¢ikarilarak tekrar elde edilmelerindeki
siireclerde de deneysel hatalar meydana gelmis olabilir. Transfeksiyon esnasinda
bir¢ok farkli oran ve inkiibasyon siirelerini denenmesine ragmen her iki kimyasal i¢in
de viriis kopya sayisi yiliksek oranda elde edilememistir.

Sonuglara bakildiginda yeni bir transfeksiyon yontemi veya kimyasalinin
denenmesindense, gen¢ hiicre hatti ile ve yeniden tasarlanmis plazmit ile deney
bastan optimize edilmelidir. Boylece daha yiiksek oranlarda viriis replikasyonu elde

edilebilir ve bdylece sistem iizerinde antiviral denemeleri yapilabilir.
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5. SONUC VE ONERILER

Deneyin sonuglari incelendiginde viriis replikasyonu sistemde gozlemlenmistir ancak
bu oran istenilen miktarda olmamistir. Farkli kimyasallar denendigi ig¢in yeni bir
deney tasarlandiginda 6ncelikle plazmit bastan iiretilmeli ve HDV ¢cDNA’nin 3’li
kopyasini igermesi gerekmektedir ¢iinkii replikasyonun artirilmasi i¢in makaleler
tarafindan Onerilen 3’lii kopyaya sahip plazmitlerdir. Ayn1 zamanda farkli hiicre
hatlarinda deney oranlar1 denenebilir, béylece HDV’nin yasadigi in vitro ortam
uygun sekilde saglanarak belki replikasyon orani artirilabilir. Boylece istenilen

sistem elde edilmis ve antiviral denemeleri i¢in uygun ortam saglanmis olur.
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OZET

Yeni Antiviral Molekiillerin Taranmasi i¢in Hepatit Delta Viriisiiniin Replike
Olabildigi Hiicre Kiiltiir Sisteminin Olusturulmasi

Bu calismada yeni antiviral molekiillerin taranmasi i¢in Hepatit delta virlisiiniin
replike olabildigi hiicre kiiltiir sisteminin olusturulmasi amag¢lanmaktadir. Bunun i¢in
oncelikle hiicre kiiltiir sistemi i¢in yaygin olarak kullanilan Huh-7 hiicre hatti
sec¢ilmis ve bu hiicreler kiiltiirde bliylitiilmiistiir. Daha sonra transfeksiyona hazir hale
gelen Huh-7 hiicrelerine, HDV c¢DNA’sin1 igeren plazmit kimyasal yontem
kullanilarak transfekte edilmistir. Transfeksiyonda pozitif kontrol olarak GFP
kullanilmistir ve HDV plazmiti ile GFP transfeksiyonu birlikte yapilmaktadir. GFP
1s1malart transfeksiyonun basarili oldugu anlamina gelmektedir. Daha sonra hiicre
kiiltir siteminden Ornekler toplanip, trizol kimyasali yontemi ile total RNA
izolasyonu yapilmistir. Bu 6rneklerden HDV Real-Time RT PCR yontemi ile viriis
kopya sayist belirlenmis ve HDV genomunun replikasyon oranina bakilmistir. Real-
Time RT PCR ve konvansiyonel PCR sonuglari incelendiginde sistemde viriis
replikasyonu goézlemlenmistir, ancak istenilen yiikseklikte kopya sayist elde
edilememistir. Replikasyonun en ¢ok oldugu giinler ise 5. ve 6. giinler olarak
goriilmustiir. Bu sistem ileri asamalarda virlis tizerinde ilag etkilesimlerinin
gozlemlenmesi amaciyla kullanilabilir, ancak ilag etkilesimlerini incelemek i¢in viriis
kopya sayis1 yiikseltilmelidir.

Anahtar Sozciikler: Hepatit delta viriisii, HDV Real-Time RT PCR, Huh-7, hiicre
kiltiirii, replikasyon.
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SUMMARY

Development of a Novel Cell Culture System For Hepatitis Delta Virus Genome
Replication to Study New Antiviral Agents

The aim of this study is development of a novel cell culture system for hepatitis delta
virus genome replication to study new antiviral agents. Firstly, common Huh-7 cell
line was selected and they were cultured. After cultivation, plasmid wich contains
HDV cDNA sequnce and GFP were cotransfected into the cell line chemically.
Transfection was accepted succesful by controling GFP under fluorescence
microscopy. After controling, samples were collected from cell culture and total
RNA was extracted with Tri Reagent method. Total RNAs were amplified by Real-
Time RT PCR and conventional PCR methods. According to Real-Time RT PCR
results, HDV could replicate in system, but the viral load copy was not enuogh for
studying antiviral agents. The highest viral load was seen in 5. and 6. days. This
system is using for studying antiviral agents-virus interaction, but viral load must be
increased.

Key words: Cell culture, hepatitis delta virus, HDV Real-Time RT PCR, Huh-7,
replication.
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