T.C.
GEBZE YUKSEK TEKNOLOJI ENSTITUSU
MUHENDISLIK VE FEN BILIMLERI ENSTITUSU

HEPATIT-B’Li, HEPATIT-C’Li VE NORMAL
HEMODIYALIZ HASTALARINDA PCR
YONTEMI ILE Transfusion Transmitted Virus
(TTV) PREVALANSI

Nihat KAYALAROGLU
YUKSEK LISANS TEZi
BiYOLOJi ANABILIM DALI

GEBZE
2006



II

T.C.
GEBZE YUKSEK TEKNOLOJI ENSTITUSU
MUHENDISLIK VE FEN BILIMLERI ENSTITUSU

HEPATIT-B'LI, HEPATIT-C’LI VE NORMAL
HEMODIYALIZ HASTALARINDA PCR
YONTEMI ILE Transfusion Transmitted Virus
(TTV) PREVALANSI

Nihat KAYALAROGLU
YUKSEK LISANS TEZI
BIYOLOJI ANABILIM DALI

TEZ DANISMANI
Prof. Dr. i. Yavuz SEZEN

GEBZE
2006



v
OZET

TEZ BASLIGI: HEPATIT-B’Li, HEPATIT-C’Li VE NORMAL
HEMODIYALIZ HASTALARINDA PCR YONTEMI iLE
Transfusion Transmitted Virus (TTV) PREVALANSI

YAZAR ADI: Nihat KAYALAROGLU

Transfusion Transmitted Virus (TTV), 1997°de bulunan, HBV, HCV gibi
hepatitle ilgili oldugu disiiniilen bir DNA viriisiidiir. Bu caligmada, li¢ farkl
hemodiyaliz merkezindeki hemodiyaliz (HD) hastalar1 dort gruba ayrilmistir;
Hepatit-B (HBV)’li, Hepatit-C (HCV)’li, Hepatit-B ve C’nin her ikisini de tagiyan ve
normal (Hepatit-B ve Hepatit-C’nin her ikisini de tasimayan). HD hastalarina ait kan
serumu Orneklerindeki TTV DNA varhigi, viral genomun UTR (Untranslated Region)
bolgesine 6zgiin primerler kullanilarak PCR yontemi ile test edildi. Ellibes HD
hastasinin 23’tinde TTV DNA tespit edildi. TTV DNA bulunmasiyla, cinsiyet, yas,
diyaliz stiresi ve ALT (alanin transaminaz) miktar1 arasinda bir korelasyon
bulunamadi. TTV hakkinda yapilacak olan daha kapsamli ¢aligmalar, Tiirkiye’de bu

viriisiin prevalansini ortaya koyacaktir.



SUMMARY

TITLE OF THE THESIS: TRANSFUSION TRANSMITTED VIRUS (TTYV)
PREVALENCE THROUGH PCR METHOD IN
HEMODIALYSIS PATIENTS WITH HEPATITIS-
B AND HEPATITIS-C

AUTHOR: Nihat KAYALAROGLU

Transfusion Transmitted Virus (TTV), found in 1997, is considered to be a
possible hepatitis-related DNA virus. In this study, hemodialysis (HD) patients at
three different hemodialysis centers were classified into four groups; patients with
hepatitis-B (HBV), with hepatitis-C (HCV), with both HBV and HCV and with
neither. Serum samples from HD patients were assayed for the presence of TTV
DNA by PCR using primer sets specific for the untranslated region (UTR) of the
viral genome. TTV DNA was detected in 23 of the 55 HD patients tested. No
correlation was observed between the TTV DNA presence and the patient’s gender,
age, serum ALT (alanine transaminase) level or dialysis period. More extensive

research on TTV will contribute to explain the prevalence of this virus in Turkey.
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1. GIRIS

Gilinlimiizde hepatit hastaligi  toplumda ¢ok yaygin olarak
goriilmektedir. Hepatit etkenlerinin en Onemli tahribat yaptig1 organ
karacigerdir. Karaciger, viicudumuzda yiizlerce ¢ok 6nemli metabolik olayin
gerceklestirilmesinde rol oynamaktadir. Dolayisiyla bu organin zarar gormesi
insan saglig1 icin birgok problemi beraberinde getirir ve bazi bireylerde

Oliime neden olabilir.

Hepatite neden olan bir¢ok etken bulunmaktadir. Asagida bunlardan
bazilarina kisaca deginilmistir. Ancak bir¢ok hepatit vakasindaki nedeni hala
bilemiyoruz. Molekiiler biyolojideki gelismeler ve yapilan yogun
arastirmalar 15181inda her gegen giin hepatite neden oldugu diisiiniilen yeni
etkenler ortaya konulmaktadir. Bu etkenler icinde arastirmacilarin en son
dikkatini ¢eken “Transfusion Transmitted Virus (TTV)”’tiir. Genel olarak,
diger hepatit viriislerinde oldugu gibi bu virus de g¢esitli yollarla tasina-

bilmektedir.
1.1. Viral Hepatitler

Viral hepatit karaciger inflamasyonuna yol agan viral etkenlerle ortaya
¢ikar. Viral hepatite sebep olan etkenler hepatotropik ve hepatotropik
olmayan seklinde iki gruba ayrilir. Major etkenler primer olarak hepatositleri
tutan hepatotropik viriislerdir. Bunlar Hepatit A Virisii (HAV), Hepatit B
Viriisti (HBV), Hepatit C Viriisti (HCV), Hepatit D Virtisii (HDV), Hepatit E
Viriisii (HEV) ve Hepatit G Viristidir (HGV) (Simmonds et al., 1998).
Hepatotropik olmayan viral hepatit etkenleri ise sekonder olarak hepatositleri
infekte eden Sitomegalovirus (CMYV), Verisella Zoster Virusu (VZV),
Epstein Barr Virusu (EBV), Herpes Simpleks Virusu (HSV), Coxsackievirus,
Rubella ve Sar1t Humma virtisleridir (Akbulut, 1998).

Viral Hepatitler, 450 milyon HBV tasiyicisi, 100 milyon HCV tasiyicisi

bulunmasi, kroniklesmesi ve ciddi boyutlarda 6liime yol acan hepatoselliiler



karsinomayla iliskisi ve de ekonomik agidan biiylik problemler yaratmasi
sebepleriyle diinyanin en 6nemli saglik sorunlarindandir (Diindar, 1998).
Viral hepatitin klinik tablolari, etkenin nitelikleri ve konagin bagisiklik
durumu ile ilgili olarak akut, kronik hepatitten, tasiyiciliga ve karaciger
karsinomuna kadar ¢ok degiskendir. Temelde, halsizlik, istahsizlik, bulant,
kusma ve sarilik gibi karaciger inflamasyonuna bagli belirtilerle

karakterizedir (Sherman and Finlayson, NDC et al., 1982).

1.1.1. Hepatotropik Etkenler

1.1.1.a. HAV: Tim diinyada yaygin olarak goriilen, fekal-oral yolla
bulasan, kroniklesmeyen, tasiyiciligi olmayan ve genellikle sakin seyirli bir

enfeksiyon hastaligina yol agmaktadir.

Bulasma Yollari: Kisiden kisiye gecis, genellikle aile iginde oldugu

gibi ¢cok yakin temasla sinirlidir.

Besinler ve su yolu ile bulasma; 6zellikle gelismekte olan iilkelerde
kanalizasyon sistemlerinin yeterince diizenli olmamas1 ve su temininin uygun
sekilde yapilamamasi bu yolla bulasimi 6n plana ¢ikartmaktadir. Yine ¢ig
siit, pasta, ¢ilek, hamburger, krema, salata, portakal suyu gibi yiyecekler de

bulasma araglarini teskil eder (Akbulut, 1998).

Parenteral yolla bulasma; Hepatit-A sariligin baslamasindan hemen
Once viremi olusturdugu i¢in bu donemde, kan verilirse, yliksek olasilikla
hastaligin baslamasina yol acar. HAV’1n biyolojik 6zelliginden yani kilifsiz
virlis olmasindan dolay1 ¢éziiciiler, dezenfektanlar gibi siklikla kullanilan
yontemlerle inaktive olmazlar, bu nedenle HAV vericilerinden faktor, plazma

ve diger kan triinleri alicilarina gegebilir.

1.1.1.b. HBV: DNA viriisiidiir ve kroniklesebilen, kronik olgularda ve
tasiyicilikta siroz ve hepatoselliiler karsinomaya yol agabilen 6nemli bir
enfeksiyon hastaligina neden olmaktadir. HBV parenteral, perinatal-vertikal,

horizontal yolla ve cinsel temas yoluyla bulasabilmektedir. Tedavide



interferon (IFN) kullanilabilmektedir ve asis1 vardir (Balik, 1998). Oldukca
kisa olan genomu c¢ember seklinde ve kismen ¢ift sarmalli olup, 3200
niikleotidden olusur. HBV-DNA’sinin ¢cember seklindeki yapisal biitiinligi,
her iki zincirin 5° uglarindan birbirine tutunmasi ile gergeklesir. HBV,
yaklasik 42 nm biiyiikligiinde kiiresel bir partikiilden ibarettir. Bu partikiiliin
dis yiizeyi yaklasik 7-8 nm genisliginde bir kilif ile kaphidir. Bu zarf yiizey

antijeni (HBs-Ag) protein ve glikoproteinleri ile hiicresel lipitleri igerir.

HBV’nin serum igerisindeki 30-32°C de saklandiginda 6 ay siire ile ve
—20°C de donduruldugunda ise yillarca insanlar i¢in infekte edici 6zelligini
korudugu tespit edilmistir. Yine serum igerisinde 60°C de 4 saat siire ile
inaktive olmadig1 saptanmistir. Buna karsilik albiimin icerisinde 60°C de 10
saat sonra infeksiydz 6zelligini kaybeder. Ote yandan kuru sicak ile 160°C de

1 saatte ve serum igerisinde iken 90°C de 1-20 dk i¢inde inaktive olur

(Simmonds et al., 1998; Mutlu et al.,1999; Giirakar, 2000).

Bulasma yollari: Perkiitan bulasma; virlisiin perkiitan inokiilasyonu,
kan ve kan iirlinlerinin transfiizyonu, hemodiyaliz, endoskopi, yapay solunum
cihazi gibi aletlerin kullanimi, ayn1 enjektoriin farkli bireylerde kullanima ile

bulasma olur (Tasyaran, 1998).

Cinsel temasla bulasma; homoseksiieller arasi cinsel temas, HBV i¢in
en riskli seksiiel bulasma yoludur. Rektal mukoza mikrotravmalarina bagl
infekte kan veya infekte semen temas: riski artirmaktadir. Heterosekstiel

yolla bulasmada HBV tastyicilarinin esleri en ¢ok tehlike altinda olanlardir.

Perinatal bulagma; tasiyici annenin perinatal dénemde enfeksiyonu
bebegine gecgirme olasiligi %40-50°dir. Anneden ¢ocuga bulagsma, dogum
esnasinda veya dogumdan sonra olusabilen deri ve mukoza siyriklarinin
infekte maternal sivilara temasi, vajinal kanaldan gecis sirasinda anne
kaninin yutulmasi, sezaryen sirasinda anne kaniyla temas veya plasenta
hasart sonucu maternal dolasimin fétal dolasima karismasi gibi nedenlerle

meydana gelir (Simmonds et al., 1998; Tagyaran, 1998).



Horizontal bulasma; HBV’nin hepatositler yani sira perifer kan
mononiiklear hiicrelerinde de replike olabilme yeteneginin olmasi nedeniyle,
¢ok kiiciik miktarlardaki infekte kanin, infekte kisilerle cinsellik igermeyen
yakin temastaki bireylerin hasarli derileriyle temasinin horizontal bulagmaya

yol agabilecegi diisliniilmektedir (Sherman, 1982; Akkiz, 1998).

1.1.1.c. HCV: Parenteral yollarla bulasan bir RNA viriisiidiir ve yiiksek
oranda kroniklesen bir enfeksiyona yol agmaktadir. HCV enfeksiyonunun o-
IFN ile tedavisi miimkiindiir, ancak basar1 orami diisiiktiir. As1 gelistirme
calismalar1 devam etmektedir. Non A-non B hepatitlerinin %95 sebebi olan
HCV oOzellikle saglik personeli, kan iriinleri alicilari, hemodiyaliz
uygulanan hastalar, intravendz ila¢g bagimlilarinda sik goriilmektedir. Anti-
HCV tarama testleriyle bu oran azaltilmistir. Genel olarak 6 aydan uzun
siireli alanin transaminaz (ALT) yiiksekligi ile birlikte Anti-HCV pozitifligi
kronik hepatit C tanist i¢in yeterlidir. Anti-HCV pozitifligi ile viremi
arasinda iyi bir korelasyon olmasina ragmen, gerekli hallerde HCV-RNA

tayini ile tam teyit edilir ve viremi gosterilir (Akkiz, 1998).

Bulasma yollari: Parental bulagsma; HCV’nin enfekte hastadan saglik
¢alisanina bulasmasi dokiimante edilmistir. Kan ve kan tirlinii transfiizyonu
ile de HCV bulasabilmektedir. HCV, non-disposable igneler ve siringalarin
kullanilmas1 veya geleneksel saglik teknikleri ile, 6rnegin akupunktur gibi,
iatrojenik olarak bulasabilmektedir. Intravendéz ila¢c kullanim siiresi ile

seropozitiflik arasinda 6nemli bir paralellik vardir.

Cinsel yolla bulasma; cinsel yolla bulasan viral hastalik riski ytiksek
gruplarda HCV enfeksiyonu prevalansi da artmistir. Yiiksek risk gruplarinda
HCV enfeksiyonu prevalansi cinsel yolla bulasan diger hastaliklara kiyasla

daha diisiik bulunmaktadir (Akkiz, 1998).

Perinatal bulasma; HCV’nin anneden yeni dogana vertikal gecisi soz
konusudur. Dolasimda yiiksek titrede HCV-RNA tasiyan anneler ¢ocuklarini
enfekte etmektedirler. HCV’nin anneden bebege vertikal bulagsmast HBV’ye
kiyasla oldukga diisiik orandadir (Akkiz, 1998).



1.1.1.d. HDV: Defektif bir RNA viriisii olan HDV, enfeksiyon i¢in
HBV’ye ihtiya¢ duymaktadir. Akut hepatit D’nin spesifik bir tedavisi
olmadig1 gibi, HDV ig¢in ayr1 bir as1 da yoktur. Hepatit B asis1 kullanilarak,
HBV enfeksiyonunun Onlenmesiyle HDV enfeksiyonundan
korunulabilmektedir (Leblebicioglu,1998; Eroglu, 1998). HDV enfeksiyonlu
hastalarda karaciger hastaliginin yani sira hepatoseliiler karsinoma da
gelisebilmektedir. Ancak bunun, karacigerde HBV enfeksiyonu da
bulundugu i¢in hangisine ait oldugu tam acgik degildir (Eroglu, 1998).

1.1.1.e. HEV: HEV genomu tek sarmalli RNA viriistidiir. Fekal-oral
yolla bulasan non A-non B hepatitinin en 6nemli nedeni olan virlistiir.
Mortalite oran1 gebelerde yiiksektir. Spesifik tedavisi yoktur ve asi
caligmalar1 devam etmektedir (Aydin, 1998).

Bulasma yollari: HEV’nin esas bulagsma yolunun fekal-oral oldugunun
bilinmesinin yaninda son yillarda yapilan ¢alismalarda transfiizyonal bulasin
olabilecegine dair ¢alismalar mevcuttur. Hastalik daha ¢ok gen¢ ve orta yas
grubunda goriilmekte, ¢ocuk ve yashlarda daha nadir rastlanmaktadir

(Sherman, 1998).

1.1.2. Hepatotropik Olmayan Etkenler

Major hepatotropik viriislerden baska, viral hepatite nadiren de olsa
neden olan diger virlisler de vardir. Bu viriisler sekonder olarak karacigeri
enfekte ederler. Ornegin CMV, EBV, HSV, VZV, Rubella virus, Sari
Humma, Marburg virilisii, Ebola viriisii, Adenoviriis, Coxsackie viriisler

(Uzunalimoglu, 1998; Simmonds, 1998).

1.1.3. Yeni Bulunan Etkenler

Bilinen hepatit viriislerinin (HAV, HBV, HCV, HDV, HEV, HGV)
etken olarak gosterilmedigi pek ¢ok hepatit vakasi bulunmaktadir. HCV ve
HBV ig¢ermeyen kan irilinleri transfiizyonuyla da transfiizyon sonrasi

hepatitin meydana gelmesi ve bazi akut hepatit, kronik hepatit, fulminant



hepatit ve siroz vakalarinda herhangi bir etiyoloji saptanamamis olmasi,
sorumlu olabilecek bagka viriisler olabilecegini gostermektedir. Yapilan
calismalar sonrasinda HGV ve bunu takiben hepatit viriisii oldugu diisiiniilen

TT Viriisii kesfedilmistir.

1.1.3.1. Hepatit G Viriisiit (HGV)

1995°te birbirinden bagimsiz iki farkli arastirmaci grubu yeni bir hepatit
virtisii bildirmislerdir (Alter et al.,1997; Linnen et al., 1996). Bir grubun
HGV, diger grubun HGBV-C adimi verdikleri bu viriislerin molekiiler
Ozellikleri karsilastinldiginda aymi  virlistin  farkli  izolatlar1  oldugu
anlagilmistir. HGV ile ilgili heniiz cevaplanamamis pek ¢ok soru
bulunmaktadir. HGV’nin hepatotropizmi ve karacigerde replike olup
olmadig1 heniiz tam olarak belirlenememistir. HGV nin kan yoluyla bulastig:
bildirilmistir. HGV’nin cinsel temasla ve anneden bebege perinatal yolla
bulasabildigini gosteren ¢alismalar da bulunmaktadir. HGV’ nin enfeksiyon
siresi farklililk gostermektedir. Fulminant hepatit nedeni olabilecegi
konusundaki tartismalar devam etmektedir. HGV’ nin zarf proteinine karsi

antikor arastiran anti-E2 ELISA gelistirilmistir (Tacke et al., 1997).

HGV enfeksiyonu hafif seyretmekte ve bir yil i¢inde kendiliginden
iyilesmektedir. HGV’nin karaciger hastaliklariyla ilgisi kesin olarak
saptanamamuistir. a-IFN tedavisi uygulanmis hastalarda tedavi sonrasi cevap

alinmis ama tedavi kesilince niiksler goriilmiistiir (Erensoy, 1998).

1.1.3.2. Transfiizyon Sonrasi Hepatit

Transfiizyon sonrasi hepatit 6nemli bir hastaliktir ve buna sebep olan
kan veya kan iiriinleri hepatite karsi direngsiz hastalarda enfeksiyona yol
agmaktadir. Transflizyon sonrast hepatit her kan {irlinliyle veya kanla
bulasabilmektedir. Donmus veya yikanmis kirmizi kan hiicrelerinde hepatit
bulasma riskinin hemen hemen yok oldugu iddia edilmekle birlikte bu

evrensel bir veri degildir (Sherman et al., 1982).



Transflizyon sonrasi hepatit insidansinin azaltilmasi c¢alismalarinda
biiyiik 1ilerlemeler olmustur. Goniilli dondrlerin kanlarmin kullanilmasi
donorlerde HBsAg, Anti-HBc ve Anti-HCV tarama testlerinin yapilmasiyla
transfiizyona bagli HBV ve HCV enfeksiyonu prevalansi ¢ok azalmistir. Kan
donorlerinin HCV ig¢in test edilmesi pratik olarak transfiizyona baglh HCV
enfeksiyonunu elimine etmistir. Kan ve kan iiriinlerinde enfeksiyon acisindan
da sifir risk yoktur. Ciinkii; a- higbir test %100 duyarli degildir, b- iilkeler
kendi sartlarina gore diisiik insidansli hastaliklarin taramalarimi  kan
merkezlerinde yapmamaktadirlar, c- her gecen giin yeni bir enfeksiyon etkeni
saptanmaktadir. Halen tanimlayamadigimiz mikroorganizmalarin olabilecegi

diisiiniilmektedir (Gtirakar, 2000).

Transfiizyon sonrasi hepatiti engellemek i¢in sorumlu etken bulunana
kadar alanin transaminaz (ALT) aktivitesi artmis olan donériin kabul
edilmemesi yoluyla bu riskin azaltilabilecegi diisliniilmektedir. Transfiizyon
sonrasi1 hepatit etkenleri arastirilirken Transfusion Transmitted Virus (TTV)

adinda yeni bir viriis saptanmistir (Nishizawa et al,1997).



2. KONU ILE ILGILI YAPILAN
CALISMALAR VE YAYINLAR

2.1. Transfusion Transmitted Virus (TTYV)

2.1.1. TTV’ nin Genel Ozellikleri

TTV DNA ilk defa transflizyon sonrasi hepatitli bir hastanin
serumunda bulunmustur (Nishizawa et al., 1997). Bu hastanin
karacigerindeki TTV DNA miktar1 serumdakinin 10-100 kat1 bulunmustur.
Bu veri, TTV replikasyonunun ve enfeksiyonunun karacigerde oldugunu
diisiindiirmektedir. TTV’nin hepatopoetik hiicrelerde de goriildiigii tesbit
edilmistir (Liwen et al., 2002). Kedi, kopek, giivercin, maymun gibi farkl

canlilarda da bu viriis bulunmustur (Okamoto et al., 2002).

Viral hepatitler uzun zamandan beri hemodiyaliz (HD) hastalarinin
Onemli bir problemidir. HBV, HCV, HGV ve bagka rapor edilen etkenler
hepatitde rol oynar. Giiniimiizde TTV hakkinda az bilgiye sahip oldugumuz
icin, HD hastalarinda TTV enfeksiyonunun epidemiyolojisine az onem
verilmektedir. TTV, eger HBV, HCV gibi patojenik bir etken ise biyolojik

Ozelliklerini belirlemek onemlidir.

Farkli populasyonlarda farkli genotipler daha yiiksek oranda
bulunabilmektedir. Japon populasyonlarinda en 6nemli genotipin G1 oldugu
ortaya konulmustur. Ulkemizdeki arastirmalar bu konuda vyeterli veri
saglamamaktadir. Cizelge 2,5’te lilkemizde TTV prevalansi ile ilgili yapilan
bazi calismalar goésterilmistir. Yine Japon populasyonlarinda TTV, HBYV,
HCV ve HGV’ye gore daha yiiksek oranda bulunmustur. Post-transfiizyonlu
nonA-G hepatitli bes hastanin ii¢linlin serumlarinda TTV bulunmus ve
bunlarin aminotransferaz diizeylerinin de yliksekligi tespit edilmistir

(Okamoto et al., 2002).



Bu veriler arastirmacilara, TTV’nin post-transfisyon non A-G
hepatitten sorumlu yeni bir viriis olabilecegini diisiindiirmistiir. Cizelge
2.3’te gosterildigi gibi post-transfiizyonlu hastalarda TTV’nin pozitif
bulunmasi1 genellikle ALT enzim diizeyinin yiikselmesiyle iliskili olsa da,
TTV pozitif oldugu durumlarda ALT miktarinin diisiik olabilecegini de
gOsteren arastirmalar yapilmistir (Nishizawa et al., 1997; Oguchi et al.,

1999).

HD hastalarinda diinyanin degisik yerlerinde yapilan c¢alismalar TTV
nin epidemiyolojik ve klinik durumunu tam ortaya koyamamistir. Naoumov
ve ark. (1998), ¢ok sayida TTV post-transfiizyonlu hastada normal karaciger
fonksiyonu oldugunu goéstermis ve bu hastalarda herhangi bir histolojik

problem olmadigini géstermislerdir.

2.1.2 TTV Genomu ve Klonlanmasi

TTV, kilifsiz, tek zincirli 3852 niikleotidlik 30—50 nm biiyiikligiinde
genoma sahip bir DNA virlisidir. TTV, ilk defa Japonya’da transfiizyon
sonrasi hepatit etkenleri arastirilirken bilinen niikleik asit dizileriyle ¢cok az
homoloji gosteren yeni bir viral klon olarak izole edilmis, PCR ile bu
dizilerin oligoniikleotid primerleri belirlenmistir. Bu viriise, ilk tespit edildigi
Japon hastanin ad ve soyadinin ilk harfi ile uyumlu olarak TT virilisii ismi
verilmistir. Bu isim ayni zamanda, “Transfusion transmitted” tanimiyla da
uyumludur. CsCl deki yogunlugu 1,31—1,35 g/cm’, siikroz gradiyentinde ise
1,26 g/ml olarak belirlenmistir (Bendinelli et al., 2001).

N22 adi verilen TTV’ye 6zgii bir klon, RDA (Representational
Difference Analysis) teknigiyle izole edilmistir (Okamoto et al., 1998b;
Cossart, 1998). Bu teknik ile iki DNA populasyonu arasindaki niikleik asit
dizi farkliliklar1 saptanabilmektedir. TTV’nin ilk saptandigi c¢alismada
arastirmacilar, bir hastanin (ALT diizeyinin pik yaptig1 giin ve digeri bundan
iki hafta sonra alinan olmak tzere) iki farkli doneminde alinmis kan
serumundaki niikleik asit dizilerini karsilastirmislardir. Ikinci 6rnekte, ilk

serumda bulunan bir grup niikleik asit dizisi temsil edilmekte olup N22 klonu
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bu sekilde elde edilmistir. Daha sonra, bu klonun ORF’deki niikleotid
dizilerinin bugiline kadarki gen bankalarina konulmus dizilerle benzerlik
gostermedigi saptanmistir. Virlisiin genomunun DNA ya da RNA nmu
oldugunu belirlemek i¢in Revers Transkriptaz (RT) uygulanmistir. Sonugta
post-transfiizyon bes hastadan ikinci, liglincii ve besinci hastalarda N22 klonu

bulunmustur.

CAV-Benzer Bolge(3816-3851) TATA kutusu(B5-90)

UTR'nin igerdidi
Dizenleyici diziler
ATF / CREB
AP-2 Bolgesi
NF-KB

SP-1 Bdélgesi

Translasyonun Baslama B&lgesi(263)

/ CAV-benzer aa motifi(398-460)

ORF2

(107-712)

GC-Zengin Parga(3732-3853

Potansiyel stem-loop

Poli(A) -Sinyal (3073-3078)

ORE\"

(2904-3074)

3853 nt

ORF1

(589-2898)

N HVR1(1411-1476)

HVR2 (1528-1668)
N22 Bolgesi(1847-2346)
HVR3 (1702-1794)

Sekil 2.1 TTV Genomu

TTV’nin genotipleri hakkinda tam bir konsensus yoktur. Otuzdan fazla
genotipi bulunmaktadir. Bu genotipler 5 ana grupta toplanabilir. Grup 1°de
genotip 1-6 bulunur. 2. grupta ise 7, 8, 17, 22 ve 23 nolu genotipler bulunur.
Grup 3 ise 11 genotip igerir bunlar genotip 9-16, 18-20’dir. Grup 4, 9
genotip igerirken; grup 5, 3 tane, yeri tam olarak tespit edilememis genotip
icerir (Nishizawa et al., 1999; Takacs et al., 2003). Diinya lizerindeki en son

calismalarla, TTV’ye ait yeni genotipler, altgruplar ve TTV’ye benzer yeni

Arg-Zengin Bélge
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virtisler ortaya cikartilmaktadir. Ayrica, arastirmalarin biiylik bir ¢cogunlugu
TTV’nin replikasyon mekanizmalari, genomdaki 6zel niikleotid dizileri
lizerine yogunlasmaktadir (Huang et al., 1998; Vasconcelos et al., 2002; Liu
et al., 2002; Szladek et al., 2003; Thom et al., 2003). Bu calismalara paralel
olarak TTV ye ait bir gen E. coli’de eksprese edilmistir (Li et al., 2000).

Karaciger hasar1 siddeti ve interferon tedavisindeki yanit bu altgruplarla
iligkili olabilir (Tanaka et al., 1999; Okamoto et al., 1998b). TTV genomu
yiksek derecede cesitlilige sahiptir. TTV’de 3 farklit ORF tespit edilmistir.
ORF1 770 aminoasiti, ORF2 150 aminoasiti kodlar ve bunlara ek olarak 57

aminoasit kodlama kapasiteli olan ORF3 bulunur.

Tirkiye’de TTV genotiplerinden %35,9 u GI1, %64,1 G2C olarak
bulundu. Farkli genotipler arasinda %60—72 arasinda benzerlik goriildi. Alt
tipler arasinda homoloji %85-90 olarak rapor edildi. Benzer altgruplar

arasinda %93 ve daha fazla benzerlik oldugu saptandi (Erensoy et al., 2002).

2.1.3 TTV’nin Siniflandirilmasi

Giinliimiizde, akut ve kronik hepatitlerde etiyolojiden sorumlu olas1 viral
ajanlarin arastirilmasi, molekiiler biyolojik yontemlerle
gerceklestirilmektedir. Simdiye kadar elde edilen bilgilerle TTV
smiflandirilamamistir (Cossart, 2000). Kilifsiz ve tek sarmalli olmasindan
dolay1 Parvo viriislere benzetilse de genomik yapisinin sirkiiler olmasi,
viryon biiyiikligii (TTV: 30 — 50 nm, Parvoviriisler: 18 — 20 nm), CsCl’deki
yogunlugu (TTV: 1,31 — 1,35 g/em’, Parvoviriisler: 1,39 — 1,42 g/cm’) ve
dizi 06zdesliginin olmamasi TTV’nin parvovirus ailesine katilmasini
engellemektedir. Asagidaki ¢izelge 2.1°de, TTV’ nin, CAV, B19 virisleri ile
karsilastirilmast gosterilmistir. Bu virlisler TTV’ye o6zellikleri agisindan en

yakin viriislerdir.
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Cizelge 2.1 TTV, B19, CAV virislerinin baz1 06zelliklerinin
karsilastirilmasi
Ozellik B19 CAV TTV

Virion Yapisi

Zarfsiz Izometrik

Zarfsiz Izometrik

Parvoviris ve

Niikleokapsit Niikleokapsit Circoviriis benzeri
Boyut (nm) 18-22 23-25 30-50
Simetri Ikozahedral Ikozahedral Tkozahedral
Stabilite Solventlere, kuru Solventlere, kuru Solventlere, kuru
1siya ve diisiik pH’a | 1siya ve disiik pH’a | 1siya ve diisiikk pH’a
direngli direngli direngli
Genom Tek zincirli Tek zincirli Tek zincirli

En Biiyiik Proteinin 6.17 (VP1) 11.02 (VPI1) 10.52 (ORF1)
izoelektrik noktasi
CsCI’ deki yogunluk 1.38-1.51 1.33-1.34 1.31-1.35

TTV, negatif sarmall sirkiiler DNA genomu ve CsCl’deki yogunlugu
(Circoviriisler: 1,33—1,37 g/cm?) ile Circovirus ailesine daha yakindir. Ancak
bu aileye de partikiillerinin biiyiikliigii (Circoviriisler: 15-22 nm) ve dizi
benzerliklerinin olmamasi1 sebebiyle katilamamaktadir (Okamoto et al.,
1998b; Mushahwar et al., 1999). Buna gore, bazi arastimacilar, bu yeni
ismini almasini

virtisiin  bulundugu ailenin Circinoviriis Onermislerdir

(Mushahwar et al., 1999).
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2.1.4. TTV’ nin Yayihs1

TTV ile ilgili ilk calismalarda kan alan kisilerde viriis sik goriilmiistiir.
Bundan dolay1 viriisiin kan komponentlerinin transfiizyonuyla tasinabilecegi
akla gelmistir. Pihtilagsma faktorleri olan faktor8, fakt6r9 ve immunoglobulin
preparatlarinda TTV DNA ortaya cikartilmistir. Ancak, Azzari ve ark.
(2001), yaptiklar1 ¢alismalarda bu preparatlarda TTV ’ye rastlamamaiglardir.

TTV, HBV ve HCV gibi parenteral yollarla tasindig: diisliniilmektedir.
Biitiin kronik HD hastalarinin ve plazmasinda viriis bulunan kisilerin
hepsinin periferal mononiiklear kan hiicrelerinde TTV’nin bulundugu
gosterildi (Fodor et al., 2002). Parenteral bulagsma yoniinden riskli gruplarda
TTV-DNA yiiksek bulunmustur (Kanda et al., 1999; Stinissen et al., 1997;
Tanaka et al., 1998; Sugiyama et al., 1999).

Bazi arastirmacilar, TTV’ nin periferal mononiiklear kan hiicrelerinde
siklikla bulundugunu tespit etmislerdir (Zhong et al., 2001). Yapilan baska
bir calismada, periferik mononiiklear kan hiicrelerinin %5’inde, karaciger
dokusunun %29’unda bulunmustur. Kordon kani1 mononiiklear hiicrelerinde
ise TTV DNA saptanmamistir (Okamura et al., 1999). Kemik iligi
hiicrelerinde replikasyonu tesbit edilmistir (Mariscal et al., 2002).

TTV’nin parenteral gecis ile yayilmadigr goriisiinii ortaya koyan birgok
aragtirma yapilmistir. HD hastalarinin TTV pozitif olanlarinin %84’tine, TTV
negatif olanlarin ise %63’line transfiizyon yapilmistir. Bu durum anlaml bir
sonu¢ c¢ikarmamaktadir. Bu arastirmalara goére, HD hastalarinda parenteral

olmayan yollarla ge¢is miimkiindiir (Kanamoto-Tanaka et al., 2002).

Her iki yolla da TTV’nin yayilabilecegini goOsteren c¢alismalar
yapilmaktadir. HD hastalar1 kan kaynakli virlis hastaliklar1 i¢in yiiksek bir
risk altindadirlar. TTV enfekte kisilerin digkilarinda da TTV DNA
saptanmistir (Okamoto et al., 1998a; Ukita et al, 1999). Serumda viriis
miktar1 fazla olan hastalarda TTV digkiyla atilmaktadir. Bu durum TTV’nin

fekal-oral yol ile bulasabilecegini géstermektedir.
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-100 101-200 201- 0 1-20 21- total
Hemodiyaliz Sturesi (YIL) Kan Transfuzyonu (unite)
(n=167) (n=134) (n=51) (n=114) (n=163) (n=75) (n=352)

Sekil 2.2. TTV ile Hemodiyaliz Siiresi ve Kan Transfiizyonu
Arasindaki Prevalans (Oguchi et al., 1999)

Sekil 2.2°de gosterildigi gibi, hi¢ kan transfiizyonu almamis kan
donoérlerinde TTV’nin yliksek oranda saptanmasi, parenteral yolla bulagma
yoniinden riskli olmayan kisilerde de enfeksiyonun belirlenmesi ve enfekte
kisilerin digkilarinda rastlanmasi, parenteral olmayan yollarla da bulagma

olabilecegine 6dnemli bir kanittir (Oguchi et al., 1999).

TTV’nin, nonparenteral olarak cinsel yolla da bulastigi gosterilmistir.
Bulasma ig¢in uzun siire igerisinde ¢ok temas gerekmektedir. TTV’li kronik
karaciger hastalarinin esleri, erkek escinseller, ¢ok sayida cinsel partner ile

temas edenler ve homoseksueller risk altindadir.

Anneden bebege TTV bulasma ihtimali iizerinde bircok c¢alisma
yapilmaktadir. TTV’ nin endemikligini arastiran bir grup arastirmaci, Kongo
Cumbhuriyetinde bir klinikte kadinlarin %58’inde, yeni dogan c¢ocuklarin
%54’tinde TTV DNA tespit etmislerdir. TTV enfeksiyonunun yeni
doganlarda dogumdan ii¢ ay sonra kazanildigi ortaya koyulmustur. TTV
negatif anneden dogan cocuklarin %43’tinde TTV DNA saptanmistir. TTV
pozitif annelerin infekte ¢ocuklarinda farkli niikleotid dizileri bulunmustur
(Davidson et al., 1999). Bu veriler 1s18inda arastirmacilar, TTV’ nin anneden
¢ocuga gecebilecegini, ¢evreden alinabilecegini, anne siitiinde siklikla
rastlanmasindan dolay1 bu yolla da aktarilabilecegini One siirmektedirler.

(Davidson et al., 1999; Tabak et al., 1999; Tungbilek et al., 1999).
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TTV DNA pozitif bes hastanin tamaminin safrasinda viriise
rastlanmistir. Bu bilgi, arastirmacilari, TTV nin safra yolu ile bagirsaklara,
oradan da fekal yol ile dis ortama atilacagi sonucuna goétiirmiistiir (Ukita et

al., 1999).

TTV DNA pozitif post-transfiizyonlu bes hastanin ii¢liniin diskilarinda
da TTV DNA saptanmistir. Serum ve digkinin sekans analizleri sonucu ayni
viriis olduklar1 gosterilmistir (Okamoto et al.,, 1999). TTV diyaliz
hastalarinda digki, safra sivisinda da bulunmustur. Bu veriler TTV ’nin non-
parenteral yollarla tasinabilecegini gostermektedir. Kirk farkli ortamdan
alinan kan donoérlerinin digkilarinda da TTV bulunmustur (Cossart, 2000).
Hemodiyaliz, talasemili, Behget hastalarinda, kan donérlerinde TTV
prevalans1 yiiksek bulunurken, hasta gruplarinda anlamli bir fark

saptanamamuistir (Verdi et al., 1999).

Herhangi bir kan {irlinii almayan veya cerrahi bir operasyon ge¢irmeyen
bir grup HD hastasinda yapilan incelemede TTV negatif olanlar her iki
periyotta da negatif bulunmustur. Kanamoto-Tanaka ve ark. (2002), TTV’ nin
pozitiflik veya negatifliginin degisebilecegini ortaya koymuslardir. Touinssi
ve ark. (2001), bir¢cok TTV pozitif HD hastasinin baslangigta TTV negatif

oldugunu gostermislerdir.

Diyaliz hastalarindaki 3 yillik ¢alisma siirecinde TTV’nin %50’si
elimine olmustur. Diyaliz hastast olmayan baska bir grupta bu oran %30
olarak gergeklesmistir. TTV’nin azalmasi hemodiyaliz prosediiriinden
kaynaklanabilir. Post-transfiizyonlu non A-G hepatiti arastirilan 3 hastanin 2
sinde 15—17 hafta sonra temizlenmistir. Ancak, 10 yil 6nce TTV tesbit edilen
hemofili hastalarinda hala TTV’ye rastlanmaktadir. 4 yil sliren bagka bir
calismada, viremik hastalarin ancak 9%.29’unda TTV’nin temizlendigi
gosterilmistir.  TTV klirensinin, HCV klirensinden yiiksek oldugunun
gosterildigi calismalar rapor edilmektedir (Watanabe et al.,1999).

Tsuda ve ark. (1999) TTV antikorunu (anti-TTV) saptayan bir yontem
gelistirmislerdir. 44 kan donoriinden 6’sinda TTV DNA bulunmustur. Bu alt1
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donorden 1°1 anti-TTV pozitif iken 5’1 anti-TTV negatif bulunmustur. TTV
DNA negatif olan 38 dondriin 11’inde anti-TTV pozitif, 27’sinde ise anti-
TTV negatif bulunmustur.

Tikiiriikte, anne siitlinde, serebro spinal sivida, gégiis boslugu ve karin
boslugundaki sivida TTV tesbit edilmistir. Gallian ve ark. (1999) tiikiiriikte
%68 (serumun 10 kat1), diskida %18 oraninda TTV tespit etmis ve tiikiiriik
yoluyla da yayilim olabilecegini belirtmislerdir. Martinez ve ark. (2000)
parenteral gecisle TTV nin tasinamayacagini ifade etmektedirler. Hastaneden
yayllim konusunda yapilan c¢alismalarda 6nemli bulgular elde edilmistir

(Forns et al.,1999).

Karacigerde, serumdaki miktarinin 10-100 kati kadar TTV’ye
rastlanmasi, TTV DNA’nin hepatositlerde replike oldugunu
diistindiirmektedir. TTV’nin intrahepatit replikasyonu HCV ile ko-

infeksiyonlu bireylerde olabilir.

HCV ya da HBV ile infekte olmus hastalarda TTV oraninin %75 olarak
rapor edildigi bir calismada, bu hastalarda kan nakilleri digerlerinden az
oldugu halde TTV’nin ¢ok yaygin olmasi, farkli yollar ile de yayilabilecegini
akla getirmektedir (Forns et al.,1999).

TTV’de vertikal transmisyon s6z konusu olabilir (Chen et al., 2000).
Viriislin transplasental yayilimi miimkiin olabilir. Kendisi TTV pozitif olan
annelerin, %19’unda gobek bagindaki kanda TTV pozitif, kendisi TTV
negatif olan annelerin hicbirinde gobek bagindaki kanda TTV
bulunamamustir. Ilging olan bir durum da ikiz annesi TTV negatif iken gobek
bagi TTV negatif, ancak baska bir ikiz ¢ocuk annesinde gobek bagindan biri
TTV pozitif digeri negatif olarak bulunmustur (Saback et al.,1999).

Bu verileri irdeledigimizde viriisiin ismi transfusion transmitted olsa da,
tam olarak hangi yollarla bulastig1 kesin degildir. TTV’ nin gébek baginda
bulunmasi transplesantal yayilimin varligi konusunda yeterli bir bilgi olamaz.

Saback ve ark. (1999) c¢ocuklar iizerinde yaptiklar1 arastirmalarda, yeni



17

doganlarda %6.5, 11 yastan kii¢iiklerde %17 oraninda TTV tespit etmislerdir.
Hsu ve ark. (2003) ise arastirmalarinda TTV’yi, saglikli ¢ocuklarda %27,
HBV tasiyis1 ¢ocuklarda %33, talesemik c¢ocuklarda %37 oranlarinda

bulmuslardir.

HD f{initesinde c¢alisanlarda TTV %33, diger c¢alisanlarda ise %26,7
olarak bulunmustur (Shibuya et al., 2001). Fakat, HD {initelerinde
calisanlarin mesleki riski diger saglik calisanlar1 kadardir. Ancak, TTV nin

yiiksek olarak goriildiigii HD tinitelerinde de ilgili calismalar yapilmalidir.

TTV’li saghk calisanlar1 ile digerleri arasinda ALT miktarlarinda
farklilik bulunamamistir (Shibuya et al., 2001). HD {initelerinde muhtemel
yayilim yollarindan biri personelden veya kisiden kisiye yayilimdir. Ozellikle
iilkemizde genellikle HD tinitelerinde ¢alisan kisiler bir¢cok hasta ile ¢alismak
durumunda kalmaktadirlar. Bu durum diger bir¢ok enfeksiyon ajaninin
yayilimi i¢in bir risk oldugu gibi TTV’ nin yayilimi i¢in de gegerli olabilir.
Ayrica, heniiz etkin TTV tarama yontemleri diinyada yayginlasmadigindan,
hepatit-B’li olanlarinin, digerlerinden farkli boéliimlerde diyalize girmeleri
gibi TTV tasiyan ve tasimayan hastalarin bir ayrima tabi tutulmalar1 miimkiin
olmamaktadir ki bu da yine bir risk faktoriidiir. Biitlin bunlara ragmen,
elimizdeki bilgilere gore hastane personelinde TTV enfeksiyonu diisiik bir
risktir. Bu verilerde dikkat edilmesi gereken, sadece devam eden TTV
enfeksiyonlarinin incelendigidir. Gegici veya daha once olan TTV
enfeksiyonlarinin degerlendirilmesi i¢in spesifik antikorlar gerekmektedir.
Bundan dolay1, “HD f{initelerinde c¢alisanlarda TTV riski diisiiktiir” ifadesi

tam olarak desteklenemez.

TTV DNA’nin HD hastalarinda %54,3, kan donoérlerinde %37 olarak
bulundugu bir ¢alismada viral etken prevalansi ile ¢alisilan popiilasyonlarin
immiin kompedans diizeyleri arasinda bir iliski kurmak miimkiindiir. Bu
bulgular gosteriyor ki immiin sistemin interferon tedavisi ile uyarilmas1 TTV

viremisini agiklayabilir (Touinssi 2001).
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Simdi yeni ve daha duyarli PCR tespit protokolleri TTV’nin daha iyi
tespitine olanak saglamaktadir. Ciinkii farkli teknikler kullanilarak ayni
deney grubunda farkli sonuglar elde edilebilmektedir. Ornegin, Standardised
Primary PCR (SSP) yontemi ile TTV DNA, kan dondérlerinde %37,
diyabetiklerde %57,7 olarak bulunmustur. Bu kan Orneklerindeki c¢alisma
heminested PCR ile tekrarlandiginda oran, kan dondérlerinde %58,
diyabetiklerde %63 bulunmustur. Bu durum bazi yorelerdeki ¢ok diisiik ya da
¢ok yiiksek TTV prevalanslarini anlamada yardimci olabilir. HD
hastalarinda, diyabetiklerde ve HIV-I enfekte olmus kisilerde, kan

dondrlerine gére CD4+ T hiicresi sayisi fazladir.

Bir arastirmada diyaliz hastalarinin %16°’s1, saglikli insanlarin %2’sinde
TTV DNA pozitif bulunmustur. Bu hastalarda TTV DNA orant HCV RNA
pozitiflerde %16, HCV negatiflerde %20, HBV pozitiflerde %5 olarak tespit
edilmistir. Biitiin bu durumlarla ilgili 6zel bir TTV genotipinin

iliskilendirilemeyecegi belirtilmektedir (Martinez et al., 2000).

TTV’ye hamile bayanlarda, hemofili  hastalarinda, HIV-1
koenfeksiyonlarda, intravendz ila¢ kullananlarda, diabet ve karaciger
hastalarinda rastlanmaktadir. TTV DNA bulunma riski yiiksek olan gruplarda
yapilan c¢alismalarda, kronik karaciger hastalarinda (non A-G) %18,
hepatoseluler karsinomali1 hastalarda %9,2, fahiselerde 99,7, goniilli
donodrlerde %7, gebe kadinlarda %6,8 oraninda bulunmustur (Okamoto et al.,
1998b; Tirkoglu, 1999b). Akut solunum sistemi rahatsizliklar1 olan
¢ocuklarin burun sekresyonlarinda da bu viriis tesbit edilmistir (Maggi et al.,
2003). Turkiye’de cesitli hasta gruplarinda TTV c¢alismas1 yapilmaktadir,

ancak toplumdaki prevalans tespit edilememistir.
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Cizelge 2.2 Post-transfiizyon Hepatitli Hastalarda TTV-DNA’nin
Tespiti (Nishizawa et al., 1997; Oguchi et al., 1999)

Yas Cinsiyet | Takilan | Teshis Haftalar | ALT TTV-
Kan DNA
(UNITE)
58 Erkek 35 Koroner 8 55 Pozitif
Enfeksiyon
70 Kadin 26 Safra  Kesesi | 6 15 Pozitif
Kanseri
56 Erkek 21 Ozefagus 6 192 Pozitif
Kanseri

Viral DNA, infekte olmus karaciger dokularinda bulunmustur (Yan et
al., 2001; Comar et al., 2002) ki bu durum viriisiin hepatotropik oldugunu
gosterebilir. Insanda akut ya da kronik hepatit vakalarmin TTV ile iligkisi ve
bioklinik 6nemi agik degildir. Son yapilan calismalarda, TTV pozitif
hastalarda kimyasal ve histolojik herhangi bir karaciger problemi tespit
edilememistir. Karaciger, bobrek, kalp, kemik iligi transplantasyonlarinda
TTV bulagmasi ile ilgili bilgiler elde edilmistir (Kobayashi et al., 1999;
Oguchi et al., 1999; Kanda et al., 1999).

TTV f{izerinde yapilan ilk ¢alismalardan sonra, TTV nin hepatitle olan
iligkisi arastirilmistir. Fulminant hepatitli, kriptojenik sirozlularda, alkolik
sirozlularda, hemofili hastalarinda, etiyolojisi bilinmeyen akut hepatitlerde ve

kronik hepatit C’li hastalarda TTV yiiksek oranda bulunmustur (Irwing et al.,
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1999; Hirata et al., 1998; Charlton et al., 1998). Ayrica, HD hastalarinda,
talasemili hastalarda ve romatoid artritli hastalarda TTV DNA daha siklikla
saptanmistir. Diyabetik fakat bobrek hastasi olmayanlarda TTV DNA %50
olarak tespit edilmistir (Gallian et al., 1999). Kanser hastalarinda da yiiksek
oranda TTV tespit edilmistir (Zhong et al., 2001).

TTV, cesitli karaciger hastaliklarindan sorumlu olabilir. Ancak ¢esitli
¢alismalarda TTV ile anormal ALT diizeyleri arasinda ya da karaciger
karsinomu arasinda bir korelasyon olmadigi gosterilmistir. TTV, diyaliz
hastalarinda degisik oranlarda bulunmaktadir. TTV DNA diyaliz hastalarinda
HGBV-C/HGV’den daha ¢ok bulunmaktadir (Dai et al., 2002). Yine damar
i¢i uyusturucu bagimlilarinda, TTV nin, bagimlilik siiresi, uyusturucunun tipi
ve yas ile arasinda bir korelasyon alabilecegini gdstermektedir (Gallian et al.,

1999).

TTV’nin diinya tizerindeki dagilimi farklilik gostermektedir. Bazi
arastirma gruplar1 TTV diizeyini, Iskogya’da %1,9, Brezilya’da %20, Kuzey
Amerika’da %1, Japonya’da %12, Nijerya’da %51 olarak tespit etmislerdir
(Dai et al., 2002). Degisik iilkelerdeki TTV prevalans sonuglar1 ¢izelge
2.3’de gosterilmistir (Diindar,1998; Akarca, 1998; Simmonds et al., 1998).
Bazi toplumlarda (Gambiya) TTV prevalansinin %83’e kadar yiikseldigi

goriilmektedir.

Sekil 2.3’de de goriilecegi iizere, diinya iizerindeki TTV genotiplerinin
dagiliminda cografik durum 6nem kazanmaktadir. Arastirmay1 yapan Gallian
ve ark. (2000)’nin smiflandirmasi i¢inde tiim kitalarda genotip 1 en yiiksek
oranda bulunmaktadir. Fakat Avrupa’da genotip 1 ile genotip 2 arasindaki
yiizdelik orandaki fark ¢ok azalmaktadir. Diger onemli bir veri de, Afrika
kitasinda genotip 3’e rastlanmamaktadir. Oniimiizdeki yillarda TTV’nin
kokeni ve diinya iizerindeki yayilis1 arastirilirken bu ve benzeri ¢alismalara
ihtiyacomiz olacaktir. Ulkemizde bazi arastirma gruplarinin yaptiklar:
c¢alismalarin sonuglar1 ¢izelge 2,5’te gosterilmistir (Erensoy et al., 1999;
Akarca et al., 1999; Verdi et al., 1999; Tabak et al., 1999; Tungbilek et al.,
1999; Tiirkoglu et al., 1999a).



Cizelge 2.3. Cesitli Ulkelerdeki TT Viriisii Prevalanslari

Ulke Calisilan Grup Pozitif/Toplam Say1 | Prevalans
Japonya Kan donorii 34/290 12
Tayland Kan donorii 38/105 36
Nijerya Tasra halki 32/63 51
Gambiya Tasra halki 63/76 83
Iskocya Kan donérii 19/100 1,9

Italya Kan donérii 22/100 22

ABD Kan donorii 1/100 1
Brezilya Tasra halki 18/91 20
Tiirkiye Kan donorii 9/200 4,5

21
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131 3ebirde TTY Genotiplerinin 'f*; 1 Amerikade TTVY denctiplerinin
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Dagiiimi
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Sekil 2.3. TTV’nin farkli genotiplerinin diinya iizerindeki yayilisi
(Gallian et al., 2000)

Cizelge 2.4. TT Virisiiniin Tirkiye’deki durumu

Kisi TTV
Aragtirmaci (Calisma grubu sayisl pozitif %
Erensoy ve ark. Kan dondrleri 33 15 45
Verdi ve ark. Kan dondrleri 150 12 8
Tabak ve ark. Akut non A-E hepatit 13 0 0
Akarca ve ark. Talasemi 30 3 30
Fulminant hepatit saglikli
Akarca ve ark. kontrol 14 5 36
Tiirkoglu ve ark. Saglikli kontrol 32 3 9,30
Tiirkoglu ve ark. Cesitli hasta gruplar 93 44 22,7
Tungbilek ve ark. Kan donorleri 200 9 4,5




23

2.2. Cahismanin Amaci

Bu c¢alismada TTV, hepatit-B’li, hepatit-C’li ve normal diyaliz
hastalarinda arastirilmistir. Diyaliz hastalari, zorunlu olarak kan transfiizyonu
yapilmasi, siirekli hastane ortaminda bulunma gibi risklere maruz
kalmaktadirlar. Ozellikle post-transfiizyonlu hastalar hepatit agisindan biiyiik
risk tasidigindan, HD hastalari, bu arastirmanin yapilabilecegi ¢ok 6nemli bir
hastalik grubu olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Eger bu viriis hastaliga neden
oluyorsa, hangi faktorlerle bu risk artmakta ya da azalmaktadir? Viriis hangi
yollarla yayilmaktadir? Bu ve buna benzer sorularin cevaplar1 alindigi
takdirde, toplumda ve HD hastalar1 gibi dogal olarak risk altinda kalan

hastalara uygun ¢oziimler sunulup gerekli 6nlemler alinabilecektir.
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3. MATERYAL VE METOT

Goztepe SSK Hastanesi, Haydarpasa Numune Hastanesi ve Baskent
Universitesi Hemodiyaliz Unitelerinde tedavi géren toplam 55 HD hastasiyla
calisma yapilmistir. HD hastalar1 hepatit-B’li, hepatit-C’li, hepatit B ve C’nin
her ikisini de tasiyan ve hepatit B ve C’nin her ikisini de tasimayan (normal)
olmak iizere 4 grupta incelenmistir. 15-79 yas araliginda olan hastalarin 30°u
(%54) erkek, 25’1 (%46) kadindir. Hepatit-B ve Hepatit-C ile ilgili serolojik
testler (HBs-Ag ve Anti HCV), kapali sistem Chemiluminescense yontemi
ACCESS Enzim Immunaassay (EIA) cihaziyla, ilgili diyaliz merkezleri
tarafindan yapilmistir. TTV DNA arastirilmasi i¢in hastalardan alinan kan
serumlar1 -20°C de saklandi. Bu hastalarin serum Orneklerine Proteinaz
K/Fenol-Kloroform yo6ntemi uygulanarak DNA ekstraksiyonu yapildi.
Ekstrakte edilen DNA’lar, TTV genomuna iliskin T801 (5’GCT ACG TCA
CTA ACC ACG TG3’) sense primer nukleotid 6-25 ve T935 (5 CTG CGG
TGT GTA AAC TCA CC 3’) antisense niikleotid 204-185 oligoniikleotid
dizilerinden olusan primer ¢ifti ile ¢ogaltildi. Amplifkasyon sonrast PCR
urlinleri, agaroz jel elektroforezde yiiriitiildiikten sonra 199 bp uzunlugundaki
bantlar UV transilliiminator de incelenerek degerlendirildi. Bu c¢alismanin

istatistiki hesaplamalarinda Fisher’in ki-kare testi kullanilmigtir.

Calismaya katilan hastalar bir paket ve daha az sigara kullanmakta
olup, higbirinde intravendz ila¢ kullanimi, alkol bagimliligi ve riskli bir
cinsel iligki bulunmamaktadir. Hig¢bir hastada HIV-1’e rastlanmamistir.
Hepatit viriisii bulunduranlarin ¢ogunda viral hepatitin temelinde goriilen
halsizlik, istahsizlik, bulanti, kusma gibi sikayetlerinin oldugu tespit

edilmisgtir.

3.1.Calismada Kullanilan Stok Cozeltiler ve

Tampon Sivilari

1. TE Tamponu: 10 kez konsantre hazirlandi ve kullanilacagi zaman

seyreltildi.
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10 mM Tris HCI (pH:8)

0.5 mM EDTA (pH:8)

2. SDS (%10): 0.5 gr. SDS, 45 ml. Distile su igerisinde ¢oziildii. pH’s1

7,2’ye ayarlandi.

3. Proteinaz K: Toz halindeki enzim 20 mg/ml olacak sekilde distile su ile

sulandirilip eritildi. -20°C de saklandi.

4. Alkali Fenol Cozeltisi: Hazir olarak alinip kullanidi. +4°C de saklandi.

5. Kloroform ve Izoamilalkol: Hazir olarak alindi ve 24:1 oraninda

karistirilarak ekstraksiyon i¢in kullanildi.

6. ANTP: dATP, dGTP , dTTP, dCTP’den her biri 100 mM konsantrasyonda
olacak sekilde hazir olarak alindi. — 20°C’de saklandi.

7. Taq Polimeraz: Cesitli firmalardan hazir olarak alindi. —20°C’de saklandi.

8. Primerler: Liyofilize olarak sentez ettirildi. Belirli oranlarda

sulandirilarak kullanildi. — 20°C’de saklandu.

9. 1 M MgCl2: Gerekli miktar distile suda ¢oziildii. Kiigiik hacimlere

boliintip otoklavda sterilize edildi.

10. Elektoforez Tamponu (TBE 10X=Jel ve Tanklar icin Tampon):

Tris baz 108g

Borik asit 55¢g

EDTA 0.5.M, pH:8.0 40 ml

1 It’ye distile su ile tamamlandi.
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11. Etidyum Bromid (EB): 10 mg/ml olarak hazirlanarak distile suda

manyetik karistirici ile ¢oziildii. +4°C de 1siktan korunarak muhafaza edildi.

1 M Tris HCI (pH:8.5): 121.1 gr Tris base, 800 ml H2O ig¢inde ¢oziildi. pH

konsantre HCI ile ayarlandi. Hacim distile su ile 1 1t’ye tamamland.

EDTA: Ana ¢ozelti 0.5 M olarak hazirlandi. 186.1 gr disodyum etilendiamin
tetraasetat 2H,O’ya karsilik 20 gr NaOH tartilarak hem EDTA’nin

¢oziilmesi, hem pH’ nin 8.0’e gelmesi sagland.

DEPC (Diethyl Pyrocarbonate)’li Su Hazirlanisi: 0.1 ml su ile ¢eker ocak

icerisinde karistirildi ve eritilerek otoklavlandi.

3.2.TTV DNA Ekstraksiyonu

PCR uygulamasi i¢in Orneklerden Proteinaz K/Fenol yontemi ile
ekstraksiyon yapildi. Bu amacgla 60 pl serum Ornegi tizerinde 200 pl
ekstraksiyon tamponu ve 10 pl proteinaz K karisimi ilave edilip bir saat 40°C
de inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda, tiipler 5-10 s gibi kisa bir siire
santrifiijjde ¢evrilerek kenarlarda olusmus damlaciklarin diismesi saglandi.
Karisimin tizerine 200 pl alkali fenol ve 200 pl kloroform-izoamilalkol
¢ozeltisinden konuldu. Yeni karisim bir dakika kadar iyice vortekslendikten
sonra, 13.000 devir/dak’da bes dakika boyunca santrifiij edildi. Bu islem
sonucunda iki faza ayrilan karisimin iistte kalan berrak DNA faz1 bir pipetle
dikkatlice baska bir tiipe alindi. Uzerine 400 nl isopropil alkol konup
vortekslendikten sonra yeniden santrifiijde ¢evrildi. Ekstraksiyonun son
asamasinda 400 pl etilalkol (%70’lik) eklendi ve yeniden santrifiij edildi. Etil
alkolle ¢oktiiriilen DNA kurutularak 30 pl distile su ile sulandirilip PCR

asamasina kadar -20° C de saklandi.
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3.3.Cogaltma (PCR) Islemi

Hasta Orneginde az sayida bulunan “etkene 06zgii niikleik asitlerin
(DNA/RNA) in vitro cogaltilarak saptanmasi” esasina dayanan PCR
(Polimeraz Zincir Reaksiyon) yontemi, yaygin olarak kullanilmaya baslanan
bir molekiiler biyoloji uygulamasidir. PCR uygulamalariyla, 6érneklerde az
sayida bulunan DNA molekiillerinin sayisinin trilyonlarla ifade edilebilecek
diizeyde arttirtlmis olmasi, yontemi ‘“asir1 duyarli” bir teknik haline
getirmektedir. Fakat bu asir1 duyarlilik 6zelligi, her zaman bir avantaj
saglamamakta, baz1 durumlarda “yalanci pozitiflige” sebep olabilmektedir.
Yalanct  pozitiflig§in en Onemli sebebi “kontaminasyon”  olup,
kontaminasyonu Onlemek i¢in laboratuar dizaymi ile personel se¢imi ve

giivenilirligine dikkat etmek sarttir (Durmaz, 2001).

“Temiz” PCR odasinda, her bir tiip i¢in asagidaki gibi ¢ogaltma

karisim1 hazirlanmistir:

Template DNA 10 ng/pl 10ul
Tampon PCR 10X S5ul
dNTP 12 mM 2 ul
MgCl, 25 mM 4 ul
Primer 1 10ul 0.5 ul
Primer 2 10ul 0.5 ul
UNG* 1 u/pl 0.5 ul
Taq polymerase Su/pl 0.5 ul
ddH20 27.0 ul
TOPLAM 50.0 ul

*Uracyl-N-glycosylase (UNG) kontaminasyondan korunma amaciyla
amplifikasyon asamasinda kullanilmaktadir. Denatiirasyon 94°C de 45 s,
baglanma 55°C de 40 s ve uzatma 72°C de 45 s (40 siklus) olacak sekilde
amplifikasyon gerceklestirilmistir. Son siklustaki uzatma faz1 72°C de 4 dk

olacak sekilde ayarlanmis ve PCR tamamlanmistir.
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3.4.PCR Uriinlerinin incelenmesi

Amplifikasyon islemini takiben tiiplerdeki PCR iiriinli yatay agaroz
jel elektroforezi ile incelendi. Bu amagla 0.5 g/ml etidyum bromid (EB)
iceren %1.5 luk agaroz (No: A-9539:SIGMA) jelde a¢ilmis kuyulara PCR
driinlerinden 20 pl alinarak ve 1 pl renklendirici (loading buffer) ile parafin
tizerinde karistirilarak ornekler yerlestirildi. Ayrica ortama amplifiye olmus
diriinleri boylarina gore degerlendirmek amaciyla size marker (Qx174, Hae
IIT ile kesilmis) eklendi. 150 V’da 10-15 dakika elektroforez uygulanarak

transilliiminatdrde ultraviyole (UV) altinda sonuglar incelendi.

35. TTV DNA Calismasinda Kullanilan

Laboratuar Cihazlar

1. Thermal Cycler (Ustten 1sitmali kapakli) MJ Resaarch 150 Minicyler (16
tlplii)

2. Sogutmali santrifiij (Hettich EBA 12 R) (24 tiiplii 1,5 rotor)

3. Sogutmasiz santrifiij (Hettich EBA 12 ) (24 tiipli 1,5 rotor)

4. Mini Agaroz jel Elektroforez (The Horizon 58, 11.14 and 20.25)
5. Giig tinitesi (Model P304 Power Supply, 300-500V)

6. UV transilluminator (302-312 nm)

7. Hassas terazi (Hassasiyet 0.00, Scaltec)

8. PIImotro cihazi (Hana, HI 9321. 931400)

9. Distile su cihazi (Niive, NS 245)

10. Otoklav (Niive, OT 012)

11. Vortex (Niive, NM 110)



3.6. TTV DNA
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Calismasinda Kullanilan

Kimyasal Maddeler
Kimyasal madde Katalog No Miktar
1. Alkali fenol P4557 Sigma 400 ml
2. Asit fenol P4682 Sigma 400 ml
3. N — lauroylsarcosine L9150 Sigma 100 gr
4. Guanidine Thiocynate (9277 Sigma 500 gr
5. Isoamyl alcohol 19392 Merck 500 ml
6. Isopropanol 15916 Merck 500 ml
7. Chloroform (C2442 Merck 500 ml
8. Ribonuclease inhibitor R2520 Sigma 25.000 unit
9. Protease P6911 Sigma 5gr
10. Agaroz P9539 Prona 500 gr
11. Ethidium Bromide E4391 Sigma 25 tablet
12. Orange G 03756 Sigma 25 gr
13. Sukroz S0389 Sigma 501 gr
14. Size marker P9577 Sigma Kutu
15. Boric acid B6768 Merck Skg
16. EDTA E5134 Sigma 500 gr
17. Trizma base T7149 Sigma 10 kg
18. Sodium dodecyl sulfate 4390 Sigma 1 kg
19. 2-Mercaptoethanol M3148Sigma 100 ml
20. Sodium hidroxide S 0399 Merck 500 gr
21. HCL 117020 Merck 500 ml
22. Taqg DNA Polymerase Fermentas Sigma | 100U, 500U
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4. BULGULAR

Baskent Universitesi Diyaliz Merkezi, Géztepe SSK Hastanesi Diyaliz
Merkezi ve Haydarpasa Numune Hastanesi Diyaliz Merkezleri’nden alinan
55 HD hastasina ait kan serum 6rnekleri PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

yontemi ile ¢alisilarak 23 tanesinde TTV DNA pozitif olarak bulunmustur.

123 4 5 6

500 bp
400 bp
300 bp

200 bp

100 bp

Sekil 4.1. Hastalarda TT virtisiinii gosteren %1.5'lik agaroz gel fotografi. 1: 100 bp
DNA marker, 2: TTV negatif hasta, 3: TTV negatif hasta, 4: TTV pozitif kontrol,
5: TTV pozitif hasta, 6: H20 kontrol (PCR miks kontrol)

Cizelge 4.1°de ii¢ farkli hemodiyaliz iinitesinden alinan toplam 55
hastaya ait kan serumu orneklerinin PCR testi sonuglarinin cinsiyete gore
dagilimi gosterilmistir. 55 hastanin 30 tanesi (%54) erkek, 25 tanesi (%46)
kadindir. TTV DNA, erkek HD hastalarinin 13 tanesinde (%24), kadin
hastalarin 10 tanesinde (%?21) tespit edildi. HD hastalarinin TTV DNA
pozitifliginin cinsiyete gore dagilimi incelendiginde, erkeklerle kadinlar

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamaistir (p>0.05).



31

Cizelge 4.1. HD hastalarinda TTV-DNA pozitifliginin cinsiyete gore

dagilimi
HD hastalar: TTV DNA Pozitif
Cinsiyet
n % n %
Erkek 30 54 13 24
Kadin 25 46 10 21
Toplam 55 100 23 42

Deneylerin diger 6énemli bir verisi de HD hastalarinin yas gruplarina
gore TTV DNA pozitifliginin karsilastirilmasidir. Cizelge 4.2°de gorildigi
lizere hastalar yaslarina gore; 15-30, 31-45, 46-60, 61 ve lizeri yas grubu
olmak tizere dort farkli gruba ayrilarak incelenmistir. 15-30 yas grubundaki 7
hastanin 2 tanesinde (%28), 31-45 yas grubundaki 18 hastanin 8 tanesinde
(%44) , 46—60 yas grubundaki 11 hastanin 5 tanesinde (%45), 61 ve lizeri yas
grubundaki 19 hastanin 8 tanesinde (%12) TTV DNA tespit edilmistir.

TTV-DNA pozitifligi yoniinden HD hastalar1 degerlendirildiginde, 15-
30 yas grubuyla diger gruplar arasinda bir fark bulunmustur. Ancak, 6érnek
sayisinin azligi bir problem olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Diger gruplar

arasinda anlamli bir fark bulunamamastir.
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Cizelge 4.2. HD hastalarinda TTV DNA pozitifliginin yas gruplarina

gore dagilimi

HD hastalan TTV DNA pozitif

Yas Gruplan
n % n %
15-30 7 13 2 28
31-45 18 33 8 44
46-60 11 20 5 45
61 ve iizeri 19 34 8 42
Toplam 55 100 23 42

TTV ile major hepatit etkenleri olan HBV, HCV arasindaki iligki ve TTV
DNA pozitif HD hastalarinin dagilimi ¢izelge 4.3’te verilmistir. Buna gore HBsAg
pozitif ve HCV negatif olan 10 HD hastasinda 4 birey (%40), HBsAg negatif ve
HCV pozitif olan 23 bireyden 11 tanesi (%47) , HBsAg pozitif ve HCV pozitif 2
hastadan hi¢ biri, HBsAg negatif ve HCV negatif 20 hastadan 8§ tanesi (%40) TTV
DNA tasimaktadir.
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Cizelge 4.3. HD Hastalarinda Hepatit-B ve Hepatit-C tasiyicilik
durumuna gore TTV DNA pozitifliginin dagilimi.

HDhastasi TTV-DNA pozitif

Hepatit B ve Hepatit C tasiyicihk
durumuna gore

n % n %
HBsAg Pozitif HCYV Negatif 10 18 4 40
HBsAg Negatif HCYV Pozitif 23 42 11 47
HBsAg Pozitif HCYV Pozitif 2 3 - 0
HBsAg Negatif HCYV Negatif 20 36 8 40
Toplam 55 100 23 42

Asagidaki ¢izelge 4.4’te hepatit B ve C tasiyicist olan HD hastalarinda
ALT enzim diizeyi gosterilmistir. HBsAg ile ALT enzim diizeyi arasinda ¢cok anlaml
bir sonu¢ bulunmustur. HBsAg pozitif ve HCV negatiflerle, HBsAg negatif ve HCV

negatifler arasinda ALT enzim diizeyi olarak anlamli bir fark bulunmustur.
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Cizelge 4.4. HD hastas1 olan Hepatit B, C ve normal kisilerde ALT

enzim miktarinin dagilimi

ALT Enzim Diizeyi
Hepatit B ve Hepatit C tasiyicihk Normal Yiiksek
durumuna gore

n % n %

HBsAg Pozitif HCYV Negatif 3 30 7 70
HBsAg Negatif HCYV Pozitif 19 82 4 12
HBsAg Pozitif HCYV Pozitif - 0 2 100

HBsAg Negatif HCYV Negatif 20 100 - 0
Toplam 42 76 13 24

Diyaliz siiresi ile TTV DNA ve HCV RNA arasindaki iliski ¢izelge
4.5’te gosterilmistir. Diyaliz stiresi 0-1 y1l olan 4 bireyden 2 tanesi (%50)
TTV DNA pozitiftir. 2—5 yillik bir siirede diyaliz tedavisi géren 26 hastadan
10 tanesi (%38), 6- 10 yillik 13 HD hastasindan 7 tanesi (%53), 11 ve daha
¢ok yildir hemodiyaliz tedavisi goren 12 kisiden 4 tanesi TTV DNA pozitif
olarak tesbit edilmistir. HCV RNA ise diyaliz siiresi; 0—1 yil olan 2 bireyde
(%50), 2—5 yillik 13 bireyde (%50), 6-10 yillik olan 8 bireyde (%61), 11 yil
ve lzeri olan 2 bireyde (%16) tesbit edilmistir. Cizelge 4.5°teki veriler
kullanilarak TTV DNA pozitifligi ile diyaliz siiresi arasinda anlamli bir
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farkin olmadig1 ortaya konulmustur (p>0.05). HCV RNA ile diyaliz siiresi

arasinda da anlamli bir fark goriilmemektedir.

Cizelge 4.5. Diyaliz Siiresi ile TTV DNA ve HCV RNA Arasindaki
Miski

TTV DNA | TTV DNA HCV RNA HCV RNA

Diyaliz Pozitif Negatif Pozitif Negatif
Toplam
Siiresi (yil)
n % n % n % n %
0-1 4 2 50 2 50 2 50 2 50
2-5 26 10 38 16 62 13 50 13 50
6-10 13 7 53 6 47 8 61 5 39

11 ve iizeri 12 4 33 8 66 2 16 10 84

Toplam 55 23 | 42 32 58 25 45 | 30 55

Birgok arastirmaci serumdaki ALT diizeyi ile TTV arasindaki iligkiyi
ortaya koymak icin ¢esitli ¢alismalar yapmislardir. Cizelge 4.6
incelendiginde goriilecegi lizere arastirmamizda, TTV DNA pozitif 23
hastanin 5 tanesinde (%21) ALT diizeyi yiiksek, 18 bireyde (%79) ALT
bulunmasi gereken sinirlardadir. Yine TTV DNA negatif olan 32 hastanin 8
tanesinde (%25) ALT diizeyi yiiksek bulunurken 34 bireyde (%75) normal
oldugu tesbit edilmistir. Buradaki veriler degerlendirildiginde, TTV DNA
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pozitifligi ya da negatifligi ile ALT arasinda anlamli bir fark ortaya
konulamamaktadir (p>0.05).

Cizelge 4.6 TTV DNA ile Serum ALT arasindaki iligki

ALT yiiksek ALT normal

TTV DNA n
n % n %
Pozitif 23 5 21 18 79
Negatif 32 8 25 34 75

Asagidaki ¢izelge 4.7’de ti¢ farkli diyaliz iinitesinden alinan HBsAg
pozitif serum Orneklerindeki TTV DNA arastirilmistir. A iinitesinden alinan
HBsAg pozitif 5 hastadan hi¢ birinin serumunda TTV DNA’ya
rastlanmazken, B diyaliz iinitesinden alinan 4 tane HBsAg pozitif serumun
iigiinde TTV DNA tesbit edilmistir. C iinitesinden alinan HBsAg pozitif
3 farkli kan 6rneginden birisinde TTV DNA tespit edilmistir.

Cizelge 4.7. Farkli diyaliz Unitelerinde TTV’ nin dagilimi. A: Goztepe
SSK, B: Baskent Universitesi, C: Haydarpasa Numune Hastanesi diyaliz

tiniteleri).
TTV DNA pozitif
Diyaliz iinitesi HBsAg pozitif n %
A 5 - 0
B 4 3 75
C 3 1 33
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S.TARTISMA VE SONUC

Giinimiizde bilinen viral etkenlerin gosterilmedigi akut ve kronik
hepatitlerin varligi devam ederken, etiyolojiden sorumlu, stipheli farkli viral

ajanlarin arastirilmasi molekiiler biyolojik yontemlerle devam etmektedir.

TTV ilk izole edildiginde etiyolojisi bilinmeyen post-transfiizyon
hepatitlerinde yiiksek ALT diizeyleri ile iliskili yeni bir TTV DNA viriisi
olarak tanimlanmistir (Nishizawa et al., 1997). Arastirmacilar ALT ile TTV
DNA arasinda bir iligski saptamislardir (Okamoto et al., 1998a). ALT
diizeyinin normal degerinin tistiinde ¢ikmasi1 TT virlis enfeksiyonu ile iligkisi
olabilecegini diistindiirmektedir. Cesitli ¢alismalarda TTV varliginin ALT
diizeyi ile ilgili olmadig1 da bildirilmektedir (Nishizawa et al., 1997). Ancak
karacigerle ilgili problemi olan vakalarda (Kronik karaciger hastalari, siroz
ve karsinom) normal kan donorlerine gore TT virlisi daha fazla

bulunmaktadir.

TTV enfeksiyonunun laboratuvar tanisini saglamak ve kan dondrlerinin
glivenli taramalarin1 yapabilmek amaciyla gelistirilen testler heniiz yeterli ve
giivenilir bulunmamaktadir. Serumda TTV’nin tespitinde PCR, viriise 6zgii

niikleik asit dizilerinin amplifikasyonu i¢in en yaygin kullanilan yontemdir.

TTV DNA saptanmasi i¢in kullanilan primerler arastirmaci gruplarina
gore degisebilmektedir. TTV nin ilk saptandigi ¢alismada Nishizawa ve ark.
(1997) tek bir izolattan (N22), RD037, RD038, RD051 ve RDO052 adini
verdikleri primerleri tanimlamis ve kullanmislardir. Daha sonra Okamato ve
ark. (1998) dort fakli altgrubun TTV dizilerindeki iyi korunan bolgelerden
belirledikleri NGO059, NGO063 ve NGO61 primerlerini kullanmislardir.
Zamanla TTV’nin ¢ogu varyantlarinda korunmus olan niikleik asit
dizilerinden A5430, A5427, A8761, A5332 olarak adlandirdiklar1 primerleri
kullanmislardir. Takahashi ve ark. (1998) ise TTV dizilerindeki iyi korunmus
bolgelerden belirledikleri T801,T935 primerlerini kullanmislardir. Bunlar

TTV suslarin1 daha duyarli saptayan primerler olarak gosterilmistir. Bu
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calismada Takahashi ve ark. (1998)’nin tanimladiklar1 primerleri kullanmay1
tercih ettik. Bu tercihimizin sebebi daha 6nceki arastirmacilarin ¢ogunun bu
primerleri kullanmis olmasi1 ve bu sayede ¢ogaltilan niikleik asitin dizi analizi
yapildigt zaman elde edilen suslarin genotip ve alt tiplerinin

karsilastirilabilecek olmasidir.

Ulkemizde TTV genotip dagilimimin belirlenmesi igin yapilan
calismalarda Japonya ve Ingiltere kokenli isolatlara gére primer kullanilmasi,
Tirkiye sartlarinda dogru bir genoprevalansi teorik olarak zorlastirmaktadir.
Tirkiye’de TTV’nin genotip dagiliminin belirlenmesi ve elde edilen
genotiplerden yeni primerler diizenlenmesi bu konudaki en dogru
yaklagimdir. Ayrica, TTV’nin son yillarda kesfedilmis olmasindan dolayi
yeterli bilgi bulunmamakla birlikte yurdumuzda da bu konuyla ilgili bazi
calismalar yapilmistir (Bkz. Cizelge2.4). Ancak, bu calismalarin Tirkiye
cografyasinin farkl yerlerinde, farkli hasta gruplariyla gergeklestirilmesi ve
TTV genotiplerinin tespit edilmesi gereklidir. TTV’nin diger gruplarla ve
hastaliklarla iligkisini tespit etmek ic¢in farkli arastirmacilarin kullandigi
primerleri daha genis hasta gruplarinda kullanarak, virlis miktar1 veya

genotiplerinin tayin edilmesi gereklidir.

Yapilan c¢alismalarda, kronik hepatit-B, kronik hepatit-C, fulminant
hepatit gibi c¢esitleri karaciger hastalarinda, HIV seropozitif hastalarda,
talasemili hastalarda, saglikli kan donérlerinde TTV DNA arastirilmis ve
TTV enfeksiyonunun toplumumuzda sikhikla gorildiigii  belirtilmistir
(Turkoglu ve ark, 1999). Bundan dolayi, oniimiizdeki yillarda TTV

tizerindeki yeni aragtirmalarin sonuglarinin dikkatle izlenmesi gerekir.

HD hastalarinda da TTV DNA bir¢ok arastirma grubu tarafindan
yiksek oranlarda bulunmustur (Tanaka et al., 1999; Valtoille et al., 2002;
Schroter et al., 2001; Kanamoto-Tanaka et al., 2002; Oguchi, et al., 1999;
Gallia et al., 1999; Okamoto et al., 1998a; Forns et al., 1999; Shibuya et al.,
1999). TTV pozitiflerin %7,7’sinde, karaciger testlerinde yliksek bir
anormallik bulundugu rapor edilmistir (Forns et al.,1999). Touinssi ve ark.

(2001) HD hastalarinin %32’sinin TTV pozitif, kan donorlerinin %12’sinin
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TTV pozitif oldugunu gosteren bir calisma yapmislardir. Yaptigimiz bu
calismada, TTV DNA pozitif HD hastalarinin orant %42 bulunmustur.
Yukarida verilen arastirma sonuglariyla elde ettigimiz sonuglar genel

anlamda benzerlik géstermektedir.

TTV pozitif ve TTV negatifler arasinda yas, cinsiyet, diyaliz siiresi, kan
transfiizyonu bakimindan farklilik olmadigmmi1 gosteren arastirmalar
yapilmistir (Okamura et al., 1999). Ancak, hepatit viriislerinin bulunma
oranlan erkeklerde ve kadinlarda farklidir. Hepatit B, hepatit C erkeklerde
kadinlardan daha ¢ok bulunur. Ciinkii hepatit B mikrobuna karsi antikor
cevabin orani kadinlarda erkeklerden ¢oktur. HBV iizerinde cinsiyetin etkisi,
farkli cinsiyetlerin immiin cevabindaki genetik farkliliklarla aciklanabilir.
TTV prevalansi cinsiyet ile farklilasmamaktadir. Bu verilen grupta yapilan
incelemer, TTV’nin yayilisinin seksiiel aktivite ile iliskili olmadigina
yorumlanabilir. Calismamizda, TTV DNA bulunma orani erkeklerde %24,
kadinlarda %21 olarak tesbit edilmistir ve aralarinda istatistiksel

degerlendirme agisindan bir anlam bulunamamastir.

Yas gruplarina gére TTV DNA prevalanst gesitli gruplar tarafindan
aragtirilmistir. Oguchi ve ark. (1999), 049 yas grubunda %20, 50-69 yas
grubunda %37, 70 ve daha yukar1 yaslarda %41 bulmuslardir ve diisiik

yaslarda belirgin bir fark tespit edememislerdir.

Yaptigimiz c¢alismada, yas gruplarina gore TTV DNA pozitifligi
yoniinden HD hastalarinda degerlendirilmis, 15-30 yas grubu ile diger
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur. Ancak,
Ornek sayisinin azlig1 giivenilirligi azaltmaktadir, c¢iinkii bir hastanin
durumunun degismesi yilizdelik oranlarda biiyiik degisimlere neden

olabilmektedir.

Diyaliz siiresiyle TTV DNA pozitifligi arasinda iliski kurulamayacagi
¢esitli aragtirmalarla gosterilmistir (Kanamoto-Tanaka et al., 2002; Martinez
et al., 2003; Gallian et al., 1999, Shibuya et al., 2001; Utsunomiya et al.,
1999; Valtuille et al., 2002). Diyaliz hastalarinda, transfiize edilen kanlarin
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diyaliz ne kadar zamandir uygulandigi, yapilan transfiizyon miktar ile iliskisi
oldugunu ortaya koyan ¢alismalar da yapilmistir (Oguchi et al.,1999). 15 yila
kadar diyaliz siiresi prevalans1 degismedigi ve kan transflizyonlu hastalarin
%51,2’sinde TTV pozitif oldugunu gosteren bulgular rapor edilmistir.
(Touinssi et al., 2001). Tsuda ve ark. (1999), anti-TTV’nin enfeksiyon
gectikten sonra uzun siire varolabilecegi sonucuna varmislar ve TTV
arastirmasi ile TTV prevalansinin tam olarak anlasilamadigi; ¢iinkii TTV
DNA’nin sadece devam eden enfeksiyonda bulundugunu 6ne stirmiislerdir.
Ancak, bu testlerin giivenilirligi ve maliyeti gelecekteki yayginliklarinin da
belirleyicisi olacagi sOylenebilir. Bundan dolayi, toplumda TTV DNA ve
anti-TTV’nin birlikte incelenmesi c¢ok daha saglikli sonuglar ortaya
koyacaktir. Bu calismada, diyaliz siiresiyle TTV DNA pozitifligi arasinda
tam bir korelasyon olmadigini saptadik. Ancak, 11 yil ve iizeri diyaliz
tedavisi goren hastalarla diger gruplar karsilastirildiginda aralarinda c¢ok

anlamli bir sonu¢ bulunmustur.

TTV tam1 ve taramasinda ger¢ekten de Onemli ilerlemeler saglanmis
olmasina karsin, lilkemizde TTV nin arastirildig: ¢calismalar kisith sayidadir.
Toplumdaki prevalansi tam olarak tespit edilememistir. TTV’nin cografik
dagilimint ve TTV enfeksiyonunun iilkemizdeki durumunu dogru sekilde
degerlendirebilmek i¢in daha yiliksek sayida olgu iceren ve daha genis

kapsamli ¢alismalara ihtiya¢ vardir.

HD hastalarinda, TTV’nin parenteral yollarin yaninda nonparenteral
yollarla da tasinabilecegini ortaya koyan calismalar vardir (Gallian et al.,
1999; Valtuille et al., 2002; Kanamoto-Tanaka et al., 2002; Oguchi et al.,
1999; Forns et al., 2002; Yuki et al., 1999; Shibuya et al., 1999).

Kao ve ark. (1999), ko-infeksiyonlu HD hastalarinda TTV DNA oranini;
hepatit B’lilerde %15, HCV tasiyicilarinda ise %36 olarak tesbit etmislerdir.
Oguchi ve ark. (1999), HBsAg’nin saglikli kisilerle HD hastalar1 arasinda
farkli olmadigini ortaya koydular. HCV, HBV ile TTV arasinda herhangi bir
korelasyonun olmadigini goésteren bir calisma yapilmistir (Gallian et al.,

1999). Yuki ve ark. (1999), TTV DNA’y1 HCV pozitiflerin %48’inde tespit
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etmis ve TTV’nin intrahepatik replikasyonunun HCV’li koenfeksiyonlu
bireylerde artiyor olabilecegi tlizerinde durmuslardir. Campo ve ark. (2000),
TTV pozitif HD hastalarinin %39,9’unda HCV pozitif bulurken, bu
bireylerin hi¢gbirinde HBV’ye rastlamamiglardir. Forns ve ark. (1999) HBV
ve HCV ile infekte olmus kisilerde karaciger testlerinin %75’inde anormal
oldugunu, TTV DNA pozitif olanlarda ise bu anormalligin sadece %7.7 sinde

goriildiigiinii tesbit etmislerdir.

Calismamizda elde ettigimiz sonuglara gore, TTV DNA pozitifligi ve
negatifliginin hepatit-B ve hepatit-C tasiyiciligi ile arasinda anlamli bir iliski
bulunmamistir. Cesitli arastirma gruplari, HCV pozitiflerin %48’inde TTV
DNA tespit etmis ve HCV replikasyon diizeyinin TTV ko-infeksiyonundan
etkilenmedigini ortaya koymuslardir (Watanabe et al., 1999). Hepatit-B ve
C’li cocuklarda TTV yiiksek oranda bulunmustur (Okamura et al.,1999; Ren
et al., 2001).

Arastirmamizda, ALT diizeyi yiiksek olan hastalarda TTV DNA
pozitifligi ve negatifligi arasinda anlamli bir fark bulunamamistir. Bundan
dolayi, verilerimize goére ALT ylikselmesi ile TTV arasinda dogrudan bir
iligki kurulamaz. ALT diizeyi ile TTV DNA pozitifligi arasinda bir iliski
bulunmadigini1 gésteren ¢alismalar bulunmaktadir (Gallian et al., 1999; Yuki

et al., 1999; Forns et al., 1999; Shibuya et al., 2001; Utsunomiya et al., 1999).

ALT diizeyi yiliksek olan 5 hastadan sadece 2 tanesi TTV DNA pozitif
olarak bulunmus ve HCV RNA pozitif ve TTV DNA pozitif 4 hastadan
3’inde ALT enzim diizeyinin yiiksek oldugu gosterilmistir. TTV, HCV’ye
bagl hastalik riskini arttirdigr ve ALT ile TTV arasinda anlamli bir iliski
olmadig1 ortaya koymuslardir (Kanamoto-Tanaka et al., 2002).

Okamoto ve ark. (1998a), kronik ALT enzim diizeyi yiliksek olan 9
hastadan 5 tanesinin TTV pozitif iken, 4 tanesinin TTV negatif oldugununu
ortaya koymuslardir. Ug tane TTV pozitif HD hastasinda ALT diizeyi yiiksek
bulunmustur. Bu arastiricilar, ALT diizeyi yiiksek olan 2 hastada klinik baska

bir sebep bulunamamis olmasini, bundan TTV’nin sorumlu olabilecegi
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seklinde yorumlamislardir. Ancak, giliniimiizde tanimlayamadigimiz bir¢cok
etken oldugu diisiiniiliirse, TTV’nin dogrudan bu artisin sebebi olarak

gosterilmesi tartisilabilir bir veridir.

Serum ALT diizeyi HCV ile artarken TTV ile artmadigi, ancak, HCV ve
TTV’nin beraber bulunmasit ALT diizeyinin daha yiliksek olmasini
sagladigina dair arastirma sonuglari bulunmaktadir. Bu veri de birgok

arastirmaci tarafindan desteklenmemektedir (Okamura et al., 1999).

HCV RNA pozitif HD hastalarinda, TTV pozitif ve TTV negatif
hastalarda ALT diizeyinin benzer oldugunu ortaya koyan arastirmalar
yapilmistir. Yine bu hastalarda, TTV pozitif olanlarin ALT diizeyinin, TTV
negatif olanlardan daha yiiksek oranlarda bulunduguna dair veriler de
mevcuttur (Touinssi et al., 2001). HD hastalarinda yapilan bir ¢alismada,
sadece TTV ile enfekte olmus hastalarla, TTV’nin yaninda HBV, HCV ya da
her ikisiyle enfekte olmus olanlar karsilastirildiginda diyaliz siiresinin 6nemli

oldugu rapor edilmistir (Gallian et al., 1999).

Bu c¢alismada, farkli hemodiyaliz iinitelerinden alinan serum
orneklerindeki TTV DNA oranlarinda ¢ok farkli sonuglar bulundu. Belirli bir
diyaliz 1iinitesinden almman Orneklerin higbirinde TTV DNA tesbit
edilemezken, diger bir liniteden alinan dort 6rnegin liciinde TTV DNA tesbit
edilmistir. Bu farklilik, hastaneden yayilim olabilecegini diistindiirmektedir.
Bu nedenle, bu tnitelerden farkli zamanlarda serum Orneklerinin alinarak

TTV DNA testi yapilmasi gereklidir.

HD hastalarinda TTV’nin bulunma oran1 yiiksektir. HD’lerdeki
yiikseklik bu populasyonlarin parenteral etkiye maruz kalmasi ile iliskili
olabilir. HD hastalarinda kan iiriinlerinin transfiizyonu TTV nin yayilmasiyla
ilgili mekanizma olabilir. Ancak, TTV pozitif hastalarin tamamina kan
transfiizyonu yapilmadigindan dolayi, TTV yayiliminin sadece transfiizyon
ile oldugunu sdylemek miimkiin degildir. HD hastalarinin TTV pozitif
olanlarinda genetik heterejonite incelendiginde bulunan benzerlikler, hastane

yoluyla transmisyonunu da ortaya koyabilir. Bu hastalarda TTV’nin diger
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mekanizmalarla (fekal-oral yol) hastaneden yayildigi diisiiniilebilir. Elde
edilen sonuglar, TTV’ nin HD hastalarinda karaciger hastaliklarina neden olan
bir ajan oldugunu ispatlamaz. Fakat TTV, karaciger enzim diizeylerinde
gecici  yiikselmelere neden olabilir. HD hastalarina politransfiizyon
yapilmakta ve bir¢ok riske maruz kalmaktadirlar. Farkli TTV alttipleriyle
koinfekte olabilirler. Bir TTV tipiyle infekte olan HD hastasinin diger TTV
tipinden korunamadigini ortaya koyan bir¢cok veriye sahibiz. Bunun sonucu

olarak bir kiside farkli TTV tipleri bulunabilmektedir.

Gelismis ve gelismekte olan bdlgelerde TTV prevelanslart ve genotip
¢esitlerinde farkliliklar bulunmaktadir. Bunun sebebini agiklayabilecek

herhangi bir veriye sahip degiliz.

Belirli bir donemde TTV DNA pozitif olan hastalarin daha sonra TTV
DNA negatif olmasimmi saglayan etkenlerin neler olabilecegi, tizerinde
durulmasi gereken diger bir konudur. Su ana kadar yapilan ¢alismalar bu
durumu agiklayamamaktadir. TTV DNA negatif bireylerin bazilar1 pozitif
hale gelebilmektedir. Bu veri, TTV DNA’nin ilgili bireylere nasil bulastigi

konusunda bir¢ok problemi beraberinde getirmektedir.

HD hastalarinda yiiksek TTV prevalanst immiin yetmezlikle
iligkilendirilebilir. Ancak, TTV ile alict immun sistem arasindaki iliski ortaya
konmamistir. Bu durum hakkinda degerlendirme yapilirken T hiicreleri ve
monosit hiicrelerinin aktivasyonu ile beraber disiiniilmelidir. T hiicrelerinin
aktivasyonu ile TTV arasindaki eger varsa bir iliskinin ortaya konulmasi ¢ok
Onemli bir veri olacaktir. Periferal kan mononiiklear hiicrelerinde
sitokininlerin lretim durumu HD hastalarinda immiin yetmezlikle ilgili bir

rol oynayabilir.

Cesitli c¢alismalarla TTV DNA pozitif HD hastalarinda, TTV
replikasyonunun kontrolii ve immiin yetmezliginin tam roliinii agiklamak i¢in
TTV viremi diizeyleri ve sitokininlerin iiretim diizeyleri arasinda iliskinin

ortaya konulmasi gereklidir.
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TTV’nin saglikh kisilerde de yiiksek oranda tespit edilmesi, bu viriisiin
insan florasinin iiyesi oldugunu g6z oOniinde tutmay: da gerektirmektedir.
Viriis, immiin sistemin kontrolii altinda suskun kalip, kontrol zayifladig1 anda
¢ogaliyor olabilir, ¢iinkii HD hastalarinda antikor iiretiminin geciktigi ve

immiin sistemin zayifladig1 bilinmektedir (Touinssi et al., 2001).

TTV’nin belirli bir genotipi, diyaliz hastalarinda ger¢ek genotip olabilir.
Ancak, bu verinin dogrulanabilmesi i¢in farkli iilkelerde farklit HD hastasi

populasyonlarinda arastirma yapilmasina gerek vardir.
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