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GIRiS

Insan hepatit virtisleri, hepatit A’ dem hepatit E' ye
kadar, 5 ayn viris ailesine mensupturlar ve her
birinin farkh genomik yapilan ve replikasyon
stratejileri vardir. Aynca klinik &zellikleri de farkliik
gosterir. HAV ve HEV enfeksiyonlarn, hemen her
zaman gegicidir ve esas olarak fekal-oral yoldan
bulasular. Buna karsy, HBV, HCV ve HDV enfeksiy-
onlan gegici veya kronik olabilir ve parenteral yol-
larla bulagitlar. Bu farkliiklonn yoninda ortak baz
oOzellikleri vardir.  Birincisi, hepsi hepatositleri
enfekte ederler ve burada replike olurlar. Ikincisi,
hepsi dinlenen hucrelerde enfeksiyona sebep olur
ve replike olurlar. Saghkh bir karacigerde
hepatositler ¢cok ender hucre siklusuna girer ve
boluntrler. Uctincust, hepatosit enfeksiyonu,
genellikle, Uretkendir ama sitolitik dedildir.

Benzerliklerinin  yaninda, hepatit virtslerinin
enfeksiyon ve patogenez mekanizmalon farklihk
gosterir. Birincisi, hedef hucre belirliligi aymni
olmasina ragmen, hepatositlere girmek igin farkh
reseptorleri kullamurlar. fkincisi, kalict enfeksiyonu
saglamak i¢in farkh mekonizmalem kullonabilitler.
Uclinclist, patogenez mekanizmalan  buytk
olcude farkhlik gosterir. Viruse bagh olarak, akut
hepatit fazinda, genellikle 2 ila 6 haftalik strede
ek ¢cok hepatosit enfekte olur ve virus kana veya
safra kanalina hepatositlerden akihilir. Bu arada,
bagsiklik sistemi, hucre oéldurme ve hucre
iyilestirme yontemleri ile virtst gikarmaya galigir.
Karaciger hastahdna, viral proteinlerin hucreler
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slerinin

uzerindeki direk etkisi veya badsiklik sisteminin
hucre o6ldurmesi neden olur. Bagigiklik sistemi
virisu  dldurmede basarisiz  olursa, kronik
karaciger hastaligi baslar. Farkl hepatit virusleri,
konagin savunma sisteminden ka¢mak icin forkh
mekanizmalar gosterirler. Dolayisiyla viral hepatit,
virts-konak iliskisinden kaynaklanan bir dinamik
surectir.

HEPATIT A VIRUSU

Hepatit A wvirtst, yetersiz hijyen kosullannda
kolaylikla yayilan bir virGstir. Viristin genomik
yapist diger picornavirislere benzer. HAV tek iplik-
li, pozitif anlamh bir RNA virasudur. RNA, 7.5 kilo-
baz buyukludundedir ve 5 kodlonmayon bol-
gesinde (yaklasik 735 nukleotidlik) i¢ ribozom giris
bolgesi (IRES) bulundurur. IRES bolgesini 2225
aminoasitlik tek bir viral poliproteini kodlayan
boélge, 3’ kodlanmayan bdlge ve kisa bir poli A
kuyrugu takip eder. IRES dizisi, viral proteinlerin
franslasyonu i¢in gereklidir. Virus tarafindon kod-
lanmis protein, Vpg (genoma bagh viral protein),
genomun 5 ucuna kovalent halde baglh bulunur.
Bu protein viral RNA replikasyonunda gérev alir.
Var olan dizi analizi datasina goére, butin HAV iso-
latlan 7 grup altinda toplanabilirler (%15 ve %25
orcninda aynbrlar). HAV RNA dizisi, diger viral
RNA'lara oronla doha kararhdir, kultirdeki seri
viras gegislerinde ¢ok disuk mutasyon frekomnsi
gostermistir.
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Tablo 1. Hepatit virtsleri

Virus Smiflandirm  Virion yapisi Boyut (nm) Genom Virus Gegis yolu  Hastaliklar  Laboratuar
a (cins, aile) antijenleri tanisi
HAV Hepatovirus  Zarfsiz, ikosa- 27 7.5 kb RNA  VP1-4 Oral Akut IgM anti-
(Picornavirid hedral Gizgisel, HAV
ae) s (+)
HBV Ortho-hepad- Zarfh, kiresel 42 3.2-kb DNA, HBsAg parenteral Akut ve Anti-HBs
navirus yuvarlak, HBcAg kronik Anti-HBc
(Hepadnaviri ds/ss HBeAg Anti-HBe
dae) Polimeraz HBsAg
HBeAg
Polimeraz
Zarfh, bos 22 HBsAg tahlili
kuresel veya 20-200 Virion DNA
borusal (PCR)
HCV Hepacivirus  Zarfl, kuresel 30-80 9.5kb RNA  Kor Parenteral Akut ve Anti-HCV
(Flaviviridae) Gizgisel, El kronik virion RNA
ss (+) E2 (RT-PCR)
HDV Deltavirus Zarfl, kuresel 36 1.7kb RNA  HDAg Parenteral Akut ve IgM/IgG anti-
(sctellites) yuvarlak, ss HBsAg kronik HDAg
(©)
HEV Calicivirus Zarfsiz, ikosa- 32 32-34 7.6kb RNA  Kapsid (HEV) Oral Akut IgM anti-HEV
(Calicivirida) hedral Gizgisel, (kcrpsid)
ss (+)

ss, tek iplik; HBcAg, hepatit B kor antijeni; HBeAg, hepatit B e antijeni; HBsAg, hepatit B ylzey antijeni; Ig, immunglobulin; RT-PCR,
ters transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu; ds, ¢ift iplik; (+), pozitif cnlaml; (-), negatif anlami.

HAV1n birincil hedefi hepatositlerdir. Fakat doku
kulturlerinde HAV'In non-hepatik hucrelerde de
yasayabildigi géralmustur. HAV verimli enfeksiy-
onlannda konagi oldurmez. HAV kultirde her
zaman kalict enfeksiyon gdstermesine ragmen,
insanlarda kalict enfeksiyvon goézlenmez. Tipik
olarck, 2-4 haftalik inkUbasyon faz boyunca,
karaciger tarafindan ¢ok yuksek virtis Uretimi olur
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Sekil 1: HAV Genom Yapisi
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fakat karaciger hastahdnin belirtisi gdérulmez.
Karaciger hastaldy, iyilesme fazinda, virds uretimi
¢ok azaldiginda konagin bagisiklik sisteminin
cevabimin sonucu olarak gorulur.

HEPATIT B VIRUSU

Hepatit B virisu kan veya kan-turevi urunlerle
iletilir. HBV Hepadnaviridae dilesindendir. Bu
ailedeki butun virtsler 3.2 kilobaz buyuklugunde
cift-iplikli DNA bulundururlar. Iki iplikte kovalent
bagh dedildir. Eksi iplik tomamlanmistr ve 9 nuk-
leotidlik fazlahd bulunmaktadir. Arti iplik her
zaman tamamlonmamistr ve deg@isken uzunluk-
tadiwr, sabit bir 5 ucu bulunur fakat 3" ug
degiskendir. Her iki ipligin 5 ucu arasmnda kisa
(HBV'de 220 baz cifti) bir yapistinc: Ust Uste gelen
bdélum bulunur. Her iki iplik 5 ucunda, 10-11 nuk-
leotidlik iki direk-tekrar dizisi (DR1 ve DR2) igerirler.
17 bazlik, 5-baghk igeren bir yapi, arti ipligin &'
ucuna baghdir. Bir protein, viral RNA polimeraz,
eksi ipligin 5" ucuna kovalent olarak baghdir. HBV
genomu, oldukca siki bir yapidadir, 4 ORF (agik
okuma bolgesi) igerir, her biri eksi DNA Uzerinde
kodlanmistir ve birbirleri ile Ust Uste gelirler.
Bundaon baska, iki ORF ¢oklu proteinler kodlarlar:
kor/prekor ORF iki protein uretir ( kor proteini ve
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e antijeni), S-ORF Ug¢ zarf proteini kodlar, S, M (S +
preS2), ve L (S + preS2 + preSl) proteinleri. Bu pro-
teinlerin bazlan ayni ORF'de kodlanmalarnna
ragmen farklh mRNA'lar tarafindon Uretilirler. Pol
proteini kor ve prekor proteinlerinin translasyonun-
da kullonilan pregenom RNA ile ayri translasyon
i¢ baslangicl tarafindan Uretilir. X mRNA sadece X
proteinini tretir.

Sekil 2. HBV Genom Yapist

HBV'nin konak hucre enfeksiyonunu takiben, viral
kor pargcacidn nukleusa tagmir, viral RNA serbest
kalir, DNA'daki tek iplikli bosluk viral DNA polimer-
oz tarafindon tamir edilir. Kovalent bagh pro-
teininin, eksi ipligin ucundaki 9 bazhk fazlahk ve
arti ugtaki RNA aynlmasindan sonra DNA tama-
men Gift-iplikli, kovalent kaplh dairesel (ccc)
DNA'ya cgevirilit. cccDNA butun viral mRNAlar
i¢in kahp goérevi gértr. Bunlar arasinda, viral DNA
genomundan 120 nukleotid wuzun olan
pregenomik RNA da bulunur. Batin RNAlar ayni
3-bitirme bodlgesine sahiptir ve ayn poli-adeni-
lasyon sinyalini kullonirlar. Bu mRNAlann trans-
kripsiyonu dért promoter ile saglanir: kor/prekor,
preSl, preS2/S, ve X. Bunlann transkripsiyonu
kor/prekor ve X promoterlann uzerinde bulunan
bir artinc:t (enhancer) tarafindan kontrol edilir;
arttinci ve promoter ise genel ve karaciger-belirli
transkripsiyon faktérleri tarafindan konrol edilir. Bu
durum HBV'nin neden karacigerde replike
oldugunu agiklar.
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HEPATIT C VIRUSU

HCV, Flaviviridae dilesine ait Hepacivirus cinsin-
dendir. Dizi analizi sonuglornna gére, HCV 6 ana
genotipe ve 11-12 subtipe aynlir. HCV, quasis-
species tanmimi ile karakterize edilir. Bu, kigtk nuk-
leotid degisiklikleri ile birbirinden aynlan RNA
tarlerini torumlamada kullanilan bir terimdir. BU-
tin HCV isolatlan virts partikillerinden olusan bir
populasyondan olusurlar, burada bir master (pre-
dominant) RNA tirt ve diger minor varyantlar bu-
lunur. Quasis-specieslerin evrimi ve karmagikhign
viral enfeksiyonun gelisimini belirler. HCV, 30-80
nm’lik, zarfh, kuresel bir pargaciktir. 9.5 kilobazhk
bir RNA genomudur. Zarf, iki zarf proteininden, E1
ve E2, olusur, bunlar virion Uizerinde uzantilar (spi-
kes) olustururlar. Zarfin i¢inde nutkleokapsid bulu-
nur ve genellikle ikosahedral seklindedir.

Viral RNA, 3010 aminoasitlik bir poliproteini kod-
layan tek bir ORF bulundurur. Poliprotein, hlicreye
ait ve viral proteazlar tarafindan 3-4 yapisal pro-
teine ve 6 yapisal olmayan proteine pargalanir.
RNA'nin 5-ucunda, diger bdlgelere goére ¢ok
korunmus olan (gesitli virGs isolatlan arasmnda
%30'don fazla homoloji gosteren), 341 nukleotidlik
5-UTR bodlgesi bulunur. Bu boélge 4 stem-loop yapist
ve bir pseudoknot yapist bulundurur ki bunlar IRES
yapisint olustururlar. IRES yapisi, HCV RNATin 5-
baslik yapisimdan badimsiz olarak translasyon
mekanizmasi gelistirmesini saglar. Bu mekanizma,
anti-viral ajanlar igin potansiyel hedeftir. 5-UTR
bélgesi ¢ok korunmus olmast nedeniyle RT-PCR
primer dizayninda kullamlir. RNATin 3-ucunda,
200 nukleotidlik bir baska bolge, 3-UTR, bulunur.
3'-ucun sonunda 98 nukleotidlik X boélgesi bulunur.
Yeni ¢alsmalar, X boélgesinin tim viral RNA'da en
¢ok korunmus olon bélge oldugu bulunmustur.
Sempanzelerde HCV RNA Uzerinde yapilan
delesyon mutasyonu ¢ahsmalornnda, degisken 3'-
UTR bolgesinin dedil, X bdlgesi, poli-U bdlgesi ve
UC zengin dizilerin viral enfeksiyon ile iligkili
oldugu bulunmustur.

HCV RNA tarafindan kodlanon buyuk poliprotein,
seluler ve viral polimerazlar tarafindan 9 veya 10
farkh proteine parcalcnir. N-ucundaon ilk protein,
kor proteinidir, virion nukleokapsidini olugturur ve
viral RNA ile kompleks olusturur. E1 ve E2 protein-
leri, zarf glikoproteinleridir ve virion yuzeyinde het-
erodimer olustururlar. E2 proteini, virisun reseptér-
lere baglanmast igin gerekli bdlgeyi bulundurur.
E2, &zellikle N-ucundaki iki HVR bolgesi, en fazla
heterogeneite (farklihk) goésteren proteindir. El'in
fonksiyonu ¢ok net degildir.
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C-E1-E2-p7'nin birbirlerinden ve diJer proteinler-
den aynlmas: protein translasyonu sirasindd, sel-
luler sinyal peptidazlar tarafindan gergeklesir.
Diger proteinler yapisal olmayan proteinlerdir
yani virion yapisinda yer almazlar. NS2 proteini bir
metalloproteazdir, aktivitesi igin Zn+2 iyonlanna
ihtiva¢ duyar. NS2, NS3 proteini ile birlestiginde
proteaz aktivitesi goésterir. NS2mnin bilinen tek
fonksiyonu NS2 ile NS3 arasindcaki bagn pargala-
maktr. NS3 yine bir proteazdir (serin proteaz), geri
kalan butun baglan pargalar. NS3un 3-ucunda
nukleosid ftrifosfat (NTPaz)/helikaz aktivitesi
bulunur, bu HCV translasyonu ve/ya RNA rep-
likasyonu i¢in énemli olabilir. NS4a, NS3 ile komp-
leks olugturur ve proteaz aktivitesi i¢in kofaktordur.
NS4b wve NS5a proteinlerini fonksiyonlan tam
olarak bilinmemektedir. NS5a gok fosforile edilmis
bir proteindir. NS5b RNA badgiml bir RNA polimer-
azdir. Viral RNA replikasyonu igin gereklidir.
Dolayisiyla anti-viral ajanlar igin potansiyel
hedeftir.

Hepatit C Viriisii

kapsid envelop
proteini

proteaz/helikaz RNA-bagimh

RNA polimeraz
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Sekil 3. HCV Genom Yapisi

HEPATIT D VIRUSU

HDV, satellit virtis grubu olan Deltaviris cinsinde
siiflandirlir. Gegis i¢in HBV'ye bagmhdir, ¢inku
HDV kendi zarf proteinlerini kodlamaz. Fakat HDV
diger satellit viruslerinden farkli olarak, yordimci
virtsu HBV ile ortak sekans paylasmaz ve HBV'nin
yoklugunda replike olabilir tabii viras partiktlleri
olusmaoz. HDV, 36 nmlik kuresel bir partiktldur,
HBsAg'den oluson bir zarfi vardwr. Zarfin iginde
HDAg ve RNA'dan oluson nukleokapsid bulunur.
HDAg, HDV tarafindan kodlanan tek proteindir.
Viral genom, 1.7 kilobazhk, dairesel, tek iplikli
RNA'dwr. Bu, insan virtsleri arasinda, tek dairesel
ve en kuguk RNA dir RNA'daki cogu nukleotid, bir-
biri ile komplementerdir ve intramolekuler baz ¢ifti
olustururlar. Bu nedenle viral RNA ¢ift iplikli gibi
gérinur. HDV RNA'nin kararhhid da buradan kay-
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naklanir. Viral RNA iginde kuguk bir bélge (85 nuk-
lotidlik) bir ribozim aktivitesi gosterir. RNA, protein
faktorlerin yoklugunda kendini kesebilir.

HDAgnin iki formu g&zlenir: buyuk formu (L-
HDAQ), 27 kilodalton ve kuguk formu (S-HDAQ) 24
kilodaltondur.  Nukleokapsid — olusumundaki
rolinun yaru sira, HDAg, viral replikasyonda
onemli rol oynar. S-HDAg, viral RNA replikasyonu
icin gereklidir, L-HDAg ise RNA replikasyonunu
engeller fakat virion olusumu i¢in gereklidir. Kendi
nukleer lokalizasyonunu belirleyen, dimerizasyon
i¢in ve RNA baglanmast i¢in gerekli diziler icerir.

HDV, valniz hepatositleri enfekte eder. HDV'nin
zarfi HBV'nin yuzey antijenlerinden olustugu igin,
karaciger hucrelerini enfekte etmek icin HBV ile
ayni reseptérleri kullanir. HDV kulttr ortaminda,
HBV'den badmsiz olarak wve hepatik orijinli
olmayaon hucrelerde de replike olur. Bu da bize
HDV'nin karaciger spesifik faktérlere bagh
olmadigin goésterir.

Genom : Anti genom : mRNA:
delta
anti]en
ORF
poli &
sinyali
- k?ndi k_esim -—
bilgesi
300,000 50,000 &00

kopyaihicre
Sekil 4. HDV Genom Yapisi

HEPATIT E VIRUSU

Calciviridae dilesine baghdir. 32-34 nm, zarfsiz,
ktresel virts pargasidir. Viral kapsid ikoschedral
yapl olusturan duzenli kapsid proteinlerinden
olusur. Lipid zarfin yoklugu, virts par¢acigin etere,
kloroforma veya deterjana olan direncini agiklar.
Kapsid icinde, 7.5 kilobazlik, tek iplikli, arh
anlambl, 5-baglik yapisi ile birlikte poliadenile RNA
bulunur. RNA, 3 ¢akisan ORF boélgesi igerir. ORF1,
S-ucundan 5 kilobazlik bolge, birkac¢ yapisal
olmayan proteine aynlan buyuk bir poliproteini
kodlar. Bu poliprotein, metil transferaz, pcapain-
benzern sistein proteaz, helikaz ve RNA bagmh
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RNA polimeraz igerir. ORF-2, RNATin 3-ucunda
bulunur ve kapsid proteini kodlar. Bu poliprotein
HEV'in belirlenmesinde kullanilir. ORF3, diger
ikisinin arasmmdadur ve c¢akisir. 123 aminoasitlik
fonksiyonu bilinmeyen immunojenik proteini kod-
lar. RNA'nin 5-ucunda da 27 nukleotidlik bir uzant
bulunur.

HEPATIT C VIRUS RNA TESPITi ICIN
KULLANILAN MOLEKULER METOTLAR

HCV-RNA amplifikasyonu i¢in 2 temel metodoloji
gelistirilmigtir: hedef molekullerin amplifikasyonu
(cDNA-PCR, NASBA), ve hibridizasyon sinyalinin
amplifikasyonu (bDNA). Tablo 1'de dedisik strate-
jiler 6zetlenmigtir.

Tablo 2. HCV-RNA belirlenmesinde degisik stratejiler

kez, otomatik bir inktibatérde tekrarlonmasi sonu-
cu, primerlerle belirlenmis olan alan gogaltilmisg
olur.

HCV RNA dizisi ile ilgili yapilan ¢alismalar sonu-
cunda bu dizinin ¢ok fazla ¢esitlilik gdsterdidi
bulunmustur. Bu ¢esitlilie ragmen korunan bol-
gelerde vardir. En ¢ok korunmus olan bélge, &
UTR (kodlanmayan boélge) PCR da c¢ogaltilan
bdlgedir.

NASBA (Dizi tabanh nukleik asit amplifikasyonu)
NASBA, amplifikasyon potansiyeli 10706 — 1079 kat
olan, isotermal bir reaksiyondur. NASBA reaksiy-

onunda temel hedef RNA dir. Standart reaksiyon;
3 enzim (T7 RNA-pol + RT + Rnase-H), 2 spesifik

Test Test prensibi  Ekstraksiyon/ isolasyon Amplifikasyon Belirleme Kuamntifikasyon
enzimleri/ 1s1 yoéntemi
cDNA-PCR Hedef ampl. Prot K+ RT + Taqg pol veya Jel + Etidium Bromide Smurh dilisyon
fenol/kloroform+etanol Tth-DNA-pol/ non- Oligomer hibridizasy-
Guanidin isotermal onu-tijel
thiocyanate+fenol/kloro- Southern Blotting +
form + etanol hibridizasyon
Guanidin thiocyonate+
isopropcmnol + etanol
Guanidin thiocyonate+
silika temecikleri
NASBA Hedef ampl. Guanidine thiocyonate + T7 RNA-pol + RT + Elektro-kemi-illumine- 3 dahili kuantifikason
silikar temecikleri Rnase-Hfisotermal/tek  sens stondardy
tp
AMPLICOR Hedef ampl Guanidin thiocyanate+ iso-  Tth-DNA-pol/ Mikrotiter tabak 1 dahili kuantifikason
propanol + etanol Amperase/non-isoter-  hibridizasyonu ile stondardi (monitor
mal/tek tup enzim deteksiyonu assay)
bDNA Sinya lampl. Mikrotiter tabakta lizis Dall DNA molekulleri Kemi-illuminesens Absorbe edilen 151k

miktan disandaki bir
standatla kiyaslamir

Ampl. = amplifikasyon; Prot K= proteinaz K; pol= polimeraz.

CDNA-PCR

HCV bir RNA virusu oldugu ve PCR'da kalip olarak
DNA kullanilcign i¢in, HCV RNA énce cDNA'ya
cevirilir. Daha sonra cDNA PCR ile gogaltilir. PCR
yoénteminde recaksiyon kansimu surekli tekrar
edilen 3 asamadan olusur. fik asama, tek zincirli
DNA elde etmek i¢in DNATin 11 ile aynlmasidir
(denaturasyon). Ikinci asama, DNATn karsilikh
ipliklerine, tamamlayict primer dizilerinin baglan-
masidir (baglonma). Son asama her bir primerin
enzim yardimi ile uzayarak yeni tamamlayict iplik-
lerin olugmasidir (uzama). Bu asamalann 30-40

GG

primer, nukleosid ftrifosfat ve uygun tampon
kosullarm igerir.

AMPLICOR

Amplicor testi 5 asamadan olusur: érmek hazirlan-
masl, RNA'dan c¢DNA sentezlenmesi, cDNA
molekulinden uygun primerlerle PCR amplifikasy-
onu, hedefe ézel hazrlanmis oligonukleotid prob-
lan ile DNA' nin hibridizasyonu, kolorimetrik belir-
leme ile proba baglanmis DNATun o6l¢umu.
Amplicor testi, cDNA sentezinin ve PCR ampli-
fikasyonunun ayni tipte gergeklesmesini mimkuin
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kilar. Bu islem Tth enzimi ile mumkun olmaktadir.
Tth DNA polimeraz, manganez varhginda RT
aktivitesi gosterir, béylece ayni tampon ortaminda
hem RT, hemde PCR asamalem yopilcaiboilir.

BDNA

bDNA, spesifik DNA ve RNA tespitinde kullanilan

sandvi¢ hibridizasyon proseduradur. Genomik
RNA, virionlardan salinir ve hemen mikrowell
tabaga spesifik oligonukleotidler ile baglanir, bun-
lar ayrni zamonda capture problarada hibridize
haldedirler. bDNA molekulleri bir temel parga ve
buna kovalent olarak bagh halde pek ¢ok ikincil
par¢cadan olusur. Mikrowell yapisina bDNA
molekulleride hibridize olur. Alkalin fosfataz ile
tespit edilen yapi, Semiluminesens madde eklen-
mesinden sonra absorbe edilen 151k ile dlgulur.
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HEPATIT B VIRUS DNA TESPITi ICIN
KULLANILAN MOLEKULER METOTLAR

PCR

HBV genomunun prekor bdlgesi uygun primerler
ile cogaltihr.

HYBRID CAPTURE SISTEMI (HCS)

HCS HBV DNA , semiluminesens belirleme yéontem-
ini kullanan bir sinyal amplifikasyon solusyon hib-
ridizasyon ¢alismasidir. Hedef DNA'y1 igeren drmek-
ler tim uzunluktoki spesifik HBV RNA problanna
(ad veya ay genotipte) hibridize olur. RNA:DNA
hibridleri, bunlara spesifik olarak hazirlanan
antikorlar ile kaplanmis olan tupe baglanir.
Sabitlenen hibridler, hibride &zel hazirlanmis
antikorlar ile baglanmus olan alkaline fosfataz ile
recksiyona girer, ve semiluminesens substrat ile
belirlenir.

4. http://www.who.int/en/
5. http://www.virology.net
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