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KISALTMALAR

HDYV : Hepatit delta virus
HBY : Hepatit B virus
HDAg : Hepatit delta antijeni

PZT : Polimeraz zincir tepkimesi

RT-PZT : Ters transkriptaz polimeraz zincir tepkimesi

DNA : Deoksiriboniikleik asit
RNA : Riboniikleik asit

HBsAg : Hepatit B yiizey antijeni
HDAg-S : Kiiciik delta antijeni
HDAg-L : Biiyiik delta antijeni
ORF : Open reading frame

EIA : Enzyme immun assay

RIA : Radioimmunassay

REA : Restriksiyon enzim analizi
YAC : Maya yapay kromozomlar1
BAC : Bakteri yapay kromozomlari
c-DNA : Komplementer deoksiriboniikleik asit

bp : Base pair (baz ¢ifti)
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1. OZET

Infeksiyon olusturabilmesi icin Hepatit B virus (HBV) yiizey antijenine gereksinim
duyan hepatit delta virus (HDV), yaklasik 1700 niikleotit uzunlugunda ve antijen olarak
yalnizca hepatit delta antijeni (HDAg) kodlayan bir genoma sahiptir. Bu calismada HDAg yi
kodlayan bolgenin klonlanarak ¢cogaltilmasi amaglanmistir.

Gen bankasindan indirilen ve Tiirkiye’de bildirilen tek genotip olan genotip I dizileri
referans alinarak hazirlanan onciil setleri kullanilarak cogaltilan HDAg bolgesi polimeraz
zincir tepkimesi (PZT) ile cogaltilarak saflastirildi. Saflastirilan iiriiniin icerdigi DNA miktar
hesaplanarak vektor — insert oran1 ayarlandiktan sonra pGEM® T-easy vektoriine (Promega)
takildi. Elde edilen rekombinant DNA Escherichia coli JIM109 hiicrelerine transforme edilerek
cogaltildi. Ampisilin ve mavi beyaz tarama sonucunda elde edilen hedef koloniler ¢cogaltilarak

plazmit saflagtirilmas1 gerceklestirildi.

Dogru dizinin vektore takilip takilmadiginin anlagilmasi i¢in Onciiller kullanilarak hedef
bolge yeniden PZT ile cogaltildi, EcoR I ve Not I kullanilarak yapilan restriksiyon enzim

analizi ile plazmit kesildi ve DNA dizi analizi yapilarak dizinin dogrulugu kontrol edildi.

Klonlama iiriinii olarak saflastirilan plazmitlerden yapilan PZT ile beklenen biiyiikliikteki
786 bp lik iiriin elde edildi. Ayrica plazmitlerin EcoR I ile kesimi sonucunda 248, 553 ve 2995
bp lik dogru bantlar elde edildi. Yine ayni plazmitlerin Not I ile kesimi sonucunda 819 ve 2982
bp lik dogru bantlar elde edildi. DNA dizi analizi ile de HDAg bolgesinin varligi dogrulandi.
Elde edilen klonlama iiriinlerinin, ileride yapilacak olan kantitatif PZT calismalarinda miktar
belli pozitif kontrol ve DNA dizi analizi ile oryantasyonun dogrulanmasindan sonra HDAg

protein ekspresyonu ¢alismalarinda kalip olarak kullanilmasi diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler : HDV, PZT, Klonlama, REA
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2. SUMMARY

Hepatitis delta virus (HDV) is a satellite of hepatitis B virus (HBV) and possesses a
closed circular single-stranded RNA genome of approximately 1700 bases. The genome has an
open reading frame (ORF) in the antigenomic polarity that encodes the hepatitis delta antigen

(HDAg) of 195 amino acids. In this study, cloning of the whole delta antigen gene was aimed.

Primers for PCR amplification were selected from conserved HDV genotype I sequences

of the delta antigen gene, since this is the only HDV genotype reported in Turkish patients.

HDAg region of the HDV gene was amplified by PCR using the choosen primer set.
Amplicons were purified and DNA contents were quantified. After the adjusment of
vector-insert ratio, the purified amplicon were ligated into the pGEM® T-easy vector
(Promega). The recombinant DNA was transformed to the Escherichia coli IM109 cells.
Target colonies were determined by using ampicillin and blue white colony screening and

cultured in LB broth. Plasmids were purified.

Target region was amplified by PCR using the same primers in order to prove the
sequence was inserted to the vector. Furthermore, the plasmid containing the insert was
evaluated by restriction enzymes EcoR I, Not I and DNA sequencing.

A 786 bp amplicon was generated by the PCR of the plasmid as expected. The restriction
digest of the plasmid with EcoR I produced 248, 553 and 2995 bp bands, while the digestion
with Not I gave 819 and 2982 bp bands. These results and the DNA sequencing analysis
confirmed the succesful cloning of the HDAg gene in the correct orientation. The cloned HDV
gene segment is planned to be used as a positive run control or quantification standart for the
future HDV RT-PCR studies. It can also be used for generating HDAg protein after subcloning

to an expression vector.

Keywords : HDV, PCR, Cloning, REA
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3. GIRIS VE AMAC

Hepatit delta virusu (HDV) ilk defa 1977 yilinda Rizzetto ve arkadaslan tarafindan
kronik hepatit B virusu (HBV) infeksiyonu olan bazi1 hastalarin hepatositlerinde yeni bir
niikleer antijen olarak fark edilmistir. Once HBV’ ye ait oldugu sanilarak, HBV’ ye ait delta
antijeni ve antikoru saptandigi bildirilmistir. Ancak 1980’lerde HBV ile infekte hastalarin
hiicre niikleuslarinda gosterilen delta ajaninin sempanzelere de aktarilabilmesi ile ayr bir ajan
oldugu anlasilmistir. 1983’ de hepatit delta virus olarak adlandirilmis, 1986 yilinda genomu
klonlanmistir. HDV, HBYV ile ortak dizilerin olmayis1 nedeniyle bugiin HBV satellit virusu
olarak kabul edilmektedir. Uluslararas1 virus taksonomi komitesince delta virus cinsi i¢inde ve

bu cinsin tek 6rnegi olarak siniflandirilmistir.

HDV yaklasik 1700 niikleotidlik genoma sahiptir. Infekte hiicreler; viral genomik RNA,
viral genomik RNA’nin komplementeri olan antigenom ve delta antijenini kodlayan 800bp’lik
polyadenile olmus mRNA’y1 igerir. Delta antijeni HDV’nin yaptig1 tek proteindir ve
antigenomik RNA tarafindan kodlanir. Hem genomik hem de antigenomik formlar karaciger
hiicrelerinde gosterilebilir, ancak serumda sadece antigenomik form bulunabilir.

HDV infektivitesi icin HBV’ ye gereksinim duyar. 36-43 nm capinda sferik bir
partikiildiir. HDV nin ylizeyel proteinleri HBV’ nin yiizeyel antijeni tarafindan olusturulur ;
hepatit B yiizey antijeninin (HBsAg)’nin kiiciik (S) orta (O) ve biiyiik (L) formlarin1 igerir ve
bu zarf niikleosidi cevreler. HDV’nin niikleokapsidi 19 nm dir. Niikleokapsid, negatif tek
iplikcikli ¢embersel RNA genom ve delta antijenlerinin (HDAg) 60 kopyasindan olusur.
[kozohedral simetride oldugu sanilmaktadir. Delta antijeni viriisiin kodladig1 tek proteindir.
Biiyiik ve kiigiik olmak iizere iki formu vardir. Kiiciik delta antijeni (HDAg-S) genomik
RNA’nin ¢ekirdege taginmasi, yikilmasinin onlenmesi, genom replikasyonunun ilerlemesi ve
genom ile komplementer genomun ¢omaksi yapilarina baglanmasi i¢in gereklidir. Biiyiik delta
antijeni (HDAg-L) genom replikasyonunu inhibe eder, ancak virion partikiillerinin

tasinmasinda ve bir araya getirilmesinde gereklidir.

HDYV dogada yalnizca insanlarda bulunur ve deneysel olarak HBV virusu ile birlikte
primatlara bulastirilabilir. HDV, HBV ile ayn1 anda birlikte infeksiyona (koinfeksiyon),
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HbsAg tasiyicisi veya kronik hepatitli kisilerde sonradan eklenerek iistiine infeksiyona
(stiperinfeksiyon) neden olur. Birlikte infeksiyonda fulminan hepatit gelisme riski tek
basina HBV infeksiyonuna gore daha fazladir (%2-20). Birlikte infeksiyon sirasinda HDV
HBV’nin replikasyonunu baskilayabilir ve serumda HBsAg kaybolabilir. Ustiine infeksiyon
da risk, kronik aktif hepatit ve sirozlu hastalarda asemptomatik tasiyicilara gore daha
yiiksektir. HBsAg tasiyicilarinda gelisen iistiine infeksiyonda % 50-70 klinik akut hepatit
tablosu goriiliir. Ustiine infeksiyonda da HBV infeksiyonuna gore daha sik fulminan hepatit
gelisir. Ustiine infeksiyonun birlikte infeksiyondan en énemli farki akut enfeksiyon sonrasi
daha sik kroniklesme ve siroz goriilmesidir.

Bugiine kadar Tiirkiye’de HDV’nin klonlanmas1 yapilmamistir. Bu ¢alisma ile
Tiirkiye’ye 6zgii bir HDV klonunun elde edilmesi planlanmaktadir. Bu klon kullanilarak
ileride rekombinant HDAg’nin elde edilmesi, serolojik ve immunolojik testlerde antijen olarak
kullanilmasi, ayrica rekombinant plazmitin niikleik asit testlerinde standart olarak kullanimi
amaglanmaktadir. Caligmamizin klonlama calismalarinin metodolojisini kurma yoniinde ileri
calismalara 6nemli bir katki saglamas1 beklenmektedir.

4. GENEL BIiLGIiLER

4.1 HEPATIT DELTA VIiRUSU (HDV)
4.1.1. Giris

Rizzetto ve arkadaslan 1977 yilinda yaptiklar1 calismalar sirasinda HDV ile infekte
bireylerin karaciger biyopsi 6rneklerinde daha 6nce tanimlanmamis bir insan patojeni olan
HDV’yi immunfloresans yontemi ile gostermislerdir (1). HDV’nin 6nemli bir problem olmasi
onun yiiksek diizeyde patojen olmasi ve hizli bir bi¢imde karaciger hastaligina sebep
olmasindan kaynaklanir (2). HDV genomu ilk kez 1986 yilinda sekanslanmis, klonlanmis ve
kendine has bir yapis1 oldugu gosterilmistir (3). Sirkiiler RNA genomuna sahip ilk hayvan
virusu olup bu dzellik sadece bitki viruslarinda gosterilmistir (4).

4.1.2. Smiflandirma

HDV, RNA genom yapisi ve viral replikasyon agisindan viroidlere benzemektedir.
Ancak viroidler HDV’den daha kiiciiktiirler (400 nt), protein kodlayamazlar ve bitkilerde
infeksiyona neden olurlar. HDV infektivitesi icin HBV’ye gereksinim duyar. HDV’nin konak
hepatositlerinden salinma ve yeni infeksiyon bolgelerine girisi icin HBsAg’ye ihtiyaci vardir.
HDV daha 6nceleri defektif bir virus olarak nitelendirilmekteyse de HBV ile ortak dizilerinin
olmayis1 nedeniyle bugiin HBV satellit virus olarak kabul edilmektedir. Ancak klasik satellit
viruslardan farkli olarak yardimci virusuna gereksinim duymadan replike olabilmektedir.
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Uluslararasi virus taksonomi komitesince delta virusu cinsi i¢erisinde bu cinsin tek drnegi
olarak siniflandirilmstir (5).

4.1.3. Yap1 ve Genom Organizasyonu

HDYV zarfli, 36-43 nm c¢apinda bir virustur. RNA genomu ve hepatit delta antijeninden
(HDAg) olusan niikleokapsit 19 nm ¢apindadir. Niikleokapsit hepatit B yiizey antijeni
(HBsAg) ile cevrelenmistir (6) (Sekil 1).

Hepatit D (Delta) Yirus

Dalta
Antileni HBsA4g

Sekil 1: HDV’nin sematik yapis1 ve elektron mikroskop goriintiisii

HDV genomu negatif yonelimli, tek iplikli RNA genomu icerir ve yaklasik 1700 nt
uzunlugundadir. Genomu ¢emberseldir, ancak G+C oraninin yiiksek olmasi (%60) ve
intramolekiiler baz ciftlesmelerinin yogunlugu (%70) nedeniyle genom comaksi (rod-like) bir
yapida bulunur. Denatiire oldugunda ise ¢cembersel bigcimine doner (3).

HDV’de genom replikasyonu sadece hepatosit ¢cekirdeklerinde gerceklesmektedir.
Infekte hepatositlerin cekirdeginde genom yanisira bunun tam bir komplementeri olan
antigenoma da rastlanir. Genomik RNA ve antigenom, spontan kirilma ve spontan baglanma
reaksiyonlarinin gerceklesmesi i¢in ribozim aktivitesi gostermektedir. Bu aktiviteye HDV
replikasyonu i¢in gereksinim duyar (7). Ribozim bolgesi genomik RNA’da 680 ve 780
niikleotidleri arasinda, antigenomik RNA’da ise genomik ribozim bdlgesine komplementer
olacak sekilde yerlesmistir. Her RNA 6zgiil olarak spontan kirtlmanin olustugu tek bir bolgeye
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sahiptir. Genomik RNA’da spontan kirilma bolgesi 688-689 niikleotidlerinde U ve G
arasindadir. Antigenomik RNA’da ise genomik RNA’ya komplementer olacak sekilde
903-904 niikleotidleri arasina yerlesmistir (Sekil 2). Genomik ve antigenomik RNA’larda
kirilmanin oldugu bolgelerde spontan baglanma reaksiyonlar1 ortaya ¢ikmaktadir (8). Hem
kirilma hem de baglanma icin magnezyum katyonuna gereksinim vardir.

HDV Genomu

| p27 |

| |

| 958 1015 1600

| 0/1685

685/689
viroide
benzer | HDAQb.I;IodeIa\ran |
yapi =]

Sekil 2 : HDV Genomu

4.1.4. HDV Antijeni (HDAg)

HDAg, hepatit delta viriis riboniikleik asitine (HDV-RNA) yiiksek baglanma afinitesi
iceren RNA baglayan bir proteindir. HDAg ii¢ islevsel bolge icermektedir. Bunlardan birincisi
16sin ve izoldsinden zengin “leucin zipper” benzeri diziler iceren bolgedir. Bu bolge proteinin
amino ucunda 31 ve 52. aminoasitler arasinda yer alir ve HDAg’ nin baz1 gorevleri i¢in gerekli
protein oligomerizasyonundan ve proteinler arasi etkilesimlerden sorumludur (9,10). Ikinci
bolge 68-88. aminoasitler arasinda bulunan bazik aminoasitlerden zengin, ¢ekirdek yerlesim
sinyal bolgesidir (nuclear localization). Bu bolge HDV-RNA’nin hiicre ¢ekirdegine
yonlenmesini saglar (11,12). Ugiincii bolge, proteinin 1/3 orta boliimiinde yer alir ve arjininden
zengin iki bolge icerir. Bu bolge RNA baglanma bolgesi olarak islev gérmektedir (13).

HDV’nin kodladig tek protein olan delta antijeni tiim infekte hiicrelerde bulunur. HDV
delta antijeninin iki farkli formunu kodlamaktadir. Antigenomik RNA’da bulunan tek “open
reading frame” (ORF) tarafindan HDAg’ nin kiiciik (S-195 aa) ve biiyiik (L-214 aa) formlar
kodlanmaktadir (14). Virusun ayn1t mRNA’dan 2 farkli protein yapmasi “6zgiil post
transkripsiyonel RNA diizeltme” mekanizmas1 olarak tanimlanir (15). HDAg-S’nin (24kDa)
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195. aminoasidinin sonunda bulunan UAG sonlandirici kodonunun UGG (triptofan) kodonuna
degismesi ile HDAg-L (27kDa) olusur (16,17).

HDAg-S, genomik RNA’nin ¢ekirdege tasinmasi, yikilmasinin dnlenmesi ve genom
replikasyonunun ilerlemesi i¢in gereklidir (18). HDAg-L ise genom replikasyonunu
baskilarken, virus partikiillerinin bir araya toplanmasi, paketlenmesi ve taginmasi igin
gereklidir (19).

4.1.5. Viral Replikasyon

HBsAg aracilikli hiicresel reseptore baglanma arkasindan HDV hepatosit icine girmekte,
soyulmay1 izleyerek genom dogrudan ¢ekirdege yonelmektedir. Cekirdek yerlesim sinyali ile
cekirdege taginan genom burada replike olmaktadir. Viral genom negatif yonelimlidir ve kalip
olarak kullanilarak mRNA’nin sentezini saglar. Daha sonra bu mRNA’dan hem HDAg, hem
de viral genom sentezlenir. HDV bir¢ok bitki virusunun kullandigr “double rolling circle”
modeli olarak bilinen yuvarlanan ¢ift cember replikasyon mekanizmasini kullanmaktadir (20).
Viral RNA replikasyon oncesi ¢cemberlesir ve bazlarin %70’1 esleserek ¢omak seklini alir. Bu
comak iizerinde replikasyonu baslatma, bitirme ve poliadenilasyon sinyali i¢eren 6zgiil
bolgeler bulunmaktadir (Sekil 3). Aym zamanda ribozim gibi islev gorebilen viral genom,
replikasyonu baglatma bolgesinde kendi iizerine katlanarak 4 kollu bir yap1 olusturur. Bu
kollardan biri enzim, bir digeri substrat baglanma bolgesi olarak islev gorerek replikasyonu
saglar. Replikasyon poliadenilasyon bolgesine geldiginde sentezlenen zincir poliadenil
kuyrugu kazanir ve sentez devam ederken ayrilir. Olusan poliadenile, 800 bazlik mRNA
HDAg nin sentezlenmesini saglar. HDAg’ nini kodlayan mRNA’nin ayrilmasindan sonra
sentez devam eder ve 1.7 kb’lik bir zincir sentezlenir. Bu antigenom olarak da adlandirilan
pozitif iplik¢iktir. Antigenomun poliadenillenmesi ortamdaki HDAg ve comak benzeri yapisi
nedeniyle engellenir. Antigenom sentezi ayrilma noktasinda sonlanir ve iki ucundan kapanarak
cembersel bir yapi1 olusturur. Antigenom bu haliyle viral genom icin kalip olarak kullanilabilir.
Viral genomun sentezi konak hiicre ¢ekirdeginde ve hiicresel RNA polimeraz II enzimi
kullanilarak gerceklesir. Bu sirada replikasyon dongiisii devam ederek yeni mRNA ve
antigenom sentezi yapilir. HDAg’ ni kodlayan mRNA iki tip protein sentezi yapar. Bunlar aym
kodondan sentezlenmeye baslayan biiyiik ve kiiciik HDAg’leridir. Viral genom ¢ekirdekte
sentezlendikten sonra kiiciik (S) ve biiyiik (L) HDAg ile birlikte paketlenir. Golgi aygitindan
gecerek HBsAg kilifini alir ve hiicreden salinir. Virus ¢ogaldigi hiicreye sitopatik ve sitostatik
etki yapmaz (6).
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Sekil 3 : HDV RNA Sentezi

4.1.6. Viral Heterojenite

RNA viriislerinin en 6nemli 6zelligi genetik cesitlilik gostermeleridir (21). HDV’nin
olusturdugu genetik heterojenite 1986 yilinda bildirilmistir (3). Bu calismada infekte bir
bireyde birbirleriyle iligkili farkli genomlarin karisimi1 bulunmustur. Yeni molekiiler
tekniklerin gelismesiyle HDV’nin hem ayni hem de farkli bireylerdeki genetik heterojenitesini
gostermek icin yeni yontemler gelistirilmistir. Yilda genom basina 3x107 ile 3x10” arasinda
delta mutasyonu hesaplanmistir (16). HDV genetik heterojenitesi tiim viral genoma diizenli bir
sekilde dagilmamistir. Genomik, antigenomik kirillgan bolge ve delta antijeninin RNA
baglayici bolgesi olduk¢a korunmustur.

Tiim diinyada toplanan HDV izolatlarinin genetik analizi HDV’nin {i¢ ana genotip
altinda gelistigini gostermektedir. Bunlar sirasiyla I, II ve III olarak belirtilmekte olup, diinya
izerinde dagilimlan farklilik gostermektedir (6). Niikleotid dizilimleri bu genotipler arasinda
belirgin olarak farklidir. Genotipler arasinda niikleotid diizeyinde %40, aminoasit diizeyinde
ise %35 farklilik vardir. Genotip I tiim diinyada en yaygin olan genotiptir. ABD, Avrupa ve
Ortadogu’da yaygindir. Genotip I’de iki tane alt grup bulunur. Bunlar Ia ve Ib’dir. Ia Asya’da,
Ib ABD’de, her ikisi de Akdeniz bolgesinde sik¢a goriiliir. Genotip II hastaligin daha iliml
formlartyla iligkili bulunmustur. Japonya, Taiwan ve yakin zamanda Rusya’nin Yakut
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bolgesinde gosterilmistir (22). Genotip III ise Giliney Amerika’nin kuzeyinde ciddi fulminan
hepatit salginlariyla iliskili bulunmustur (23). Ilging olarak bu genotip HBV genotip F ile
koinfekte bireylerde saptanmistir (23).

4.1.7. Konaka Tliskisi

Dogada HDV infeksiyonu sadece insanlarda saptanir. Deneysel olarak ise
hepadnaviriislerin replike olabildigi sempazeler, “woodchucks” ve Pekin ordekleri gibi
konakgilarda replike olabilir. HBV ile infekte hiicre kiiltiir modelleri de HDV replikasyon
calismalan i¢in elverislidir (24,25).

4.1.8. Yayilim ve Epidemiyoloji

HDYV infeksiyonu diinya ¢apinda bir yayilima sahiptir. Dogu Avrupa ve ABD’de HDV
endemik degildir ve infeksiyon sadece damar ici ilag kullananlarla sinirlidir. Ote yandan ¢oklu
kan transfiizyonu alan bireylerde ve hemofili hastalarinda HDV, kan bankas1 HBsAg tarama
programlar1 ve yaygin HBV asilama calismalariyla neredeyse yok olmustur (26). Molekiiler
epidemiolojik yaklagitmlar HDV’nin yayilmasindaki yeni mekanizmalari anlasilmasini
saglamistir. Boylelikle HDV’nin cinsel temasla gecebilecegi ve aile bireyleri arasinda da gecis
olabilecegi dogrulanmistir (27).

Son 10 yil igerisinde elde edilen bulgular ile HDV epidemiolojisi acisindan
degisikliklerin oldugu ortaya konmustur. Akut ve kronik hepatitlerdeki HDV prevalansinda
Akdeniz bolgesinde bir azalma oldugu gozlenmistir. Bu durum HBYV ile asilama,
immunsiipresif durumlarin kontrolii ve sosyoekonomik iyilesme ile baglantilidir. Ancak
diinyanin diger boliimlerinde HDV acisindan yeni odaklar olusmaktadir. Rusya’nin Giiney
Dogusunda bulunan Samara sehrinde 1998-99 yillarinda fulminan akut viral hepatit salgini
ortaya ¢ikmistir (28). Samara sehrinde ortaya ¢ikan fulminan HDV suslar1 genotip I olup,
filogenetik olarak Uzak Dogu ve Dogu Avrupa suslarina yakindir. Yeni infeksiyon odaklar
arasinda Japonya’nin Okinawa adasi, Kuzey Hindistan ve Ermenistan sayilabilir (29-31).
Giiney Amerika’nin dzellikle subtropikal bolgelerinin yeni HDV salginlar i¢in potansiyel
rezervuar gorevi gordiigii bildirilmistir (32).

Genel olarak bakildiginda HDV infeksiyonu hala ciddi bir toplum sagligi sorunudur.
Yaklasik olarak HBV tasiyicilarinin %5°1 HDV ile koinfekte olup, tiim diinyada 15 milyon
insan HDV ile infektedir. Vakalarin bu kadar ¢cok olmas1 sebebiyle HDV major bir mortalite ve
karaciger transplantasyonu sebebidir.
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4.1.9. infeksiyonun Gecis Yollar1 ve Klinik Ozellikleri

HDYV infeksiyonu iki farkl: tipte karsimiza cikabilir. Birlikte infeksiyon (koinfeksiyon)
HDV ile HBV’nin eszamanl olarak infeksiyon yapmasi ile ortaya ¢ikar. Ustiine infeksiyon
(stiperinfeksiyon) ise HBV ile kronik infekte kisilerde HDV infeksiyonu sonradan gelisir.
HBV’ye kars1 immun olan anti-HBs’li kisiler HDV infeksiyonuna duyarh degillerdir.

HBYV ile birlikte goriilen akut hepatit D infeksiyonunun klinik agirligi orta siddetten,
agira ve fulminan hepatite kadar degisebilir. HDV cogu vakada normal bir hepatit B
infeksiyonundan klinik ve histolojik olarak ayrilamayan tipik akut, kendini simirlayan bir
hepatit tablosu ile karsimiza ¢ikar. Genel olarak tam iyilesme gozlense de, hastalarin %?2’sinde
infeksiyon kroniklesir. Tan1t HDV ve HBV belirleyicilerinin bir arada olmasi ile konulur (6).

Ustiine infeksiyon tipinde énceden mevcut HBV viremisi HDV virulansinin ortaya
cikmasi i¢in biyolojik zemin saglar. Klinik olarak bu olay agir akut hepatitin fulminan
gidisiyle sonuglanabilir (33). Onceden var olan HBV infeksiyonunun tekrar ortaya ¢cikmasi
seklinde olabilecegi gibi, eski HBsAg tasiyicisinda yeni bir infeksiyon seklinde de goriilebilir.
HBsAg tasiyiciligi bilinmiyorsa hasta yanlishkla klasik akut hepatit B tanis1 alabilir. Dogru
tan1 anti-HBc IgM’nin negatif olmas1 ve HDV belirleyicilerinin pozitif olmasiyla konur.
HBsAg tasiyiciliginin HDV’nin siirekli replikasyonuna zemin hazirlamasi nedeni ile, HDV
iistiine infeksiyon tasiyicilarimin biiyiik ¢ogunlugunda (%90’1n iizerinde) ilerleyici hepatit
ortaya ¢ikar. Geri kalan kisminda ise ya HBsAg tasiyiciligi devam ederken HDV diizelir yada
anti-HBs gelismeden HBV infeksiyonu ortadan kalkar (34).

Karaciger transplantasyonlarinin yapilmasi ile birlikte HDV infeksiyonu agisindan
tictincii bir patern olarak “latent” infeksiyon ortaya ¢cikmistir (35). Karaciger
transplantasyonundan birkag giin sonra diisiik diizeyde HBV replikasyonu olsa da HDV
infeksiyonu ortaya ¢ikabilir. Bu tip HDV infeksiyonu latent kalir ve karaciger hastaligi ile
ilgili hi¢bir bulgu vermez. Ancak yiiksek diizeyde HBV replikasyonu meydana gelirse HDV
infeksiyonu hizlica gelisir ve bu durumda transplantasyon sonrasi ciddi karaciger hastalifina
sebep olur.

4.1.10. Patogenez

HDV’nin patolojik etkileri replike olabildigi tek organ olan karaciger ile sinirlidir.
Karacigerde hepatoselliiler nekroz ve inflamasyonla karakterli, akut veya kronik hepatite
neden olur. Histolojik olarak diger hepatitlere benzer. HDV ile iliskili karaciger hastaligi
patogenezi hala tam olarak bilinmemektedir. Her ne kadar virusun yaptig sitopatik etki
bildirilmis olsa da (36), bu hipotez sadece HDAg eksprese eden graftlarda (35), HDV ile
infekte insanlarin hepatositlerinde karaciger hasarinin olmamasiyla ¢iiriitiilmiistiir. Konakg1
immun mekanizmalarinin (6rnegin CD4+ ve CD8+ T lenfositlerinin) karaciger hasarindaki
rolleri bilinmemektedir (37). Viral genotiplendirme ve klinik gidis arasindaki iligki son yillarda
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cok giindemdedir. Ancak genotiplendirmenin patogenez ve hepatit D infeksiyonunun
ciddiyetine olan etkisi bilinmemektedir.

4.1.11. Tam

Molekiiler tekniklerin hizla ilerlemesi HDV infeksiyonu agisindan tamida yeni olanaklar
saglamistir. Giiniimiizde HDV-RNA’nin polimeraz zincir tepkimesi (PZT) ile saptanmasi en
giivenilir yontemdir. Bu molekiiler test sayesinde “enzyme immunoassay” (EIA) ve
“radioimmunoassay” (RIA) ile delta antijeni saptamadaki kisithiliklar ortadan kalkar. PZT,
infeksiyonun erken donemini saptar. Diger taraftan PZT antiviral sagaltimin etkinliginin
izleminde de kullanilir. Delta antijeninin karboksil ucu en korunan bolge oldugu i¢in PZT
calismalarinda onciil secimi genellikle bu bolgeden yapilir. (38). Dizileme ve filogenetik analiz
HDV genotiplemede referans yontemdir. Yanisira, restriksiyon enzim analizi (REA) gibi
teknikler ucuz, kolay uygulanabilir olmalar1 nedeniyle 6zellikle epidemiyolojik ¢alismalarda
kullanilmaktadir (39).

HDYV infeksiyonu tanisinda ayrica delta antijenine kars1 IgG ve IgM tiirii antikorlarin
saptanmas1 da kullanilabilir. IgM tiirii antikorlarin saptanmasi sadece bir infeksiyon
belirleyicisi olarak degil, ayrica hastaligin klinik gidisi agisindan da énemlidir. Kural olarak
kronik D hepatitinde IgG ve IgM tiirii antikorlar yiiksek titrelerde saptanir (IgM’lerin yapisi
burada monomeriktir). IgM tiirii antikorlarin kaybolmas1 yada azalmasi kronik HDV
infeksiyonunun rezoliisyonuna isaret eder. Bu olay spontan gerceklesebilecegi gibi interferon
araciligiyla da olabilmektedir (40).

4.1.12. Tedavi ve Korunma

HDYV infeksiyonunun 6zgiil tedavisi heniiz yoktur. Alfa-interferon ile yiiksek doz ve
uzun siireli tedavi uygulanmasi remisyon saglayabilmektedir. Tedavi ile klinik olarak
hastaligin ilerlemesi yavaglatilabilmekte; fakat HDV RNA’nin kaybolmasi
saglanamamaktadir. Fulminan seyreden akut HDV infeksiyonunda ve son donem kronik HDV
infeksiyonunda karaciger transplantasyonu endikasyonu vardir. Transplantasyon sonras1t HDV
replikasyonu devam etse bile HBV infeksiyonu baskilandigi siirece karaciger hastaligi
engellenebilmektedir (6).

HBY infeksiyonundan korunmaya yonelik 6nlemler HDV i¢in de gecerlidir. Kan ve kan
iriinlerinin HBV yoniinden taranmasi, damar i¢i uyusturucu madde bagimlilarinin egitimi,
hijyen kosullarinin diizeltilmesi korunmada 6nem tagimaktadir. HBV asisinin uygulanmasi ile
hem HBV hem de HDV infeksiyonundan korunma saglanabilir (6).
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4.2. GEN KLONLAMA

4.2.1. Gen Klonlama Nedir?

Gen Klonlama Teknolojisi “Rekombinant DNA Teknolojisi” olarak da adlandiriimakta

olup genetik bilginin (DNA) bir organizmadan ayn1 yada farkl: tiire ait diger bir organizmaya
aktarimini kapsar. Klonlama sonucunda ilgilenilen gene ait yapisal ve islevsel analizler
yapilabildigi gibi, genin cogaltilmas1 yoluyla o gene ait iiriinlerde ¢cogaltilacagindan
biyoteknolojik agidan biiyiik bir neme sahiptir (41). DNA klonlamas1 uygulamalarindan
bazilart asagida siralanmagtir :

DNA dizi analizi ve dolayisiyla protein sekanslarinin tiiretilmesi

Gen promotorlar ve diger kontrol sekanslarinin izolasyonu ve analizi

Normal ve degistirilmis formlarin genis Olgekte iiretimiyle protein/enzim/RNA
islevlerinin incelenmesi

Mutasyonlarin taranmasi, 6rnegin hastaliga neden gen hasarlar

Biyoteknoloji; insan insiilini ve biiyiime hormonu gibi biyolojik ©neme sahip
proteinlerin ve diger molekiillerin genis 6lgekte ticari iiretimi

Hayvanlarin ve bitkilerin miihendisligi ve gen terapisi

Ozeliklerini degistirmek amaciyla protein miihendisligi

Rekombinant DNA teknolojisi, bakteri ve viriislerle yapilan calismalarda gelistirilen

genetik teknikleri ve niikleik asit biyokimyas1 yontemlerini birlikte kullanir. Bu teknikteki
temel islemler bir dizi basamagi icerir (42) (Sekil 4).

Doku yada hiicrelerden DNA veya RNA izole edilir.

Eger genom DNA ise PZT, RNA ise RT-PZT yapilir.

DNA molekiillerini 6zgiil dizilerden tamiyip kesen restriksiyon endoniikleazlar yada
restriksiyon enzimleri denilen enzimlerle DNA pargalar olusturulur.

Restriksiyon enzimleri olusturulan DNA parcalar1, vektor yada tasiyict molekiil adi
verilen diger DNA molekiilleri ile birlestirilir. icine bir DNA parcas1 sokulmus olan
vektor, bir rekombinant DNA molekiiliidiir.

Kendi DNA’s1 ile birlikte, iizerinde yabanci DNA molekiiliinii tasiyan vektoriin

olusturdugu rekombinant DNA molekiilii, bir konake¢1 hiicreye aktarilir. Rekombinant
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molekiil konak¢1 icerisinde kendini esler ve klon olarak bilinen birbirine 6zdes
kopyalari olusturur.

e Konakcr hiicre kendisini eslerken, rekombinant DNA molekiilleri de yavru hiicrelere
gecer ve her biri klonlanmig DNA dizisinin kopyalarini tasiyan konakci hiicre
toplulugu olusur.

¢ Klonlanmigs DNA konakg¢1 hiicrelerden izole edilebilir ve incelenebilir.

e Potansiyel olarak, klonlanmis DNA transkripte edilebilir, olusan mRNA proteine
cevrilebilir. S6z konusu gen iiriinleri izole edilebilir ve aragtirma yada ticari amaglarla

satilmak icin kullanilabilir.

‘& y | Konakq hiicre
_ = Linviosanin Klonlanacak DINA aym
restriksiyon enzimi ile kesilir

Plazmit vektiir hakteri hiicresinden emmemEsni | EsmsEEEEm:
amrvebirrestrsyon. | D | . " "N~

enzimi ile kesilir

0 Heriki DNA rekombinant molekil
o ) \\ olugturmak fizere ligasyona ugratthr

@

"

! ! I|
Bk )<
i A8
| % V.

A4

l Konakg1 hiicreye aktarim
1

Bakterilerin renk indikatiirii ya da antihiyotik igeren
hesi ortamlarnda firetilmelerine dayah olarak

rekombinant plazmitleri tagiyan hiicrelerin secimi yapilr

Sekil 4 : Gen klonlamanin sematik olarak asamalar1
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4.2.2. Restriksiyon Enzimleri

Gen klonlamasi teknolojisinin en énemli doniim noktalarindan biri, restriksiyon
enzimlerinin bulunmasidir. Bu enzimler bakterilerden izole edilirler. Bakteriyi istila eden viral
DNA’y1 pargalayarak, viriis infeksiyonunu 6nledigi yada kisitladig1 icin bu ismi almislardir
(42). Restriksiyon enzimleri 6zgiil DNA dizilerini tanirlar ve bu dizilerden her iki DNA
zincirini keserler. DNA’y1 tanima bolgelerinden iki sekilde kesebilirler. Iki DNA ipliginin ayni
baz ciftinden kesildigi durumlarda (6rnegin, Hae III enzimi) kiit ugclu DNA pargalari olusur.
Alternatif olarak, restriksiyon enzimi (6rnegin EcoR I) kiit uclu pargalarin aksine ¢ikinti uglu
parcalar olusturabilir ve tek iplikli bu u¢lar tanima dizisine ait olduklarindan birbirlerini
tanimlayici niteliktedirler (yapiskan uclar) ve hidrojen bagi ile birbirlerine baglanirlar (41). Bu
baglanma kovalent olmayip sadece baz eslesmesine dayanir (Sekil 5). Kovalent baglanma
ligaz enzimi ile saglanir. Ligaz enzimi, DNA zincirinde birbirine bitisik niikleotidlerin serbest
5’-fosfat ve 3’-hidroksil gruplan arasinda fosfodiester bagi olusturur (43). Yapiskan uclar iki
DNA molekiiliiniin bir araya gelmesini kolaylastirir fakat, iki kiit ucu da birlestirmek
miimkiindiir.

_I I I GAATT-C I I I —I I I GAATTC I I I
—— T T PG e— —_— CT T AAG —
EcoR | ile kesim EcoR | ile kesim
G G AATTC
I I I Tamamlayici kuyruklu I I I
CTTAMG fragmentler G

bogluk

1 Birlegme iglemi ile tamamiaaci
— 5 PA-ACT-T-C baz eslesmesi sajlanarak
I I I I I I rekombinant DNA molekilleri

olusturulur. Bogluk hilgelerinde
C-T-TAAIG e zincirler hirbirlerine kovalent
olarak badlanmamigtir.
bogluk = st
DHA Ligaz
— 0 GAATTC DMA ligaz iki ziciri kovalent olarak
I I I I I hadlayarak bogluklan Kapatr.
— O T-T-AAG

Sekil 5 : EcoR I restriksiyon enzim kesimi

4.2.3. Vektorler

Klonlanacak DNA molekiilii konak hiicreye tasiyict bir DNA molekiilii (vektor) araciligi
ile aktarilabilir. Kullanilacak vektoriin se¢imi, klonlamanin amaci ve klonlanacak DNA
molekiiliiniin bityiikliigiine gére yapilir. Bir DNA molekiiliintin vektor olarak gérev
yapabilmesi i¢in bazi1 6zellikleri tasimasi gerekir (42):
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1) Kendisi ve tasidigt DNA molekiiliinii bagimsiz olarak ¢ogaltabilmelidir.

2) Vektor iizerindeki restriksiyon enzimlerinin sadece bir kirilma bdolgesi olmalidir. Bu
bolge, restriksiyon enzimi ile kirilarak, ayn1 enzimle kirilan bagka bir DNA par¢asinin
bu bolgeye sokulmasi i¢in kullanilir.

3) Uzerinde secilebilir bir belirleyici (marker) tastmalidir (genellikle bir antibiyotik direng
geni veya konake1 hiicrede olmayan bir enzime ait gen, belirleyici olabilir). Belirleyici,
vektor tasiyan konak hiicreleri, vektor tasimayan konakg¢i hiicrelerden ayirmak igin
kullanilir.

4) Konakg¢idan kolay izole edilebilir olmalidir.

4.2.3.1. Kiiciik DNA Parcalarim Klonlamak Icin Vektirler

a) Plazmitler

[k gelistirilen vektorler genetik olarak degisiklige ugratilmis plazmitlerdir. Plazmitler,
yaygin olarak kullanilan, ancak nispeten kii¢ilk DNA parcalarinin klonlamasina olanak
saglayan vektorlerdir. Plazmitler, bakteride bulunan ekstrakromozomal, cift iplikli ve halkasal
yapidaki DNA molekiilleridir ve bakteri i¢inde bagimsiz olarak eslenebilirler. Bir konak¢1
hiicreye sadece bir plazmit girmesine ragmen, plazmit kendisinin ¢ok sayida kopyasini
olusturacak sekilde cogalir. Bu tiir bir plazmit vektor olarak kullanildiginda, klonlanmig
DNA’nin ¢ok fazla sayida kopyasinin olugsmasini saglar. Vektor olarak kullanilan plazmitler,
sinirl sayida uygun enzimlerin kesim bolgelerini ve plazmiti tasiyan konak hiicreleri ayirt
etmeye yarayan belirleyici genleri tagiyacak sekilde degisiklige ugratilirlar (42).

Genetik mithendisligi ile olusturulmusg bir¢ok plazmit vektor vardir ve bu vektorler,
yabanct DNA’y1 tastyan plazmitleri igeren konakgilarin belirlenmesini kolaylastiran 6zelliklere
sahiptirler. Ornegin pUC18 boyle bir plazmittir (42) (Sekil 6).
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Sekil 6 : pUC 18 plazmiti

pUC18 kiigiik bir plazmittir ve daha biiyiikk DNA parcalarinin klonlanmasinm1 miimkiin
kilar. Cok sayida kopya olusturacak sekilde kendini esleyebilir. LacZ geninin i¢inde bulunan
klonlama (polilinker) bolgesinde ¢ok sayida restriksiyon enzim kesim bolgesi bulunmaktadir
pUCI18 plazmitini tasiyan bakteriler, X-gal iceren ortamlara konuldugunda, mavi koloniler
olustururlar. Polilinker bolgesine DNA girdigi zaman, lacZ geni bozulur ve beyaz koloniler
olusur (44).

b) Bitki Klonlama Vektorleri

Bitkide olusan tiimérlerin nedeni bakteride bulunan Ti plazmitleridir. Bu plazmit
izerinde bulunan transfer DNA (T-DNA) tiimor olusumundan sorumlu genleri tasiyan

kisimdir. Agrobacterium infeksiyonu sonucunda T-DNA bélgesi bitki hiicrelerine aktarilmakta
ve bitki kromozomu ile biitiinlesmektedir. Ti plazmitlerinin bu dogal genetik transformasyon

yeteneklerinden bitkilere gen aktariminda yararlanilmaktadir (41).




4.2.3.2. Biiyiik DNA Parcalarim Klonlamak Icin Vektirler

a) Bakteriyofaj Vektorleri

DNA molekiiliiniin klonlanmasinda kullanilan plazmit vektorler genellikle 10kb’a kadar
“insert” DNA tastyabilirler. Fakat, 6rnegin kiitiiphane olusturulmasinda daha biiyiik DNA
parcalarin tasiyabilen vektorler gereklidir. Bakteriyofajlar, bakteriyi infekte eden viriisler olup
diger viriisler gibi DNA veya RNA yapisinda genetik materyal ve protein kilif tasirlar (41).

En yaygin kullanilan viriis E.coli lambda fajidir.Bu fajin genlerinin hepsi tanimlanmus,
tiim genom haritas1 ¢ikarilmis ve niikleotid dizisi belirlenmistir. Faj genomunun gerekli
bilesenleri infeksiyon sonrasi viral DNA’nin ¢emberlesmesini saglayan ug cos bolgeleri,
replikasyon baslangi¢ bolgesi ve replikasyon i¢in gerekli proteinleri kodlayan viral genlerdir.
Lambda kromozomunun ortasinda yer alan genomun iicte birlik kismu, faj icin ¢ok gerekli bir
bolge degildir. Bu bolge yabanci bir DNA ile degistirilebilir. Lambda yer degistirme vektorii
ile klonlama yapmak icin faj DNA’s1 restriksiyon enzimi ile kesilir. Boylece faj DNA’s1 sol
kol, sag kol ver orta boliim olmak iizere iice boliiniir. Sag ve sol kollar orta kisimdan ayrilir ve
ayni restriksiyon enzimi ile kesilmis, klonlanmak istenen yabanct DNA ile birlestirildikten
sonra DNA ligaz ile kovalent olarak baglanir. Konakei hiicreler kimyasal bir islemle gecirgen
hale getirilir ve rekombinant molekiiller ile karsilagtirilir (42). Her faj petri kabina ekilmis
konakg1 bakteri hiicrelerinde plak olusturarak cogalir yada s1v1 ortamdaki hiicreler infekte
edilerek par¢alanmis hiicreler toplanir.

Vektor olarak kullanilan diger fajlardan birisi de tek iplikli bir faj olan M13 diir (43). Bu
faj, bakteri hiicresini infekte ettiginde tek iplikli DNA ¢ift zincirli molekiilii olusturmak iizere
replike olur. Bu ¢ift iplikli yap1, replikatif form (RF) olarak adlandirilir. Yabanci DNA parcasi,
faj DNA’sindaki bir restriksiyon enzim bolgesine sokulabilir. Faj, tekrar bakteri hiicresine
verildiginde, RF DNA molekiilleri pozitif iplikleri olusturmak iizere kendini esler. Olusan bu
tek zincirli DNA molekiillerinde, klonlanmis DNA’nin da tek zinciri bulunur (42).

b) Kozmitler

Kozmitler hibrit vektorlerdir. Plazmit ve bakteriyofaj vektorlerinin 6zelliklerini bir arada
tutarlar. Plazmitler gibi replike olabilirler ve cos bolgeleri icerdiklerinden faj parcaciklari
icerisinde de paketlenebilirler. Kozmit DNA replikasyon i¢in gerekli viral genleri
tasimadigindan konak hiicreye girdiginde viriis olarak ¢ogalamazlar. Bu viral genler olmadig
icin daha biiylik DNA pargalarinin (45kb’a kadar) yerlestirilmesine olanak saglarlar (41).
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¢) Maya Yapay Kromozomlari (YAC)

Yaklagik 100-1000 kb biiyiikliigiindeki DNA parcalarini yapilarina alabildiklerinden ve
biiylime siirecinde kaliml1 olduklarindan dolayi biiyilik ve karmasik genomlarin haritalama
calismalan i¢in ¢cok 6nemlidirler.

d) Bakteri Yapay Kromozomlart (BAC)

100-300 kb biiyiikliigiindeki DNA parcalarini E.coli hiicrelerine klonlamak i¢in
kullanilan bir vektordiir. E.coli bakterisinde dogal olarak bulunan F-faktor plazmitine
dayalidir.

4.2.4. DNA Ligasyonu

Klonlama ¢alismalarinda amaca uygun olarak ¢ok sayida plazmit tiirii kullanilmaktadir.
Bu plazmitler ¢cogu zaman daha 6nce de bahsedildigi gibi uygun restriksiyon enzimleri ile
kesilmekte ve ayn1 enzimlerle kesilen DNA’lar ile baglanmaktadir. Bu baglanma isleminde,
hedef DNA fragmentini yiiklemek icin DNA molekiillerini kovalent baglayan bir yontem
gereklidir. DNA ligaz enzimleri de sadece bu fonksiyonu gerceklestirir; bunlar 5' ucunda bir
fosfat grubuna sahip olan dsDNA molekiiliiniin bir ipligindeki kirtlmay1 onarir (birlestirir).
DNA ligaz enzimleri, fosfat grubunun aktifleserek 3'-OH’a baglanmasi i¢in adenilatlanmis bir
ajana gereksinim duyarlar; bu islem igin E. coli enzimi NAD" kullanir, ¢ok yaygin kullanilan
bakteriyofaj T4 enzimi ise ATP kullanir. Restriksiyon enzim reaksiyonunun tam tersine,
ligazlar yapiskan uglarin tutunmus ¢iftindeki kirik olan fosfodiester baglar agigimi1 kapatmada
etkilidir. T4 ligaz enzimi oldukca diisiik verimlilikte olsa da bir kiit ucu digerine baglayabilir
(44).

4.2.5. Rekombinant Molekiiliin Konak Hiicreye Aktarilmasi (Transformasyon)

Rekombinant DNA molekiillerinin konak hiicrelere aktarilmasi islemi genel olarak gen
aktarimi (transformasyon) olarak adlandirilmakta olup rekombinant molekiiliin aktarilacag
organizmaya bagl olarak farkli gen transfer yontemleri kullanilmaktadir. Rekombinant DNA
molekiillerinin konak hiicrelere aktariminda kullanilan yontemler dort grupta toplanabilir (41).

Kimyasal Teknikler
Fizksel Teknikler
Fiizyon Teknikleri
Viral Teknikler
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4.2.5.1. Kimyasal Teknikler

Klonlanan genlerin hiicrelere aktarilmasinda uygulanan kimyasal yontemlerden en
yaygin olarak kullanilani kalsiyum-fosfat transfeksiyonudur. Bu yontem, istenilen geni ve bu
genin anlatimi i¢in gerekli diizenleyici elementleri tasiyan plazmit DNA’nin ¢oktiiriilmesine
dayanir. Plazmit DNA, CaPQy; ile ¢oktiiriiliip hedef hiicrelere dogrudan eklenir. Bu hiicreler,
daha sonra zara baglanan ¢okeltiyi sindirmek icin i¢lerine alirlar ve bu sekilde gen aktarimi
olur.

4.2.5.2. Fiziksel Teknikler

Baslica 3 grupta toplanir.

a ) Mikroenjeksiyon

Bu teknikte, genetik materyaller 6zel pipetlerle (mikropipet) hiicrelerin i¢lerine direk
olarak verilir. Az sayida DNA hiicreye verilebilmesine ragmen, basarili alim oram yiiksektir.

b ) Elektro- ve Kimyasal Porasyon

Direk gen transfer yontemlerinden olup, yeni genlerin hiicreye girisini saglamak i¢in
hiicre zarinda yariklar yada delikler agilmasini kapsar. Hiicreleri ya 6zel kimyasal ¢ozeltiler
icinde bekleterek kimyasal porasyon yada diisiik elektrik akimina maruz birakarak
elektroporasyon saglanir. Genellikle bakteri hiicrelerine gen aktariminda kullanilan bu
yontemlerde, bakteri hiicrelerinin DNA molekiiliinii hiicre i¢ine alabilme yeteneginden
(kompetens) yararlanilmaktadir. Soguk CaCl, ¢6zeltisinde bekletilmis E.coli hiicreleri kisa bir
stire yiiksek sicaklik sokunda tutularak DNA molekiiliinii alabilme yetenekleri yeterli duruma
getirilmekte ve yabanct DNA’nin bu hiicreler tarafindan alinmasi saglanmaktadir.

¢ ) Biyolistik

1980 yillarinda gelistirilmis bu yontemde, aktarilacak DNA ¢ogunlukla altin yada
tungsten partikiilleri (0.73pum) lizerine ¢oktiiriilerek iyice baglanmalari saglanir. Partikiil-DNA
karisimu 6zel aletine yerlestirildikten sonra hiicreler iizerine mikroprojektil ile bombardiman
yapilarak partikiiller tizerinde bulunan genetik materyallerin hiicre i¢ine girmesi saglanir. Bu
yontem, Ozellikle bitki hiicrelerine gen aktariminda basari ile uygulanmaktadir.
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4.2.5.3. Fiizyon Teknikleri

Her iki evebeynden belirli 6zellikler tagiyan hibrit hiicreler olusturmak suretiyle iki
hiicrenin genetik iceriginin birlestirilmesi yontemidir. Baslica iki tiir fiizyon teknigi vardir.

a ) Istenilen 6zellikteki genleri baz1 6zel tasiyicilara baglayarak hedef hiicrelerle birlestirme
yontemidir. Bu amagla lipozom (lipit vezikiilleri) ve eritrositler kullanilmaktadir.

b ) Fiizyonla gen aktariminin diger bir yontemi ise, iki hiicrenin veya bunlardan elde edilen
kromozomlarin diger hiicrelerle birlestirilmesi teknikleri olusturmaktadir.

4.2.5.4. Viral Teknikler

Genetik materyalleri hiicrelere etkin bir sekilde aktarma da bircok DNA ve RNA
karakterinde genetik materyal tasiyan viriislerden yararlanilmaktadir. Viriis partikiilleri
infeksiyona yol agma niteligine sahip olduklarindan infeksiyon yoluyla tasidiklar1 yeni geni
konak hiicreye aktarabilirler.

4.2.6. Rekombinant Molekiilii Tasiyan Konak Hiicrelerin Secilmesi

Rekombinant DNA’y1 almig bakteriyi saptamak, gen aktarim tekniginin en onemli
asamasini olusturmakta olup, bu amagla kullanilan baz1 yontemler asagida yer almaktadir.

4.2.6.1. Koloni Secimi

Rekombinant DNA’nin aktarilmasiyla yeni 6zelliklere sahip hiicrenin yasamasina imkan
veren bir ortamin saglanmasi ile yapilan secim sonucu yalniz bu yeni tip hiicreler canli kalip
cogalacagindan gen aktariminin basarili olup olmadigi saptanmig olur. Boyle bir ortamin
seciminde bakterinin antibiyotiklere direncliligi gibi 6zellikleri dikkate alinmalidir (41).
Ornegin, ampisiline direnclilik beta laktamaz geni (amp”) ile saglanir. Transformasyon yapilan
hiicreler ampisilin igeren plaklarda biiyiitiiliirse, sadece transforme olmus plazmitin
varligindan dolay1 beta laktamazi ifade eden hiicreler yagamim siirdiiriir ve cogalirlar (44).

4.2.6.2. Koloni Hibritleme

Yabanci DNA tasiyan bakteriler nokta tarzinda ekilir ve elde edilen koloniler filtre kagidi
iizerine simetrik olarak alimirlar. Kagit alkali ¢ozeltiyle muamele edilerek bakterilerin
parcalanmasi ve DNA’nin denatiirasyonu saglanir. DNA kagit iizerine sabitlendikten sonra,
radyoaktif DNA veya RNA probu eklenir ve bir siire bekletildikten sonra probla tamamlayici
nitelikteki bakteri DNA’s1 birleserek ¢ift iplikli radyoaktif DNA segmenti olusur (hibritleme).
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Hibritleme sonrasi kagidin {izerine X-151nlarina duyarl film kapatarak radyoaktivitenin filme
etkimesi saglanir. Otoradyoaktif yontemle film tizerindeki radyoaktif bolgeler siyah lekeler
halinde goriiliir. Bu bolgelerde istenilen gen DNA’s1 oldugundan, agar iizerinde yeri belirlenir
ve koloniler alinarak istenilen gen yoniinden incelenir (45).

4.2.6.3. Immunolojik Yontemle Saptama

Bakteriye yeni aktarilan genin anlatimi sonucu sentezlenen gen iiriinii (protein)
immunolojik yontemlerle (agar jel difiizyon yontemi, RIA ve ELISA gibi) belirlenebilir. RIA
ve ELISA yontemlerinde, hiicreden elde edilen tiim proteinleri iceren 6rnekler plastik plaklara
konularak iizerlerine aranilan proteine 6zgiin antikor ve ikinci antikor uygulanir. Yikama
sonrast, radyoaktivite (RIA’da) veya enzim aktivitesi (ELISA’da) dl¢iilerek aranilan protein
belirlenir (41).

5. GEREC VE YONTEM

5.1. GEREC

5.1.1. Calisma Grubu

Dokuz Eyliil Universitesi Hastanesi molekiiler tan1 laboratuarina HDV-RNA istemiyle
gelen ve HDV-RNA’s1 olumlu bulunan bir serum 6rnegi kullanildi.

5.1.2. Ayraclar

1- 1 M Tris-Cl (pH=0.8)

Trisma base (Sigma T8524) 46.5 ¢
Trisma HC1 183 ¢
Distile su 500 ml’ye tamamlandi.

2- EDTA (Ethylenediaminetetraacetate) (Sigma E5134)

0.5 M
Na,EDTA 18.6 g
Distile su 100 ml

EDTA pH=8"de erir. PH’1 ayarlamak i¢cin NaOH pelleti kullanildi. Daha sonra otoklavlandi.
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3- NaOH
NaOH 8¢g

Distile su 100 ml’ye tamamlandi.
4- Isopropanol
5- %70 Etanol

%95 EtOH 74 ml

Distile su 26 ml

6- Agarose (Sigma A9539)

7- Tris-Borik asit-EDTA (TBE 5X)
Tris base (Sigma T8524) S4¢g
Boric asid (Sigma B6768) 275¢g

0.5 M EDTA 20 ml
Distile su 1000 ml’ye tamamlandi.
Otoklavland.

8- Etidyum Bromid (1000X, 5 mg/ml) (Sigma E8751)
Etidyum bromid 05¢g
Distile su 100 ml

Isiktan korumak i¢in aliminyum folyo ile kaplandi.

9- Jel Yiikleme Tamponu (6X)

9%0.25 bromfenol mavisi (Sigma B5525) (%10’luk stoktan) 0.75 ml
9%0.25 xylene siyanol FF (Sigma X4126) (%5’lik stoktan) 1.5 ml
%30 gliserol (su icindeki karigimi) 9 ml
Distile su 18.75 ml

10- Marker (Fermentas SM0241) (Fermentas SM0328)



11- Viral Niikleik Asit Ekstraksiyon Kiti (High Pure — Roche 1 581 295)
12- RNase Inhibitorii (Promega N2511) (40u/ ul)
13- M-Mulv Revers Transkriptase Enzimi (Promega M1701) (200u/ pl)
14- ANTP Karisimm (Fermentas RO181) (4x25 umol)
15- Onciiller
On 6nciil (O 120) — 5'- ATG CCA TGC CGA CCC GAA GAG GAA -3'
Ters Onciil (O 6657) — 5'— CAG CAG TCT CCT CTT TAC AGA - 3'
16- Pfu DNA Polimeraz (Promega M7741) (3.0u /ul)

17- DNA Purifikasyon Kiti (Fermentas K0513)

18- dATP (1mM)
Elimizde 100mM’lik dATP stogu vardi. ImM hazirlamak icin 1/100 diliisyon yapildi.

19- Taq DNA Polimeraz (Fermentas EP 0405)

20- pGEM T-Easy Vector System (Promega A1380)
21- Ampisilin (Applichem A0839)

22- LB Agar (Sigma L3147)

23- Ampisilinli LB Agar (100pug/ml)

20g LB agar 500ml’ye distile su ile tamamlanir.

Otoklavlanir.
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50-55°C’ye kadar sogutulup, i¢ine ampisilin eklenir. (Ampisilin eklemeden 6nce 100mg/ml
olacak sekilde bir ampisilin stogu hazirlandi. Bu stoktan 500ul sogutulan LB agar icine

eklendi.)

24- LB Broth (Sigma L3522)

25- SOB Medium

Tryptone 20g
Yeast Extract S5¢g
NaCl 05¢g

Distile su ile 1 It’ye tamamlanir ve otoklavlanir.
Daha sonra icine 1M MgCl, ve 1M MgSOy’ ten filtre ile sterilize edilerek 10’ar ml eklenir.

+4°C’ de saklanir.

26- SOC Medium

2 ml filtre ile steril edilmis %20’lik glukoz veya 1 ml filtre ile steril edilmis 2M glukoz
almur.

Final voliimii 100 ml olacak sekilde SOB medium ile tamamlanir.

SOC medium taze hazirlanarak kullanilir.

27- X-Gal (bromo-4-chloro-3-indolyl-p-D-galactoside) (50mg/ml) (Applichem A4978)
Icinde 100mg/ml olan X-Gal’1n iizerine 2 ml N-N dimetilformamid eklendi.
Etrafi 151k almamasi i¢in aliminyum folyo ile kaplandi.

-20°C’de saklanda.

28- IPTG (isopropyl-p-D-thiogalactoside) (0.1M) (Applichem A4773)
I¢inde 1g olan IPTG’nin iizerine 30 ml distile su eklendi ve ¢oziildii.
Yavas yavas distile su eklenerek son hacim 41.9 ml’ye tamamlandi.
Filtre ile steril edildi.

Steril ependorflara 1’er ml olarak alikotlandi.

4°C’de saklanda.
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29- Nucleospin Plasmit DNA Ekstraksiyon Kiti (M&N 740 588)

30- EcoR I (Fermentas ER O271) (10u/ pl)

31- Not I (Promega R 6431) (10u/ pl)

32- N-N Dimethylformamid (Applichem A3676)

5.2. YONTEM

5.2.1. Onciil Setlerinin Secilmesi

Onciilleri secebilmek icin dncelikle HDV genotip ve subtiplerine ait diziler Gen

bankasindan elde edildi. Diziler “Bio Edit 5.0.9 Sequence Aligment Editor” programi
kullanilarak hizalandi. HDV delta antijeni klonlanmak istendigi i¢in bu bdlgenin hangi
niikleotidler arasinda oldugu saptandi. Tiim delta antijenini ¢ogaltabilecek yeni bir onciil seti
tasarlandu.

5.2.2. Serum Orneklerinden HDV-RNA *min Elde Edilmesi

DNA eldesinde “High Pure Viral Nucleic Acid Kit” kullamldi. Uretici firmanin onerileri

dogrultusunda asagidaki sekilde islem gerceklestirildi.

Tek bir serum Ornegi icin;

Her bir ¢alisma i¢in taze calisma soliisyonu (5 pl poly A+ 250 pl “Binding Buffer” )
hazirlandi.

200 pl serum, 200 pl ¢alisma soliisyonu ve 50 pl Proteinaz K hemen karigtirilarak
72°C’de 10 dakika inkiibe edildi.

Karisimin iizerine 100 pl isopropanol eklenip tekrar karistirildi.

Ornegin tiimii filtrasyon tiipiine eklendi. 8000 x g’de 1 dakika santrifiij edildi.
Siiziilen karisim atildi. Filtre yeni tiipe aktarildi.

Filtrasyon tiiptine 500 pl “Inhibitér Removal Buffer’eklendi.
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8000 x g’de 1 dakika santrifiij edildi.

Siiziilen karisim atildi. Filtre yeni tiipe aktarildi.
Filtrasyon tiiptine 450 pl “Wash Buffer” eklendi.

8000 x g’de 1 dakika santrifiij edildi.

Siiziilen karisim atildi. Filtre yeni tiipe aktarildi.

Ikinci kez filtrasyon tiipiine 450 pl “Wash Buffer” eklendi.

8000 x g’de 1 dakika santrifiij edildikten sonra filtrede kalan siviy1 atmak icin

1300 x g ‘de 10 saniye santrifiij edildi.

Siiziilen karisim atildi. Filtre steril 1.5 pl’lik reaksiyon tiiptine aktarildi.

Filtrasyon tiipiine 50 pl “Elution Buffer” eklendi.

8000 x g’de 1 dakika santrifiij edildi.

Elde edilen 50 pl niikleik asit alikotlanarak cDNA i¢in kullanimina kadar -
70°C’de saklandi.

5.2.3. HDV-RNA’nmin RT-PZT ile Saptanmasi

5.2.3.1. ¢-DNA Eldesi

1- Tek bir 6rnek i¢in buz iizerinde ependorf tiipiinde su karisim hazirlandi.

M-Mulv buffer (5x) 4 ul
RNase inhibitor (40u / pl) 0.25 ul
M-Mulv RT (200u / pl) 1 ul
dNTP (10mM / her biri) 0.4 ul
H20 4.35ul

10 pl

2- 5ul DNA iiriinii ile Spl ters onciil-p6657 (50pmol / final) bir ependorf tiipiine konularak
70°C’ de 5 dakika bekletildi ve buz iizerinde sogutuldu.

3- Ters onciil ve DNA fiiriinii, her bir 6rnek i¢in ayr1 hazirlanmis karisim tiiplerine eklenerek

toplam 20 pl’lik hacim olugturuldu.

4- Is1 dongii programi : Ependorflar 1s1 dongii cihazina (Techne TC-412) yerlestirilerek

asagidaki 1s1 dongii programi gerceklestirildi.

1 dongii yapildi.
42°C’ de 1 saat
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72°C’ de 10 dakika
Elde edilen ¢ DNA 6rnegi bekletilmeden PZT i¢in kullanildi.

5.2.3.2. PZT (Polimeraz Zincir Tepkimesi)

Klonlama kiti proofreading 6zellige sahip bir polimeraz kullanilmasini 6neriyordu. Bu sekilde hem kiit ug¢lu PZT tiriinleri olusturuldu hem
de polimerazin yaptig1 hatalar minimuma indirilmeye calisildi.

1- Her bir 6rnek icin ependorf tiipiine, buz ustiinde toplam hacim 50 pl olacak sekilde

asagidakiler konuldu.
e Pfu buffer (10x) Sul
e dNTP (10mM / her biri) 1 ul
e Onciil 120 (6n) (10pmol / pl) 2.5ul
e Onciil 6657 (ters) (10pmol / ul) 1.25 ul
e Pfu DNA polimeraz (3.0u / pl) 0.5 ul
e H2O 34.75 pl
e cDNA _Sul

50 pl

2- Is1 dongii programi : Ependorflar 1s1 dongii cihazina (Techne TC-412) yerlestirilerek

asagidaki 1s1 dongii programi gerceklestirildi.

35 dongii yapildi.

95°C’ de 6 dakika 6n denatiirasyon
94°C’ de 1 dakika

54°C’ de 30 saniye 35 dongii
72°C’ de 2 dakika

72°C’ de 5 dakika son uzatma

* Her PZT calismasinda kontaminasyona karst gerekli onlemler alinmis ve negatif

kontrol kullanilmistir.

37



5.2.3.3. Agaroz Jel Elektroforezi

PZT sonuglarini gorebilmek amaciyla %2’lik jel hazirlandi. Bunun i¢in 50ml 1XTBE igine 1g agaroz eklendi, 1sitic1 da eritildi. igine
etidyum bromid (5mg/ml) ¢ozeltisinden 3.5 ul eklendi ve taraklar hazirlanmig kaliba dokiildii. Jel donduktan sonra taraklan ¢ikarlarak
jel tankina yerlestirildi. PZT iiriinti jel yiikleme tamponu ile 1/6 oraninda (2 pl jel yiikleme tamponu ve 10 pl PZT iiriinii) karistirilarak her
bir kuyucuga 12 ul yiiklendi. Bir kuyuya marker konuldu. Jel 1XTBE buffer i¢inde 120 volt uygulanarak yaklasik 45-50 dakika yiirtitiildii.
Sonuglar ultraviyole transiliiminatorde 280-340 nm dalga boyunda incelendi ve fotograflandi. Ortaya ¢ikan bant biiytikliikleri marker ile
karsilastirlarak hedef bolgenin uzunlugu bulundu. Dogru bant olup olmadigina karar verildi. 786 baz buiyiikliigiindeki bant dogru kabul
edildi.

5.2.4. PZT Uriinlerinin Agaroz Jelden Saflastirilmas:

5.2.4.1. PZT Uriinlerinin Saflastiriumast

Klonlama da PZT iiriintiniin temizligi nemli oldugu i¢in oncelikle PZT iiriintinii saflastirma islemi yapildi.

Bunun icin “Fermentas DNA ekstraksiyon kiti” kullamldi. Uretici firmanin onerileri

dogrultusunda asagidaki sekilde islem gerceklestirildi.

e Agaroz jelde iiriin yiiriitiildiikten sonra, UV iizerinde kesildi. Miimkiin oldugunca jel
iiriinden uzaklastirildi. Daha sonra iiriin hassas tart1 kullanilarak tartildi ve bir ependorf
icine aktarildu.

e Bir voliim jele, ii¢ voliim “Binding Solution” eklendi. Agarozu eritmek amaci ile
55°C’de 5 dakika bekletildi.

e Silika toz siispansiyonu tekrar siispanse edilerek ependorfa eklendi. Bunun icin 2.5ug
DNA’ya 5 ul silika toz siispansiyonu konuldu. ( Eger DNA 2.5 ug’dan fazla ise her
1 ug DNA fazlaligina karsilik 2ul silika ilave edildi.) 55°C’de 5 dakika inkiibe edildi,
her 2 dakika da bir karigtirildi.

e Bu karisim pellet olusturulmak amaci ile 5 saniye 13.000 rpm’de  santrifiij edildi.
Stipernatant atildi.

e Soguk “Wash Buffer” dan 500 pl eklendi ve vortex yapildi. 5 saniye 13.000 rpm’de
santrifilj yapildi. Stipernatant atildi. Bu islem ii¢ kez tekrarlandi.

e Her yikama da peletin tamamen ¢oziinmesi saglandi. Son yikamadan sonra, siipernatant
uzaklastirildi. Pelletin kurumasi i¢in havada yaklasik 10-15 dakika beklendi.

e DNA eliisyonu steril distile su ile yapildi. Silika peleti distile su ile resiispanse edildi.

55°C’de 5 dakika inkiibe edildi. Ardindan 30 saniye 13.000 rpm’de santrifiij edildi.
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Stipernatant pelete dokunulmadan baska bir tiipe aktarildi. (Silika tozu klonlama

inhibitorii oldugundan 30 pl distile su ile eliisyon yapilip, bunun 20 ul’si ¢ekildi.)

5.2.4.2. Saflastirilnug Uriiniin Agaroz Jelde Gosterilmesi

Saflastirma sonrasi elimizde kalan tiriin miktarini gérebilmek amaci ile tekrar agaroz jel
elektroforezi yapildi. Bunun icin %2’lik jel dokiildii. Saflagtirma iiriinii jel yiikkleme tamponu
ile 1/6 oraninda (0.6 pl jel yiikleme tamponu ve 3 pl PZT {iriinii) kanistirilarak her bir
kuyucuga 3 ul yiiklendi. Bant biiyiikliigiinii gorebilmek amaci ile bir kuyuya marker konuldu.
Jel 1XTBE buffer icinde 120 volt uygulanarak yaklasik 45-50 dakika yiiriitiildii. Sonuglar UV
tizerinde incelendi.

5.2.4.3. Saflastrma Sonrast Uriindeki DNA Miktarimin Hesaplanmast

Saflastirma iglemi sonrasi iiriindeki DNA miktarinin bilinmesi, ligasyona girecek olan
iriin miktarinin hesaplanmasi igin gereklidir.

Bunun i¢in spektrofotometrik dl¢iim yapildi. 260nm dalga boyunda yapilan dl¢iimde
iriiniin pl’sinde yaklasik olarak 100ng DNA oldugu saptandi.

5.2.5. PZT Uriiniin Klonlanmasi

Klonlama i¢in “Promega pPGEM® T-Easy Vector System Kiti” kullanildi.

Bu kitte “TA” klonlama yapilmaktadir. Uretici firma tarafindan plazmit olan vektoriin (3015 bp) lac Z geni kesilmis ve 3' uglaria “T”
bazi eklenmistir. Klonlanacak olan tiriin (PZT iiriinii) bu lac Z geninin arasina yerlestirilmekte, boylece gen inaktive edilmektedir. Plazmit
ayrica ampisilin direng geni tagimaktadir. Bu sekilde plazmit tasiyan bakterilerin besiyerinden se¢imi saglanmaktadir. Klonlama
bolgesinin yanlarinda enzim kesim bolgeleri bulunmaktadir. Bu bdlgelerde bulunan enzimler kullanilarak klonlama sonrast tiriin
vektorden ayrilmaktadir (Sekil 7).

39



PGEM*-T Easy

Veclor a9
\ (3015bp)
A g
70
i 77
: 77
g tate]
Sal an
\ |nger | o7
\ |Sac1 109
\ | Bstx | [ 118
\ it | 127

TATIVADG £

'||:1‘ SFe 141

Sekil 7 : pGEM T-Easy Vektor
5.2.5.1. PZT Uriiniine “A” Ucu Ekleme

Bu islem ligasyon basamaginda 3' u¢larina timin baz1 (T) eklenmis plazmitlerle PZT
iriinlerini spesifik olarak birlestirebilmek amaci ile yapilir. Bu basamakta PZT {iriiniiniin
uclarina tek bir adenin bazi (A) eklenir. Bunun i¢cin Taq DNA polimeraz enzimi kullanilir.
Taq DNA polimeraz PZT’de iiriiniin uclarina tek bir adenin baz1 ekleme 6zelligine sahiptir.
Bu islem su sekilde gergeklestirilir.

e Saflagtinlmig PZT iirliniinden 5 pl alind1. (1-7 pl arast kullanilabilir.)

e Taq DNA polimerazin MgCl,’ li 10X bufferindan 1 pl reaksiyon tiipiine eklendi.
e 1 mM’lik dATP’den 2 pl eklendi. (Final konsantrasyonu 0.2 mM olacak sekilde)
e | ul Tag DNA polimeraz konuldu. (5 iinite)

e | ul dH,O eklendi. (Final voliimiinii 10ul’ye tamamlamak i¢in)

e 70°C’de 30 dakika bekletildi. (15-30 dakika olabilir)

5.2.5.2. Ligasyon Reaksiyonu

Ligasyon basamaginda T4 DNA Ligaz enzimi kullanilir. Bu enzim diger ligazlardan
farkli olarak ATP kullanir ve az da olsa kiit uglu iiriinleri de birbirine baglama 6zelligine
sahiptir. Ligasyonda plazmitin “T” bazi eklenmis agik uglar ile, PCR diiriiniiniin “A” baz1

eklemis uclar1 karsilikli gelerek yapisir. Uygun ortamin olusturulmasi ve T4 DNA ligazin ATP
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kullanabilmesi amaciyla ortama ligazin kendi buffer1 konur. (Ligaz enzimi ile vektor ve hedef

DNA’nin 5'P ve 3'OH rezidiileri kovalent olarak baglanir.)

Reaksiyonda pozitif kontrol kullanilir. Burada kullanilan kontrol DNA kitin kendi i¢inde bulunan dizisi bilinmeyen uglarina “A” takilmig
bir tiriindiir. Pozitif kontrol yontemin etkinliginin saptanmasini saglar.

Reaksiyonda bir de “background” kontrol kullanilir. “Backround” konrol PZT iiriinii ve kontrol DNA igermez. Bu kontrol, ucuna “T”
eklenmemis veya kesilmemis vektorleri gosterir. Reaksiyon sonunda “background” kontroldeki mavi kolonilerin sayisiyla standart
reaksiyondaki kolonilerin sayis1 karsilastirilir. Karsilagtirma sonunda standart reaksiyonda daha fazla mavi koloni gézlenmesi olasilikla
bu kolonilerinde hedef DNA’y1 igerdigini gosterir.

Bu ¢alisma da vektor/uiriin orani farkl ii¢ ayri standart reaksiyon hazirlandi. (Bu sekilde hangi oranda klonlamanin daha basarili oldugu
goriilmektedir.) Bunun i¢in vektor molar oranini hesaplanarak ne kadar PZT iiriinii kullanilmas: gerektigi bulundu.

vektor (ng) x iirliniin uzunlugu (kb) x tiriin orani = iiriin (ng)

vektoriin uzunlugu (kb) vektor orani

* Daha oOnce saflastirma iirtintiniin 1 pl’sinde yaklasik 100ng DNA oldugu bulunmustu.
Kullandigimiz klonlama kiti vektoriin 1 ul’sinde 50 ng DNA oldugunu soyliiyor. Biz
vektorden 150ng kullanmaya karar verdik. (Genel olarak klonlama yapilirken 100-150 ng

vektor kullanilmasi 6neriliyor.) Buna gore;

e 150ngx0.786kb x _ 1 = 40ng — 0.4 ul iiriin
3.015kb 1

e 150ngx0.786kb x _3 = 120ng —— 1.2 pliiriin
3.015kb 1

e 150ng x0.786kb x _5_= 220ng ___, 2ulirin
3.015kb 1

* 1:1 yaparken 0.4 pl pipetleme hatasim1i engellemek amaciyla 2/3 sulandirarak

(2 pl tiriin + 3 pl dH,0) 1 pl kullanildz.

Ligasyon Reaksiyonu

I¢indekiler Standart 1:1 | Standart 1:3 | Standart 1:5 |Pozitif Kontrol | Background Kontrol

Ligasyon Buffer (2X) 6 ul 6 ul 6 ul 6 ul 6 ul
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Vektor (50ng/ul) 3ul 3ul 3ul 3ul 3ul
PZT Uriinii 1l 1.2 ul 2ul - -
Kontrol insert DNA - - - 2ul -
T4 DNA Ligaz (3nite/ul) | 1 pl 1l 1ul 1 ul 1 ul
dH,O 1ul 0.8 ul --- --- 2ul
Toplam 12ul 12ul 12ul 12ul 12ul

* Maksimum sayida transformant elde edebilmek icin 4°C’de 16 saat bekletildi.

(Alternatif olarak 1 saat oda sicakliginda da yapilabilir.)

5.2.6. Besiyerlerinin Hazirlanmasi

Transformasyon 6ncesi besiyerleri hazirlanmis olmalidir. Transformasyon sirasinda SOC

medium, transformasyon sonras1 ampisilinli LB agar ve daha sonrasinda da LB broth
kullanilan besiyerleridir. Bu besiyerlerinin hazirlanmasi sayfa 28 ve 29’da belirtildigi sekilde
yapilir. (Ampisilinli LB agar klonlama kitinde istenildigi gibi 100ug/ml olacak sekilde
hazirlandi.)

5.2.7. Transformasyon

Kompetan haldeki JIM109’lar (kite ait kompetanlar) buz iistiinde erimeye birakildi.
Sogutulmus transformasyon tiiplerine pipetaj yapilmadan 50’ser pul kompetan konuldu.
Ligasyon tiipleri pipetle karistirilarak 2’ser ul hiicrelerin ortasina konuldu. (Karistirmak
amaciyla hafifce tiiplerin dibine vuruldu.)

Tiipler 20 dakika buz iistiinde bekletildi.

Daha sonra 42°C’de 45-50 saniye 1s1 soku verildi. (Bu esnada calkalama yapilmadi)
Tiipler tekrar buz tistiinde 2 dakika bekletildi.

Oda 1sisina getirilmis SOC mediumdan 950°ser pl her bir transformasyon tiipiine
eklendi.

37°C’de, 150 rpm’de tiipler 1.5 saat bekletildi.

Her ligasyon reaksiyonu icin 2’ser LB+ampicilin plagi hazirlandi. Besiyerlerinin her

birine yaklasik 30-45 dakika 6nce, dnceden hazirlanmis olan IPTG (100 pl) ve X-Gal
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(20 pl) eklendi ve plak iizerine yayildi. Besiyerleri IPTG ve X-Gal’in icine ge¢mesi
icin ters bekletildi.

e Besiyerlerine 100’er pl transformasyon tiiplerinden ekim yapildi ve besiyeri iizerine
yayildi.

e Plaklar 37°C’de tiim gece (16-24 saat) bekletildi.

5.2.8. Transforme Olmus Bakterilerin Secimi

Plazmitin lac Z geni i¢ine hedef bolge yerlestirildigi i¢in bu gen inaktive edilmisti.
Besiyeri iizerine konulan IPTG (lacZ represoriinii inaktive eder) ve X-Gal ($-galactosidazin
renksiz substurat) maddeleri ile hedef bolgeyi igeren koloniler seffaf, icermeyenler ise mavi
renkte goriildii. Ayrica plazmit ampisilin direng geni tasidigi icin sadece bu plazmite sahip
koloniler ampisilinli besiyerinde iiredi.

5.2.9. Plazmit DNA Eldesi

Transforme olmus bakterilerin cogaltilmasi amaciyla dnce s1vi kiiltiirleri yapildi. Bunun
icin 100 pg/ml ampisilin igeren s1vi LB besiyeri hazirlandi.

e Steril cam tiiplere 5’er ml aktarildi.
e iclerine her bir plaktan birer seffaf koloni ekildi.
® 16 saat 37°C’de bekletildi.

Daha sonra bu sivi kiiltiirlerden plazmit DNA elde edildi.. Bunun icin “Nucleospin
Plasmid DNA Purification” kiti kullanildi. Firmanin 6nerileri dogrultusunda asagidaki sekilde
islem gerceklestirildi.

e FE.colikiltiirii (2 ml) 30sn. 11.000xq’de santrifiij edildi. Stipernatant atildi.

e “Buffer Aj(resiispanse)” den 250 ul eklendi. Giiglii bir karistirma ile hiicre peleti
tamamen uzaklastirildi.

e “Buffer A, (SDS/alkalin lizis buffer)” den 250 pl eklendi. 6-8 defa tiip alt-iist edilerek
nazikge karistirildi. En fazla 5 dakika olacak sekilde oda sicakliginda bekletildi.
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“Buffer Az (notralizan)” den 300 pl eklendi. 6-8 defa alt-iist edilerek tiip nazikge
karistirildi.

Oda sicakliginda 11.000xq’de 10 dakika santrifiij yapildi.

2 ml’lik toplama tiipiine filtre yerlestirildi ve filtreye iiclincli adimdaki siipernatant
eklendi. 11.000xq’de 1 dakika santrifiij edildi. Toplama tiipii atildi.

Filtre tekrar 2 ml’lik toplama tiipiine yerlestirildi ve 600 pl “buffer A4 (ethanolik)” den
eklendi. 11.000xq’de 1 dakika santrifiij edildi. Toplama tiipii atildi.

Filtre yeni toplama tiipline yerlestirildi. Sogutulmus “buffer AW (yikama)”’den 500 pl
eklendi. 11.000xq’de 1 dakika santrifiij edildi. Toplama tiipii atild1.

Silika membrani kurulamak amaci ile filtre 2 ml’lik toplama tiipiine yerlestirildi ve
11.000xq’de 2 dakika boyunca santrifiij edildi.

Filtre 1.5 ml’lik ependorfa yerlestirildi ve iizerine 50 pl “buffer AE (6nceden 70°C’ye
1sitilmis eliisyon buffer)” eklendi. 1 dakika oda sicakliginda bekletildi. 11.000xq’de
1 dakika santrifiij edildi. Filtre atildu.

Plazmit DNA’lar1 4°C’de saklandi.

5.2.10. Plazmitlerde Hedef Bolge Varhgimin Saptanmasi

Bu islem ii¢ yolla yapilabilir.

Plazmit DNA’dan PZT
Restriksiyon enzim analizi

DNA dizi analizi

5.2.10.1. Plazmit DNA’dan PZT

Daha onceki PZT onciilleri kullanilarak (p120, p6657) bu defa plazmitten PZT yapildu.

Burada farkli olarak, 6ncesinde c-DNA asamasi olmadigi icin PZT’de kullanilan ters onciiliin
(p6657) miktar1 arttirildi.

Pfu buffer (10x) Spul
dNTP (10mM / her biri) Tul
Onciil 120 (6n) (10pmol / ul) 2.5ul
Onciil 6657 (ters) (10pmol / pl) 2.5ul
Pfu DNA polimeraz (3.0u / pl) 0.5 ul
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e H2O 33.5ul
e Plazmit DNA Sul
50 ul

* Sayfa 7’deki 151 dongii programi kullanilarak PZT yapildi. Sonrasinda iiriinler %2’lik
agaroz jelde goriintiilendi. Hedef bolgeyi iceren plazmitlerde 786 bp’lik bant goriilmesi
beklendi.

5.2.10.2. Restriksiyon Enzim Analizi

Plazmitin hedef bolgeyi icerip icermedigini anlamanin bir baska yolu da restriksiyon
enzimleri kullanarak hedef diziyi plazmitten ayirmaktir. Plazmit {izerindeki enzim kesim
bolgelerinde ii¢ enzim hedef bolgeyi plazmitten cift tarafli olarak ayirmay1 sagliyordu
(EcoR I, Not I, BstZ I). Bu enzimlerden EcoR I ve Not I enzimlerini kullanildi.

a) EcoR I Kesimi

Hedef bolgenin enzim kesim bolgeleri incelendiginde (http://tools.neb.com)
547. niikleotit de EcoR I kesim bolgesinin varlig1 saptandi. Bundan dolay1 kesim yapildiginda
iic bant olmasi beklendi (Sekil 8). Reaksiyon su sekilde gerceklestirildi.

e EcoR I Buffer (10x) Sul
e EcoR I (10u/ul) 0.5 ul
e H)O 42.5 ul
¢ Plazmit DNA _2ul
50 pl

* Kesim i¢in 37°C’de 2 saat, enzimi inaktive etmek icin 65°C’de 20 dakika bekletildi.

EcoR I kesimi (547. bp)

9bp

}llbp

Ecor I kesimi

EcoR I kesimi
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Sekil 8 : EcoR I kesimi

Plazmitler EcoR I ile kesildiginde elde edilen 3 bant 248 bp, 553 bp ve 2995 bp’1
gosteriyorsa kesim dogru kabul edildi. Boylece hedef bolgenin varligi plazmit de gosterilmis
oldu.

b) Not I Kesimi

Oncelikle hedef bolge i¢inde Not I kesim bolgesinin varligi arastirildi ve olmadig
goriildii. Bundan dolay1 kesim sonrasi iki bandin olmasi beklendi (Sekil 9). Reaksiyon su

sekilde gerceklestirildi.

e Not I Buffer (10x) Sul
e BSA Sul
e Notl 0.5 ul
e H)O 37.5 ul
¢ Plazmit DNA 2ul
50 ul

* Kesim i¢in 37°C’de 2 saat, enzimi inaktive etmek icin 65°C’de 20 dakika bekletildi
15 bp 18 bp
- 786 bp ~
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Not I kesimi Not I kesimi

Sekil 9 : Not I kesimi

Plazmitler Not I ile kesildiginde elde edilen iki bant 819 bp ve 2982 bp’1 gosteriyorsa kesim dogru kabul edildi. Bu sekilde plazmitlerin
hedef bolgeyi igerip icermedikleri gosterildi.

5.2.10.3. DNA dizi analizi

Klonlama sonrasinda elde edilen plazmitlerden biri, DNA dizi analizine alinmak iizere se¢ildi. Plazmit DNA ya takilan hedefi dizilemek
icin, plazmit iizerindeki uygun bolgelere 6zgiil pUC/M13 6n ve ters onciilleri kullanildi. Hedef bolge takilmis olan plazmit DNA ve onciil
setinin konsantrasyonlari sirastyla 100 ng/ul, Spmol/ul ve reaksiyon basina hacimleri sirasiyla 20ul, 2ul olacak sekilde hazirlanarak
uygun saklama kosullar1 ile Macrogen Inc.’a (Giiney kore) ¢ift yonlii olarak dizilenmek tizere gonderildi.

Referans niikleotit dizileri

Referans niikleotit dizileri internet araciligi ile GenBank’ten elde edildi (46). HDV’nin
ic genotipini ve subtiplerini temsil eden 18 adet genom referans olarak secildi. (Referans
dizilerin Gen-bank numaralar1: X04451, D01075, AF425664, AF104263, AJ000558,
AF098261, U81988, U81989, U19598, X60193, AF425645, AF018077, AB088679,
AF209859, AB037947, AB037949, AB037948, L22063)

5.2.11. Filogenetik Analiz

Dizi analizi ile elde edilen plazmite ait dizi Gen-bank’ten indirilen 18 dizi ile birlikte Clustal X programi 1.83 siiriimii kullanilarak
hizaland1. Hizalanmis dizilerden MEGA siiriim 3 yaziliminda “Neighbour-Joining” yontemi ve “Kimura—-2 parametre” diizeltmesi
kullanilarak filogenetik agac olusturuldu (47,48). Agacin giivenilirligi “bootstrap” analizi ile (1000set) sinandi.
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6. BULGULAR

6.1. Onciil Cifti Secimi

Onciil ciftleri belirlenmeden 6nce, delta antijeni kodlayan bolge klonlanmak istendigi
icin oncelikle bu bolgenin hangi niikleotidler arasinda oldugu belirlendi. (1003 ile 1653.

niikleotidler arasinda) Delta antijeni kodlayan bolgenin disinda kalan korunmus bolgelerden
onciillerin secimi yapildi.

Hizalanmis dizilerde, HDV RT-PZT i¢in uygun 6n 6nciil bolgesinin 933-956
niikleotidleri arasinda (O120), ters onciil bolgesinin de 1698-1718 niikleotidleri arasinda
(06657) oldugu saptandi. Bu 6nciiler dizayn edildi (Sekil 10,11).

940 950
I U OO U O 8
X04451-1 ATGCCATGCCGACCCGAAGAGGAA
D01075-1 ATGCCATGCCGACCCGAAGAGGAA
AF425664-1 ATGCCATGCCGACCCGAAGAGGAA
AF104263-1 ATGCCATGCCGACCCGAAGAGGAA
AJ000558-1 ATGCCATGCCGACCCGAAGAGGAA
AF098261-1 ATGCCATGCCGACCCGAAGAGGAA
U81988-IC ATGCCATGCCGACCCGAAGAGGAA
U81989-1C ATGCCATGCCGACCCGAAGAGGAA
U19598-2 ATGCCATGCCGACCCGAAGAGGAA
X60193-2a ATGCCATGCCGACCCGAAGAGGAA
AF425645-2a ATGCCATGCCGACCCGAAGAGGAA
AF018077-2b ATGCCATGCCGACCCGAAGAGGAA
AB088679-2b ACGCCATGCCGACCCGAAGAGGAA
AF209859-2b ATGCCATGCCGACCCGAAGAGGAA
AB037947-3 ATCCCATGCCGACCCGAAGAGGAA
AB037949-3 ATCCCATGCCGACCCGAAGAGGAA
AB037948-3 ATCCCATGCCGACCCGAAGAGGAA
L22063-3 ATCCCATGCCGACCCGAAGAGGAA

Sekil 10 : HDV PZT icin tasarlanan (O120) 6n 6nciil bolgesi

1700 1710
) U PR O P
X04451-1 TCTGTAAAGAGGAGACTGCTG
D01075-1 TCTGTAAAGAGGAGACTGCTG
AF425664-1 TCTGTAAAGAGGAGACTGCTG
AF104263-1 TCTGTAAAGAGGAGACTGCTG
AJ000558-1 TCTGTAAAGAGGAGACTGCTG
AF098261-1 TCTGTAAAGAGGAGACTGCTG
U81988-IC TCTGTAAAGAGGAGACTGCTG
U81989-1C CCTATAAAGAGGAGACTGCTG
U19598-2 T-TCGAAAGAGGAGACTGCTG
X60193-2a TTTTGAAAGAGGAGACTGCTG
AF425645-2a TCTTGAAAGAGGAGACTGCTG
AF018077-2b GCTTAGAAGAGGAGTCTCCTG



AB088679-2b TCTTAGAAGAGGAGTCTCCTG
AF209859-2b GCTTAGAAGAGGAGTCTCCTG
AB037947-3 TGAAGGAGGAAGGAGCTCTCG
AB037949-3 TGAAGGAGGAAGGAGCTCTCG
AB037948-3 TRRAGGAGGAAGGAGCTCTCG
L22063-3 T-AAGGAGGAAGGAGCTCTCG

Sekil 11 : HDV PZT icin tasarlanan (06657) ters onciil bolgesi
6.2. HDV-RNA Bulgulari

Daha 6nce rutin ¢aligmalarda HDV-RNA’s1 olumlu saptanan bir érnek kullanildi.
Serumdan tekrar DNA elde edilip, c-DNA’s1 yapilarak RT-PZT’si yapildi. Bu islem sonunda
elde edilen sonuclar Resim 1’de gosterilmistir.

M NK A B

1031 bp
800 bp
500 bp

300 bp

Resim 1 : HDV-RNA RT-PZT bant goriintiileri
M : marker-100 bp (fermentas SM 0241)
NK : negatif kontrol
A : pozitif hasta
B : pozitif hasta  (serum 6rneginden iki ayr1 PZT yapildi)
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(Beklenen bant biiyiikliigii : 786 bp)

6.3. PZT Uriinii Saflastirma Bulgular

Saflagtirma islemi jelden uygun bant biiyiikliigiiniin UV iizerinde kesilmesi ile yapildi.
(minimum %30 kayip) Eliisyon isleminde su kullanildi ve eliisyonlar iki kere yapildi. Birinci
eliisyon arkasindan ayni1 islem tekrar edilerek ikinci eliisyonlar elde edildi. (Bu islem hangi
eliisyon daha basarili olmugsa onu kullanmak amaciyla yapildi.) Saflagtirma islemi sonrasi
elde edilen sonuglar Resim 2’de gosterilmistir.

M A A, By B;

1031 bp
800 bp

500 bp
300 bp

Resim 2 : Saflagtirma Sonra
M : marker-100bp (fermentas SM 0241)
A : porzitif hasta 1. eliisyon
A; : porzitif hasta 2. eliisyon
B : pozitif hasta 1. eliisyon
B, : pozitif hasta 2. eliisyon
(Beklenen bant biiyiikliigii : 786bp)
A;’deki bant daha iyi oldugundan bu 6rnek klonlama icin kullanildi.
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6.4. Transforme Olmus Bakterilerin Secilmesi

PZT {iriiniinii alan vektorlerde lacZ geni inaktive edildigi icin laktoz negatif seffaf
koloniler olustu. PZT iiriiniinii almayan vektorler de ligasyonla tekrar birleserek laktoz pozitif
mavi koloniler olusturdu. Transformasyon sonrasi elde edilen koloni goriintiileri Resim 3 ve
4’de gosterilmistir.

Resim 4 : Kolonilerin goriiniimii

6.5. Plazmit DNA’dan PZT

51



Siv1 LB kiiltiirleri yapilan kolonilerden plazmit DNA’lar elde edildi. Daha sonra bu
DNA’lardan PZT yapildi. Plazmitler ¢cok yogun olacagi icin 6nce spektrofotometre’de DNA
Olciimleri yapild1 (260nm). Her bir plazmitin pl’sinde yaklasik 450ng DNA oldu saptandi. PZT
icin yaklasik 100ng DNA yeterli olacagi i¢in 6rnekler ¥ diliie edilerek kullanildi. Resim 5°de
plazmit DNA’larindan elde edilen PZT sonuglar gosterilmistir.

M1 2 34 5 6 7 8 9 10 NKINK2PK

1031 bp
800 bp
500 bp
300 bp

Resim 5 : Plazmit DNA’dan PZT goriintiileri
M : marker-100bp (fermentas SM 0241)

1 : koloni 1 8 : koloni 8

2 : koloni 2 9 : koloni 9

3 : koloni 3 10 : koloni 10

4 : koloni 4 NK1 : negatif kontrol 1

5 : koloni 5 NK?2 : negatif kontrol 2

6 : koloni 6 PK : pozitif kontrol

7 : koloni 7 (Beklenen bant biiyiikliigii : 786bp)

* [k on 6rnegin her biri farkli bir seffaf koloniden elde edilmistir. Negatif kontroller igin iki
ayr1 mavi koloni, pozitif kontrol i¢in ise normal PZT’de kullanilan c-DNA kullanilmistir.

6.6. EcoR I ve Not I Kesimleri

Plazmit EcoR I ile kesildiginde hedef DNA’da kesildiginden ii¢ ayr1 bant olusmustur. Bu
bantlarin biiyiikliikleri sirasiyla 248 bp, 558 bp ve 2995 bp’dir. Plazmit Not I ile kesildiginde
ise iki ayr1 bant olusmustur. Bu bantlarin biiyiikliikleri ise sirasiyla 819 bp ve 2982 bp’dir.
Resim 6’de plazmitler EcoR I ve Not I ile kesildiginde olusan sonuglar gosterilmistir.
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M P1 P14, Plz P2 P2, P2

3000 bp
=
=
900 bp —
e
500 bp
200 bp

Resim 6 : Plazmit EcoR I ve Not I kesim goriintiileri
M : marker (fermentas SM 0328)
P1 : plazmit 1 — kesilmemis
P1 5 : plazmit 1 — EcoR I kesimi
P1p : plazmit 1 — Not I kesimi
P2 : plazmit 2 — kesilmemis
P2, : plazmit 2 — EcoR I kesimi
P2 : plazmit 2 — Not I kesimi

6.7. DNA Dizi Analizi Bulgular:

Elde edilen klonlama iirlintinde HDAg’nin vektore takilip takilmadigr altin standart olan
DNA dizi analizi ile de dogrulandi. Dizi analizi i¢in plazmit iizerinde bulunan pUC/M13 6n ve

ters Onciilleri kullanildi. Bu sekilde hem HDAg dizisi hem de plazmite ait boliimlerin
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gosterildigi dizi analizi sonuglar Sekil 12 de gosterilmistir. Elde edilen dizi analizi sonucunun

diger genotip ve subtiplerle olan karsilastirilmalarn Sekil 13 de gosterilmektedir.

T

T

T

T

T

T

T

T

T

T

0 Z0 20 a0 50 &0 o a0 0 100
e e e e e e | P | Py | e |y ey e ey | ey | == | e r= = | rer=r=g ey = ==y |

CP.GCNTTP.GGTG:P.P.CTJLT}LG:ERTP.CTCBRGCTRTGG&TCCRRCGC GTTGGGP.GCTCTCCCRT}LT GGTCGP.CCTGCP.GGCGGCCGCGRRTTCRCTBGT GAT

110 1z0 i1z0 140 150 1&0 i7a 1s0 190 Zoo
e T e e e L L L L L E e EE N E R |

Sl
TP.T GC GP.T GCCG&CCC&E&G&GMG&RGG‘EC GOGERCGCGRACCT GT GRLGT GG:EP.P.CCCGCTTT}LTTGRCTGGGGTCG:&CRGCT CT GRGEN GRALE GiE

210 Zz0 20 240 50 250 &7 50 290 200
coaollacaslasaaaesa(lsaas(lsacsllsasslaasallacaalesaalaaaallaaaalseaa([ssca(leasa(lsaas ([sass{lasaallss s s [ss sl

GEGG:P.TCGG:&T GGGRP.G:&GTETP.TCCT}LTGGGJLP.TCCCTGC GTTCCCCTGRCGTCCRGCCCCT CCCCGGTCCG:&G:P.GRRGGGGGP.CTCCGGGP. CATCCTE

210 220 220 240 250 260 270 250 290 200

5 SRR
CP.T GTTGCGG:&CGRP.GCCGCCCCCGGGCGCTC CCCTCG:RCCCTCCTTCGP.GGGGGTTGRCTC CCCCRGTCGJLC GGGCCGGCT}LCT CTTCTTTCCCTTCTC

210 220 a0 330 a50 250 a70 450 230 500

- aa s
TCGTCTTCCTCGGT CRRCCTCTTREGTTCCT CTTCCTCTTCCTTGCTGEGT CTCTTCCCTCCC GG GCTGP.GTTGCTT CTTCTTGTTCTCERGGECCTTCC

510 SZ0 520 sS40 550 5650 570 550 S90 &00
coaallasaslasaalaesa(lsaas([sacsllaaasleaaallasaalasaafaaaallaaaslsas s PRI R I I I e |

I-
TTCETCGETERT CoTGCCTCTCCTT ETCGGT R LT CCTCCCCT GRGRGGCCTCTTCOTRGETC CEERGT CTRCCTCCRTCEEETCCETCCGGE CCCT OTT

&10 BZ0 &20 &30 &E50 &E50 &0

CGECCEGEGERGCCCCCTCTCORTCCTT AT CCT TCTTTCCGR GRATTCCTT TR CGTTTCCCR G CCRGGGRTTGTCTTCCT CRRGTTTCTT GAT CTTCTTC

710 TEa el a0 50 TE0 il TE0 T30 00
conallacae(lasaaaena(lsaaa(lsacallsasalaseallacsasleaaalaaaallaasa[seaa([ssca(leaaa(lsaas([sacallasaallssa s [ss sl

TTTGTCTTCCGELGCTCCCTCTCGRGT T T CT AL T T T T TCTTCCRTTTRCCCRCTGCTC G GR L CCTCTTCTCTCCCTCCGCGGTTCTTC TTCGRTT

&10 SZ0 20 sS40 50 S50 70 50 S90 F00
L e e Tl Il I R P e I p e =l | P e | e | P | e | == Py | T == |

CEERCCEGCTCATCTCERORR GEGECEECRGTC CTCRGTRCTCTCTATTCTTTTCT GTRARRGE GERGECT GCT GRAT CERATTCCCGCEECCE CORT G0

210 Fz0 Fz0 240 aso FE0
e == e ey e | e | e | ey | ==y | == r= = F=y==r= | = r=p== | Foy=p=gy | =y

GECCEGELGCATGCGRCGTCGGECCCRETT OGO CCTRTAGTGP.GTCG:BTP.GP.&TCHCGGCCGC TRHC

Sekil 12 : HDAg dizi analizi bulgulari

Not: Sekilde sar1 bolgeler HDAg 6n ve ters onciillerini, mavi bolgeler ise plazmit sekanslarini gostermektedir.
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10 20 30 40 50 60 70 80
Y Y Y O Y O Y O O O O ) O OO |

X04451-1 ATGCCATGCCGACCCGAAGAGGAAAG-AAGGACGCGAGACGCAAACCTGTGAGTGGAAACCCG-CTTTATTCACTGGGGT

D01075-1 C
AF425664-1 A.G...C
AF104263-1 A.G...C
AJ000558-1
AF098261-1
U81988-1C A C.TT. ceevinennnen
U81989-1C TC.T..C A
HDAG-DEUL ..ciieieenrenenennesneneennns G
U19598-2 e A.T..-..... { C C.T--G-..C.T.T..A..G
X60193-2a AT G CLT-A-.CCLT. T A
AF425645-2a . e AL T e G- A C.TA-G-C.C.T.T....G
AF018077-2b ..cucueuvueeencnnanenes Gu.o. AA-...Gur e .C.TC-GA.CC..T.T.....G
AB088679-2b .C..... .GAAG....AT...... { C R C.TC-GA.CC..T.T....G
AF209859-2b ....ccvveuerenuieninnnens [ C . W [ C R C.TC-GA.CC..T.T....G
AB037947-3 ..C..ccunueerueurcnnenes G.... A AC..A.C.A..TCT.CTG.-----CC.T.T.TT.G
AB037949-3 ..C....vueueeueucnnee G....A..-.... AC..A.C.A.. TCT.CTG.-----CC..T.T.TT.G
AB037948-3 ..C...cneerueurnennenee G.... A AC..A.C.A..TCT.CTG.-----CC.T.T.TT.G
L22063-3 ..C..urrerrrannee G.... A..-.... AC..A.C.....TCT.TTG.-----CC..T.T..TT.G

90 100 110 120 130 140 150 160
R O Y ) U N R PO o N N PO PO N B |

X04451-1 CGACAACTCTGGG --GAGAAAAGGGCGGATCGGCTGGGAAGAGTATATCCCATGGAAATCCCCGGTTTCCCCTGATGTC

D01075-1 GGl ALGnee T....G....T..C..... T.....
AF425664-1 .....G....... A T....Gocere Taenenns C.C..
AF104263-1 A T....Gecceee Tannees C.C...
AJ000558-1 T
AF098261-1 ......ccceee.uud [ C Y. W € R, T...G..... T..Cuuunnnnne
U81988-1C A A T.C..G....T.C.G.....G.C.C...
U81989-1C A A T.C..G.......C.G.C.T..C.C...
HDAg-DEU1 ... G.....A. A A T....G..... T.CG.......C.C...
U19598-2 GT...CTCGA..A---T.G..G.C.TT.T.G..GG..AG.TG.GTGTA....C..G..... T......
X60193-2a GT..CTCGA.A---.T.G..G.C.TT.T.G..GG..AG.TG.GC.TA..T.C..G.....T..G.C..
AF425645-2a GT...CTCGA..A---.T.G..G.C.TT.T.G..GG..AG. TG.GCGTA..T.C..G.....T................
AF018077-2b GT...CTCGA..A---.T.G..G.C.G...GGA.GG..CTGAG.GC.A..T.C.....T.. T.AGC........ C...
AB088679-2b GT...CTCGA..A---.T.G....C.G...GA..GGCTCCCAG.GCCA..T.C..G.....T.AG.C..T...G....
AF209859-2b GT..CTCGA..A---.T.G..G.C.G...GGA.GG..CTGAG.GC.A..T.C....T..T.AG........ G....
AB037947-3 GTG..C.CTG..ACCCAGT..T.CCCG..GGGA.GC...GTA.ACCC.A.T...G..CTG.T..G...T.G......
AB037949-3 GTG..C.CTG..ACCCAGT..T.CCCG..GGGA.GC...GT.ACCC.A.T...G..CTG.T..G...T.G......

AB037948-3 GTG..C.CTG..ACCCAGT..T.CCCG..GGGA.GC...GTA.ACCC.A.T...G..CTG.T..G...T.G......
L22063-3 GTG..C.CTG..ACCCAGT..T.CCCG..GGGA.GC...GTA.ACCC.A.T....G..CTG.T..G...T.G......

Sekil 13 : Filogenetik agaca referans olusturan farkl1 HDV genotiplerine ait HDAg sekanslarinin karsilastirilmasi.
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170 180 190 200 210 220 230 240
R N N ) O N R PO R N ) PO PO N B |

CAGCCCCTCCCCGGTCCGAGAGAAGGGGGACTCCGGGACTCCCTGCAGACTGGGGACGAAGCCGLLCCLEGGGe-cTeccc

X04451-1
D01075-1 ..T TA T...TG Gu...
AF425664-1 TG.T S VLN cO G
AF104263-1 TG G.TTA ... TG T oeeeeeeeererrrmsne G

AJ000558-1 T
AF098261-1 ..T U cTR
U81988-1C  T........ CGT.TGTGu e TCo.Tee. TGrveereeeeeemessesssene G
U81989-1C T...TG [
HDAg-DEU1 ATueeee TGT..Coneererrnnns Gu...
U19598-2  ..Tuecceee.Cuoeere.Cuer A A . T.C..TCTGA.... TG
X60193-22 ... TeoeeeeCroreoereeeAreaeeeA e TGC.. TTTG A e A G
AF209859-2b ...G..G.....TC......T.....A TA..TG CoeTerrGoen.
AB037947-3 G.T.....T..C..T..G..A A G CoAvenGoee.
AB037949-3 G.T.ooo.. T..C.. TG A e ReY oo [T CoAuoeenGoen.
AB037948-3 G.T.....T..C..T..G..A A G CoAveeGoee.
L22063-3 G.Teo.T..C.. TG A, y— GeoiCueiCoAeeenGen..
250 260 270 280 290 300 310 320
| O Y O R S N R Y PO e U e O O |
X04451-1 TCGATCCACCTTCGAGGGGGATCACACCCCCAACCGGCGGGCCGGCTACTCTTCTTTCCCTTCTCTCGTCTTCCTCGGTC
D01075-1 ..T T T T
AF425664-1 T A GT
AF104263-1 T A GT
AJ000558-1 T
AF098261-1 ....... G T T
U81988-1C T G..A T......GAT...TC......C...CT..C.
U81989-1C ..TG T G
HDAg-DEU1  ....C..Teueeuueenen. Te.Te. GT..A
U19598-2  ..GA.T..C..GA...T....A......C o U \ Y V. W
X60193-2a ..GA..T...CT.GA...T.....T.......C o U oY W
AF425645-2a ...GA..T...C.GAA..T....T....GT.C CT... TC.oovoeeAA .
AF018077-2b ...GA..T..G........T....T........C
AB088679-2b ...GAGGT..C........T.....T.......C
AF209859-2b ...GA..T..G.........T....T........C
AB037947-3 ..GCGGG..G..C.TT...T GG.C T..TCG....A...CT..C.
AB037949-3 ..GCGGG..G..C.TT...T GG.C T..TCG....A...CT..C.
AB037948-3 ..GCGGG..GK.C.TT...T GG.C T..TCG....A...CT..CY
L22063-3 ..GCGGG..G..C.TT...T GGTC GT.......T..TCG....A...CT..C.

Sekil 13 (devam)
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330 340 350 360 370 380 390 400
R O A R S Y O o N Y o O I I |

X04451-1 AACCTCCTGAGTTCCTCTTCTTCCTCCTTGCTGAGGTTCTTGCCTCCCGCCGATAGCTGCTTCTTCTTGTTCTCGAGGGC

D01075-1 A C T..C TC
AF425664-1 ...... T.A T G...C G.CC..T....TC
AF104263-1 ...... 4 [ VR, § R G...C........ G.CC

AJ000558-1

AF098261-1

U81988-1C .
U81989-1C ... 4 U W C......... G..T..C....G.G....T..
HDAg-DEU1 ... T.Auuceeueee. Co T
U19598-2

X60193-2a .G...T...

AF425645-2a ....... { O

AF018077-2b ... T.GA

AB088679-2b ....... GA.ovnevnenne Y, V. C...T....G.AG..G....TCT....... C.....
AF209859-2b ....T.GA.................. [ O C...C......AG..G...........
AB037947-3 .G....G TCG C..C.TC.G.CC..T
AB037949-3 G....G TCG C..C.TC.G.CC..T
AB037948-3 ....... G. TYG C..C..TC.G.CC..T.
L22063-3 .G....G..coueeneneee T.G........ G..T..C. TC.G.CC..T....cccceceuuc. C.....

410 420 430 440 450 460 470 480
| O O N O RO RSO PN N P PO RN OO O RN JO |
X04451-1 CTTCCTTCGTCGGTGATCCTGCCTCTCCTTGTCGGTGAATCCTCCCCTGAGAGGCCTCTTCCTAGGTCCGGAGTCTACCT
D01075-1 GA T.
AF425664-1 A...C C..C T..
AF104263-1 A...C C..C T..
AJ000558-1 C
AF098261-1 C
U81988-1C  ....... T..Geooo..C C T T..
U81989-1C
HDAg-DEU1
U19598-2 ... TG, C
X60193-2a  ........ TG...
AF425645-2a ....... TG....

AF018077-2b ........ Teeerenen

AB088679-2b ... T..TT......G...C......... GT........ C.....GG.T.TTT...

AF209859-2b ........ § DR C.T......GT........ Cteet. GG T TTTuerevenvnnend G....
AB037947-3 ........ T..T...G...C......... { I C..C.TGGCTTTG.ATT..C...C...GTA..A.. A T..
AB037949-3 ........ T..T...G...C......... { I C..C.TGG.TTTG.ATT..C...C...GTA..A..A.T..
AB037948-3 ........ T..T...G...C......... { C R C.TGGCTTTG.ATT..C...C...GTA..A..A.T..
L22063-3 ... T..T...G...C......... { R C..C.TGGCCTTG..TT..C...C......... A.A....
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Sekil 13 (devam)

490 500 510 520 530 540 550 560
| O Y O RS S N RO U PO e SO e O JO |

X04451-1 CCATCTGGTCCGTTCGGGCCCTCTTCGCCGGGGGAGCCCCCTCTCCATCCTTATCCTTCTTTCCGAGAATTCCTTTGATG
D01075-1 T
AF425664-1 T
AF104263-1 T

AJ000558-1

AF098261-1

U81988-1C

U81989-1C

HDAg-DEU1

U19598-2

X60193-2a

ABO088679-2b ....... Aeee. C.T. Toeeeneee T.....C........
AF209859-2b ....... A.....C.T...T...
AB037947-3 ...G.CC..TCGC.T..G...
AB037949-3 ...G.CC..TCGC.T..G
AB037948-3 ....G.CC..TCGC.T.... ..TC.T.....T.G....C.T....--.TC.AC....GAC..C.
L22063-3 ...GGTT..TGC.TC.G............C..T..G..T.G....C.T.C.---.TC.AC.G...AAC..C.

570 580 590 600 610 620 630 640
R O Y O O N R PO o N ) PO PO IO I |

X04451-1 TTCCCCAGCCAGGGATTTTCGTCCTCAATCTTTTTGAGTTTCTTCTTTGTCTTCCGGAGGTCTCTCTCGAGTTCCTCTAA

D01075-1 .T........ G..A.....GT..C...T AAC
AF425664-1 .. T........cuceruenenene GT..C... T......... AA........ GCC..C........ Aenenee
AF104263-1 .. T....ueeveruenennne GT..C...T AA C . V.
AJ000558-1 T.....C
AF098261-1 ....ccoevvevenincnnenene T.....C
U81988-1C ..T.................C....... GT..C...TC.......... | G T..CT
U81989-1C ........ .G..A....G.GT..C..TC G.C

HDAg-DEU1 .T...... G.T......GT..C...TC .
U19598-2 e T.......GT..C...TGG.....C.G.Cureeveeesese. Tuvree.C.e.
X60193-2a T....G.GT..C...TGG.....C.G....
AF425645-2a ..oovvvevvrrreeen A.eG.GT..C... TGG.....C.G.C......
AF018077-2b ..T...........G..A..C......GTC.C...TAG....G..GAC..
AB088679-2b ...... .G..G..C
AF209859-2b ..T..........G..G..C......GTC.C...TAG....G..GAC............ Corrrrnne
AB037947-3 .T........... G...A....GT.C..TC...G..GA.TCG......C..CT
AB037949-3 .T......... G.C.A......GT..C...TC....G..GA.TCG......C..CT....GC.ATTCGCTT
AB037948-3 ..T.. GC.ATTCGCTT

L22063-3 ... T........ G..C.A......GT..C...TC.....G..G.CTCG.....A..CT......C.TTCGCCT
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Sekil 13 (devam)

650 660 670 680 690 700 710 720
R O Y R O Y O o N Y o O I |

X04451-1 CTTCTTTCTTCCGGCCACCCACTGCTCGAGGATCTCTTCTCT---CCCTCCGCGGTTCTTCCTCGACTCGGACCGGCTCA

D01075-1 CT A.C B G T....TCCT....G........
AF425664-1 TTT C.C....--T.GT..A..C.. T..... Y, V-
AF104263-1 TTT c.C...--T.GT...A...C..T....... . W—
AJ000558-1
AF098261-1
U81988-1C T......... T..TT e G.G..C..o.o - T..C. T AT TG
U81989-1C .C.TC......ATTG GCG..C..C...--G..C..T......... Teerunee Teverene
HDAg-DEU1 ATTT A.C T....T
U19598-2 ..TC....GTT.TG.T..TCT.......G....C..C.TGTT..C.TT..AC..........n... TT......
X60193-2a ..T..C..G.T.TG.T..T.T.......G....C..C.TGTT..C.TT..TCCTC.....T...... TT......
AF425645-2a .. TC....GTT.TG.T...T.T.........G..C..C.ACC...C.TT.A.....T........TT......
AF018077-2b TC.TC.....GAT.G.T....TTC...TTG......... ..C.TC..GGTC......A...G.T......
AB088679-2b TC.TC......AT.G.T....TTC.... TG.......... ..CTTC...G.TC.....CA..... T......
AF209859-2b TC.TC.....G.AT.G.T....TTC...TG.......... ..CTTC...GGTC......A...G.A......
AB037947-3 T.....C.. T.CT.T....cccuosueueu GC...C..C...--.G.CTTCGA.CCGGGT..T.CA...GTT......
AB037949-3 T....C..T.CT.T..... ..GC...C..C...-- K.CTTCGA.CCGGGT..T.CAC...GTT......
AB037948-3 T....C..T.CT.T........ T.....GC...C..C..---.G.CTTCGRRCCGGAT..T.MA..... TT......

L22063-3 G.....C..T.CT.T........ j C..... T.CTTCGA.G..AG...T.CGA...TTT......

730 740 750 760 770
R O N P O N PN PO O |
X04451-1 TC TCGGCTAGAGGCGGCAGTCCTCAGTACTCT-----TACTCTTTTCTGTA
D01075-1 .T..A A.G
AF425664-1 ..-...A.A A.G
AF104263-1 ..-..A.A A.G

AJO000558-1 ..
AF098261-1
U81988-1C ..-... AA.Guereeennene G nenenennns
U81989-1C ...C...A..uueueuurnnene G.... C.A..
HDAg-DEU1 ..-...A.A..G C----.T
U19598-2 ..CC.A.G.C....AAG......... T....CT-AT.CT.TCC..-.CG.
X60193-2a .TC..A.G.C.-...AGG......... T....CT-AT.CT.TC...-. TG.

AF425645-2a ..CC.A.G.C.....AGG......... T...CT-AT.CT.TCC....TG.
AF018077-2b ..C...AT.GCGA.....G....G.A..... TAT..TCC.G..TAG
AB088679-2b ..T...-A...G.CG.A.G....CG..AG......--TAT..TCC...TAG

AF209859-2b ..C...AT.GCG......G....G..A..... TAT.TCC.G..TAG
AB037947-3 ...----..GAGAC...GGAG.T..GACGA...CT--TGT....CC.GAAGG
AB037949-3 ...----..GAGAC...GGAG.T..GACGA...CT--TGT....CC.GAAGG
AB037948-3 ...----..GAGAC...GGAG.T..GACGA...CT--TAT...CC.RRAGG

L22063-3 ...----.GAGAC...GGAG.T..GACGA...CT--TAT....CC.-AAGG
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Sekil 13 (devam)
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6.8. Filogenetik Analiz Bulgular

Elde edilen dizi ile olusturulacak filogenetik agacin dogrulugunu smamak i¢in GenBank’ten alinmus dizilerle ¢alisildi. HDAg
kodlayan 786 bp’lik bolge kullanilarak “Neighbour-Joining” yontemi ve “Kimura—2" parametre diizeltmesi ile olusturulan
filogenetik agac sekil 14 te gosterilmistir. Filogenetik analiz sonucunda elde edilen klonun genotip I’e ait oldugu gosterilmistir.

ag — X04451-1
100 A.JODD558-1
L AFO98261-1

ag | b——o—D01075-1
HOAg-DEL1

1400 G4 4'__.1\!:425554-1
100 AF104263-1
B3 _| Ug1988-1C
5 Ug19893-1C

XED193-2a
87 AF425645-2a
ABOBBE79-2b

100 4|_—AFD1BD??-2}J
100 L— aF209859-2b

L22063-3

ABO037948-3

o0 ABO37947-3
72 ABO37949-3

n.os

Sekil 14 : Filogenetik agac

7. TARTISMA ve SONUC

Bu calismada Tiirkiye’de ilk kez bir hasta 6rneginden ¢ogaltilan, HDV delta antijen
bolgesi bir plazmit olan pGEM® T-easy vektoriine klonlanarak cogaltilmistir. Bu amagla
gen bankasindan indirilen HDV nin {i¢ ayr1 genotip ve bunlarin alt tiplerine ait diziler
karsilagtirilarak delta antijeni kodlayan bolgeye en yakin ve en korunmus Onciil bolgeleri
belirlenmistir. Bu onciiller yaklasik 1700 niikleotid uzunlugundaki HDV-RNA iizerinde
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delta antijeni kodlayan 1003—1653. niikleotidler arasindaki bolgeyi igine almaktadir. On
onciil olarak belirlenen 933-956. niikleotidler aras1 her ii¢ genotip icin de korunmus bir
bolge iken, ters Onciil olarak her ii¢ genotip i¢in de korunmusg bir bolge bulunamamastir.
Daha 6nce yapilan ¢alismalar 15181inda Tiirkiye’de sadece genotip I’in varlig
bildirildiginden bu genotip i¢in korunmus bir bolge olan 1698—1718 niikleotidleri aras1
ters Onciil bolgesi olarak tasarlanmistir (39,49,50).

Dizayn edilen ters onciil kullanilarak yapilan reverse transkripsyon basamagi ve
bunu izleyen PZT basamaklarindan elde edilen iiriinde hedeflenen bantlar elde edilmistir.

RT-PZT’ nin sonrasinda ligasyon basamagina gegilmeden 6nce PZT iiriinleri jelde yiiriitiilerek dogru bant jelden kesilerek
saflastirtlmistir. Dogrudan PZT {iiriinii yerine saflastirmanin jelden bant ekstraksiyonu sonrasinda yapilmasinin nedeni RT-PZT
basamaginda olabilecek non spesifik kiigiik bantlarin plazmit vektor ile birlesmesi olasiliginin engellenmesidir. Bu nedenle hedef
DNA pargasi 6zgiil olmayan bantlardan agaroz jel elektroforezi sonrasinda kesilip ayrilarak saflastirma islemine gecilmistir (51).

Bu c¢alismada TA klonlama yapan pGEM® T- Easy (promega) vektor sistemi
kullanilmigtir TA klonlama sistemlerinin diger klonlama sistemlerine gore baglica avantaji
basamak sayisinin daha az, dolayisi ile diisiik maliyetli ve kolay uygulanabilir olmasidir
(44). Bu vektorlerin 3' uclarina “T” bazi eklenmistir ve 5' uglarina “A” bazi1 eklenmis
DNA ile kolaylikla birlestirilebilmektedir. Restriksiyon enzimleri ile kesilerek birlestirilen
sistemlere gore dezavantaji ise DNA’nin hangi oryantasyonda vektor icine gireceginin
bilinmemesidir. Oryantasyonun dogrulugu ancak DNA dizi analizi ve restriksiyon enzim

analizi ile anlasilabilir.

pGEM® T- Easy (promega) vektor sistemi bakterilerde ampisilin ve mavi/beyaz

koloni segiciligine gore ayirim yapmaktadir.

Plazmit izerinde bulunan ampisilin direng geni duyarli kompetan hiicrede (JM109) bulunmadigindan ampisilinli besiyerinde
sadece bu plazmiti tagiyan bakteriler tireyebilmektedir. Benzer sekilde farkli plazmit vektor sistemlerinde baska direng genleri de
(6rn; kanamisin) kullanilabilmektedir.

Mavi/beyaz seciciliginde beyaz koloniler genellikle hedef DNA iceren plazmitleri
gosterirken, mavi koloniler DNA ile birlesmeden ligasyona ugramis plazmitleri
gosterirler. Plazmit iizerinde lacZ geni bulunmaktadir. Hedef DNA plazmit igine
yerlestiginde bu gen inaktive olmakta, X-Gal ve IPTG eklenerek hazirlanmis besiyerinde
hedef DNA igeren plazmitler beyaz koloniler olustururken ligasyon basamaginda hedef
DNA nin takilamadig1 plazmitleri igeren bakteriler mavi koloniler olusturmaktadir. Ancak
her beyaz koloni dogru hedef DNA’y1 tasimayabilir. Eger PZT saflastirma islemi iyi
yapilmadiysa, beyaz koloni olusturmus plazmitler hedeflenenden farkli DNA parcalari

tasiyabilirler (52).
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Plazmitlerde hedef DNA nin varligi PZT, restriksiyon enzim analizi ve DNA dizi analizi gibi yontemlerle kontrol edilebilir.
Vektoriin hedef DNA’y1 tasiyip tasimadigini anlamanin en pratik yolu kendi RT-PZT 6nciilleri kullanarak yapilan PZT’dir. Bu
caligmada plazmit DNA da HDAg bolgesini ¢ogaltan onciillerin kullanildigi PZT ile 786 bazlik dogru biiyiikliikteki tiriin elde
edilmistir.

PGEM® T-Easy vektor sistemi diger klonlama vektorlerinde oldugu gibi c¢oklu
restriksiyon bolgeleri icermektedir. Bu bolgeleri taniyan restriksiyon endoniikleazlar
kullanilarak hedef DNA, vektor icerisinden ayrilabilir. Bu islem tek veya iki ayr1 enzim
kullanilarak yapilabilir. Kullandigimiz vektore ait ¢oklu restriksiyon bolgelerinde bulunan
EcoR I, Not I ve BstZ I enzimleri hedef DNA’y1 tek enzimle vektorden ayirabilme
yetenegindedir, ancak EcoR I aymi zamanda hedef DNA icerisinde 547. niikleotid
pozisyonunda bir kesim bolgesine de sahiptir. EcoR I’'nin bizim DNA’mizi1 keserken, Not
I’ in hedef bolgeyi kesmedigi goriilmiistiir. Calismada her iki enzim ile de yapilan
restriksiyon analizlerinde elde edilen bantlarin hedeflenen biiyiikliiklerde olmasi klonlama

sonunda ¢ogaltilan plazmitlerin dogru hedefi icerdigini gdstermektedir.

DNA dizi analizi ile plazmit kontrolii ise bu yontemler i¢inde en giivenilir olanidir. Dizi analizi i¢in plazmit vektor tizerinde
bulunan sekans onciilleri kullanilir. Bu 6nciiller kullanilarak yapilan dizi analizinde hem hedef DNA hem de plazmite ait bir kisim
dizi analiz edilmekte, bu sekilde DNA’nin oryantasyonu da belirlenebilmektedir. Bu durum 6zellikle ekspresyon i¢in onemlidir.
Eger klonlama iirtinii miktar belirlenmig kalitatif veya kantitatif PZT kontrolii olarak kullanilacak ise ¢alismada yapilan kontrol
analizleri yeterlidir, ancak eger bu plazmit ile HDAg ekspresyonu yapilacak ise hedef DNA nin oryantasyonunun dogrulugu DNA
dizi analizi ile desteklenmelidir.

Bugiine kadar yapilmig tiim ¢alismalar Tiirkiye’de sadece genotip I varligint gostermektedir (39,49,53). Yapilan analiz sonucunda
da elde edilen klonun genotip I oldugu saptanmustir. Bu ¢aligma ile Tiirkiye’ye 6zgiti bir HDV klonu elde edilmistir.
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